Alfred Bécking

Die biochemischen Befunde
der Verteilung der unspezi-
fischen Esterase aus zyto-
chemischer Sicht

Zusammenfassung

Mit biochemischen Untersuchungs-
methoden (Zellpartikelfraktionierung)
wird die unspezifische Esterase als
spezifisch mikrosomales Enzym
ausgewiesen. Durch die ultrahisto-
chemische Darstellung der Esterase
konnte gezeigt werden, daf} es sich
dabei um einen artefiziellen Befund
handelt. In der Hauptstiickzelle der
Niere kommt es z. B.im Moment der
mechanischen Verletzung der Zelle
zu einer Diffusion der primér 16s-
lichen Esterase aus den Mitochon-
drien und einer unspezifischen An-
lagerung an mikrosomale Vesikel.
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Vorbemerkung

Die intrazellulare Ortsbestimmung
von Enzymen erfolgt meist durch
Aktivitdtsbestimmungen an Zellpar-
tikelfraktionen. Soweit die direkte Lo-
kalisation von Enzymen in der intak-
ten Ultrastruktur mithistochemischen
Methoden gelungen war, ergab sich
bisher eine volle Ubereinstimmung
zwischen biochemischen und ultra-
histochemischen Befunden. Dies
beweist, daf} die betreffenden Enzyme
bei der Zellpartikelfraktionierung

ihr Kompartiment nicht verlassen
haben. Geschieht dies aber wider
Erwarten, so ist der Nachweis oft nur
mit Schwierigkeiten zu fiithren.

Dabei kann die Ultrahistochemie
wertvolle Dienste leisten.

Unter »unspezifischer Esterase« (E.
C.3.1.1.) versteht man eine Familie
schwer unterscheidbarer Enzymindi-
viduen, welche sich disk-elektro-
phoretisch in 15 — 20 Komponenten
auftrennen 146t. Ihr gemeinsames
Kriterium ist die Fahigkeit,eine Viel-
zahl von Carbonséureestern zu
hydrolysieren. Diese Enzymfamilie
gibt uns heute noch grofie Ritsel auf,
da wir zwar wissen, daf} sie fast
ubiquitidr in Arten und Zellen anzu-
treffen ist und einige biochemische
Erkenntnisse eine wesentliche Funk-
tion im Stoffwechsel erwarten lassen,
wir das natiirliche Substrat und
damit die biologische Rolle der
Esterase aber bis heute nicht kennen.
Bei unseren Bemiihungen um die
Funktionsaufklirung der einzelnen
Glieder dieser Enzymfamilie handelt
es sich um reine Grundlagenfor-
schung. Das heif3t, wir kénnen heute
nur schwerlich die Frage beantwor-
ten, wozu eines Tages unsere For-
schungsergebnisse in der Praxis
nutzlich sein werden. Denkt man
aber daran, dall ein angeborener
Enzymdefekt einer E 600 resistenten
Esterase (Wolman’s disease) bei
Sauglingen zu einer immensen Ab-
lagerung von Fetten in inneren
Organen mit Todesfolge fiihrt, so
wird deutlich, daf3 die Aufklarung
der biologischen Rolle dieser Enzyme
nicht nur von theoretischer, sondern
auch von praktischer Bedeutung

fiir Medizin und Biologie sein wird.

Bisher kamen die Ansétze zur Au
klarung der Funktion der unspezi
schen Esterase aus der Biochemie
doch haben bisher alle Ergebnisse
wenig zum Verstandnis dieses

multiplen Enzyms beigetragen.

Wir haben nun zusétzlich zu bio
chemischen Untersuchungen de
Weg der ultrahistochemischen -
Enzymlokalisation eingeschlage
in der Uberlegung, daB die Kenn
des intrazelluliren Enzymortes
die Aufklarung der biologischen
Rolle niitzlich sein kénne.



Esteraseverteilung aus bio-
chemischer Sicht

Bedient man sich der Methode der
Zellpartikelfraktionierung, um die
intrazellulidre Verteilung der Esterase
zu bestimmen, so werden von allen
Untersuchern an verschiedenen Or-
ganen und Species sowie mit diver-
sen Substraten tibereinstimmend
folgende Befunde erhoben:

1. Ein nur geringer Anteil (3 —10 %)

der Esterase wird geldst gefunden,

wiahrend der liberwiegende Teil
(>90 %) an Zellpartikel gebunden
vorliegt.

2. Der Hauptanteil der partikelge-
bundenen Esterase (etwa 70 %)
entfallt auf die Mikrosomenfrak-
tion.

3. Weniger als 10 % der Zellesterase
wird in den Mitochondrien gefunden.

Der hohe Anteil der Mikrosomen-
fraktion an der zellularen Esterase
fuhrte dazu, dafl dieses Enzym als
spezifisch mikrosomal angesehen,
ja sogar verschiedentlich als mikro-
somales Leitenzym verwandt wurde.

Esteraseverteilung aus
histochemischer Sicht

Aus nativen Kryostatschnitten
diffundieren innerhalb von 1 —2
Minuten 70 — 80 % der gleichen
Esterasen in die Inkubationslosung
und dies nachgewiesenermalfien
nicht partikelgebunden. Im Gegen-
satz zu den Befunden bei der Zell-
partikelfraktionierung stellt sich
die Esterase hier also als ein vor-
wiegend 16sliches Enzym dar.

Um die Aufklarung dieser mit zwei
verschiedenen Untersuchungs-
methoden gewonnenen, widerspriich-
lichen Befunde haben wir uns be-
miiht.

Abb.1—-6
Elektronenmlkroskoplsche Darstellungen

o A N A LY O

Wir haben zunichst die unspezi-
fische Esterase mit O-Acetyl-8-hydro- .
xichinolin als Substrat elektronen-
mikroskopisch dargestellt. Die Dar-
stellung (Abb.1) erfolgte an 30 pm
Kryostatschnitten von glutaraldehyd- :
fixierten Miusenieren. Das :
elektronendichte, granuldre Reak-
tionsprodukt markiert den Sitz der
Esterase. Die Artefaktfreiheit und
Reproduzierbarkeit der Methode,

die in unserer Arbeitsgruppe ent-
wickelt worden ist, wurde eingehend
durch Kontrollversuche abgesichert,
so daB3 wir davon ausgehen diirfen,
daB die Lokalisation des Reak-
tionsproduktes, auch im ultrastruk-
turellen Bereich, der Lokalisation

der Esterase entspricht, sofern man
gewisse Versuchsbedingungen ein-
hilt. In Abbildung 1 ist deutlich zu
erkennen, dafl die Esterase tiber-
wiegend in der Mitochondrien-

matrix der Hauptstiickzellen dar-
gestellt wird und nicht etwa an den
Vorldufern der Mikrosomen, den
endoplasmatischen Membranen.

Abb.1
Niere, Hauptstiick, NMRI Maus. Vorwiegend
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Die Methode der Zellpartikelfrak-
tionierung wies demgegenitiber aber
nur einen geringen Anteil der Zell-
esterase in der Mitochondrienfraktion
aus. Fihrt man nun eine elektronen-
mikroskopische Esterasedarstel-
lung an — mittels Zellpartikelfraktio-
nierungstechnik isolierten — Nieren-
mitochondrien durch (Abb. 2), so
findet man die Matrix derartiger
Mitochondrien vollstindig frei von
Esterase. Lediglich an Mitochon-
drienmembranen wird wenig Reak-
tionsprodukt angetroffen.

Abb. 2
Isolierte Nieren-Mitochondrien. Matrix
ohne Esteraseaktivitidt. 19 000 x.

Eine Esterasedarstellung an einer
mit dem herkdmmlichen Verfahren
isolierten Nieren-Mikrosomenfrak-
tion (Abb. 3) zeigt einige der Vesikel
prall mit Reaktionsprodukt gefiillt;
alle weisen jedoch diffus in ihrem
Innern und an ihren Membranen
Reaktionsprodukt auf. Die Ergebnis-
se der quantitativen Aktivitdtsbe-
stimmungen und der elektronen-
mikroskopischen HEsterasedarstel-
lungen an Zellpartikelfraktionen
sind also durchaus miteinander in
Einklang zu bringen. Sie widerspre-
chen aber nach wie vor den Befun-
den, die wir mit der ultrahistochemi-
schen Esterasedarstellung an intak-
tem Gewebe erheben kénnen.

Abb. 3
Nieren-Mikrosomenfraktion. Einige
Vesikel angefiillt mit Reaktionsprodukt.

19 000 x.

Die wahrscheinliche Auflésung
dieser widerspriichlichen Befund
ergab sich durch eine zuféllige B
obachtung :




letrachtet man im Elektronen-
nikroskop die Randpartien der 30
m dicken Kryostatschnitte dort
dher, wo zwangslidufig einige un-
xierte Zellen durch die Rasierklinge
ngeschnitten worden sind, so ent-
deckt man in diesen Zellen, deren
strukturelle Integritat zerstdrt wurde,
ine Umkehr der Esteraselokalisa-
tion (Abb. 4). Esterase in Mitochon-
drien ist kaum noch zu finden,

diese wird statt dessen um die Mito-
hondrien herum im Zytoplasma
angetroffen. Die hohere Vergréfle-
rung (Abb. 5) zeigt einmal die Mito-
chondrien, deren Matrix Esterase
entleert ist,und zum anderen zu
mikrosomalen Bldschen umgewan-
deltes endoplasmatisches Retikulum,
an welchen jetzt gro3ere Mengen
Reaktionsprodukt zu finden sind.

Abb. 4
Hauptstiickzellen, vor der Fixation ange-
schnitten. Umkehr der Enzymlokalisation.
3600 x.

Abb. 5

Durch Anschnitt verletzte Hauptstiickzellen.

Mitochondrienmatrix Esterase-frei, mikro-
somale Blidschen Esterase-reich. 19 000 x.

Stellt man nun die Hypothese auf,
dafl im Moment des Anschneidens -«
der vitalen Zelle das Enzym aus den’
Mitochondrien hinaus diffundiert,

so miifite man diesen Prozef3 even-
tuell elektronenmikroskopisch in
verschiedenen Stadien beobachten
koénnen. Daf3 dies mdglich ist, zeigt
die Abbildung 6, in der bereits ein -
Grofiteil der Esterase aus der Mito-
chondrienmatrix »herausgelaufen« .
ist und im umgebenden Zytoplasma
an mikrosomalen Membranen vor-
gefunden wird.

Den Erwartungen entsprechend

sind bereits in einem Nierenhomo-
genat, in welchem die Zellen ja me-
chanisch zerstdort worden sind, die
Mitochondrien frei von Esterase.
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Abb. 6

Durch Anschnitt verletzte Hauptstiickzellen.
Aus Mitochondrien rherauslaufende« Ester-
ase. 19 000 x.

Die eingangs geschilderten, wider-
sprichlichen Befunde zur subzellu-
laren Lokalisation der unspezifi-
schen Esterase lassen sich demnach
damit erklidren, daf3 es durch die
mechanische Zerstérung der osmo-
tisch sehr aktiven Hauptstiickzelle
zu einer Umverteilung der primar
weitgehend 16slichen Esterase
kommt, hier von der mitochondri-
alen Matrix an mikrosomale Membra-
nen. Das einmal solchermafien an
Mikrosomen gebundene Enzym er-
scheint dann jedoch strukturgebun-
den und ist auch durch mehrmaliges
Waschen in Pufferlésungen nicht
mehr von den Strukturen abzuldsen.
Jedoch ist es uns gelungen, esterase-
arme Mikrosomenfraktionen herzu-
stellen, indem wir zur Homogenisa-
tion Kryostatschnitte anstelle von
kompaktem Gewebe verwendet ha-
ben.

Wir stellen trotz dieser von uns an-
genommenen Enzymumverteilung
nicht in Abrede, daf3 ein gewisser
Prozentsatz der an den Mikrosomen
gefundenen Esterase auch urspring-
lich an den Vorldufern derselben,
den endoplasmatischen Membranen,
lokalisiert ist.

Die hier vorgetragene These

durch einige weitere quantita
disk-elektrophoretische und ul
histochemische Befunde gesti
Unter Beriicksichtigung dieser
funde muB es problematisch er
nen, die intrazelluldre Verteilur
der Esterase durch Enzymakti
bestimmungen an Zellpartikel:
tionen bestimmen zu wollen. A
mikrosomales Leitenzym darf
Esterase wohl keinesfalls meh
gesehen werden.




