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Table IT. Antimicrobial activity of antamanide and perhydroantamanide
Minimal growth inhibiting concentration- (y/ml)
Compound Staph. aureus  Staph. aureus  Sirept. faecalis  Sarcina lutea  B. subtilis  C. albicans  Mycob. phlei  E. coli
209P Uv-3
Antamanide > 50 = 50 = 50 > 50 > 50 > 50 > 50 > 50
Perhydroantamanide > 50 18 6-9 > 50 > 50 > 50 > 50 > 50

antamanide while perhydroantamanide was found to
be active against some gram-positive strains (Table II).

The above results indicate that the biological action of
antamanide is probably not connected with increase in
cation transport through membranes. As for perhydro-
antamanide, its comparatively high lipophilic properties
and marked effect on the transmembranal transport
provides a clue for the preparation of new antamanide
analogues for membrane studies. The rational search for
such analogues has been greatly facilitated now that the
three dimensional structure of the antamanide-sodium
complex has been proposedS®.

¢ V.T.Ivanov, A. 1. MirosuNIKOV, N. D. ABDULLAEV. L. B. SENvaA-
vINA, S.F. ARkHIPOVA, N.N. UvarRova, K. Ku. KHALILULINA, V. F,
Bystrov and Yu. A. OvcHINNTKOV, Biochem. Biophys. Res. Com-
mun. 42, 654 (1971).

Zusammenfassung. Untersuchungen mit Antamanid und
Perhydroantamanid deuten darauf hin, dass fiir letzteres
die Beeinflussung des Transportes von Nat- und K+-Ionen
durch Membranen von Bedeutung sein kann.
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Altersbedingte Abnahme von Kreatinphosphat und Anderungen der Adeninnukleotide in der Skelett-

muskulatur von Ratten

In fritheren' Untersuchungen konnte gezeigt werden,
dass mit zunehmendem Alter der Gehalt an Kreatinphos-
phat (KP) in der Skelettmuskulatur von Ratten stark
absinkt?!, ohne dass sich dabei die Menge des Gesamtkrea-
tins &ndert. Die Aktivitdt der Kreatinphosphokinase
(E.C. 2.7.3.2.) blieb unverandert 2, 3. Diese Befunde deuten
darauf hin, dass die Reaktion Kreatin 4+ ATP---— KP -
ADP (LouMANN?) im Alter gestért ist. Da die Stérung
nicht auf eine Abnahme der Kreatinphosphokinase zuriick-
gefithrt werden kann, haben wir in Muskeln von Ratten
verschiedenen Alters ausser KP auch die Adeninnucleotide
Adenosinmono-, -di- und -triphosphat (AMP, ADP, ATP)
bestimmt.

Methoden. Junge (5—6 Monate) und alte (20-30 Monate)
Wistar-Ratten der Alterszucht des Institutes wurden ver-
wendet. Da keine Geschlechtsunterschiede im KP- und
Nukleotidgehalt der Muskulatur gefunden wurden, be-
niitzten wir minnliche und weibliche Tiere zusammen. Die
Ratten wurden mit Nembutal (i.p. 2.5 mg/100 g Korper-
gewicht) narkotisiert und meist nach 40-45 Min. durch
Herzschnitt und Ausbluten getttet (abweichende Zeit-
dauer der Narkose s. Tabelle II).

Die weissen Muskeln (M. rectus femoris, M. glutaeus
maximus, peripherer Teil3) wurden sogleich in Aethanol-
Trockeneis gefroren, gewogen und anschliessend in Per-
chlorsdure (PCA) wadhrend 30 Sek. homogenisiert (Ultra-
turax). Die Suspension wurde 10 Min. bei 3000 X g zentri-
fugiert und der Uberstand mit 5N KOH auf pH 7.5 ge-
bracht. Der KCIO,-Niederschlag wurde wéhrend 5 Min.
bei 3000 X g abzentrifugiert.

Die Kreatin- und KP-Bestimmung erfolgte nach den
Methoden von EGGLETON et al.?, ENNOR und STOCKEN®
und ENNoR7. Dabei wird als «totales Kreatin» die Summe
des freien plus des im KP vorliegenden Kreatins bezeich-
net. Im PCA-Extrakt wird das freie und, nach Sdurehy-
drolyse, das totale Kreatin bestimmt; durch Subtraktion
errechnet sich der Anteil des als KP vorliegenden Krea-
tins. Bei der Berechnung des als KP vorliegenden Kreatins
in Prozenten des totalen Kreatins miissen natiirlich die
unterschiedlichen Molekulargewichte von Kreatin und KP
beriicksichtigt werden, falls Kreatin und KP, hier in mg
pro g Muskel ausgedriickt, direkt miteinander verglichen
werden (Tabelle I). Die KP-Werte in Tabelle I miissen
deshalb immer zuerst durch 1.62 dividiert werden, will
man sie mit den Werten fiir das totale Kreatin in Bezie-
hung bringen.

Die Bestimmung der Adeninnukleotide wurde nach
Siulenchromatographie entsprechend der Methode von
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(1943).
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402

Specialia

ExXPERIENTIA 28/4

Tabelle I. Gehalt von Kreatin, Kreatinphosphat (KP) und Adenin-Nukleotiden in weissen Muskeln von jungen und alten Ratten in Ruhe

Nr. Alter Geschlecht Gewicht Totales Kreatin KP Adenin-Nuklotide Q
(Mo) (8) Kreatin phosphat  phosphoryl. (umol/g Muskel) ATP/ADP
Kreatin
(mg/g Muskel) in 9, von AMP ADP ATP Total

totalem

Kreatin
27 5 3 420 4.46 4.20 58 0.14 0.77 4.01 4.92 5.2
18 5 ? 250 4.40 4.12 57 0.13 0.86 4.94 5.93 5.7
32 5 ? 200 4.38 4.20 59 0.20 0.84 - -~ -
44 5 Q 200 4.75 4.62 60 0.15 1.00 6.14 7.29 6.1
04 6 3 410 4.44 3.67 51 0.23 0.56 5.43 6.31 9.7
Mittel 4.49 4.16 57.0 0.17 0.81 5.13 6.11 6.7
17 15 &) 500 4.44 3.41 49 0.14 0.81 3.46 4.51 4.3
26 20 3 300 3.82 2.06 41 0.14 1.03 3.66 4.83 3.6
05 20 Q 240 4.62 2.88 39 0.07 3.07 2.12 5.26 0.7
45 25 3 350 4.88 3.62 46 0.21 2.42 4.31 7.00 1.8
33 26 3 330 4.04 2.32 35 0.40 1.95 4.16 6.51 2.1
19 30 Q 200 4.08 2.34 35 0.44 3.87 2.43 6.74 0.6
Mittel 4.31 2.77 40.8 0.23 2.19 3.36 5.81 2.2

Tabelle 1I. Gehalt von Kreatin, Kreatinphosphat (KP) und Adenin-Nukleotiden in weissen Muskeln von jungen méannlichen Ratten nach er-

schopfender Arbeit und verschiedener Erholungszeit

Nr. Alter  Geschlecht Gewicht  Erholung Totales  Kreatin- KP Adenin-Nukleotide Q
{(Mo) (g) (Min. nach Kreatin phosphat  Kreatin wmol/g Muskel ATP/ADP
Schwimmen) — phosphor.
{mg/g Muskel) in % vom AMP ADP ATP Total

totalen

Kreatin
24 6 1S3 390 0 4.80 2.90 37 0.16 1.11 13.44 1471 121
25 6 g 420 0 4.85 2.98 38 0.08 0.78 7.35 8.21 9.4
28 6 3 510 0 4.59 2.46 33 0.39 0.95 10.59 11.93 111
Mittel 4.75 2,78 36 0.21 0.95 10.46 11.62 10.9
+SD )
22 6 3 450 5 4.47 3.03 41 0.10 0.74 9.01 9.85 12.2
23 6 3 480 18 3.95 3.79 58 0.14 0.74 12.56 13,44 17.0

DeutscH und NiLsson® durchgefithrt (Dowex-1, 200-400
mesh, Cl--Form, Bettvolumen 0.8 cm? X 5 cm, Fliessge-
schwindigkeit 1 ml pro Min.). Die Nucleotide wurden in
den einzelnen Fraktionen spektrophotometrisch bei 260 nm
bestimmt. Ein molarer Extinktionskoeffizient von 14 200
(Conn und CARTER?) wurde zur Berechnung der Nukleo-
tidkonzentration beniitzt.

Die Kreatin- und KP-Konzentrationen wurden in mg/g
und die Nukleotidkonzentrationen in wmol/g Muskel-
frischgewicht ausgedriickt.

Fiir'die Untersuchung des Einflusses der Arbeit auf den
KP- und Nukleotidgehalt der Skelettmuskulatur junger
Ratten wurden die Tiere in ein enges, mit Wasser gefiilltes
Glasgefdss gebracht, wo sie durch Wassertreten nach 3-5
Min. zur Erschépfung gebracht werden konnten 0.

Versuche. In Tabelle I sind die Kreatin-, KP- und Nuk-
leotidwerte in der weissen Muskulatur von 5 jungen und 6
alten Ratten angefiihrt.

Der ATP-Gehalt der Muskeln sinkt bei alten Tieren auf
etwa 2/, des Wertes der jungen. Dagegen nimmt bei alten

Tieren der Gehalt an ADP stark zu. AMP verdndert sich
im’ Alter nur wenig. Beziiglich KP wurde der frithere Be-
fund einer starken Abnahme bei alten Ratten bestatigt.

Zur Veranschaulichung der Beziehung des ATP zum
ADP wurde der Quotient ATP/ADP gebildet. Dabei kann
eine Abhingigkeit dieses Quotienten zum KP beobachtet
werden.

Tabelle I zeigt, dass jeweils einem niedrigen KP-Wert
auch ein niedriger ATP/ADP-Wert zugeordnet ist; junge
Tiere haben hohe KP- und ATP/ADP-Werte, wihrend bei
alten Tieren beide Werte niedrig sind.

In Tabelle II sind Arbeitsversuche an jungen Tieren
wiedergegeben. Dabei wurden 3 Tiere — nach 3 Minuten
Schwimmen — ohne Erholung, nach 5 Min. und 18 Min.
Erholung getotet.

8 A. DeutscH und R. NiLssoN, Acta chem. scand. 7, 1288 (1953).
? W. E. Coun und C. E. CARTER, J. Am. chem. Soc. 72, 4273 (1950).
10 S, M. HorvaTH, Am. J. Physiol. 745, 77 (1945).
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Unmittelbar nach der Arbeit war das zu KP phosphory-
lierte Kreatin auf 33-389%, vom totalen Kreatin gesunken.
Dagegen waren die Menge der Gesamtnukleotide und eben-
so der ATP/ADP-Wert hoher als nach Ruhe (Tabelle I).
Nach 18 Min. war bereits dasselbe KP erreicht, wie es nor-
malerweise nach Rube in jungen Ratten gefunden wird.
Die Versuche zeigen, dass durch diese Art der Arbeit das
KP zwar erniedrigt wird, das ATP aber auf Kosten des
KP seine normale Konzentration beibehilt.

Untersuchungen iiber den Einfluss des Alterns auf den
Gehalt von Adeninnukleotiden in der Skelettmuskulatur
von Sidugern liegen in geringer Zahl vor und sind zum Teil
widersprechend. HorvaTH fand keinen Unterschied zwi-
schen jungen und alten Ratten im ATP-Gehalt der Mus-
kulatur. RocksTEIN und BranDT ! sowie MITOLO 12 bestid-
tigen dies. Untersuchungen von FrorLkIis!® hingegen erga-
ben Hinweise auf eine Abnahme im Alter.

Aufgrund der vorliegenden Befunde darf gefolgert wer-
den, dass in der Skelettmuskulatur die Restitution von
KP im Alter mit der Abnahme des ATP unter gleichzei-
tiger Zunahme des ADP korreliert ist.

Summary. The content of phosphocreatine and of the
adenin nucleotides, ATP, ADP and AMP in the white ske-
letal muscle of rats of different ages has been determined.

There is an age-dependent relation between the quan-
tity of phosphocreatine and the ratio of ATP/ADP. Young
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rats contain relatively much phosphocreatine (up to 57%,)
and a high ATP/ADP ratio (mean 6.7) while old rats show
less phosphocreatine (40.8%,) and also a low ATP/ADP
ratio {mean 2.2).
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Aktivitit der Aldolase und der Succinatdehydrogenase (SDH) in der weissen und roten Skelettmus-

kulatur junger und alter Ratten

Im Rahmen unserer Untersuchungen iiber den Einfluss
des Alterns auf den Energiehaushalt der Skelettmuskula-
tur von Ratten fanden wir eine Altersabnahme des Krea-
tinphosphates (KP)1. Die Ursache dafiir scheint in einer
Verschiebung des Gleichgewichtes von ATP zu ADP zu
Gunsten des ADP zu liegen?. Es ergab sich deshalb die
Frage, welcher der ATP-liefernden Prozesse im Muskel
mit dem Alter so weit verdndert ist, dass nicht mehr ge-
nug ATP resynthetisiert werden kann.

Glycolyse und Krebs-Zyklus sind die beiden Prozesse
des anaeroben und aeroben Abbaus der Glucose im Mus-
kel, bei welchen das wihrend der Kontraktion anfallende
ADP zu ATP resynthetisiert wird. Wir wihlten deshalb
zur Priifung je ein Enzym dieser Prozesse. Es wurden Ak-
tivitdtsbestimmungen in Muskelextrakten von jungen und
alten Ratten gemacht. Fiir die anaerobe Glykolyse ist
FDP-Aldolase (E.C. 4.1.2.b Fructosediphosphat-Aldolase)
und fiir den aeroben «Krebs-Zyklusy die SDH (E.C.
1.3.99.1) (Succinatdehydrogenase) gewédhlt worden.

Methoden. Fiir die Aldolase-Extraktion wurden 9 junge
(4-7 Monate) und 11 alte (22-29 Monate) Wistar-Ratten
aus der Alterszucht des Institutes verwendet und fiir die
SDH-Extraktion 9 junge (3-7 Monate) und 16 alte
(20-30 Monate) Ratten. Bei den jungen wurde an 5 Tieren,
bei den alten an 9 Tieren gleichzeitig sowohl Aldolase als
auch SDH bestimmt (Tabelle I und II, siche Vergleich der
Priparationsnummern). Fiir die Extraktion der beiden
Enzyme wurden die Tiere 40-45 Min nach ip. In-
jektion von 2,5 mg/100 g Nembutal, im Schlaf durch
Herzschnitt und Ausbluten getotet. Weisse (M. rectus
fem.; M. glutaeus max. peripherer Teil) und rote Mus-
kelstiicke (M. piriformis; M. vastus intermedius; M. gluta-

eus max. zentraler Teil) wurden pridpariert, gewogen und
sogleich in eisgekiithlte 0,14M KCl-Losung iibergefiihrt.

Bei einigen Tieren wurde zum Vergleich auch die SDH-
Aktivitidt in Mitochondrien-Suspensionen der Leber be-
stimmt (Tabelle II). Die Gewebsstiicke wurden wahrend
1 Min. im Ultraturax homogenisiert und die Suspension
10 Min. bei 800 X g zentrifugiert. Der Niederschlag (Kerne,
Zellen, Myofibrillen) wurde verworfen; der Uberstand
30 Min. bei 8000 X g zentrifugiert. Hierbei wurden die Mi-
tochondrien sedimentiert. Die Menge betrdgt 1.19%, bei
weisser und 1.69%, bei roter Muskulatur vom Gesamthomo-
genat. Der Niederschlag wurde in 0.14M KCl resuspen-
diert und zur Messung der SDH-Aktivitdt verwendet. —
Im Uberstand wurde die Aldolase-Aktivitit bestimmt.
Alle praparativen Arbeiten wurden bei 2°C ausgefiihrt.

Die Aktivitit der Aldolase wurde nach SIBLEY und
LEHNINGER* gemessen, wobei die aus FDP entstehenden
Triosen nach Reaktion mit Dinitrophenylhydrazin
(DNPH) bei 540 nm spektrophotometrisch bestimmt wer-
den.

Die Aktivitit der Succinatdehydrogenase (SDH) wurde
nach der Methode von LESTER und Smite® bestimmt. Es
wurde dabei die Menge des reduzierten Neotetrazolium-
chlorids (NTC) spektrophotometrisch bei 505 nm gemessen.
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