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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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Tabelle 1. Spezifische Aktivitat der FDP-Aldolase in weisser und
roter Skelettmuskulatur junger (a) und alter (b) Ratten Die spezi-
fische Aktivitat ist ausgedriickt in gmol Triosen/mg Protein/10 Min/
38°C

Alter Sex Koérper- Spez. Aktivitit der
gewicht ‘Aldolase
Weisse  Rote Musk.
(g) Musk.

a) Junge Ratten 4 ? 253 250 193
(4-7 Monate) 4 Q 323 208 130
' 6 Q 300 95 107
6 Q 270 150 117
6 3 450 149 —
7 3 450 111 102
7 3 480 349 195
7 3 575 157 155
7 3 529 149 155
Mittelwerte 180 144

4 Standardabweichung 4 78.7 4 36.4

———

0.05<p<0.10
b) Alte Ratten 22 & 510 150 104
(22-29 Monate) 22 3 500 172 137
23 3 485 228 086
24 Q 230 — 102
24 Q 380 181 090
23 { 280 145 094
26 Q. 433 187 122
26 Q 530 149 083
28 ? 226 192 107
27 3 460 176 105
29 Q 260 159 154
Mittelwerte 174 111

+ Standardabweichung + 25.2 -+ 22.2

- -

$<20.001
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Der Proteingehalt der Extrakte wurde nach LLowRY et
al.® bestimmt. Die Aktivitdt der Aldolase wurde in pmol
Triosen/mg Protein/10 Min. bei 38 °C, diejenige der SDH
in pug red. NTC/mg Protein/10 Min, 38°C ausgedriickt.
In der Tabelle I sind die Werte der Aldolase-Aktivitit
angegeben.

In beiden Altersgrupen ist die Aktivitdt der Aldolase
in der roten Muskulatur geringer als in der weissen.
Dies entspricht dem Unterschied zwischen weissen und
roten Muskeln: in der weissen Muskulatur berwiegt
der anaerobe, in der roten der aerobe Glukose-Abbau.
Die Aldolase-Aktivitit dndert sich im Alter nicht in
der weissen Muskulatur, dagegen wird in der roten Mus-
kulatur eine Aktivititsabnahme von 23%, gefunden (Ta-
belle I).

Dementsprechend findet man in der roten Muskulatur
eine hohere SDH-Aktivitdt. In Tabelle 2 sind die Werte der
Aktivitdt von SDH angegeben. Ausser in den Muskeln
wurde diese auch in der Leber gemessen. Die Tabelle zeigt,
dass die SDH-Aktivitdt im Alter in weissen 349, und in
roten Muskeln 529, vermindert ist. Auch die Leber zeigt
eine Abnahme von 449;.

Aus den vorliegenden Versuchen kann geschlossen wer-
den, dass die Glycolyse-Aktivitdt in der weissen Muskula-
tur im Alter nicht verdndert ist. Hingegen ist der oxyda-
tive Abbau der Glukose und damit der Prozess fiir die
ATP-Resynthese durch die Aktivitiatsverminderung der
SDH verringert.

8 H. Lowry, N. J. RoseBroucH, A. L. Farr and R. J. RaNnparr,

0.
J. biol. Chem. 793, 265 (1951).

Tabelle I1. Spezifische Aktivitdt der Succinatdehydroganse (SDH) in weisser und roter Skelettmuskulatur und Leber junger (a) und alter (b)

Ratten
Alter Sex Korpergewicht Spez. Akt. SDH
(Monate) (g) Weisse Musk. Rote Musk. Leber
a) Junge Ratten
(3—7 Monate) 3 1) 215 7.63 ) — —
3 Q 390 3.59 14.40 -
4 ? 250 3.08 6.89 11.86
5 Q 250 2.22 5.23 9.71
5 3 420 16.53 16.20 9.92
5 ? 294 6.90 18.92 4.80
5 ! 323 4.47 9.58 2,72
7 1) 450 — 9.75 —
7 3 480 0.92 7.26 —
Mittelwerte 4.59 11.27 7.65
: + Standardabweichung +1.98 +5.52 +2.65
b) Alte Ratten
(20-30 Monate) 20 3 300 3.53 1.81 7.14
22 3 510 1.98 4.00 —
22 Q 500 1.78 8.81 —
23 ? 257 3.00 6.89 5.37
23 Iy 485 — 6.79 —
23 3 560 3.82 3.47 —
23 3 760 — 5.37 —
23 Ie) 400 1.94 5.57 —
24 Q 380 5.19 8.46 _
24 { 350 3.00 4.67 —
24 Q 230 — 1.59 4.56
26 3 455 3.28 9.39 2.60
26 ? 433 2.22 6.55 1.84
28 ? 226 1.84 3.93 1.88
29 ? 255 1.81 6.42 3.54
30 ? 200 2.71 2.46 8.12
Mittelwerte 2.97 5.33 4.30
- Standardabweichung 4:1.07 +2.22 +2.22

Die spez. Aktivitit ist ausgedriickt in g NTC red./mg Protein/10 Min, 38°C.
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Im Anschluss an die fritheren Befunde iiber die Ab-
nahme des ATP-Gehaltes im Alter4 und der wahrschein-
lich dadurch bedingten Reduktion der KP-Reserven®
kann angenommen werden, dass diese Stérung durch die
Anderung der ATP-Resynthese bedingt ist.

Summary. The activity of aldolase and succinatdehy-
drogenase (SDH) in white and red skeletal muscle of
young (3-7 months) and old (20-30 months) rats has been
determined. In addition also the SDH of liver was measur-
ed. The activity of aldolase is higher in white than in red
muscles, while SDH shows a higher activity in red than in
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white muscles. The activity of aldolase is not influenced
by ageing in white muscles, but decreased in red muscles
by 239%,. In old animals the activity of SDH is 349, less in
white and 529 less in red muscles. In liver the activityis
449, less. The significance of these changes for the energy
metabolism of skeletal muscle is discussed.

M. ErmINT und I. SzELENYI
Institut fiiv expevimentelle Gevontologie,

Nonnenweg 7, CH-4000 Basel (Schweiz),
5. Oktober 1971.

The Presence of Isocitrate Lyase and Malate Synthase Activity in Germinating Ginkgo biloba seeds®?

The glyoxylate cycle has been found operative in bac-
teria®, algae?, fungi® conifers® and angiosperms?. This
cycle provides a mechanism for the conversion of fats into
sugar. In the attempt to demonstrate that this metabolic
pathway is very strictly associated with high levels of li-
pids in the tissue and that the cycle might be considered
an ancestral mechanism of utilization of fats, we investi-
gated the lipid content of Ginkgo biloba seeds, at 0 time of
germination. Subsequently we studied the presence of the
two key enzymes of the cycle, the isocitrate lyase (EC
4.1.3.1) and malate synthase (EC 4.1.3.2) in seedlings 8 cm
long.

Moreover, the fatty acids composition of the triglyce-
ride fractions is investigated and compared to the com-
position of species where the cycle has been found to be
operative, in order to provide a possible correlation be-
tween the enzymes assayed and the material they are utiliz-
ing as substrate.

It is interesting to underline that the G. biloba tree be-
longs to a division of the Ginkgophita which goes back to
the carboniferous and the G. biloba is the only living Gink-

" gophitaBt. ,

Experimental. Culture of G. biloba. At 0 time of germi-
nation, the seeds deprived of the sarcotesta and sclero-
testa were used for lipid determinations. For the enzyme
assay, the seeds without sarcotesta but with sclerotesta,
were cultivated in a chamber at constant temperature of
25°C in the dark on moistened sand. The proper quantity
of water was added to insure complete imbibition and nor-
mal germination. At the desidered time of germination,
the material was collected and used for enzyme determi-
nations.

Lipids extraction and detevmination. For the extraction
of lipid material, we adopted the method of ForLcH et al.®.
A small aliquot of lipid extract was withdrawn and eva-
porated in a oven at 60°C for 20 h to obtain the weight of
total lipids. For the separation of the lipid classes, we
used the thin-layer chromatography as described by Ma-
Lins and MangoLp . The triglyceride and phospholipid
fractions were assayed after scraping from the plate by the
methods of CaArRLsoN1! and MARTIN et al.!?, respectively.
The fatty acid composition of triglyceride fractions were
obtained by gas chromatographic analysis.

Enzymes extvaction and determination. The enzymatic
extracts were prepared by the method of FirRENZUOLI et
al.$. Tsocitrate lyase and malate synthase were assayed at
25°C with continuous optical method !? slightly modified
by usé.

Protein deteymination. The total proteins of the enzyme
extract were determined by the biuret method according
to BEISENHERZ et al.}4.

Results and discussion. In Table I (a) are reported the
levels of total lipids and of 2 fractions more representative
and obtained by thin-layer chromatography. It is evident
that the seeds at 0 time of germination are mostly rich of
triglyceride.

The activities of 2 key-enzymes of glyoxylate cycle in
seedlings 8 cm long are reported in Table I (b). The highest
values are those of the isocitrate lyase. Table IT shows the
fatty acid compositions of the triglyceride fraction. Evi-
dently, the saturated fatty acids are quantitatively less
represented, unsaturated fatty acids are predominant.
The most abundant unsaturated fatty acids are linoleic
and oleic acids; these values of G. biloba compared with
those of the 2 species show that always C18:1 and C18:2
are predominant fatty acids and also linoleic i1s the most
represented one; the ratio C18: 1/C 18:2, studied in all
species, is almost constant, These data may indicate the
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