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einer das ganze Individuum umschliessenden Membran, im einen Fall
die Cuticula, im andern die das Korn als ganzes einschliessende
Membran.

Die Ahnlichkeit im Aufbau des Stidrkekorns mit dem der Bast-
fagern ergibt sich zweifellos aus dem Vorhandensein einer Cuticula
einerseits, aus der Anwesenheit der die einzelnen Bastfaserzellen ein-
schliessenden Sekundirlamellen andererseits. Im Stirkekorn be-
sitzen wir ein komplex aufgebautes Gebilde, umhiillt ebenso mit einer
Primirlamelle, wobei die einzelnen Schichten ebenso von Sekundir-
lamellen eingeschlossen sind, die zuriickbleiben, wenn die durch
chemische Modifikation verdnderte Zwischensubstanz durch geeignete
Mittel gelost wird.

Riehen bei Basel, 9. April 1940.

77. Uber die Co-Enzymwirkung von Inosinsiure beim Glucose- und
Glykogenabbau in Extrakten der Retina
von H. Stllmann.
(8. V. 40.)

Die enzymatische Kohlenhydratspaltung vollzieht sich unter
Teilnahme von Adenin-Nucleotiden, die als Co-Enzyme bei den Phos-
phorylierungsreaktionen wirksam sind. Diese Funktion hat sich
zuerst fir die von Lohmann') aus Muskel isolierte Adenosin-triphos-
phorsidure ergeben, die, wie in der Folge zahlreiche Untersuchungen?)
mit verschiedenen enzymatischen Systemen zeigten, Phosphorsiure
an Kohlenhydrat abzugeben vermag. Die dabei entstehenden niederen
Phosphorylierungsprodukte des Adenosins (Adenosin-5-phosphorsiure
= Muskel-adenylsdure, Adenosin-diphosphorsiure?)) treten als Phos-
phatacceptoren auf, indem sie Phosphorsdure von der intermediir
gebildeten 1,3-Diphospho-glycerinsiuret) und der Phospho-brenz-
traubensidure (ausserdem von Kreatin-phosphorsiure) iibernehmen,
dadurch die Weiterreaktion dieser Zwischenprodukte ermdoglichen und
selber wieder zur Phosphatiibertragung auf Kohlenhydrate befahigt
werden. Je nach dem Enzymsystem vermogen auch Adenosin-

1) K. Lohmann, Naturw. 17, 624 (1929); Bioch. Z. 237, 445 (1931).

2) Ausfiihrliche Literatur iiber den anaeroben Kohlenhydratabbau in den zusam-
menfassenden Darstellungen: 0. Meyeriof, Ergebn. Physiol. 39, 10 (1937); J. K. Parnas,
Ergebn. Enzymforschg. 6, 57 (1937).

3) K. Lokmann, Bioch. Z. 282, 109, 120 (1935).

4y 0. Warburg und W. Christian, Bioch. Z. 303, 40 (1939); E. Negelein und H. Bromel,
ebenda 301, 135 (1939).
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diphosphorsdure und selbst Adenylsiure!) als Phosphatdonatoren zu
wirken. Die Co-Enzymfunktion des ,,Adenylsduresystems‘ (bzw. des
Adenosin-Adenylsduresystems in der Hefel)) beruht also auf der
Fihigkeit, mit einer fiir den Gesamtvorgang der Kohlenhydrat-
spaltung geniigend grossen Geschwindigkeit Phosphatgruppen be-
stimmter organischer Verbindungen zu iibernehmen und auf Kohlen-
hydrat zu iibertragen.

Die Einschaltung von anorganischem Phosphat in den
glykolytischen Prozess erfolgt entweder in Verbindung mit ,,Oxydo-
reduktionen*, die durch Pyridin-Nucleotid katalysiert werden, oder
ohne Teilnahme einer analogen Reaktion. Der erste Reaktionsweg
liegt vor, wenn Hexosen oder Hexose-monophosphat mit anor-
ganischem Phosphat verestert werden. Nach neueren Untersuchungen
von Warburg und Mitarbeitern (1. c.) erfolgt die Aufnahme von anor-
ganischem Phosphat in der gekoppelten Reaktion iiber Glycerinalde-
hyd-diphosphorsiure, die durch Pyridin-Nucleotid und das spezifische
Protein (reversibel) zu 1, 3-Diphospho-glycerinsiure oxydiert wird; das
Adenylsduresystem (des Lebedew-Saftes) iibernimmt eine Phosphat-
gruppe dieser Verbindung und gewiihrleistet dadurch deren Ubergang
in 3-Phospho-glycerinsiure und in Phospho-brenztraubensiure des
Embden- Meyerhof’schen Abbauschemas. Dem Adenylsduresystem
kommt hier also dieselbe Rolle zu wie bei den eingangs erdrterten
Umesterungen; es ist offenbar an der Aufnahme des anorganischen
Phosphats nicht direkt beteiligt.

Die Phosphorylierung des Glykogens (Phosphorolyse) ist
nicht an den Ablauf der Triose-phosphatoxydation oder an eine an-
dere bekannte Reaktion gebunden. Sie erfordert, wenigstens in Ge-
websextrakten?), ebenfalls Nucleotid. Als solches ist Adenylsidure
wirksam, nicht aber, bei Abwesenheit von Pyrophosphatase, Adeno-
sin-triphosphat3)%). Adenosin-diphosphat vermag in Muskelextrak-
ten Adenylsdure als Co-Enzym der Glykogen-phosphorylierung zu
ersetzen, ohne selbst als Phosphatdonator fiir Glykogen zu wirken?®).
Dass die Glykogen-phosphorylierung nicht auf dem Wege der Um-
esterung erfolgt, in die das Adenylsduresystem in bekannter Weise
eingeschaltet wire, ergibt sich auch aus Versuchen®), nach denen mit
grossen Mengen Adenyl-pyrophosphat oder mit Adenylsiure -+ Phos-
pho-brenztraubensiure bei Abwesenheit von anorganischem Phosphat
keine Phosphorylierung des Polysaccharids erfolgt.
ﬂtem, T. Baranowski und J. Terszakoweé, Z. physiol. Ch. 25f, 258 (1938).

2) Zum Unterschied von dem ,,vollstindigen Enzymsystem* (Gewebsextrakte) er-
fordert die Gleichgewichtsreaktion: Phosphat - Glykogen =—=—< Glucose-1-phosphorsidure
Icnit E(]iem isolierten System (Protein C) nach W. Kiessling (Bioch. Z. 302, 50 (1939)) kein

’ ngz)ygl T. Cori, 8. P. Colowick und C. E. Cori, J. Biol. Chem. 123, 381 (1938).

4y K. Bauwer, H. v. Euler und K. Lundberg, Z. physiol. Ch. 255, 89 (1938).

5 G. T. Cori, S. P. Colowick und C. E. Cori, loc. cit.
8) W. Kiessling, Bioch. Z. 298, 421 (1938).



— 608 —

Parnas und Mochnacka') haben zuerst beobachtet, dass sich
Adenylsidure bei der Phosphorolyse im Muskelextrakt durch Inosin-
sdure ersetzen lisst; in ihren Versuchen war letztere fast so wirksam
wie Adenylsiure. Diese Befunde sind wiederholt bestidtigt wor-
den?)3)?), wobei sich Inosinsdure als Aktivator der Phosphorolyse
jedoch weniger wirksam erwies (!/,—1/,,) als Adenylsdure. Die
Aktivitit der Inosinsédure schwankt augenscheinlich mit der Art der
Herstellung und dem Zustand der zur Verwendung gelangten Muskel-
extrakte (Skelettmuskulatur).

Mit Extrakten aus Herzmuskel fand Awugustin®), dass Adenyl-
sdure und Inosinsdure ,,in qualitativ verschiedener Weise akti-
vierend wirken*. Adenylsdure bewirkt auch hier Phosphorolyse,
wihrend Inosingdure die Hydrolyse des Glykogens aktiviert. Diese
Wirkung der Inosinsidure besteht in der Aufhebung einer durch
Phosphat bedingten Hemmung des hydrolysierenden Enzyms®).

Da also der Mechanismus der Co-Enzymfunktion bei der Glykogen-
bzw. Hexosen-phosphorylierung nach den bisher gemachten Beob-
achtungen nicht identisch ist, erscheint die Frage von Interesse, ob
Inosinsdure auch beim Abbau von Hexosen als Aktivator (Co-
Enzym) wirksam ist. Als Enzymldsungen verwendeten wir Retina-
extrakte, die sowohl aus Glykogen als besonders auch aus Glucose
(sowie aus Mannose und Fructose) Milchsidure unter Phosphatbindung
zu bilden vermogen?). Durch kurze Dialyse konnen glykolytisch
inaktive Enzymlésungen erhalten werden, die nach Zusatz von
Muskeladenylsdure und von Glykogen oder Glucose wieder zur Ver-
esterung von anorganischem Phosphat und zur Milchséurebildung
befidhigt sind?). In den hier mitzuteilenden Versuchen handelt es sich
hauptsichlich darum, festzustellen, ob die mit Adenylsiure erreich-
bare Reaktivierung auch mit Inosinsédure zu erzielen ist. Inosinsiure
tritt vielleicht unter physiologischen oder pathologischen Verhilt-
nissen in der Netzhaut auf; jedenfalls verfiigt die Retina iiber die zur
Desaminierung von Adenylsdure befihigte Amidase?).

Die Ergebnisse dieser Versuche zeigen, dass Inosinsiure im
Retina-extrakt als Co-Enzym sowohl der Glykogen- als auch der

1y J. K. Parnas und J. Mochnacka, C.r. Soc. Biol. 123, 1173 (1936).
2) W. Kiessling, Bioch. Z. 298, 421 (1938).

3 Cory c.s., loc. cit.

4 L. P. Kendal und L. H. Stickland, Biochem. J. 32, 572 (1938).

) Z. Augustin, Z. physiol. Ch. 255, 61 (1938).

%) Die einfachen Nucleoside und Nucleotide sind als Aktivatoren nicht nur fir
den Kohlenhydratstoffwechsel von Bedeutung. Nach K. Lang und H. Mayer, Z. physiol.
Ch. 262, 120 (1939), sind Adenosin, Adenylsdure, Adenosin-triphosphorsdure und Inosin-
siure als Co-Enzyme von Fettsiure-dehydrasen wirksam.

Yy H. Sillmann und T. 4. Vos, Enzymol. 6, 246 (1939).

8) H. Riésch und W. T. Kamp, Z. physiol. Ch. 175, 158 (1928). — H. Rosch, ebenda,
186, 237 (1930).

5
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Glucose-phosphorylierung wirkt, ebenfalls wird bei Anwesenheit von
Inosinsiure aus beiden Substraten Milchsdure gebildet. Wenn fiir die
Glucoseveresterung auch im Netzhaut-extrakt die (wahrscheinlich zu-
treffende, aber noch nicht bewiesene) Annahme gemacht werden
kann, dass sie auf dem Wege der eingangs erdrterten Umesterungs-
reaktionen erfolgt, so ergibt sich die Rolle der Inosinsdure als phos-
phatiibertragendes Nucleotid: sie vermag, wie Adenylsiure, als
Acceptor fiir die Phosphatgruppen phosphorylierter Intermediir-
produkte zu dienen und das iibernommene Phosphat an Glucose (und
Hexose-monophosphat) abzugeben. Die Fihigkeit zur Phosphat-
iibertragung zwischen den in Betracht kommenden organischen Ver-
bindungen wird auch durch die festgestellte Milchsiurebildung aus
Kobhlenhydrat in Anwesenheit von Inosinséiure gefordert, da wir an-
nehmen koénnen?)?), dass die Milehsdurebildung im Retina-extrakt auf
dem ,,Phosphorylierungswege‘* erfolgt.

Die Hexose-phosphorylierung durch tierische Gewebe und Gewcebsextrakte bedarf
noch der eingehenderen Untersuchung®). Da dialysierte, glykolytisch inaktive Netzhaut-
extrakte allein durch Zusatz von Adenylsidure wieder zur (Glucose-phosphorylierung und
zum weiteren glykolytischen Abbau befahigt werden, ist zur Ingangsetzung der Phos-
phorylierung wabrscheinlich die Méglichkeit zur initialen Bildung von Adenosin-polyphos-
phorsdure gegeben. Hierfir wird das in den dialysierten Extrakten noch vorhandene
organische Phosphat Bedeutung haben (s. Versuchsteil).

Inosinsidure vermag mithin, wenigstens qualitativ, Adenylsiure
beim Glucose- und Glykogenabbau im Retina-extrakt zu ersetzen.
In quantitativer Beziehung erweist sich Inosinsdure als Aktivator der
Adenylsdure in den meisten Versuchen bedeutend unterlegen. Mit
Glucose als Substrat und Inosinsdure als Aktivator reicht der
beobachtete Phosphatschwund nie an die in den Parallelversuchen
mit Adenylsidure erzielte Phosphatabnahme herant), auch nicht bei
Verwendung grosser Mengen Inosinsidure. Dasselbe trifft auch fir die
Milchséureausbeute zu. Die zur Erzielung der maximal erreichbaren
Phosphorylierung notwendigen Inosinsduremengen liegen in den ein-
zelnen Extrakten verschieden hoch. In der in Tabelle TIT (s. Ver-
suchsteil) wiedergegebenen Versuchsreihe z, B. bewirkt eine Stei-
gerung der Inosinsdurekonzentration von m./650 auf m./325 eine um
nahezu das Dreifache vermehrte Phosphatabnahme, wihrend in einer

1y H. Sillmann und T. A. Vos, loe. cit.

%y H. Siilllmann und R. Briickner, Enzymol. 8, 167 (1940).

%) In Nierenextrakten findet die Hexose-phosphorylierung unter Aufnahme von
Sauerstoff statt: H. Kalckar, Biochem. J. 33, 631 (1939). Adenylsdure wirkt bei dieser
aeroben Phosphorylierung als Co-Enzym ; Adenosin-triphosphorsiure vermag jedoch nicht
als Phosphatdonator fiir Glucose aufzutreten. Vgl. S. P. Colowick, M. S. Welch und C. E.
Cort, J. Biol. Chem. 133, 359 (1940).

%) In einem fritheren gelegentlichen Versuch (Sillmann und Vos, 1. ¢.) mit m./1500
Inosinsédure und Glucose als Substrat betrug die Phosphatabnahme 209, der mit gleich
grosser Menge Adenylsdure + Glucose gefundenen. Die Frage nach der Aktivatorwir-
kung der Inosinsiure im Retina-extrakt wurde noch offen gelassen.

39
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anderen Versuchsreihe (Tabelle IT) Erhéhung der Inosinsduremenge
ither m./1200 hinaus keine wesentliche Anderung der Phosphat-
veresterung mehr erkennen lisst.

Bei der Phosphorylierung des Glykogens, die in Retina-
extrakten mit wechselnder und mit fast immer erheblich geringerer
Intensitit als die Glucoseveresterung verlduft, erweist sich Inosin-
siure in den meisten Versuchen als mit Adenylsiure gleichwertig.
In einzelnen Versuchen wirkt Inosinsiure deutlich schwicher als die
gleichen Mengen Adenylsiure, hiufiger wird umgekehrt mit Inosin-
sdure und Glykogen als Substrat sogar ein etwas grisserer Phosphat-
schwund beobachtet als in gleich langer Versuchszeit mit Adenyl-
sdure. Hohere Konzentraticnen Inosinsdure scheinen manchmal
weniger wirksam zu sein als niedrigere.

Die Kurven in den beiden Abbildungen veranschaulichen die geschilderten Ver-
hiltnisse (vgl. auch die im experimentellen Teil aufgefiihrten Tabellen).

16+ 16 /

} It I |
m./3000 m.[1500 m.[750 m./500 m.[4000 m./ 1000
Fig. 1. Fig. 2.
Zu den Kurven in Fig. 1 und Fig. 2. Ordinate: Abnahme des anorgan. P in

mg/100 em® Versuchslosung. Abszisse: Molaritat der zugesetzten Nucleotide in der Ver-
suchslésung. Versuchszeit 60 Min. 379,

o~————o Glykogen 4 Inosinsidure e Glucose + Inosinsiure
B & . + Adenylsiure A ———a . -+ Adenylsdure

Hervorzuheben ist, dass die Co-Enzymwirkung der Inosinsidure
in den Retina-extrakten nicht so regelmissig zum Ausdruck kommt
wie mit Adenylsdure. In einigen Versuchsreihen mit Inosingidure
fand (in der meist einstiindigen Versuchszeit) iiberhaupt keine nach-
weisbare Veresterung von Glucose mit anorganischem Phosphat statt;
erst eine Ausdehnung der Versuchszeit auf mindestens zwei Stunden
liess dann in den untersuchten Fillen eine mehr oder weniger deut-
liche Co-Enzymwirkung (Phosphatschwund) hervortreten. Diese
etwas unsichere Aktivatorwirkung wird mit Adenylsdure nie beob-
achtet. Das nach einer Stunde im Extrakt mit Adenylsdure und
Kohlenhydrat erreichte Veresterungsniveau erfihrt bei lingerer In-
kubation (2 Stunden) keine wesentliche Anderung.
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Aktivierung mit beiden Nucleotiden lisst keine deutliche An-
derung des Phosphatschwundes gegeniiber den entsprechenden Ver-
suchen mit Adenylsdure als alleinigem Co-Enzym erkennen (vgl. Ta-
bellen 11, ITT und IV). Dasselbe trifft in den meisten Versuchen auch
fiir die Milchsdurebildung zu; in einigen der kombinierten Versuche
findet sich jedoch eine grossere Milchsduremenge als in den Ver-
gleichsansidtzen mit Adenylsdure. Die Versuche erlauben den Schluss,
dass Inosinsdure in den angewendeten Mengen die Adenylsdurewirkung
im Retina-extrakt jedenfalls nicht hemmt.

Nach diesen Ergebnissen ist Inosinsiure bei der Phosphory-
lierung des Glykogens im Retina-extrakt relativ wirksamer als bei
der Glucoseveresterung. (Wir betrachten hierbei die im Vergleich
zu Adenylsdure mit Inosinsidure erzielbare Phosphorylierung der bei-
den Substrate, ohne Riicksicht auf die verwendeten Nucleotid-
mengen.) Vielleicht beruht dieser Unterschied auf einer geringeren
Aktivitit der Inosinsdure bei den Umesterungen, die zur Phos-
phorylierung von Glucose und Hexose-monophosphat fiihren. Die
Folge davon sollte eine ,,Anhdufung* des aus Glykogen und anorga-
nischem Phosphat gebildeten Hexose-monophosphats sein, das, wenn
ausschliesslich Inosinsdure als phosphorylierendes Co-Enzym vor-
liegt, nur langsam weiterreagieren konnte. Hiermit wiirde iiberein-
stimmen, dass wir in mehreren Versuchen mit Glykogen und Inosin-
sdure einen etwas grosseren Phosphatschwund finden als mit Adenyl-
sdure, die Milchsidurebildung aber im ersten Fall keineswegs grosser
war als im letzten (vgl. Figur 1 sowie Tabellen I und II).

Uber die Frage, ob Inosinsaure, ausser der nachgewicsenen Aktivierung der Phos-
phorolyse, eine hydrolytische Spaltung des Glykogens!) in Enzymlésungen der Retina
zu aktivieren vermag, soll im Zusammenhang mit Untersuchungen iber Vorkommen
und Bedeutung von Amylasen in der Retina berichtet werden. Die hier verwendeten
wisserigen Extrakte zeigen nach fritheren Versuchen?) ohne Adenylsiure- oder ohne
Phosphatzusatz einen nur geringen Glykogenschwund, diirften also, wenn iiberhaupt,
nur eine schwache amylatische Wirksamkeit besitzen. Jedenfalls iiberwiegt in diesen,
bei Anwesenheit von Phosphat sowie von Adenylsiure oder auch, wie wir aus den hier
mitgeteilten Ergebnissen schliessen kénnen, von Inosinsdure, die phosphorylatische Glyko-
genspaltung.

Wenn Inosinsidure die Co-Enzymwirkung entfaltet, ohne in den
Enzymlosungen eine vorangehende Anderung am Purinring zu er-
fahren, so ist zu schliessen, dass fiir diese Wirkung die Aminogruppe
der Adenylsdure nicht aussehlaggebend ist®). Im Zusammenhang mit
Untersuchungen iiber die Ammoniakbildung und iiber den Stofi-

YW Z. Augustin, 1. c.

2y H. Sillmann und R. Briickner, 1. c.

3) Das trifft offenbar fiir ein anderes Pyrimidinderivat und Co-Enzym, die Co-
Carboxylase, zu, deren in gleicher Stellung befindliche NH,-Gruppe nach K. G. Stern
und J. L. Melnik (J. Biol. Chem. {31, 615 (1939)) fir die Wirkungsweige nicht von aus-
sehlaggebender Bedeutung ist.
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wechsel der Adenylsdure im Muskel wurde eine Reaminierung der
Inosinséiure wiederholt erortert!). Ob eine Aminierung der Inosin-
siure in Enzymlosungen stattfindet, steht noch dahin. Die von an-
deren Untersuchern und von uns gemachte Beobachtung, wonach
Inosinsdure im Verhiltnis zu Adenylsiure von unregelmissigerer
Wirkung ist, kénnte damit in Zusammenhang gebracht werden, dass
Inosinsiure, bevor sie als Co-Enzym wirksam sein kann, einer che-
mischen Verinderung, z. B. einer Aminierung zu Adenylsdure, unter-
worfen werden muss; die Bedingungen einer solchen (die Co-Enzym-
wirkung u. U. limitierenden) Reaktion kénnten in den verwendeten
Enzymlosungen verschiedene sein. Gegen die Annahme, dass die
Wirkung der Inosinsdure von ihrer Reaminierung abhingt, sprechen
Versuche von Cori et al. (loc. eit.), die eine Hemmung der Adenyl-
sdurewirkung durch Inosinsiure bei der Glykogenphosphorylierung
im Muskelextrakt gefunden haben. In unseren Versuchen mit Ade-
nylsdure vermochte gleichzeitige Anwesenheit von Inosinsidure den
mit Adenylsidure allein (und Glucose als Substrat) erzielten Phosphat-
schwund nicht deutlich zu beeinflussen (vgl. Tabellen 11, 111 und I'V);
dass sich auch dann nicht, wenn unteroptimale Mengen Adenylsidure
vorlagen, die Inosinsdurewirkung (Phosphatabnahme) zu derjenigen
der Adenylsdure hinzu addierte, spricht ebenfalls gegen die erwihnte
Annahme. Eine endgiiltige Entscheidung erlauben die vorliegenden
Beobachtungen jedoch noch nicht. Uberdies mégen in dieser Hinsicht
die Verhiltnisse nicht in allen Systemen und mit allen Substraten
gleich liegen; so kann Awugustin (loc. ¢it.) aus seinen erwdhnten Ver-
suchen mit Herzmuskelextrakten folgern:

»Weil die Adenylsdure und nicht die Inosinsdure die Phosphorolyse des Glykogens
aktiviert, so ist die Aminogruppe des Adenins firr die Phosphorolyse sehr wichtig.**

Eingehendere Untersuchungen iiber die Inosinsdurewirkung wer-
den noch den Einfluss des Ionenmilieus, das fiir die Co-Enzymfunk-
tion ausschlaggebend sein kann?2), zu kliren haben.

Versuehe.

Methodik. Die Extrakte wurden, wie frither angegeben, aus Rindernetzhiuten
im Verhiltnis von 1 Teil Netzhaut zu 2 Teilen Wasser bereitet®) und in Cellophanschliu-

1) Vgl. J. K. Parnas und P. Ostern, Bioch. Z. 234, 30 (1931). — T. Korzybsk: und
J. K. Parnas, Z. physiol. Ch. 255, 195 (1938); hier auch iibrige Literatur.

2) Vgl. hierzu die Untersuchungen iiber die Rolle der Cozymase bei der Phosphat-
itbertragung: P. Ohlmeyer und S. Ochoa, Bioch. Z. 293, 338 (1937). — P. Ohlmeyer, eben-
da 301, 189 (1939).

8) Der extrahierte Gewebsriickstand besitzt noch ein erhebliches Glykolysever-
mogen; wiederholte Extraktionen liefern, nach Ergéinzung mit den notwendigen Aktiva-
toren, ebenfalls aktive Enzymlgsungen. Ob ein Teil des glykolytischen Systems der
Retina ,,strukturgebunden‘ ist und gegebenenfalls einen von dem des 1slichen Enzym-
systems abweichenden Reaktionsweg beim Kohlenhydratabbau verfolgt, ist Gegenstand
weiterer Untersuchungen.
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chen 3 Stunden gegen destilliertes Wasser dialysiert. Als Pufferlésung diente in allen
Versuchen eine Mischung aus 1 Teil m./5 Phosphat (py = 7,35) und 1 Teil 3-proz. Na-
triumbicarbonat-Losung. Muskel-adenylsdure wurde mit zwei Aquivalenten Natrium-
bicarbonat neutralisiert, inosinsaures Barium?') wurde mit Natriumsulfat umgesetzt.
Fir einige Versuche wurde das in schén krystallisiertem Zustande vorliegende inosin-
saure Barium noch aus Wasser umkrystallisiert, um eine etwaige Verunreinigung durch
Adenylsaure auszuschliessen. Die in den Tabellen angegebenen Mengen beziehen sich
auf krystallwasserfreies Nucleotid. Glykogen wurde vor der Verwendung durch Di-
alyse gereinigt. In allen Versuchen wurde mit Magnesium-ion (als Sulfat) aktiviert.

Die Milchsdurebestimmungen erfolgten chemisch nach dem Firth-Charnas-
schen Prinzip und die Bestimmung des anorganischen Phosphats kolorimetrisch.

In den Tabellen werden die in der Versuchszeit aufgetretenen Anderungen im
Gehalt an anorganischem Phosphat (P) und an Milchsdure in mg pro 100 em?® Versuchs-
I6sung aufgefiihrt.

Tabelle 1.

6,5 cm? enthalten: 3 em?® Extrakt, 1 cm® Phosphat-Bicarbonat, 1,2 mg Mg ; ausser-
dem je nach Versuch 30 mg Glykogen, 50 mg Glucose, die angegebenen Mengen Nucleo-
tid. — 75 Min. 37°.

mg | p Milch-
Substrat Adenyl- | Tnosin- | Appapme| Sure
sdure séure gebildet

I Glykogen . . . . . . . 2,2 — 10,5 49
1T » e - 3,7 11,1 39
111 ” e e — 7.5 7,3 35
IV | Glucose. . . . . . . . 2,2 — 25,8 117
A% ;e e e e e — 3,7 13,9 67
VI e e e e e — 7.5 13,1 78

Eine in den Versuchen auftretende Dephosphorylierung der
Nucleotide durch Nucleotidasen der Netzhaut?) ist unberiicksichtigt
geblieben. Die in den Tabellen angegebene Phosphatabnahme ist
demnach um den Betrag dieser Dephosphorylierung, deren Hohe wir
bei Anwesenheit von Kohlenhydrat nicht kennen, zu niedrig. In
einem Ansatz (ohne Kohlenhydrat) mit 5,9 mg Inosinséure-phosphat/
100 ¢m?® wurden in zwei Stunden bei 37° 3,78 mg P, in einem gleich-
artigen Ansatz mit 7,8 mg Adenylsidure-phosphat/100 em? 3,0 mg P
abgespalten. Die Spaltung ist in glykolysierenden Extrakten ver-
mutlich kleiner, so dass sie im Verhiltnis zn den in den meisten Ver-
suchen beobachteten Veresterungswerten wohl vernachlissigt werden
darf. In dem in Tabelle III aufgefilhrten Versuch II war keine
Dephosphorylierung von Inosinséure festzustellen.

1) Muskel-adenylsdure und inosinsaures Barium verdanken wir dem Entgegen-
kommen der Firma Dr. Georg Henning, Berlin-Tempelhof.
2y Vgl. J. Reis, Bull. soc. chim. biol. 22, 36 (1940).
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Uber den Gehalt der Retina-extrakte an Phosphaten und deren
Abnahme durch Dialyse gibt folgender Versuch Anhaltspunktfe: Ein
im Verhiltnis von einem Teil Netzhaut und zwei Teilen Wasser be-
reiteter Extrakt enthielt in der sdureloslichen Fraktion 7,76 mg 9%,
anorganisches P und 9,35 mg 9, organisches P; nach dreistiindiger
Dialyse enthielt derselbe Extrakt noch 4,6 mg 9, anorganisches P
und 5,4 mg 9, organisches P.

Tabelle II.

7,5 cm?® enthalten: 3 em?® Extrakt, 1 cm® Phosphat-Bicarbonat, 1,2 mg Mg ; ausser-
dem je nach Versuch 30 mg Glykogen, 50 mg Glucose, die angegebenen Mengen Nucleo-
tid. — 42,7 mg9% anorgan. P. — 60 Min. 35°.

% mg P Mileh-
Substrat Adenyl- | Inosin- | Appahme: S8Ure
siure séure | gebildet

1 Glykogen . . . . . . . 0,45 — 6,1 24
I vy e e e e e 1.8 — 7,0 33
111 e e e e — 0,75 8,3 20
v e e e e e — 3,0 7.7 25
A% Glucose . . . . . . . 0,45 — 19,7 80
V1 b e e e e 1,8 — 222 98
Vit e e e e — 0,75 3,8 22
VIII v e e e e e — 3,0 12,7 56
IX . e e e 1,8 3,0 22,4 106
X Glykogen . . . . . . . 1,8 3,0 7,5 50

Tabelle III.

6,5 cm?® enthalten: 2 em?® Extrakt, 1 cm® Phosphat-Bicarbonat, 1,2 mg Mg ; ausser-
dem je nach Versuch die angegebencn Mengen Adenylsdure und Inosinsiure (umkryst.),
50 mg Glucose. — 2 Stdn. 37°.

} mg p . | Milch-
Versuch A(%enyl- Inosin- | )y o hme| SBure
séure sdure gebildet
I Obne Substrat . . . . — — 0 e
I » - e — 4,75 0 10
IIT + Glucose . . . . . . — — 0,3 0
v e — 3,5 42 29
v e — 4,75 6,6 44
VI e e e — 7,0 12,0 —
VII . 0,25 — 19,8 95
VIII e e e e 2,5 — 27,2 151
IX s e e e . 0,25 3,5 20,5 122
X s e e e e 2,6 3.5 26,6 155




— 615 —

Tabelle IV.
6,75 cm® enthalten: 2 cm® Extrakt, 1 cm® Phosphat-Bicarbonat, 0,6 mg Mg;

ausserdem je nach Versuch 50 mg Glucose, 30 mg Glykogen, die angegebenen Mengen
Nucleotid. — 43,8 mg9, anorg. P. — 2 Stdn. 37°.

i ; n?g P M"ilch-
| Substrat Ad.enyl' ’ In"osin- Abnahme | Saure
1 sdure sédure | geblldet
I ! Glucose. . . . . . .. i — { — E 0 2
I ’ 2,0 14,8 84
III | b e e e e e e I 4,0 15,6 94
IV | e — 50 14,8 84
v o e — | 80 15,6 118
V1 b e e e e e e 0,25 | — 19,9 [ 166
VII B e e 2,5 | - 243 | 172
VIII i e e e 3,75 — 27,56 - —
IX B 2,5 4,0 24,5 177
X b e e e e e 3,75 4,0 29,6 193
XI | Glykogen . . . . . . . 2.5 — 6,8 89
XIL — | 40 ] 106 | —
Zusammenfassung.

Inosinsidure wirkt in Extrakten der Retina als Co-Enzym sowohl
beim Glykogen- als auch beim Glucoseabbau. Das Ausmass der mit
Inosinsidure in den verschiedenen Retina-extrakten erzielten Akti-
vierung zeigt, im Vergleich mit Adenylsdure als Co-Enzym, betricht-
lichere Schwankungen. Die Frgebnisse weisen darauf hin, dass Ino-
sinsdure bei der Glykogen-phosphorylierung relativ wirksamer ist als
bei der Glucose-phosphorylierung.

Basel, Augenklinik der Universitit.

78. Darstellung und einige physikalische Eigenschaften der
1-Chlor-2, 3, 4, 6-tetra-p-toluolsulfonyl-glucose
von A. L. Bernoullit und H. Stauffer.
(27. 1V. 40.)

I. Einleitung.

Untersuchungen iiber die Cellulose-ester der p-Toluolsulfosiure
veranlassten uns, diese Versuche auf Glucose zu iibertragen. Da
der Aufbau der Glucose im Vergleich zu dem der Cellulose einfacher
ist, 14sst sich auch die entstehende Tosyl-glucose (,,Tosyl* = p-Toluol-
gulfonyl)!) besser identifizieren.

1) Vgl. K. Hess, R. Pfleger, A. 507, 48 (1933).





