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91. Der Einfluss der Nebennierenrinde auf die Glykogen-
phosphorylierung im Muskel.
II1. Mitteilungl)?),

Uber die Kinetik der Phosphorolyse mit Muskelbrei normaler
und adrenalektomierter Tiere

von C. Montigel.
(27. T11. 43.)

In einer Reihe von Untersuchungen wurde von Verzdr und Mon-
tigel 1-8) iiber die Phosphorolyse des Glykogens in vitro durch Muskel-
brei berichtet. Dabei konnte bisher gezeigt werden, dass die Vereste-
rung des Glykogens mit anorganischem Phosphat beim Ausfall der
Nebennierenrinde im Sinne einer Verzogerung ihres Ablaufs gestort
ist7). Weiter fanden wir, dass Desoxy-corticosteron und in grosserer
Konzentration Desoxy-corticosteron-acetat in vitro den Prozess reak-
tivieren. Die hiefiir nétigen kleinsten Dosen entsprechen grossenord-
nungsmissig den im Lebenserhaltungstest ermittelten. Auf diese Tat-
sache glaubten wir die Vermutung stiitzen zu diirfen, dass die er-
wiahnten Cortinsubstanzen bei der Phosphorylierung des Glykogens
die Funktion von Co-Fermenten ausiiben kiénnten.

1939 hat Kiessling®) iiber die Isolierung der Fermentproteinfrak-
tion C aus Hefe und Muskel berichtet, welche die Reaktion

Glykogen + anorganisches Phosphat === Hexose-monophosphorséure (Cori-Ester)

reversibel katalysiert. Dasselbe Ferment wurde von Cori®) auch aus
der Leber isoliert und neuerdings krystallisiert erhalten!®). Im iso-
lierten System wird bei dieser Reaktion ein Gleichgewicht zwischen
Cori-Ester und anorganischem Phosphat eingestellt. Die Einstellung
erfolgt als Reaktion erster Ordnung. Die Konzentration des Glyko-
gens, welches gich in kolloidaler Losung befindet, ldsst dabei die Re-
aktionsgeschwindigkeit weitgehend unbeeinflusst®)19).

1) I. Mitteilung: Helv. 25, 9 (1942).

2y TI1. Mitteilung: Helv. 25, 22 (1942).

3} Schweiz. Med. Wschr. 74, 101 (1941).

4) Verh. Schiweiz. Physiol. Januar 1942,

5) Nature 149, 49 (1942).

%) Helv. physiol. pharmacol. acta 1 (im Druck) (1943).

%) Von Schumann war vorher die Verminderung der Phosphorylierung ohne Bertick-
sichtigung des zeitlichen Ablaufs beschrieben worden, Pfliger’s Arch. 243, 686 (1940).

8) Kiessling, W., Bioch. Z. 302, 50 (1939).

9y Cori, G. T., Cori, C. F. und Schmidi, J. Biol. Chem. 128, 629 (1939).

10y Green, A. A., Cory, G. T. und Core, C. F., J. Biol. Chem. 142, 447 (1942).
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Wir haben die Reaktion mit Muskelbrei, also nicht mit dem iso-
lierten Ferment untersucht. In diesem System kann das soeben er-
wihnte Gleichgewicht nicht beobachtet werden, da die irreversible
Umwandlung des Cori-Esters in Robison-Ester nicht unterbunden ist.
Es ist daher auch erst seit den Versuchen am isolierten System
bekannt,

Wie im Folgenden gezeigt wird, ist der Ablauf des Prozesses als
Reaktion erster Ordnung auch fir das nicht isolierte System nach-
weisbar. Aus gewissen Storungen des Reaktionsmechanismus bei
nebennierenlosen Tieren und ihrer experimentellen Behebung durch
Zusatz von Nebennierenrindenhormon in vitro, kommt man in die
Lage, Schliisse auf die Wirkungsweise dieses Stoffes zu ziehen. Die
vorliegende Arbeit bezweckt daher die reaktionskinetische Verarbei-
tung des teilweise schon frither publizierten Versuchsmaterials zur
Feststellung des Mechanismus der Phosphorylierungsreaktion bei nor-
malen und nebennierenlosen Tieren in einem System, bei dem der
Glykogenabbau durch Fluoridzusatz erst auf der Stufe der Umwand-
lung der 2-Phospho-glycerinsdure in Phospho-brenztraubensiure?)
gehemmt ist.

Yersuche.
I. Kritische Untersuchungen zur Methodik.

Die experimentellen Daten, auf welche sich die vorliegende Arbeit
stiitzt, wurden mit dem friither publizierten Versuchsansatz, der ur-
spriinglich von Lokhmann und Schumann?) beniitzt wurde, bei Zim-
mertemperatur erhalten: 0,5 ¢ Muskelbrei (aus der Extremititen-
muskulatur von frisch getoteten Tieren mit der Latapie-Miihle her-
gestellt), 0,5 cm3 2-proz. Natriumhydrogencarbonat, 0,5 cm3 3,5-proz.
Natriumfluorid, 1 em?® 0,5-proz. Glykogenlosung. Dieses System hat
ein py von 8,2,

1. Reaktionsoptimum der Reaktion.

Der Abbau des Glykogens verliuft in dem oben erwihnten
System bei pg 8,2 optimal, was aus der Kurve Fig. 1 hervorgeht.
Fiir die Messungen bei pg 4 wurde Citrat-Salzsiure-Puffer, bei pg 5,
6 und 7 Citrat-Natronlauge-Puffer, bei py 8, 9, 10, 11 und 12 Glyko-
koll-Natronlauge-Puffer, nach den Angaben von Michaclis, verwendet.

2. Verhalten des Phosphats im Muskelbrei.

Die Konzentration des Glykogens hat anf die Reaktionsgeschwin-
digkeit direkt keinen Einfluss. Fiir die Geschwindigkeit der enzyma-
tischen Phosphorylierung ist die Konzentration des anorganischen

Y Parnas, J. K., in Nord und Weiderhagen, Handb. d. Enzymologie 11, 933,
Springer 1940.
2} Schumann, H., Pfliger’s Arch. 243, 686 (1940).
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Phosphats bestimmend. Es ist deshalb wichtig, das Verhalten dieses
Phosphats im Muskelbrei auch ohne Zusatz von Glykogen zu stu-
dieren.

1,07

Aktivitdt —

0 2 4 6 & 1012
Py —
Fig. 1.
Aktivitdt 1,0 entspricht v = 0,06 ¢ im Zeitraum von 0 bis 7 Minuten.
(¢ = Konzentration des anorg. Phosphats).

Der Muskel enthilt, sofern er sehr rasch nach der Entnahme
untersucht wird, noch eigenes Glykogen (0,5—1°9,), welches unter
Verbrauch von anorganischem Phosphat abgebaut wird. Andererseits
vergrossert sich die im Muskel vorhandene Menge des anorganischen
Phosphats mit der Zeit, die verstreicht, bis der Muskel aufgearbeitet
ist, da beim nicht durch Fluorid gehemmten glykolytischen Prozess
stets noch anorganisches Phosphat freigesetzt wird.

Bei der Untersuchung des zeitlichen Ablaufs wird fiir jede Phos-
phatbestimmung eine eigene Probe angesetzt, aber aus technischen
Griinden kénnen nicht alle Proben zur gleichen Zeit abgewogen wer-
den (fur das Abwigen einer Probe ist eine Minimalzeit von 15—20
Sekunden kaum zu unterbieten). Dadurch wird sich der Zustand des
Muskels der ersten Probe in bezug auf seinen Gehalt an anorgani-
schem Phosphat um so mehr von dem der letzten Probe unterschei-
den, je lingere Zeit zwischen dem Abwigen der ersten und der letzten
Probe verstrichen ist. Untersuchungen in dieser Richtung sind in der
Tabelle I fiir normale und nebennierenlose Tiere zusammengestellt.
Dabei handelt es sich nicht um denselben Muskel zu verschiedenen
Zeiten, sondern um verschiedene zu den angegebenen Zeitmomenten
untersuchte Versuche mit verschiedenen Muskelproben.

Die Tabelle I zeigt, dass bis zu 180 Minuten nach dem Tod der
Gehalt an anorganischem Phosphat im Muskel von 2 x 10-2 Millimol
P/g Muskel auf 5,67 % 10-2 Millimol zunimmt. Bei den bis zu 60 Mi-
nuten nach dem Tod aufgestellten Proben ist in den nichsten 60 Mi-
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nuten eine Al?nahme des anorganischen Phosphats zu sehen, weil das
vorhandene eigene Glykogen phosphoryliert wird. 120—180 Minuten
nach dem Tode entnommene Proben zeigen dagegen diese Abnahme

nicht mehr, weil zu diesem Zeitpunkt alles Glykogen des Muskels
abgebaut ist.

Tabelle I.

(Der Versuchsansatz enthilt kein zugesetztes Glykogen.)

. ‘g’eiif:h%iebyerd-' Gehalt der Probe an anorganischem
Musiélprobl: d:;n Phosphat in 10—2 Millimol P/1 g Muskelbrei
Versuchsansatz normale Ratten nebennierenlose Ratten
zugesetzt ist.
Tod des Tieres — | sofort nach , sofort nach ,
Zeitpunkt 0’ Zusatz nach 60 Zusatz nach 60
5 2,00 1,09 §
2,00 1,00
107 3,10 1,29 4,25 4,30
2,90 1,42 4,31 4,37
3,48 2,51 4,18 4,02
2,52 1,54 4,21 4.26
2,52 1,51 4,30 4,32
2,70 2,19 2,84 2,76
3,00 1,68
207 4,39 2,32
3,84 2,51
3,48 2,46
30’ 4,12 3,42 3,90 3,87
4,12 2,77
4,08 3,97
607 4,96 3,74 5,75 5,81
4,96 3,74 4,97 4,97
5,21 4,93
4,69 4,52
1207 5,04 ! 4,96
5,35 5,35
5,61 5,59
1807 5,67 5,67 5,75 5,75
5,67 5,55 6,25 6,28

Bei nebennierenlosen Tieren (wenn sie stark adynam sind) liegen
aber die Verhiltnisse anders. Hier ist erstens keine Zunahme des
anorganischen Phosphats des Muskels mit der Zeit zu sehen, sondern
schon nach 10 Minuten ist so viel anorganisches Phosphat vorhanden,
wie bei normalen Tieren nach 20—30 Minuten. Ferner ist nach Zu-
satz der Muskulatur zum Versuchsansatz nach 60 Minuten nirgends
eine wesentliche Phosphatabnahme vorhanden. Wir haben gezeigt,



— 887 —

dass auch der Muskel der nebennierenlosen Tiere noch etwa 0,4%
Glykogen enthilt!)?). Der Befund, dass wihrend 60 Minuten keine
Phosphatabnahme gefunden wird, kann also im wesentlichen nicht
als Folge von Glykogenmangel, sondern hauptsichlich als Folge der
verminderten Phosphorylierung erklirt werden. Dadurch wird dieser
Befund ein neuer Beweis fiir die verinderte Phosphorylierung bei
adrenalektomierten Tieren.

3. Anderung der Aktivitit des Ferments.

Fiir unsere Versuche war es wichtig, dass die Anfangskonzentra-
tionen des anorganischen Phosphats der einzelnen Proben nicht stark
differierten. Das konnte durch rasches Ar-
.0 beiten weitgehend realisiert werden; dabei
ist es natiirlich gleichgiiltig, ob vom Zeit-
punkt des Todes des Tieres an, innerhalb
verniinftiger Grenzen, mehr oder weniger
Zeit verstreicht. Hs ist allerdings zu be-
achten, dass mit der Zeit auch die Aktivitit
des Ferments geringer wird. Immerhin ist
sie auch nach zwei Stunden noch nicht um
einen wesentlichen Betrag gesunken, so dass
bei 60 Minuten-Versuchen, auch wenn man
erst 30 Minuten nach dem Tode des Tieres
beginnen wiirde, noch mit der vollen Akti-
0 T T 5% vitét des Ferments gerechnet werden kann,
Zeit in Stunden bis der Versuch zu Ende ist. Man vergleiche
Fig. 2. hiezu die Fig. 2. Als Mass fiir die Aktivitit
Aktivitat 1,0 entspricht v=  wurde die Geschwindigkeit der Reaktion (v)
0,05 ¢ im Zeitraum von O bis  jm Mittel der ersten sieben Minuten ver-
7 Minuten.
(¢ = Konzentration des anorg. wendet. . .
Phosphats). Nach dieser Kritik der Methode kann
nun zur Auswertung der gewonnenen Re-
sultate geschritten werden. Ich gehe hierbei so vor, dass auf Grund
der experimentellen Befunde die Reaktionsgleichung abgeleitet und
dann mit einer der bekannten kinetischen Gleichungen in Beziehung
gesetzt wird.

Aktivitit —

II. Ableitung der Reaktionsgleichung fiir die Phosphoro-
lyse mit normalen Muskeln.

Der Charakter einer chemischen Reaktion wird bekanntlich aus
der Geschwindigkeit ihres Ablaufs, der Abhéingigkeit dieser Geschwin-
digkeit von der Konzentration der verschiedenen im Spiele stehen-

1) Verzdr, F., Bucher, R., Somogyi, J. C. und Wirz, H., Helv. Med. Acta 7, Suppl.
VI, 67 (1941).

2) Montigel, C. und Verzdr, F., Helv. Physiol. Pharmacol. Acta } (1943); im Druck.
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d_en Reaktionspartner, sowie bei Fermentreaktionen, der Konzentra-
tion des Enzyms, sofern diese nicht konstant ist, bestimmt.

Wie eingangs auseinandergesetzt wurde?)?), spielt von den in
Reaktion tretenden Substanzen das Glykogen kinetisch insofern keine
Rolle, als die Reaktion von seiner Konzentration weitgehend unab-
hangig ist. Die Konzentration des Enzyms, der Phosphorylase, kann
in dem von uns benutzten Versuchsansatz, wobei ja nicht mit dem
isolierten Kerment gearbeitet wird, nicht absolut bestimmt werden.
Ihre Menge kann aber in einer bestimmten Muskelquantitit eines
bestimmten Tiers als konstant angenommen werden. Es bleibt also
fiir die Ableitung einer Gleichung nur noech die Xonzentration des
anorganischen Phosphats als variable Grosse librig.

Die Grosse dieser Konzentration in 10~2 Millimol Phosphor/g Muskel ist in Ta-
belle 11 fiir 40 verschiedene Versuche an Ratten, Katzen und Hunden, zu verschiedenen
Zeiten wahrend der Dauer des Versuchs angegeben.

In Tabelle 111 sind die Geschwindigkeiten der Reaktion, d. h. die Geschwindigkeiten
der Abnahme des anorganischen Phosphats fiir die in Tabelle II angefiihrten Versuche
zusammengestellt. Tn der Tabelle sind alle bestimmten Werte angefithrt. Aus diesen lassen
sich nur mittlere Geschwindigkeiten von minimal 7 Minuten bestimmen.

In der Tabelle IV sind aus Tabelle IT simtliche Konzentrationen fiir jede Periode
in anfsteigender Reibenfolge geordnet, wobei keine Riicksicht auf die zusammengehdrigen
Werte der einzelnen Versuche genommen wurde, Neben jede Konzentration (Spalte I)
wurde in Sgalte II die dazugehorige Geschwindigkeit aus Tabelle III eingetragen.

Durch Vergleich der Geschwindigkeiten mit den dazugehérigen Konzentrationen
gewinnt man einen Einblick in die Art der Abhiingigheit dieser beiden Grossen von-
eirander.

Hieraus lisst sich der Ansatz gewinnen:
v=1ke &y
wobei v = Geschwindigkeit der Reaktion, ¢ == Konzentration des Substrats, k = Kon~
stante.

Aus dieser Beziehung erhilt man, wenn man v durch das Differential ~dec/d t er-

sefzt, durch Integration den Ausdruck:

1 Cp

3 % 2

k p In % (2)

wo ¢, die Anfangskonzentration, ¢y die Konzentration des Substrats zum Zeitpunkt ¢ be-

zeichnet. Er stellt die bekannte Gleichung fiic Reaktionen erster Ordnung dar. Fiir

enzymatische Reaktionen wurde dieses Gesetz erstmals von Wilhelmy (1850)%) fir die
Rohrzuckerinversion erfillt gefunden, wobei er die folgende Form anwandie:

1 o

= o In 0 3

kyn, r In o (3)

Hier erscheint die Enzymkonzentration n, als Komponente der Konstanten der

Gleichung (2). Fiir Reaktionen, bei denen man nicht mit dem isolierten Ferment arbeitet

und seine Konzentration nicht direkt angeben kann, ist es nicht méglich, die Konstante

der Gleichung (2) in den Ausdruck der Gleichung (3) aufzulésen.

Y Cori G. T., Cori C. F. und Schmidt, J. Biol. Chem. 128, 629 (1939).

%) Kruessling, W., Bioch. Z. 302, 50 (1939).

3) Wilhelmy (vgl. Nord und Weidenhagen, Handb. d. Enzymol. §, 225§f., Springer
(1940)).
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Tabelle II.

Normale Tiere.

} Tem Konzentration des anorganischen
‘ . Mus- . Phosphats in 10~2 Millimol Phos-
Tier Nr. Gewicht kel. | Pera phor im Ansatz von 1 g Muskel
g art Otlg im Zeitpunkt von:
oo | s | s | e
K 1054 3 3100 H 20 1,29 0,84 — 0,78 0,58
H 13¢9 5650 E 18 1,74 1,48 1,32 0,90 0,84
R 5829 207 E 20 1,77 1,29 0,97 0,90 0,81
R 599 260 E 20 1,77 1,48 1,29 0,97 0,97
R 56¢ 210 E 20 1,94 1,35 1,23 0,91 0,91
R 579 200 E 20 2,00 1,35 1,10 0,84 0,84
H 1392 5650 E 18 2,19 1,81 1,16 0,97 0,97
R 603 130 E 20 2,22 1,68 1,48 1,13 1,13
R 552 100 E 20 2,39 2,22 1,45 1,10
K 1054 3 . 3100 Osch 20 2,62 1,61 1,29 1,03 0,78
Bm 20 2,52 1,61 1,35 1,03 0,78
H 83 9900 E 16 2,55 1,74 1,29 1,10 0,97
2,58 1,74 1,29 1,10 0,97
R 919 114 E 20 | 2.64 | 252 | 1,68 | 1.36 | 1,10
K 1054 3 3100 Usch 20 2,64 1,61 1,29 1,26 0,84
K 10793 3700 E 25 2,711 1,81 1,29 1,16
H MP? 15500 E 23 2,74 2.39 1.94 1,55 1,29
R 909 210 E 20 2,77 1,87 1,29 0,97 0,97
K 1079 & 3700 i) 20 2,77 1,94 1,61 1,29 1,10
277 | 1,68 | 142 | 1,23 | 1,16
R 1653 200 E 20 2,78 1,81 1,55 1,42 0,84
K 1079 3 3700 | B 20 | 258 | 1,68 | 1,35 | 1,26 | 1,23
R 929 234 E 20 2,96 2,71 1,68 1,36 1.03
R 933 200 E 20 2,96 1,93 1,48 1,36 1,36
R 1573 112 E 24 2,97 2,45 1,87 1,62 1,19
R 158¢ 120 E 24 3,00 2,45 2,13 1,29 1,10
R 166¢ 230 E 20 3,03 2,52 2,13 1,42 1,03
R 398 110 E 20 | 319 | 252 | 1,90 | 1,48 | 148
R 1653 200 E 20 3,42 2,68 2,06 1,42 0,90
R 195¢ 170 E 20 3,42 2,45 1,42 0,84 0,65
R 6138 130 E 20 3,62 2,62 2,19 1,93 1,93
R 483 90 E 19 3,65 2,54 2,38 2,00
R 623 130 E 20 3,80 3,29 2,90 2,13 2,06
R 1679 | 190 E 20 3,81 3,03 2,32 1,65 1,16
R 188¢ 1 160 E 20 3,87 2,61 1,94 1,87 1,16
R 193¢ 160 E 21 3,87 2,64 1,42 0,84 0,45
R 192¢ 165 E 20 4,00 2,39 1,29 0,97 0,39
R 1943 178 E 20 4,20 2,71 1,35 1,03 0,58
R 189¢% 165 E 20 4,25 2,90 2,13 1,29 0,45
R 1853 160 E 21 4,33 2,13 2,00 1,42 0,84
R 186¢ 178 E 21 4,51 2,71 2,20 1,48 0,84
R 1873 174 E 21 4,51 3,10 3,10 2,52 1,62

Anmerkung. In der Tabelle bedeuten:
Spalte 1 K = Katze Spalte3 H = Herzmuskel Usch = Unterschenkel
H = Hund E = Extremititen Bm = Bauchmuskel
R = Ratte Osch = Oberschenkel
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Tabelle III.

Tier Nr.

K 1054 ¢
139
589
59 ¢
56
579
13¢Q
60 3
559

1054 &

g AR WEHxE=m %o

83

R 919
K 1054 3
K 1079 ¢
H M9
R 909
K 1079 4

R 1653
K 1079 3

929

93 3
1573
1589
166 Q

394
165 3
1959

613

48 3

62 4
1679
1889
193¢
1929
194 3
189 Q
1853
1869
1874

=" l-- =l c - Bl e i ool cl-e - A R -

Mittlere Geschwindigkeit der Reaktion in
102 Millimo] P/Min. im Zeitraum von:

0—7 | T—15° | 15-30° | 3080
0,065 — — 0,008
0,087 0,020 0,028 0,004
0,069 0,046 0,004 0,003
0,041 0,024 0,021 0,0
0,084 0,015 0,021 0,0
0,093 0,031 0,016 0,0
0,054 0,081 0,012 0,0
0,077 0,025 0,023 0,0
0,017 0,077 0,035 -—
0,130 0,040 0,016 0,008
0,130 0,032 0,021 0,008
0,115 0,056 0,012 0,004
0120 | 0,056 0,012 0,004
0,017 0,105 0,021 0,008
0,147 0,040 0,002 0,014
0,130 — — 0,004
0,050 0,056 0,026 0,008
0,130 0,072 0,021 0,0
0,120 0,040 0,021 0,006
0,155 0,032 0,012 0,002
0,140 0,032 0,008 0,019
0,123 0,040 0,006 0,001
0,036 0,130 0,021 0,001
0,147 0,056 0,008 0,0
0,074 0,072 0,017 0,011
0,078 0,040 0,056 0,006
0,073 0,048 0,047 0,013
0,095 0,071 0,028 0,0
0,120 0,065 0,042 0,017
0,140 0,130 0,038 0,006
0,157 0,041 0,016 0,0
0,222 0,016 0,012 —
0,073 0,048 0,051 0,002
0,110 0,090 0,051 0,013
0,194 0,071 0,004 0,023
0,175 0,152 0,038 0,013
0,230 0,137 0,021 0,019
0,213 0,170 0,021 ) 0,015
0,193 0,096 0,056 0,028
0,314 0,016 0,038 1 0,019
0,257 0,063 0,048 0,021
0,201 0,0 0,038 0,030

H = Hund, K = Katze,

R = Ratte.




Tabelle IV.

Spalten I: Konzentration des anorg. P in 10~2 Millimol P/g Muskel

Spalten IT: Geschwindigkeit der Reaktion in 10—2 Millimol P/Min. im Mittel des genannten

Zeitraums.
I 11 I 11 1 11 I 11
o 0—7’ 7 7—15" 157 15307 307 30—607
1,29 0,085 0,84 } — 0,97 0,004 0,78 0,006
1,10 0,016 0,84 0,0
1,74 0,037 1,29 0,046 1,16 0,012 0,84 0,006
1,77 0,069 1,35 0,015 1,23 0,021 0,84 0,013
1,77 0,041 1,35 0,031 0,90 0,004
1,94 0,084 1,48 0,020 1,29 0,021 0,90 0,003
1,48 | 0,024
2,00 0,093 1,61 { 0,040 1,29 0,016 0,91 0,0
2,19 0,054 1,61 0,032 1,29 0,012 0,97 0,0
2,22 0,077 1,61 0,040 1,29 0,012 0,97 0,0
1,68 0,032 1,29 0,002 0,97 0,0
2,39 0,017 1,68 0,040 1,29 0,021 0,97 0,019
2,52 0,130 1,68 0,025 1,29 0,021
2.52 0,130 1,74 0,056 1,32 0,028 1,03 0,008
2,55 0,115 1,74 0,056 1,35 0,021 1,03 0,004
2,58 0,120 1,81 0,081 1,35 0,006 1,03 0,015
2,64 0,017 1,81 — 1,35 0,021
2,64 0,147 1,81 | 0,032 1,10 —
1,87 ‘ 0,072 1,42 0,012 1,10 0,004
2,71 0,130 [ 1,42 0,038 1,10 0,008
2,74 0,050 1,93 1 0,056 1,42 0,038 1,13 0,0
2,77 0,130 1,94 | 0,040 1,45 0,035
2,77 0,120 1,48 0,023 1,23 0,002
2,77 0,155 2,13 0,016 1,48 0,008 1,26 0,014
2,78 0,140 2,22 0,077 1,55 0,008 1,26 0,001
2,39 0,056 1,29 0,004
2,84 0,123 2,39 0,137 1,61 0,021 1,29 0,006
2,96 0,036 2,45 0,072 1,68 0,021 1,29 0,006
2,96 0,147 2,45 0,040 1,68 0,021 1,29 0,028
2,97 0,074 2,45 0,130
3,00 0,078 2,61 | 0,071 1,87 0,017 1,36 0,001
3,03 0,073 2,52 § 0,105 1,90 0,028 1,36 0,0
2,52 0,048 1,94 0,026 1,36 0,008
3,19 0,095 2,52 | 0,077 1,94 0,004
3,42 0,120 2,52 | 0,041 2,00 0,038 1,42 0,019
3,42 0,140 2,54 0,016 1,42 0,006
2,58 0,032 2,06 0,042 1,42 0,017
3,62 0,157 2,13 0,056 1,42 0,019
3,65 0,222 2,64 0,152 2,13 0,047 1,48 0,0
3,80 0,073 2,711 0,130 2,13 0,056 1,48 0,021
3,81 0,110 2,71 0,170 2,19 0,016
2,71 0,063 2,20 0,048 1,55 0,008
3,87 0,194 1,55 0,013
3,87 0,175 2,90 0,096 2,32 0,051
4,00 0,230 3,03 0,090 2,38 0,012 1,62 0,011
4,20 0,213 3,10 0,0 1,87 0,023
4,25 0,193 3,29 0,048 2,90 0,051 1,93 0,0
4,33 0,314 3,10 0,038 2,00 -
2,13 0,002
4,51 0,257
4,51 0,201 2,52 0,030
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Aus Tabelle IV folgt, dass im allgemeinen die Geschwindigkeiten
im Zeitraum von 0—7 Minuten, lingstens bis 15 Minuten, der zuge-
horigen Konzentration des anorganischen Phosphats direkt propor-
tional sind und dass diese Proportionalitit spéter verloren geht. Die
Geschwindigkeit betrigt ca. 1/20 der Konzentration des anorgani-
schen Phosphats.

Tabelle V.

[ Konstanten k im l Konstanten k im
Tier Nr. ‘ Zeitraum von Tier NT. Zeitraum von

|01 | 115 o7 |
K 1054 g ) 0,0595 — R 929 J 0,0126 l 0,0597
H 139 | 00230 | 00142 | R 933 0,0610/ 0,0331
R 589 ] 0,0451 | 00356 | R 1573 | 0,0274 | 0,0337
R 599 | 00255 | 00171 | R 15889 | 0,0286 | 0,0174
R 569 | 0,0517 | 00116 | R 1669 | 0,0263 | 0,0209
R 579 00528 | 00256 | R 393 f 0,0336 | 0,0352
H 139 | 00272 | 00555 | R 1653 | 0,0402 ) 0,0281
R 603 | 00397 | 00158 | R 195% [ 0,0476 | 0,0681
R 550 | 00105 | 0,0581 { R 613 | 00517 | 0,0175
K10543 | 0,0639 | 00276 | R 488 | 00517 | 0,0081

| 0,063 | 00219 { R 623 | 00250 | 0,0157
H 83 | 00545 | 00373 | R 1679 | 00327 & 0,0333

00562 | 00373 | R 18832 | 00617 | 0,0321
R 919 | 00066 | 00506 | R 1939 | 0,0545 | 0.0774
K10543  0,0705 | 00276 | R 1929 | 0,0736 | 0,0757
K1079 & ( 0,0576 — R 1943 0,0625 | 0,0870
H M9 ! 00194 | 00260 [ R 1899 | 00545 | 0,0385
R 909 | 00560 | 00463 | R 1853 | 0,0013 | 0,0078
K10793 & 00508 | 00232 | R 186Q | 0,0726 | 0,0260

| 00713 | 00209 | R 1873 | 00535 | 00
R 1658 | 0,0612 | 00193 —
K10793 | 0,0749 | 00273 Mittel 0,0500 | 0,0322

Die Tabelle V zeigt die nach Formel (2) aus den Grossen der
Konzentration des anorganischen Phosphats der Tabelle II berech-
neten Geschwindigkeitskonstanten fiir die 1. und 2. Periode der Re-
aktion von 0—7 und 7—15 Minuten.

Es ergibt sich, dass wenigstens im Zeitraum von 0—7 Minuten
die Gleichung (2) erfiillt ist. Die Konstante zeigt durchschnittlich
den Wert 0,05. Die Schwankungsbreite der Werte ist allerdings ziem-
lich gross, was aber durch die Tatsache erklirt ist, dass nicht mit
dem isolierten Fermentsystem gearbeitet wird. Es liegen immerhin
iber 509, der Werte innerhalb k = 0,05 -+ 0,01 und 75 9%, innerhalb
k = 0,05 & 0,02. Ym Zeitraum von 7—15 Minuten wird, von wenigen
Fillen abgesehen, der Wert k = 0,05 nicht mehr erreicht. Im Mittel
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von 40 Werten erhéilt man nur noch k = ,03. Die Reaktion ist dem-
nach schon verzogert.

Fiir Reaktionen, die der @leichung (2) gehorchen, ist es charak-
teristisch, dass nach einer bestimmten, von der Anfangsgeschwindig-
keit unabhingigen Zeitspanne jeweils die Hilfte der vorhandenen
Substratmenge umgesetzt ist. Diese Halbwertszeit ergibt sich zu:

r=%ln2 (4)

aus Gleichung (2), wenn ¢y = ¢y/2 gesetzt wird. Fiir die Glykogen-
phosphorolyse ergibt sich ein v-Wert von 14 Minuten. Die experi-
mentellen Befunde bestitigen diesen Wert im allgemeinen, obschon
die 15 Minuten-Werte vielfach etwas héher liegen als ¢,/2, was durch
die beginnende Hemmung verursacht ist. Immerhin kann gesagt wer-
den, dass die Reaktion wihrend etwa dem halben Umsatz als Re-
aktion erster Ordnung verliuft, was den fir Enzymreaktionen be-
kannten Tatsachen entspricht?).

Mit Hilfe des -Wertes kann bei bekannter Anfangskonzentration
die theoretisch fiir den Ablauf der Reaktion zu fordernde Kurve ge-
zeichnet werden. Die Figur 3 zeigt fiir einige der fiir die Ableitung
der Formel benutzten Versuche die theoretischen und experimentellen
Kurven des Reaktionsablaufs.

Es ist hieraus nochmals besonders deutlich zu sehen, dass die
Phosphorolyse des Glykogens in dem von uns benutzten Versuchs-
ansatz als Reaktion erster Ordnung verliuft. Dieser Befund steht
im Einklang mit den Angaben von Cori?) und Kiessling?) iiber die
monomolekulare Einstellung des Cori-Ester-Gleichgewichts mit dem
isolierten Ferment.

ITI. Ableitung der Reaktionsgleichung fiir die Phosphoro-
lyse mit Muskeln von nebennierenlosen Tieren.

Die an nebennierenlosen Tieren gefundenen Werte werden in
genau derselben Weise, wie es mit den normalen geschehen ist, aus-
gewertet. In Tabelle VI und VII sind die Konzentrationen von anor-
ganischem Phosphat und die mittleren Geschwindigkeiten in der
Reihenfolge der zunehmenden, seit der Nebennierenexstirpation ver-
strichenen Zeit zusammengestellt. Diese Tabellen sind also zu ver-
gleichen mit den Tabellen 1T, IIT und 1V der normalen Tiere.

Aus den Tabellen VI und VII treten im Vergleich mit den Werten
der Normaltiere in den Tabellen IT, ITT und IV besonders zwei cha-
rakteristische Merkmale hervor. Erstens ist die Geschwindigkeit des

1} Vgl. Nord und Weidenhagen, Handb. d. Enzymol. 1, 225, Springer 1940.
2y Cori G. T., Cori C. F. und Schmidi, J. Biol. Chem. 129, 629 (1939).
3) Kiessling, W., Bioch. Z. 302, 50 (1939).
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Reaktionsablaufs bedeutend kleiner und zweitens, was wichtiger ist,
unabhingig von der Anfangskonzentration des anorganischen Phos-
phats.

[ ]
Rs7  ,° | RS8 | HE [ K 1054
=200 // =177 g co= 2,55, =129
10 ' 1,01 2710 J/ 1,04
/ W pu
/ s P
/ rd
/ /u/
7 7

1.0

1.0

!

L - L I L :
o 7 15 30 0 7 I5 300 7 15 00 7 15 30
Fig. 3.
Ordinate: Konzentration des anorganischen Phosphats in 102 Millimol P/g Muskel

Abszisse: Zeit in Minuten
experimentelle Kurven
————— theoretische Kurven
¢: Anfangskonzentration des anorganischen Phosphats in 10—* Millimol P/g Muskel.

Bei den Ratten lisst sich parallel mit der seit der Adrenalektomie
verstrichenen Zeit eine Abnahme der Geschwindigkeit feststellen, wie’
das besonders aus den Mittelwerten zwischen 0 und 30 Minuten,
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Tier Nr.

129 &
201 &
494
338
82 &
1173
180 3
197 3

84 3
95 3
96 3

101 3

130 3

1313

132 3

160 3

198 3
973
98 3

103 3

1613

164 3

513

99 3
100 3
119 3
120 3
121 3
143 3
162 3
199 3
200 3

54 3
107 2
151 3
153 3
K 1077 8

K10753
K 1059 &

EFEOd ISR sl IR IR TN R RRRE I

K 1048 3
K 304
14 3
73

K
H
H 108

Ge-
wicht

160
82

94

85

94
160

70
102
134
118
102
110
140
140
165
110

89
110
104
100
105
160

81
104
115
160
140
146
130
102
105

92
100
1060
140
140

1970
2000
3170

2830

2410

8920
8660

Tabelle V1.
Tem-| Tag Konzentration des anorgan.
Mus-|pera-| nach P in 102 Millimol im Ansatz Bemerkungen zur
kel | tur | NN- | 18 Muskel zum Zeitpunkt von | Adynamie der Tiere
o¢c jexst.-| o | 77 [ 15 | 30’ | 60
E [ 201 3,381 3,03’2,39 1,94 11,48 apathisch
E 16 | 3 12,84 2,45]2,00 — |1,29| zieml. adynam
E | 20| 4 (254(2,38:2,262,261,87| deutl. adynam
E |19 | 4 [220(1,97|1,64(1,48(1,36| adynam
E 20 4 [3,10(3,0312,7112,26 {1,55| nicht bes. adynam
E | 20| 4 [3,94, — [3,94|3,23/2,58, deutl. adynam
E 18 4 |5,55i4,32(3,81| — (3,10 adynam
E 17 4 13,2913,10/2,97| — [1,48 | nicht sehr adynam
E 20 5 (3,68]3,65(3,23(2,5212,52| nicht bes. adynam
E 20 5 |2,84(2,84|2,71 12,00 1,29 | deutlich adynam
E 20 5 13,55/3,55.:3,36|1,94 1,94 nicht bes. adynam
E 20 5 [4,00/3,68|3,03]2,84 2,84 | adynam
E | 20, 5 |2,58/2,26|1,81{1,55]1,565| ziemlich adynam
E 20 5 [3,36(2,562|2,06|1,97 1,94 | ziemlichadynam
E | 20 5 12,90(2,90(2,52|1,681,42| nicht bes.adynam
E |24 5 5101419 3,87 3,29|2,90 adynam
E 17 5 13,61:2,90|2,06f — 11,22 nicht adynam
E 20 6 |4,33]4,35:3,29|3,03|1,48 | nicht bes. adynam
E 20 6 [3,35:3,29|2,84 12,84 |245| deutlich adynam
E 20 6 [3,36]3,2312,90{2,71 (2,51 | deutlichadynam
E | 24 | 6 |4,7614,00)|3,36|2,58 2,26 adynam
E | 24 6 [4,7114,39!3,4813,363,10| adynam
B 20 7 12,4212,35|2,26 2,26 | 2,13 deutlich adynam
E 20 7 15,4915,0315,0314,653,76! deutlich adynam
E |20 7 (384 3,8413,81 3,29 | 2,568 | deutlich adynam
E 20 7 14,00 — |4,00(3,97 /2,568 ! adynam
E | 20 7 13,87 — |3,8713,06|2,84| adynam
E | 20 7 1439 — |4,35/4,32)3,16; adynam
E | 18 7 13,61/3,103,633,10{2,13| adynam
E |24 | 7 134213,42/2,58/2,45|1,62, adynam
E | 17 7 13,36(/2,9012,191 — 11,29 | sehradynam
E 18 7 13,42(2,62|2,00 — 0,65 ziemlichadynam
E |20 ] 8 [293(2931293,2,74| — | deutlichadynam
E | 20 8 2,84 2,77‘2,71 2,64 | 2,51 | nicht bes. adynam
E | 18 8 14,3214,00]3,94|3,873,16| nicht bes.adynam
E | 18 | 8 |5,0214,134,19/4,06 3,76 | nicht bes. adynam
E 20 | Krise [3,2912,902,58 1,68 1,61 nichtbes.adynam
E 20 ,» 13,16]3,16 2,51 |1,68|1,68 | nichtbes. adynam
H | 20 » | 1,4211,2911,10|0,97 10,97 | deutlich adynam
Osch 2,13|1,94 1,77 | 1,68 11,55
Usch 3,0313,032,842,6212,13
Bm 3,03 12,522,13 1,68‘1,55
Oseh | 20 » 12,131218(2,0011,2911,23 | nicht bes. adynam
Ussh | 20 | ,, 12,26(2,26|2,00|1,42 1,36
E | 16 » 12,6812,521248) — 11,74 | sehradynam
E . 12,6812,682,52| — |1,68
E |19 | , ]1,06|/1,06|0,87|0,7110,58| deutlichadynam
1,06 [ 0,94 | 0,87 10,65 0,55
E 20 5 12,621(2,83912,19(1,8111,81| ziemlich adynam
2,7712,64 2,391 2,06 11,81
E | 18 . 13,16]3,102,84 2,58[2,48\ deutlich adynam

Anmerkung: Bedeutung der Zeichen

siehe Tabelle II.
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Tabelle VII.

Mittlere Geschwindigkeit der Reaktion

Tag nach . o = : Mittlere Ge-
Tier Nr. 28 N in 102 Millimol P/Min. im Zeitraum von schwindigkeit
N.N.Exst. A
o—7 | 115 | 1530 | s0—60r | 030
S S A el ‘ _
R 1293 3 0,111 f 0,081 0,030 0,015 0,074
R 2013 3 0,056 0,056 — — _
R 493 4 0,023 { 0,015 0,0 0,013 0,013
R 3323 4 0,033 0,041 0,011 0,004 0,028
R 823 4 | 0010 0,040 0,030 0,038 0,026
R 1173 4 0,0 0,0 0,047 0,021 0,023
R 180¢ 4 0,176 0,064 — _ .
R 1973 4 0,027 0,016 — — —
R 843 5| 0,004 0,053 0,045 0,0 0,034
R 9583 5 0,0 0,017 0,047 0,023 0,021
R 964 5 0,0 0,032 | 0,090 0,0 0,040
R 1013 5 0,046 0,081 0,012 0,0 0,046
R 1303 5 0,045 0,057 0,017 0,0 0,039
R 1313 5 0,110 0,057 0,006 0,001 0,057
R 1323 5 ] 0,0 0,060 | 0,056 0,008 0,038
R 1603 5 0,130 0,040 ’ 0,013 0,013 0,067
R 1983 5 | oll& | 0105 | — — —
R 9728 6 0,0 ] 0,128 ! 0,017 0,004 [ 0,048
R 983 6 0,008 | 0,064 0,0 0,013 0,008
R 1033 6 0,009 | 0040 | 0,013 0,017 = 0,021
R 1613 6 0,108 | 0,080 | 0,052 0,010 [ 0,080
R 1643 6 0,045 ) 0,113 ] 0,0 0,022 | 0,079
R 5148 7 0,010 | 0010 | 00 0,004 | 0010
R 993 7 0,065 | 0,0 0025 0,030 | 0,030
R 1003 7 0,0 i 0,004 | 0,034 0,0%3 { 8’01?
R 1193 7 0,0 0,0 0,002 0,013 | ,001
R 1203 7 0,0 P00 J 0,054 0,014 J 0,027
R 1213 7 0,0 \ 00 | 0002 0,039 | 0,001
R 1433 7 0,072 = 0,004 | 00 0,032 | 0025
R 1623 7 0.0 | 0056 | 0,008 0,027 | 0,032
R 1993 7 0,085 0,009 _ - —
R 2003 T 0130 { 0065 | — — | =
R 544 8 0,0 j 00 | o012 — | 8,082
R 1073 8 0,010 | 0,008 0,002 0,004 | 0
R 1515 | 3 0.045 | 0007 | 0004 0,023 | 0018
R 1533 | 8 0,127 f 0,0 | 0008 0,010 ‘ 0,045
K 10773 ) Krise 0055 | 0,040 J 8,82(5) 8’802 | 8’822;'
K10753 | 00 | 0081 ! S | .
K10593 | . 0,033 ] 0.024 | 0008 00 | 002
| 0,028 | 0020 | 0,006 0,004 | 0,018
\ 0,0 | 0,012 J 0,021 0,013 | 8’0155
' 0,073 0,049 0,031 0,010 | .05
K 1048 3 [ " 0,0 ‘ 0016 | 0,047 0,002 | 0,031
| 0.0 | 0032 0,038 0,002 | 0,035
K 3 | . 0,008 | 0005 | 00 — ( 0,004
\ 0.0 | 0007 | 00 _ 0,003
K 14 . 0.0 0,023 | 0010 0008 | 0016
! 0,017 0,009 | 0,014 0,007 | 0,014
H g | . 0,033 0.023 | 0026 0,0 | 0,027
| 0,021 0,032 | 0021 0,008 | 0,025
H 103 | » 0,008 0,032 | 0,017 0,003 ; 0,019
|
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welche aus den Werten zwischen 0—7, 7—15 und 15—30 Minuten
berechnet sind (Tabelle VII), hervorgeht. Die Reaktion beginnt manch-
mal im Zeitpunkt 0, manchmal erst spiter, geht dann eine gewisse
Zeit lang mit einer gewissen durchschnittlichen Geschwindigkeit vor
sich und bricht dann entweder ganz plotzlich ab, oder geht mit stark
herabgesetzter Geschwindigkeit weiter.

Reaktionen, bei denen die Geschwindigkeit von der Substrat-
konzentration unabhingig ist, sind nullter Ordnung. Fir solche ist
charakteristisch, dass sie mit konstanter Geschwindigkeit vor sich
gehen. Die Gleichung (2) geht in diesem Falle iiber in:

de
- =k (5)

Graphisch kommt dieses Verhalten darin zum Ausdruck, dass
die Abnahme des anorganischen Phosphats linear verliuft. Dass das
tatsichlich der Fall ist, sieht man sehr deutlich aus den graphischen
Darstellungen der Fig. 4, wo fiur die betreffenden Anfangskonzentra-
tionen die zu fordernden Kurven erster Ordnung und die experimen-
tellen Kurven einander gegeniibergestellt sind. Fig. 4 (8. 898) ist mit
Fig. 3 der normalen Tiere zu vergleichen.

IV. Der Einfluss von Desoxy-corticosteron auf den
Reaktionstypus der nebennierenlosen Tiere.

1. Reaktionstypus bei in vitro-Versuchen.

Nachdem nun feststeht, dass der Reaktionsablauf der Phosphoro-
lyse des Glykogens normalerweise durch Muskelbrei, also auch mit
dem nicht isolierten Ferment, als Reaktion erster Ordnung verliuft,
nach Nebennierenexstirpation jedoch nullter Ordnung wird und nach-
dem, wie frither mitgeteilt wurde 1-4), Zusatz von Cortinsubstanzen
den gehemmten Prozess zu reaktivieren vermag, war zu untersuchen,
ob man den Einfluss dieser Cortinsubstanzen auch am Reaktionsver-
lauf erkennen kann. In Tabelle VIII sind fiir eine Anzahl Versuche
die Geschwindigkeiten mit und ohne Zusitze von Desoxy-cortico-
steron in vitro zusammengestellt.

Es ergibt sich, dass Zugabe von 2 mg und 0,2 mg Desoxy-corti-
costeron zu 1 g Muskelbrei die Reaktionsgeschwindigkeit vergrossert.
In Versuch 101 betrigt die Steigerung der Geschwindigkeit in der
Zeit von 0—7 Minuten das 4fache wie ohne Zusatz und nihert sich
dem theoretischen Wert ausserordentlich stark. Ebenso stark ist diese
Anndherung in Versuch 200, aber hier betrigt die Steigerung nur
wenig. Dasselbe gilt von Versuch 108, wo 0,2 mg Desoxy-corticosteron
eine Steigerung bis nahe an den theoretischen Wert hervorrufen. Mit
Ausnahme von 4 Fillen ist die Wirkung im Zeitraum von 0—7

1) Schweiz. Med. Wschr. 71, 101 (1941).
%) Verh. Schweiz. Physiol., Januar 1942. 3) Nature (49, 49 (1942).
4} Helv. physiol. pharmacol. acta | (1943) (im Druck).
57
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Minuten sehr deutlich zu sehen. Diese Ausnahmen betreffen #usserst
schwer adyname Tiere. In den spitern Zeitraumen, hauptsichlich
von 15—30 Minuten, ist die Geschwindigkeit mit Hormonzusatz oft
deutlich gegen die ohne Zusatz herabgesetzt. Das zeigt ebenfalls den
Einfluss des Hormons, das im Anfang einen rascheren, spiter ent-
sprechend der Abnahme des Substrats immer langsameren Ablauf

gemiss einer Reaktion erster Ordnung verursacht. .
R 201 R49 ¢ R84/ R132,
=284 =254 =368 &=2,90
1o/ 1,0 / 10 / 1.0
/ / /

o 7 15 300 7 15 300 7 15 300 7 15 30

201 R198 ‘ 201 R103 / Zﬂ R 51 201 R199
=361/ =336 7 =242 , le=336,
o re »
/ // , /
/ y e /
/
/ / 7 ’
/ / /
101 1.04 1,01 04 7
/ / / 1.0 /
/ / !
/ / ;

o 7 15 300 7 15 300 7 715 30 0 7 15 30

R 54/ R 107/ K 1075 K048 -
¢=2,93 ¢y 2,84 c,,=/3,’76 =213 -
/ ] / ] ),’
109 101, 10 . 1.0 ,
/ / / /
/ / , /
/

0 7 I5 30 7 15 0 7 15 00 7 15 30

K159 - H7/ H1/
=213 // ¢ =277 JCD:3’I6
1.0 S 1ol 7 104 7
/ / /
/ / !

0 7 15 360 7 15 300 7 15 30
Fig. 4.
Ordinate: Konzentration des anorganischen Phosphats in 102 Millimol P/g Muskel

Abszisse: Zeit in Minuten
experimentelle Kurven
————— theoretische Kurven fiir normalen Ablauf der Reaktion.
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15—30"

ohne

0,047

0,090

0,017

0,0
s 0,025

|

0,0
0,047

0,038
0,021

0,010

0,034

0,012
0,013

0,002

Desoxy-
cortico-
steron
2,0 | 0,2
mg | mg

0,047

0,070
0,018
0,034

0,055

0,052

0,090
0,017
0,034
0,034,

0,052 0,034

0,032

Tabelle VIIL
Geschwindigkeit der Reaktion in 10—2 Millimol
Anfangs- P/Min. im Zeitraum von
Tag |lOn%en- 0—7’ 157
Tier Nr. \?a%h_ in 102 Desoxy- Desoxy-
{2 N Millimol | ohne | cortico- | ghne cortico-
i Exst. Pilg | Zu- steron - ste‘ron
Muskel | satz | 20 ( 0.2 | saty | 20 0.2
_ e g |7 g | mg |
R 9¢ 5 2,84 10,0 0,017
3,55 0,064 0,033
R 963 5 3,56 10,0 0,032
3,74 0,045 0,024
R 973 6 4,33 0,0 0,074 0,128} 0,064
R 983 6 3,35 |0,008{0,0 0,064 0,047
R 99g3 7 5,49 |0,065
i 5,74 0,175 0,016
R 1003 7 3,84 10,0 0,004
3,87 0,0 0,112
R 1013 5 4,00 |0,046| 0,184 0,081| 0,040
R 1033 6 3,36 | 0,009 0,040
3,10 0,047 0,063
R 1073 8 2,84 10,010 0,008
2,87 0,023 0,025
R 1823 5 5,36 |0,018]0,147 0,0 10,0
R 1972 4 3,29 10,027 0,05510,016 0,120
R 1983 5 3,61 |0,114 0,105
3,16 0,054 0,097
R 1993 7 3,36 10,065 0,102 | 0,009 0,096
R 2003 7 342 |0,130 0,065
3,35 0,165 0,063
R 201 3 2,84 10,056 0,111 0,056 0,015
R 180 4 5,65 10,176 0,064
5,67 0,220 0,130
R 1423 7 2,26 (0,0 0,0 {00 0,097
K10483 |Krise| 2,13 [0,0 |0,064 0,016/ 0,017
2,19 0,009 0,097
2,26 10,0 0,093 0,032 0,016
K 1059 & » 3,03 10,0 0,012
2,97 0,0 0,0 0,072/ 0,105
K 30g8 » 2,58 10,0 0,045 0,007 0,025
K 143 ” 1,06 10,0 0,023
1,13 0,045 i 0,005
. ]

0,080
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Die Kurven der Fig. 5 zeigen fiir einige Beispiele diese Verhilt-

nisse deutlich.
RI24 R125 R 126
c,=4,00 ; =303 / c,=2,45
/’ / /
2,01 / /20 So20
/ P /”
’ I3 ~
i i’ -
F / .
/ ‘ S
’l ” L
r/ ,’/ z'l
i N /
104/ 10{ 1,0 J
i { /
! ! /
: ' 3
' H /
0 7 75 00 7 15 0 7 15 30
K 1059 < | K1048 K14
2,04¢,=3,03 " 2,04¢,=2,26 2.04¢,=1,06
’/l ‘,’/
10 B 1,04 / 1,0
i 7
l’ /l *
‘ X, pted
! ’ //'
’[ I// ’/,r
“ 1,
Y/
’ | /7
00 7 15 w0 715 30

o 7 15
Fig. 5.
Ordinate: Konzentration des anorganischen Phosphats in 10-2 Millimol P/g Muskel

Abszisse: Zeit in Minuten
theoretische Kurven fiir normalen Ablauf der Reaktion

R — experimentelle Kurven:
—-o- ohne Zusitze
-~ mit Zusatz von 2,0 mg Desoxy-corticosteron/g Muskel
b2d > Ead
"

2
3y

oo, . » 0,02,
Man sieht zundchst den zunehmenden Einfluss der verschieden
starken Dosen. Kleine Dosen verursachen im allgemeinen nur eine
Vergrosserung der Steilheit der Kurven, wihrend grossere Dosen den
Prozess wieder stirker gegen den Charakter von Reaktionen erster
Ordnung zu verschieben vermoigen. Es ist ferner eine Abhingigkeit
des Wirkungsgrades der einzelnen Dosen von der Grosse der Adynamie
der Tiere deutlich ersichtlich, indem stark adyname Tiere grossere
Dosen zur Restitution ihrer Phosphorolyse brauchen als weniger
adyname. Das steht sehr gut im Einklang mit den Erfahrungen am
lebenden Tier, das zur Heilung aus einer schweren Krise grissere

Dosen braucht, als zur Lebenserhaltung nétig sind.
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2. Reaktionstypus bei kompensierten Tieren.

Einige adrenalektomierte Katzen wurden mit Desoxy-cortico-
steron-acetat am Leben erhalten!) und nachher in voll kompensiertem
Zustand getotet und ihre Glykogenphosphorylierung untersucht?).
Das Resultat ist in Tabelle IX zusammengestellt.

Tabelle IX.

| Anfangs- Geschwindigkeit der Reaktion in 10~2 Millimol
| Konzen- P/Min. im Zeitraum von
tration 0—7’ 7—15" 15—30"
Tier Nr. /desanorg. Mit Mit Mit
| Pin10~® ohne Desoxy- ohne Desoxy- chne Desoxy-
11\)11‘13512( 5 Zusatz | cortico- | Zusatz | cortico- | Zusatz | cortico-
steron steron steron
K10470 | 3,68 0,130 o 0,047 — 0,047 —
3,68 0,140 - 0,065 — 0,038 -
3,55 0,111 —_ 0,052 — 0,044 —
K10603 2,39 0,093 — 0,007 e 0,004 —
2,26 0,074 — 0,015 — 0,004 —
K 163 2,84 0,056 — 0,025 — — —
2,84 0,064 — 0,025 — — —
Lo271 — 0,035 — 0,034 — —
| 2,94 — 0,060 — 0,016 — —
K 19 2,58 0,064 — 0,056 — 0,021 —
i 2,71 0,074 —_ 0,040 — 0,021 —
i 3,03 — 0,070 - \ 0,044 — 0,042
i 3,36 — 0,070 — i 0,036 C 0,047

Anmerkung: Bei Versuch K 16 wurden 2 mg, bei Versuch K1 0,2 mg Desoxy-cortico-
steron prg 1 g Muskel zugesetzt.

Wie die Tabelle IX zeigt, liegen die Geschwindigkeiten ohne
Zusatz von Desoxy-corticosteron im allgemeinen innerhalb der bei
normalen Tieren beobachteten Grenzen und sind deutlich von der
Phosphatkonzentration abhéingig. Der Reaktionstypus ist also wieder,
wenigstens angenihert, erster Ordnung. Immerhin ist auch die Phos-
phorylierung der in vivo kompensierten Tiere keine vollkommen nor-
male. Die Grosse der Geschwindigkeiten erreicht in keinem Fall ganz
die theoretisch fiir eine Reaktion erster Ordnung zu fordernde Hohe.

Zusatz von Desoxy-corticosteron in vitro zu Muskeln von voll-
kommen kompensierten Tieren bringt, wie die Versuche K 16 und
K 1 zeigen, keine Erhohung der Geschwindigkeit zustande. Die Kom-
pensation in vitro und in vivo sind sich demnach gleich.

1) Verwendet wurde ,,Percorten Ciba‘‘. Auch an dieser Stelle sei der Gesellschaft
fiir chemische Industrie in Basel fiir die grossen iiberlassenen Versuchsmengen gedankt.
%) Montrgel, C. und Verzdr, F., Helv. physiol. pharm. acta [ (1943), im Druck.
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V. Wirkung erhéhter Substratkonzentrationen.

Bs ist bekannt, dass bei manchen Fermentreaktionen steigende
Substratkonzentrationen zunichst eine Vergrosserung der Reaktions-
geschwindigkeit zur Folge haben, dass aber bei einer gewissen Grosse
dieser Konzentration die Geschwindigkeit nicht mehr weiter zunimmt,
sondern die Reaktionsordnung reduziert wird?).

Es war nun zu untersuchen, ob fir die Glykogenphosphorolyse
dieses Verhalten auch nachgewiesen werden kann. In der Tat lisst
sich zeigen, dass in unserem Versuchsansatz mit Muskeln von nor-
malen Tieren bei einer Erhohung der Phosphatkonzentration auf iiber
6 x 10-2 Millimol Phosphor/g Muskel, der Ablauf der Phosphorylie-
rung einen ganz dem bei nebennierenlosen Tieren analogen Charakter
annimmt.

Die Erhohung der Phosphatkonzentration wurde dadurch erzielt,
dass zu den Versuchsansitzen je 0,1 em? sekundire Kalium- oder
Natriumphosphatlésung in entsprechender Konzentration zugesetzt
wurde. Kin Unterschied zwischen dem Zusatz von Natrium- oder
Kaliumphosphat wurde nicht gefunden. Durch den Zusatz wurde
das py des Ansatzes nicht verdndert.

Die Abhingigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit von der Sub-
stratkonzentration ist in Fig. 6 dargestellt.

0,34
0,21

0.7

2 4 6 8 10

Fig. 6.
Ordinate: Geschwindigkeit in 10—2 Millimol P/Min zu Beginn der Reaktion.
Abszisse: Konzentration in 10-2 Millimol P/g Muskel.

Diese Kurve bezieht sich auf eine als konstant anzusehende Fex-
mentmenge, die normalerweise in 1 g Muskelbrei enthalten ist. Natur-
lich sind dabei ziemliche Schwankungen zu erwarten. Von einer Kon-
zentration von iiber 4 x 10-2 Millimol Phosphor/g Muskel bis iber
5 x 10-2 Millimol Phosphor/g Muskel sind je nach dem Tier beide
Reaktionstypen beobachtet worden. Unter 4 x 10-2 Millimol Phos-
phor war die Reaktion meist erster und iber 6 x 10-2 Millimol Phos-
phor meist nullter Ordnung.

Wird nun die Fermentmenge kleiner, als sie normalerweise in
einer gewissen Muskelquantitit vorkommt, so ist anzunehmen, dass
dann der Ubergang vom Reaktionsverlauf erster Ordnung zu dem

1) Vgl. Nord und Weidenhagen, Handb. d. Enzymol. I, 207ff., Springer 1940.
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nullter ‘Ordnung schon bei kleineren Substratkonzentrationen ein-
treten kann. Mit andern Worten : grosse Substratkonzentration gegen-
iiber kleiner Fermentkonzentration fiihrt zur Reduktion der Reak-
tionsordnung. Daraus folgt, dass bei nebennierenlosen Tieren die En-
zymkonzentration gegeniiber der Norm herabgesetzt sein muss, da
die Substratkonzentration im allgemeinen nicht iiber die kritische
Konzentration hinaus vergrossert ist.

Diese Annahme liess sich dadurch bestitigen, dass es gelang,
durch Zusatz von Desoxy-corticosteron zu einem Normalsystem mit
experimentell iibermaximaler Phosphatkonzentration die Reaktion
wieder in die erste Ordnung zuriickzufiihren. Einige Versuche dieser
Art sind in Tabelle X zusammengestellt, wo die fiir die betreffenden
Anfangskonzentrationen des anorganischen Phosphats zu fordernden
mittleren Geschwindigkeiten des Zeitraums 0-—7 Minuten mit und
ohne Zusatz von Desoxy-corticosteron den experimentell gefundenen
gegeniibergestellt sind. Ausserdem sind einige Versuche in graphischer
Darstellung aus der Fig. 7 in ihrem ganzen Verlauf ersichtlich.

Tabelle X.

Geschwindigkeit der Reaktion in 10-2Millimol
P/Min. 1 g Muskel (von 0—T7')

Ansatz m. erhéhtem

Ansatz mit erhéh- Phosphatgehalt +

Tier Nr. -
* Normaler Ansatz

tem Phosphatgehalt Desoxv-corticosteron
theore- | : theore- theore-
tisch EPTaktlSCh tisch praktisch tisch praktlsch

|

-

R 185 0,215 0,214 0,348 ; 0,240 0,338 0,250
R 186 0,225 0,257 0,335 | 0,278 0,375 0,379
R 187 0,225 0,201 0,425 | 0,137 0,450 0,300
R 188 0,193 0,194 0,425 | 0,193 0,435 0,300
R 189 0,212 0,193 0,439 0,202 0,445 0,300
R 190 0,252 0,277 0,445 0,163 0,465 0,230
R 191 0,200 0,230 0,445 | 0,270 0,445 0,386
R 192 0,193 0,175 0,503 0,186 0,503 0,257
R 193 0,210 | 0,213 0,551 J 0,228 0,551 0,257

Anmerkung: Bei den Versuchen 185, 186, 187, 188, 193 ist 2 mg Desoxy-corticosteron
| g Muskel zugesetzt.
Bei den Versuchen 189, 190, 191, 192 ist 0,2 mg Desoxy-corticosteron [ g
Muskel zugesetzt.
Die Konzentration des anorganischen Phosphats hetrigt jeweilen das
20fache der angegebenen theoretischen Geschwindigkeit.

Eine Steigerung der Geschwindigkeit nach Zusatz von Desoxy-
corticosteron ist in allen Féllen, mit Ausnahme von Versuch 185, zu
sehen. Selbst in den Versuchen 192 und 193, wo die Konzentration
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des .anorganischen Phosphats mehr als das Dreifache des normalen
erreicht, ist noch eine deutliche Geschwindigkeitserhéhung zu sehen.

501 R 188 S01R 189 5,o] R IS6

4,01 4,01 4,0
304 30 3,0
2,04 2.0{ J*/ 20

1,04 10 1.0

0 7 75 300 7 15 30 0 7 15 30

3.01R 187 5.01R 190 S.01R 197
4,04 4,04 10
3,01 3,01 301
[
2,04 =20 / 2.0
10//4 104 10
j
0o 7 15 00 7 15 300 7 75 30
Fig. 7.

Ordinate: Konzentration des anorganischen Phosphats in 10~2 Millimol P/g Muskel
Abszisse: Zeit in Minuten

-0-0- normale Phosphatkonzentration 3,8—4,5x10~2 Millimol P/g Muskel
e erhShte Phosphatkonzentration ~ 8,5x10—2 Millimol P/g Muskel
(R 186: 6,7x10~2 Millimol P)
-0 Zusatz von 2 mg Desoxy-corticosteron/g Mnskel | zum System mit erhoh-
- Zusatz von 0,2 mg Desoxy-corticosteron/g Muskel} tem Phosphatgehalt.

Diskussion.

Diese Befunde scheinen darauf hinzudeuten, dass das Desoxy-
corticosteron in irgendeiner Form fermentativ in den phosphorolyti-
schen Prozess eingeschaltet ist, indem die Konzentration dieses
Stoffes im Verhiltnis zur Substratkonzentration den Reaktionscha-
rakter bestimmt. Die bei Nebenniereninsuffizienz in KErscheinung
tretende Muskeladynamie ist demnach primir bedingt durch eine
Verminderung einer fiir die Geschwindigkeit der Phosphorolyse des
Glykogens notwendigen Komponente des bei dieser Reaktion im
Spiele stehenden Fermentsystems. Diese Komponente scheint Desoxy-
corticosteron zu sein. Beziiglich der Wirkung anderer dhnlich wirken-
der Steroide fehlen entsprechende Erfahrungen, doch ist es moglich,
dass auch sie seine Rolle einnehmen konnen.
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Zusammenfassung.

1. Es wurde der Reaktionsablauf der Phosphorolyse des Glyko-
gens durch Muskel in vitro, an Hand von experimentellen Ergeb-
nissen reaktionskinetisch ausgewertet.

2. Dabei konnte gezeigt werden, dass diese Reaktion bei nor-
malen Tieren (Ratte, Katze, Hund) als Reaktion erster Ordnung,
bei nebennierenlosen Tieren aber als Reaktion nullter Ordnung ver-
lduft.

3. Desoxy-corticosteron und sein Acetat kdénnen in gewissen
Dosen den Reaktionsablauf bei nebennierenlosen Tieren in vitro
ebenso wie in vivo wieder weitgehend normalisieren.

4. Durch Steigerung der Phosphatkonzentration bei normalen
Muskeln konnte experimentell gezeigt werden, dass Uberkonzentra-
tion von Substrat gegeniiber dem Ferment die gleiche Wirkung auf
den Reaktionstypus hat wie eine Nebennierenexstirpation. Dieser
Effekt wird durch Desoxy-corticosteron, ebenso wie die durch Neben-
nierenmangel bedingte Verdnderung behoben.

b. Aus diesen Befunden wird geschlossen, dass Desoxy-cortico-
steron eine notwendige Komponente des Fermentsystems der Glyko-
gen-Phosphorolyse im Muskel ist.

Physiologisches Institut der Universitit Basel.

92. Zur Kenntnis der Sesquiterpene.
(88. Mitteilung 1)).
4, 8-Dimethyl-6-isopropyl-azulen
von Pl. A. Plattner und H. Roniger.
(29. T11. 43.)

Aus unseren Untersuchungen uber Alkyl-azulene hat sich er-
geben, dass aus den Absorptionsbanden dieser Verbindungen im
sichtbaren Bereich des Spektrums interessante und recht weitgehende
Schliisse auf die Konstitution unbekannter alkyl-substituierter Azu-
lene gezogen werden konnen?2). Das frither betrachtete experimentelle
Material weist aber insofern eine Liicke auf, als Azulene mit Alkyl-
substitution in 6-Stellung bisher nicht bekannt sind. Es schien uns
deshalb von besonderem Interesse, einen derartigen Vertreter der
Azulen-Reihe herzustellen.

Nach der Diazo-ester-Methode in ihrer urspriinglichen Form, d. h. der Kondensation
von Indanen mit Diazo-essig-ester sind 6-Alkyl-azulene, wie wir vor kurzem ausgefiihrt

1) 57. Mitt. Helv. 25, 1674 (1942).
?) Vgl. dazu besonders Pl. A. Plattner, Helv. 24, 283E (1941).



