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Zur  Diskussion steht die Beziehung zwischen der Stromstarke i m  Netz des energreliefernden 
Stoff wechsels und der Ablenkung seiner Glieder ails dem Cleichgewicht. Im Rahmen der 
Besprechung neiicr Analysen von Metabolitgehalten werden die Phanomene der Gegen- 
laufigkeit von Potetitialdifferenzen und der Homoeostasie zellularer Metabolitproportionen 
beliandelt. Messungen stationarer Relaxationszeiten und ihre Anwendung au f Grund einer 
Anregung von Alberty werden mitgeteilt. D ie Ergebnisse bestatigen und ergdnzen die Vor- 
stellutigen von intrazellularen Redoxbeziehungen, die der Arbeitskreis der Verfasser in 
dieser Zeitschrift vor fiinf Jahren entwickelt hat. D ie  maximale Differenz zwischen den 
Redoxpotentialen des LactatlPyruvat- rind des DPNHIDPN-Systems wird auf 2 m V be- 
rechnet. I n  vivo zu messende Ablenkungen des Systems GlycerophosphatlDihydroxyaceton- 
phosphat werden itii Zusammenhang mit  der Stromstarke des Glycerophosphat- Cyclus 
behandelt . 

1. Ordnung der Ungleichgewichte 

Fur die Naturphilosophie ist das Phanomen fortdauern- 
den Ungleichgewichtes im Lebendigen alter Bestand. 
Seine Erforschung im naturwissenschaftlichen Sinne ist 
mit Liebigs ,,Minimum-Gesetz" und mit Blackmans 
Konzept des ,,limiting factor" eingeleitet worden [ I ] .  
Vor allem Blackmans Formel ,, , . . the rate of a process is 
_ _ _  
[*] Untcr Verwendung der Manuskriptr von Vortragen auf T d -  
gungen der Ciesellschaft fur Physiologische Chemie in Berlin 
(Herbst 1959) und der Belgischen Gesellschaft fur Biologische 
Chemie in Leuwen (Fruhjahr 1962). Die hier beschriebenen Ar- 
beiten wurden vom Schwerpunktsprogramm ,.Experimentelk 
Zellforschung" der Deutschen Forschungsgemeinschaft und vom 
,,Fonds der chemischen Industrie" unterstutzt. 
[I] F. F. Blackman, Ann. Bot. (London) 1 9 , 2 8 1  (1905). 

limited by the pace of the slowest factor" und daran an- 
schlieI3ende Regriffe wie geschwindigkeitsbegrenzende 
Reaktion [2,3], master reaction [4,5], pace maker [6] 
usw., fordern und beschreiben eine formale und quanti- 
tative Ordnung der Ungleichgewichte in der lebendigen 
Organisation. 
Worauf es hier ankommt, laBt sich in der Gegeniiber- 
stellung des wilden und des regulierten Wasserlaufes ver- 

[2] A .  Pii t fer ,  Z. allg. Physiol. 16,574 (1914). 
[3] H .  H o k e r  in: Biologie und Wirkung der Fermente, 4. Collo- 
quium der Gesellschaft fur physiologische Chemie. Springer, 
Berlin-Gottingen-Heidelberg 1953, besonders S. 89. 
[4] A .  C. Bwfmi.  J .  cell.comp. Physiol. 9, 1 (1936); 14,  327 (1939). 
[5] H .  L. Booij u. H .  P.  Wolvekarnp, Bibliotheca biotheoretica 
(Leiden) I ,  145 (1944). 
[6] H .  A .  Krebs u. H .  L .  Kornberg, Ergebn. Physiol., biol. Chem. 
exp. Pharmakol. 49, 212 (1957). 
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anschaulichen. Das vor der Regulierung (Abb. la) 
in allen Abschnitten etwa gleich g r o k  Gefalle wird 
durch den Einbau einer Barriere in Staustrecken und 
Fallstrecken geordnet (Abb. 1 b). Ein entsprechend gro- 
Rer Querschnitt (geringer Widerstand) des FluRbettes 
gleicht die Geringfugigkeit des Gefalles in den Stau- 
strecken aus. 

Slaustrecke r ------> 

Null 
Slromslarke 

Icl 

Abb. 1. Schematische Darstellung (a) eines wilden, (b) eines regulierten 
Wasserlaufs und (c) der Anderung der Potentialgefalle an der Fallstrecke 
und auf den Staustrecken bei steigender Stromstarke. 

Leonor Michaelis hat sich dieses Modells bei der Dar- 
stellung der Redoxketten bedient [7 ] .  Es demonstriert, 
daB die mit der Regulierung des Wasserlaufes geschaf- 
fene Ordnung der Ungleichgewichte organisatorisch 
zweierlei bewirkt : sie erleichtert die Kontrolle der Spie- 

gel und der Stromstarke; sie konzentriert die Arbeits- 
fahigkeit des Systems. Urn die Starke des Wasserstroms 
(aus einem stromaufwarts liegenden Reservoir) einzu- 
stellen, bedarf es lediglich des Anhebens oder Senkens 
der Barriere. Die Fallstrecke ist das limitierende Glied. 
lm elektrischen Analogon hatte man an dieser Stelle 
einen Regelwiderstand einzusetzen. 
Bei steigender Strornstarke andern sich die Gefalle in 
einer charakteristischen, in Abb. 1 b durch eine punk- 
tierte Linie angedeuteten Weise: der Potentialabfall uber 
das limitierende GIied sinkt, und er steigt uber die Stau- 
strecke. Das ist in Teil c der Abb. 1 angedeutet worden. 
Dieses Priniip der Gegenlaiifigkeit der Potentialdifferen- 
Zen wird man imrner dann finden, wenn ein limitierendes 
GIird zwischen ,,Staustrecken" liegt. Es vermag uns bei 
der Suche nach Staustrecken und limitierenden Gliedern 
zu helfen. 

2. Ein Beispiel 

EinigermaRen ubersichtliche Verhaltnisse fur die Prii- 
fung des Dargelegten bieten Gewebe, in denen die Starke 
des Stoffwechsels in Abhangigkeit vorn Status der Akti- 
vitat kurzfristig und erheblich wechseln kann. Ein Bei- 
spiel ist der willkurliche Skelettniuskel. Hier kann die 
Stromstarke des etiergieliefernden Stoffwechsels, beson- 
ders in der Embden-Meyerhof-Kette der Glykolyse 
(Abb. 2), um GroRenordnungen ansteigen. Hohorst und 
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Abb. 2. Stoffwechselschema [**I. 
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[**I Folgende Abkiirzungen werden in dieser Arbeit verwendet: 

ALD = Aldolase 
ADP = Adenosindiphosphat 
ATP = Adenosintriphosphat 
DAP = Dihydroxyacetonphosphat 
DPN = Diphosphopyridinnucleotid 
DPNH = reduziertes DPN 
EN = Enolase 
FDP = Fructose-1.6-diphosphat 
F6P = Fructose-6-phosphat 
FCPK = Fructose-6-phosphat-Kinase (Phosphofructokinase) 
GAP = Glycerinaldehyd-3-phosphat 

[7] L. Michaelis: Oxydations-Reduktionspotentiale rnit beson- 
derer Beriicksichtigung ihrer physiologischen Bedeutung. 2. Aufl. 
Springer, Berlin-Gottingen-Heidelberg 1933. 

____ 

GAPDH = Glycerinaldehydphosphat-Dehydrogenase 
G D H  = Glycerophosphat-Dehydrogenase 
a-GP = Glycerin-I-phosphat 
G6P = Glucose-6-phosphat 
GPM = Glyceratphosphat-Mutase 
a-GPOX = Glycerin-I-phosphat-Oxydase 
HIM = Hexosemonophosphal-Isomerase 
Lac = Lactat 
LDH = Lactat-Dehydrogenase 
MDH = Malat-Dehydrogenase 
P = Phosphat 
PEP = Phosphoenolpyruvat 
PGK = Phosphoglyceratkinase 
2-PGS = Glycerat-2-phosphat 
PK = Pyruvatkinase 
Pyr = Pyruvat 
TIM = Triosephosphat-Isomerase 
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Mitarbeiter [8,9] haben in letzter Zeit die h d e r u n -  
gen vollstandiger Metabolitmuster der Embden- Meyer- 
hof-Ketle im Bauchdeckenmuskel der Ratte beim Uber- 
gang zur tetanischen Kontraktion untersucht. Abbil- 
dung 3 gibt einen Ausschnitt aus diesen Messungen. 
Wenn wir sie a n  Hand des Modells des regulierten Flus- 
ses deuten wollen, mussen wir die Quotienten der Meta- 
bolitgehalte errechnen [lo, 1 l ]  und sie den Gleichge- 
wichtskonstanten gegenuberstellen. Wie iiblich, wurden 
bei der Bildung der Quotienten die Produkte in den Zah- 
ler gesetzt. Die Gleichgewichtskonstanten findet man 
ebenfalls in der Abbildung. Bei der Mehrzahl der Meta- 
bolitpaare waren diese ohne weiteres zu ermittcln, da sie 
zu Zwei-Partner-Reaktionen gehoren [ 121. Beim Paar 
F6P/FDP bedurfte es dagegen noch einer besonderen 
Annahrne (vgl. Legende zu Abb. 3). 
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Abb. 3. Metabolitgehalte im Bauchdeckenmuskel der Ratte [8, 91 
(zur analytischen Methodik vgl. [ I  I ] ) .  Gleichgewichtskonstanten 1161 
in Klammern. Berechnung von [ATP]/ADP] im Falle des Phospho- 
fructokinase-Quotienten [vgl. GI. (a)] mit Hilfe der Gehalte an Kreatin- 
phosphat (KP) und Kreatin (K): [ATPIIIADP] = I O Y  {KP}/{K}. 
[FDPIIIFZFI = Keq . [ATP]/IADPI = 10 x 103 . { KP}/( K}. 

Aus der Gegenuberstellung der Quotienten stationarer 
Metabolitgehalte und der Gleichgewichtskonstanten er- 
kennt man zweierlei : 
1. Die Quotienten konnen in zwei Kategorien unterteilt 
werden: in der ersten sind sie von gleicher GroBenord- 
nung wie die Gleichgewichtskonstanten, in der zweiten 
besteht ein erhebliches Ungleichgewicht ([F6 P]/[FDP]). 
2. Beim Ubergang von der Ruhe zur Aktivitat zeigen 
die Quotienten der ersten Kategorie die Tendenz abzu- 
nehmen, wahrend der Quotient der zweiten Kategorie 
steigt (urn den Faktor 4). 

[8] H .  J .  Hohorst, M .  Rein1 u. H.  Barrels. Biochem. biophys. Res. 
Commun. 7, 137, 142 (1962). 
[9] H .  J .  Hohorsr in P .  Karlson: Funktionelle und morphologi- 
sche Organisation der Zelle. Springer, Berlin-Gottingen -Heidel- 
berg 1963. 
[lo] Th. Biicher u. M .  Klingenberg, Angew. Chem. 70,552 (1958). 
[ I  I ]  H.  J .  Hohorst, F. H .  Kreut: u. Th. Biicher, Biochem. Z. 332, 
18 (1959). 
[I21 Th. Biicher, Pure appl. Chem. 6, 209 (1963). 

Nach dem im ersten Abschnitt Gesagten erkennen wir als 
limitierendes Glied die durch das Enzym Phosphofructo- 
kinuse katalysierte Reaktion 

Fructose-dphosphat + ATP 

11 Phosphofruktokinase (a) 

Fruclosc-1.6-diphosphat + ADP. 

Die anderen Metabolitpaare durfen wir ,,Staustrecken" 
stromauf und stromab des limitierenden Gliedes zu- 
ordnen (Abb lc). 
Etwa im gleichen Sinne stellten Holier  und H u / l d u r f [ l 3 ]  in 
der Garungskette der Hefe ,,geschwindigkeitsbegrenzende 
Reaktionen" und ,,Gleichgewichtsreaktionen" (Hexosemono- 
phosphat-Isomerase, Aldolase, Triosephosphat-Isomerase, 
Alkohol-Dehydrogenase) einander gegeniiber, und teilt H L w  
[ 141 seine vollstandigen Metabolitmuster der Glykolyse in 
Ehrlich-Ascites-Tumoren in drei Gruppen von ,,quasi-Gleich- 
gewichtsintermediaten" ein, die durch jeweils eine ,,quasi- 
irreversible" Reaktion (Phosphofructokinase, Phosphogly- 
ceratkinase und Pyruvatkinase) getrennt werden. In Tabelle 1 
findet man auch Werte von Mann et al. [ I  51, die sich zu einem 
friihen Zeitpunkt ebenfalls um die Problematik und Dynamik 
der Metabolitmuster bemuht haben. 

Tabelle 1. Quotienten von Metabolitgehalten in verschiedenen Zellen 
(Gleichgewichtskonstanten Keq nach Burron [ I  61 in Klammern). 

Skelettmuskel[7] 1 ;:l::-[l4] 1 Ruhe I Arbeit 

3-PGSIZ-PGS 
(0.17) 

Z-PGS/PEP 
(3.0) 

0.33 I 0,23 I 0,38 I 0.30 

3. Limitierende Glieder (Definitionen) 

Unsere Studie wird sich in erster Linie mit ,,Staustrek- 
ken" (im Bereich der Embden-Meyerhof-Kette) be- 
schaftigen. Zuvor seien der Begriffsbildung, speziell dem 
Begriff des limitierenden Gliedes, einige weitere Uber- 
legungen gewidmet. 
Wir erwahnten, daB die Gliederung in Stau- und Fall- 
strecken die Arbeitsfahigkeit des Systems konzentriert : 
,,Kraftwerke" sind nur im Bereich der Fallstrecken sinn- 
voll. Dabei ist zu bedenken, daB die Gewinnung maxi -  
m a l e r  Nutzarbeit das Ungleichgewicht und damit die 
Moglichkeit der Kontrolle aufhebt. Variationsfahigkeit 
und Regelbarkeit bedurfen einsinnig wirkender (,,rLick- 
wirkungsfreier") Glieder [17], d. h. erheblicher Ungleich- 
gewichte. Dennoch vermag auch ein ideal funktionieren- 

[I31 H .  Holzer u. A. Holldorf in W .  Ruhland: Handbuch der 
Pflanzenphysiologie. Springer, Berlin-Gottingen-Heidelberg 
1960, Bd. XII/I.  
[I41 B. Hess in P .  Karlson: Funktionelle und morphologische 
Organisation der Zelle. Springer, Berlin-Gottingen-Heidelberg 
1963. 
115) P .  F. E. Mann, W.  E. Trevelyan u. J.  S .  Harrison i n :  Recent 
Studies in Yeast and their Significance in Industry. Society of 
Chemical Industry, London 1958, besonders S. 68. 
1161 K. Burton, Ergebn. Physiol., biol. Chem. exp. Pharmakol. 
49, 275 (1957). 
[ 17) H .  Mirtelsfaedt: Regelungsvorgange in der Biologie, Bei- 
hefte zur Regelungstechnik. R. Oldenbourg. Miinchen 1956. 

~ 

Angcw. Chem. 1 75. Jahrg. 1963 Nr .  19 883 



des Kraftwerk mittelbar als kontrollierendes Glied zu 
wirken. Sein Widerstand (z. B. seiner Turbinen und 
Generatoren) hangt namlich von der entnommenen 
Leistung ab. Es ist an den ProzeB gekoppelt, der 
freie Energie verbraucht. Das kontrollierende Ungleich- 
gewicht wird auf diese Weise in den Bereich der ener- 
gie-verbrauchenden Prozesse verlagert. Solche Verhalt- 
nisse sind fur die Kontrolle des energieliefernden Stoff- 
wechsels durch den Kreislauf des Phosphats von ent- 
scheidender Bedeutung. Das ,,cross-over-theorem" 
von Chance [18] darf in diesem Sinne als ein Spezial- 
fall des in den vorangehenden Abschnitten dargelegten 
Prinzips der Gegenlaufigkeit der Potentialgcfalle im Be- 
reich mittelbar limitierender GIieder angesehen werden. 

Die Phosphofructokinase-Reaktion, das livitierende 
Glied des in Abb. 3 behandelten Abschnittes der Emb- 
den-Meyerhof-Kette, ist kein Kraftwerk. Sie ist ein iin- 

mittelbar limitierendes Glied. Als ein solches setzt sie 
einen erheblichen Betrag freier Energie in Warme urn. 
Analog der Erhaltung eines uberdruckes in einem un- 
dichten GefaiB ist namlich die Erhaltung stationarer Un- 
gleichgewichte in Reaktionsketten an eine standige Ver- 
wandlung freier Energie in Warme gebunden [ 19,201. 
Die notwendige Leistung L [Arbeit/Zeit] ist proportio- 
nal der Strornstarke Vst [Mol/Zeit] und dem Potential- 
abfall [GI. (I)]. 

r 
L = VstRT In (1) 

Keq = Gleichgewichtskonstante (thermodynamisch). vgl. GI. (2). 

r = .,Massenwirkungsquotient" irn Ungleichgewicht, vgl. GI. (4) 

Dieser standige Verlust an freier Energie ist gering in den 
,,Staustrecken", dagegen groB in der Phosphofructo- 
kinase-Reaktion. Er ist der Preis, dcr energetisch fiir die 
Variabilitat der Stromstarke gezahlt wird. 
Gleichung ( 1) ergilrt sich aus der thermodynaniischen 
Definition von Glcichgewicht iind Ungleiclgcwiclit. Im 
Gleichgewicht erlischt bekanntlich die Arbeitsfahig- 
keit der Systeme, erreicht die Entropie ein Maximum 
(dS = 0). In diesem Sinne ist das Gleichgewicht statisch; 
die Konzentrationen - oder exakter die Aktivitaten - 
der Partner chemischer Reaktionen stehen in den Pro- 
portionen des Massenwirkungsgesetzes. 

Ungleichgewichte konnen stationar und nicht stationar 
sein. Der stationare Status des Ungleichgewichts wird 
auch als ,,FlieBgleichgewicht" bezeichnet [20]. 
Uber die ,,Schrittmacher-Reaktion" schreiben Krebs 
und Kornberg [6]: ,,There is a general principle which 
may guide the search for pacemakers. As pacemakers 
are reactions of variable rate, the level of substrate 

[IS] B. Chance u. G. R .  Williams, Adv. Enzymol. 17, 65 (1956). 
[I91 W .  Kuhn, Ergebn. Enzymol. 5 ,  I (1936); Angew. Chem. 48, 
215 (1936). 
[20] 15. v. Bertalanffy: Biophysik des Flieflgleichgewichts. Samm- 
lung Vieweg, Braunschweig 1953. 
[21] C. F. Cori in 0. H .  Gaebler: Enzymes, Units of Biochemical 
Structure and Function. Henry Ford Hospital International 
Symposium, Academic Press, New York 1956, S. 573. 

concentration of the pacemaker must vary inversely 
with the rate: it must increase when the reaction 
rate decreases". Durfen wir die Phosphofructokinase- 
Reaktion in diesem Sinne als Schrittmacher-Reaktion 
bezeichnen? Wir erkennen in Abb. 3, daB die Metabolit- 
gehalte sowohl von F6P als auch von FDP rnit wach- 
sender Stronistarke cmsteiyeti. Ihre Veranderung ist der 
fur deri ,,pacemaker" geforderten Veranderung entge- 
gengesetzt. Die Ursache dieses Phanomens liegt in wei- 
teren limitierenden Gliedern stromaufwarts des be- 
trachteten Stoffwechselabschnittes, der Phosphorylase- 
Reaktion und der Glucokinase-Reaktion. Besonders die 
Aktivierung der Phosphorylase fuhrt zu einer momen- 
tanen Ausschuttung von Glucosephosphaten aus dem 
Glykogen-Reservoir [22,23], die auch in Abbildung 3 
deutlich wird. 

In diesen Verhaltnissen haben wir auch den Grund da- 
fur zu suchen, daB die Phosphofructokinase-Reaktion 
in vielen Arbeiten uber die Regulation der Glykolyse 
nicht beachtet worden ist. 

Wir mussen es uns an dieser Stelle versagen, auf die in 
letzter Zeit gewonnenen Erkenntnisse uber die Funk- 
tionen dieses Gliedes und seines Mechanismus einzu- 
gehen [10,24-271. Doch wollen wir den Vorteil fest- 
halten, den die Betrachtung der Veranderungen von Ce- 
haltsquotienten gegenuber derjenigen absoluter Meta- 
bolitgehalte bietet. 

4. Metabolitgehalte in Ruhe und Aktivitiit 

Um die FluBgeschwindigkeit einer Kette zu beherrschen, 
sollte prinzipiell der Einbau rines limitierenden Gliedes 
genugen. Wie wir soeben gesehen haben, enthalt die 
Glykolysekette des Muskels mehrere limitierende Glie- 
der. Da wir es rnit einem biologischen System zu tun ha- 
ben, ist es erlaubt, nach dem Sinn dieser hoheren Kom- 
plexitat zii fragen. 

Eine der moglichen Antworten kann sich darauf be- 
ziehen, daR der Stoffstrom unter bestimmten physiologi- 
schen Bedingungen auch in der umgekehrten Richtung 
flieRt. Da die freie Energie des chernischen Reaktionsver- 
mogens in genorniten euantitciten, den sogenannten ener- 
giereichen Phosphatbindungen, eingesetzt wird, sind fur 
die Riicklaufigkeit, analog den Schleusen im regulierten 
Wasserlauf, energetisch brauchbare Abschnitte erfor- 
derlich. 

1221 C. F. Cori: Currents in Biochemical Research. Interscience, 
New York 1956, S. 198. 
I231 W .  H. Danforrh, E. Helmreiclr u. C .  F. Cori, Proc. nat. Acad. 
Sci. USA 48, 1191 (1962). 
1241 H. A .  Lardy u. R.  E. Parks jr. in 0. H.  Gaebler: Enzymes, 
Units of Biological Structure and Function, Henry Ford Hospital 
International Symposium. Academic Press, New York 1956, 
S. 584. 
1251 T. E. Mansoitr u. J.  M. Mansour, J. biol. Chemistry 237, 
629 (1962). 
[26] J .  V .  Passonneau u. H. 0.  Lowry, Biochem. biophys. Res. 
Cornmun. 7, 10 (1962). 
[27j Th. Bucher in: 7. Symposium der Deutschen Gesellschaft fur 
Endokrinologie. Springer, Berlin-Gottingen-Heidelberg 1961, 
S. 129. 
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Ein weiterer noch wenig beachteter Aspekt [12,77] ist 
in Geweben, die auf eine rasche Anderung der Strom- 
starke angewiesen sind, die Vorbereitung der bei der Ak- 
tion auftretenden Metabolitmuster wahrend der Rube. Glycerat-2-phosphat Phosphoenolpyruvat (+ H 2 0 )  (b) 

Bei der Organisation des Stoffwechsels wirken in den 

Um ein Beispiel zu geben, nehmen wir an, die in Abbil- 
dung 4 dargestellte Enolase-Reaktion 

~ Enolase 

t PEP1 = 192pMol/l 

c 3 m i n  -+ 

Eingangsbezirken Substanzen, die in Ausgangsbezirken 
erzeugt werden. Diese Koppelung bewirkt theoretisch 
und experimentell, daB die Stoffwechselketten sich nach 
volliger Verarmung an Zwischenmetaboliten erst nach 
langdauernder Induktion in den stationaren Zustand 
aufschaukeln konnen. In der Garungsforschung hat die- 
ses Phanomen die Bezeichnung ,,Angarung" erhalten. 
Rasch agierende Gewebe, die, wie der Skelettmuskel, 
innerhalb des Bruchteils einer Sekunde den Status der 
Leistung und des Stoffwechsels verandern, bediirfen da- 
her nicht nur gefiillter Energiespeicher, sondern auch 
einer Vorbereitung des Metabolitmusters. 
Die Stromstarke (errechnet fur den Ruhestatus aus der 
Atmungsgrok, fur den Status tetanischer Kontraktion 
aus dem Zuwachs an Lactat [8]) unterscheidet sich in den 
beiden Abteilungen der Abb. 3 mindestens um den Fak- 
tor 100. In Anbetracht dessen miissen wir die Verande- 
rungen im Muster der Metabolitgehalte und besonders 
die Anderungen der Proportionen als geringfugig be- 
zeichnen. Physiologische Erfordernisse der Funktions- 
bereitschaft lassen uns dieses Phanomen als sinnvoll er- 
scheinen. Die Funktionsbercitschaft durck HuiPiueostasie 
zellularer Metabolitproportionen erfordert das Zusam- 
menwirken mehrerer limitierender Glieder. Etwa ein 
Drittel der Metabolitspiegel unterliegen ihrer Kontrolle. 
Die restlichen zwei Drittel werden - wie Abhildung 3 
eindrucksvoll zeigt - durch das Massenwirkungsgesetz 
eingestellt. Mit ihnen beschaftigen wir uns in den folgen- 
den Abschnitten. 

5. Relaxation 

Wiirden wir eine der Teilreaktionen einer Stoffwechsel- 
kette (die Reaktionspartner und das katalysierende Prin- 
zip) im Gedankenexperiment momentan von der flieRen- 
den Kette trennen, dann beganne diese isolierte Reak- 
tion unmittelbar, sich in den Status des Gleichgewichts 
zu begeben. Die Anfangsgesch windigkeit diescr Relaxa- 
tion entsprache der Stromstdrke der Kette, aus der wir die 
Reaktion herausgehoben hatten. 

2 
288 

--T-- 
I 
I 
I 
I 

dE.i.059 
I 
I 
I 
I 
I 

& 

Abb. 4. Einstellung des Gleichgewichts der Enolase-Reaktion 
Glycerat-2-phosphat -2 Phosphoenolpyruvat. 
Beginn links nach Zusatz von 4,6 Einheiten Enolase aus Kaninchen- 
muskel 1341. Registrierung bei 240 mp d = I c m  (Beckmann DKI).  
100 m M  Imidazolpuffer. 0.8 m M  MgS04: ,  p H  = 63; 37 "C. 
Auswertung im halblogarithmischen Netz (Kreise und Punkte) unter 
Beriicksichligung der Verdunnung durch die Substratzugabe. 

A€  = Anderung der Exlinktion. 

sei aus der in Abbildung 2 und 3 gezeigten Stoffwechsel- 
kette des arbeitenden Muskels herausgehoben worden 
(Metabolite, Enzym und aktivierendes Mg2+). Wie War-  
burg und Christian gezeigt haben [28], lauft die Reaktion 
nach der ersten Ordnung ins Gleichgewicht. Die Reak- 
tionsgeschwindigkeit ist also in jedem Zeitpunkt propor- 
tional zur Ablenkung &A] der Substratkonzentration 
vom Gleichgewichtswert : 

4[A], = A[A], ,-kt 

[A]. [PI = beliebige Konzentration von Substrat und Produkt 

[A]. [PI = Konzentration im Gleichgewicht 

A[Al = [AI-[AI = Ablenkung der Substratkonzentration aus dem 
Gleichgewicht. Der Zusammenhang zwischen A[A] und r. dem in 
GI. ( I  ) eingenetzten ..Massenwirkungquotienten". im Ungleichgewicht 

ist ('1: 1' = 
IPI - A[Al 
I A I  1 "1 

Mit Gleichung (3) e r h d t  man dann: 

Wird das System durch Zugabe einer geringen Meta- 
bolitkonzentration erneut aus dem Gleichgewicht ge- 

[*I In einer vorangehenden Arbeit [29] haben wir den Konzen- 
trationsquotienten im Massenwirkungsgleichgewicht mit 6 und 
den im Ungleichgewicht mil Q bezeichnet. Nunmehr verwenden 
wir fur ersteren Keq  und fur letzteren das von W. Kirhti [I91 be- 
reits eingefuhrte Zeichen r, nicht zuletzt um Verwechslungen mit 
der zweckmil3igen Bezeichnungsweise Clelands (301 im Bereich 
der Enzymkinetik zu vermeiden. Dort bedeutet [ Q ]  die Konzen- 
tration eines zweiten Produktes. vyl. GI. (14). 
[28] 0. IVarbrrrg u. W .  Clirisrian, Biochem. Z. 310. 384 (1941). 
[29] H .  Schiniassek. B. Kadeiibarh, W'. Riifiniann u. Tli. Bucher in 
G. Weber: Symposium on Regulation of Enzyme Activity and 
Synthesis in Normal and Neoplastic Liver. Pergamon Press 1963, 
im Druck. 
[30] W. M'. Clelaitd, Biochim. biophysica Acta 67, 104 (1963). 
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hoben, dann wiederholt sich der ProzeB der Relaxation 
(Punkte in Abb. 5). 
Die Relaxationszeit [**I ;ss, das Reziproke der mono- 
molekularen Reaktionskonstante k :  

I 
Tss = k ’ (5) 

ist die Zeit, in der die Ablenkung auf den e-ten Teil des 
Ausgangswertes abklingt. 
Ersetzen wir, das Dargelegte zusammenfasscnd, in 
GI. (3) die beliebige Ablenkung &A] durch &A],,, die 
Ablenkung der durchflossenen Reaktion im stationaren 
Zustand, und zuglcich - dg;? durch VSt, die Strom- 
starke, dann erkennen wir, da8 die Ablenkung und die 
Stromstarke in einer einfachen Beziehung zueinander 
stehen : 

A [A1 St 

Tss 
Vst = k A[Als1 = --; (6) 

A/ber/y, dessen Arbeitskreis wir in diesem Zusammen- 
hang Pionierarbeit verdanken [3 11, hat darauf hinge- 
wiesen. da8 GI. (6) dem Ohmschen Gesetz analog ist: 

Spannung 
Widerstand 

Stromsthrke = - 

Dem Begriff der Relaxation entsprechend, gilt GI. (6) 
allgemein nur fur geringe Ablenkungen vom Gleichge- 
wicht. Doch ist ein fur ihre Anwendung gunstiger Um- 
stand, da13 eine grol3e Zahl enzymatisch katalysierter Re- 
aktionen auch nach grokren Ablenkungen dem Gleich- 
gewicht nach der ersten Ordnung zustrebt : nicht nur die 
hier genannte Enolase-Reaktion, sondern beispielsweise 
auch das komplizierte Testsystem der Phosphoglycerat- 
kinase [33] (vgl. auch Abb. 9). 

6. Zwei-Partner-Reaktion (Enolase) 

Nach Hammes und Alberty [3 I ]  gehen wir bei der Ableitrtng 
der Reluxationszeit einer enzyrnatischen Reaktion von der all- 
gerneinen Gleichung der  Reaktionsgeschwindigkeit aus. Sie 
ergibt sich nach der Michaelis-Haldane-Theorie unter An- 
nahme stationarer Konzentrationen der intermediaren En- 
zym-Substrat- oder Enzyrn-Produkt-Komplexe. Wir  verwen- 
den die von Clcland [30] angegebene Nornenklatur [vgl. GI. 
( I )  bis (3)J.  

Ka. Kb = Michaeliskonstanten 

V1. Vz = Maxirnalgeschwindigkeiien fur Hin- und Riickreaktion. 

N x h  GI. (4) ist [A] = (A] + A[Al und [PI = [PI - A[Al. 
Mit 3[A]  < [TI, [p] ergibt sich 

[**I Unter Relaxationszeit T~~ verstehen wir hier die nach enzym- 
kinetischen Gesichtspunkten definierte Relaxationszeit des sta- 
tioniiren Zustandes. Wir haben die Bezeichnung von Hurnmes und 
Alberfy [31] iibernornmen. 
(311 G .  G .  Hammes u. R. A. Alberty, J. Amer. chern. SOC. 82. 
1564 (1960). 
[32] R. A. Alberfy, J. Arner. chem. SOC. 75, 1928 (1953). 
[33] Th. Biicher, Biochern. biophysica Acta I, 292 (1947). 

D a  gleichzeitig gilt: 

ist 

Mit Verwendung der ,,Haldane-Alberty-Beziehung” [32] 

erhalten wir 

Abbildung 5 gibt die Zusammenstellung einer grooeren 
.4nzahl von RclaxationsmcJssim~n mit dem Enzym Eno- 
lase (kristallisiert aus Kaninchenmuskel [34]). Die im 
oben diskutierten Versuch (Abh. 4) gemessenen Werte 

01 

0.01 

Abb. 5. Enolase-Reaktion: Relaxationszeitx Enzymeinheiten pro Vo- 
lurneneinheit (Ordinate) gegen Gleichgewichtskonzentraiion des Phos- 
phoenolpyruvats (Absrisse). Die Kreuze entsprechen den Wertcn der 
in Abb. 4 wiedergegebenen Versuche. Konstanten der Regressionsgrra- 
den im Text [Gleichung ( I  I ) ] .  

Ordinate: -SS.VI [mMol/lJ. 
Abszisse: [PEP] [mMol/l]. 

sind durch Kreuze gekennzeichnet. Man erkennt, da8 
die Relaxationszeit von der eingesetzten Enzymaktivitat 
(eingefuhrt durch die Geschwindigkeit der Hinreaktion 
VI [Enzymeinheiten [*I pro ml]) und von der Gleichge- 
wichtskonzentration der Metabolite abhangt. Analog zu 
GI. (10) wird die Regressionsgerade durch GI. ( I  1) wie- 
dergegeben. 

T ~ ~ . V ,  = [PE?].O,56 + 0,Ol [mMol/l] (1 I )  
V I  = Enzymeinheiten pro ml [*I 

Zur Anwendung dieser Beziehungen auf  die Verhaltnisse in 
der Staustrecke des arbeitenden Mtiskels setzen wir nach 
GI. (4) 

(341 R .  Czok u. Th. Eiicher, Adv. Protein Chem. 15, 315 (1960). 
[*I Eine Einheit entspricht dem Umsatz von einem uMol Sub- 
strat pro Stunde im Standardtest [35] bei der Temperatur des Re- 
laxationsexperiments. 
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1' hat darin die Bedeutung cines Quotienten der Konzentra- 
tionspi odukte (,,Massenwirkungsquotienten") in1 stotioniircn 
Ungleichgewicht [vgl. GI. ( I )  und (4)]. A[AlSt is1 bereits im 
Zusammenhang mil GI. (6) definiert worden. 
Die Beziehung (4a) fur A[AlSI konnen wir in GI. (6) einsetzen, 
so daB sich ergibt: 

gen ( A b s z k e :  l'/Keq), die den a m  Organ gemessenen 
W'erten entsprechen (Abb. 3), die GroBenordnung der 
Stromstgrke (Ordinete: Vst), die sich aus der Rildung 
von Lactat in situ ergibt [7]. Der Ordnung halber sei be- 
merkt, daB hier Messungen an verschiedenen Spesies 
kombiniert worden sind (Enzym des Kaninchens, Mus- 
kel der Ratte). 

U m  die Relaxationszeit des Gewebeenzyms zu erhalten, 
teilen wir den in vitro gemessenen Wert durch die Pro- 
portion [Enzymeinheiten im Ge~ebeJ/[Enzymeinheiten 
im Relaxationsexperiment] [*I: 

Dazu wurde die im Muskei lokalisierte Enolase er- 
schopfend extrahiert und unter den gleichen Redingun- 
gen getestet (30000 Einheitenlg Frischgewicht bei 37 "C), 
unter denen V1 des Relaxationsexperiments ermittelt 
worden war (4 - 10 Einheitenlml). Wir wagen also anzu- 
nehmen, daB die Enzymniolekiile im zellularen Milieu 
und bei vielhundertfach groncrer Konzentration ebenso 
wirken wie in der homogen verdunnten Losung. Mit die- 
ser Annahme erhalten wir 

In diesem Sinne ist in Abbildung 6 die Beziehung zwi- 
schen der Stromstarke der Glykolyse im Bauchdecken- 
muskel der Ratte und der Ablenkung der Enolase-Reak- 
tion aus dem Gleichgewicht fur verschiedene Werte der 
Gleichgewichtskonzentration des Phosphoenolpyruvats 
dargestellt worden. Tatsachlich trifft man bei Ablenkun- 

10 

9 -  
8 -  

- 

t 
9 5 - 

4 -  

3 -  

Abb. 6. Beziehung zwischen Stromstarke der Muskel-Glykolysc 
(Ordinale) und Ungleichgewicht in der Enolase-Reaktion (Abszisse) 
[GI. (13)l .  
(V1)Gewebe = 30.10' Einheiten pro Gramm Frischgewicht: 37 C ;  
( - s s ' V ~ ) E ~ p .  aus Abb. 5. 

Kurve ( I ) :  [PI = 56 mpMol/g Frischgew. 

(2): [P] = 28 mpMol/g Frischgew. 

( 3 ) :  [PI=  14 mvMol/g Frischgew. 

Ordinate: Vst [mMol /S td .ug  Frischgew.] 
Abszisse, obcn: I'lKeq. 

~ 

~ 

unten: (Keq-T)/(Keql'  + Keq).  

7. Vier-Partner-Reaktion i n  der Staustrecke 
(Lactat-Dehydrogenase) 

Die Behandlung symmetrischer Reaktionen mit vier Part- 
nern A + B s P + Q ist wesentlich schwieriger als die von 
Zwei-Partner-Reaktionen. Sie ist jedoch wichtig, weil der 
Eingrifl' koppelnder Nircleotide in den Intermediatstoff- 
wechsel zumeist uberVier-Partner-Reaktionengeschie ht. 
Vier-Partner-Reaktionen, die in Staustrecken liegen, ge- 
statten Aussagen iiber den Status koppelnder Nucleotid- 
Systeme, die unter Umstanden auf anderem Wege nicht 
erhaltlich sind [ 10,l I ,  361. D a  definitionsgemaB im 
Gleichgewicht die Potentialdifferenz zwischen zwei 
gegeniiberliegenden Partnern nuwerisch gleich und ent- 
gegengesetzt der dzs anderen Paares ist, 1aBt sich bei- 
spielsweise das Redoxpotential des DPNH/DPN-Sy- 
stems denijenigeit gleichsetzen, das aus  den1 Quotienten 
der Gehalte seiner Partner errechnet wird. 
Auf Grund eigener Beobachtungen und auf Grund sol- 
cher der Gruppe von Lynen und Holzer [36], haben wir 
vor funf Jahren entsprechende zellpliysiologische Kon- 
sequenzen fur den Redoxstatus der extramitochondria- 
len Pyridinnucleotide der Leber gezogen [lo]. Unser Ar- 
gument fur den quasi-statischen Zustand des Lactat- 
Dehydrogenase-Systems 

Pyruvat - t  D P N H  + H+ - ----->--:----JL Lactat + DPN '- ~ Lactat-Dehydrogenase 
(C) 

war die annahernde ubereinstimmung der Redoxpoten- 
tiale dreier DPN-abhangiger extramitochondrialer Sub- 
stratpaare der ruhenden Leber [lo. 11,271. Hohorst et 
al. [21,38] haben in der Zwischenzeit gezeigt, daB diese 
Annaherung der Redoxpotentiale auch bei Bewegungen 
der Absolutwerte, sei es durch Abstellen der Blutversor- 
guvg (Ischamie) [37], sei es durch diatetische oder endo- 
krine Einflusse [38], gewahrt wird. 
Neue Argumente hat Schininssek durch Fortfuhrung 
seiner Diirchstriititringe~z der Rattenleber mit syntheti- 
schem Perfusionsmedium im geschlossenen, extrakorpo- 
ralen Kreislauf bringen konnen [39,40]. 
Der Abstrom gebildeten Lactats in metabolisierende 
Bezirke auaerhalb der Leber ist hier ausgeschlossen. Da 

[35] Th. Biicher, D .  P e f f e  u. W .  Lirli in Hoppe-Seyler-Thierfelder: 
Handbuch der physiologisch-chemischen Analyse, Springer, 
Berlin-Gottingen-Heidelberg, irn Druck. 
[36] H .  Holrer. G .  Schiilie u. F. Lynen, Biochem. 2. 328. 252 
(19561. 
[371 H .  J .  Hohorst. F. H .  Krerrr: u. M. Reim. Biochern. biophys. 
Res. Cornrnun. 4 ,  159 (1961). 
[381 H. f. Hohorst, F. H. Kreur:. M .  Rein1 u. H .  Hiibener, Bio- 
chern. biophys. Res. Commun. 4 ,  163 (1961); E. Kirsfen. R .  
Kirsten, H .  J .  Hohorsf u.  Th. Biiclier, ibid. 4. 169 (1961). 
[39] H. Schimnssek, Life Sciences 1 ,  629. 635 (1962). 

[40] H .  Schimossek, Biochern. 2. 336, 460, 468 (1963). 

- _ _  - 
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auch im Bereich des Leberparenchyms nennenswerte 
Moglichkeiten fur einen Verbrauch von Lactat ohne 
Beteiligung der Lactat-Dehydrogenase fehlen, befindet 
sich das System Lactat/Pyruvat in einer Sackgasse. 
Die bei Veranderung der Sauerstoffversorgung (Abb. 7) 
oder bei der Belastung mit Lactat [40] beobachtete Ela- 
stizitat zeigt den dynamischen Charakter des stationaren 
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Abb. 7. Perfusion der isolierfen Raffenleber mif synthetischem ,,Blut" 
im geschlossenen Kreislauf [39,40). Ordinate: Konzenfrafionen des 
Lactats (oben) und Pyruvats (unfen) im Medium bei wechsclnder Durch- 
sfrbmungssfarke. In Klammern: Quotienten. Bei Stromsfarken < I wird 
der Sauerstoffvcrbrauch des Gewcbes (200 wAtom/gxStd.) nicht mehr 
voll gedeckf. Der hohe Quotient zu Beginn des Versuches isf eine Folge 
der IschPmie des Organs wahrend der uberfuhrung in den Kreislauf. 
Rechfs Gewebsgehalfe bei Versuchsende: 
({z-GP}/{DAP})w({Pyruvat}/{Lactat)) = 0.59 (vgl. auch Tabelle 4). 
Die Zahlen am Profil, im linken Teil. unlen. geben die Durchsfromungs- 
sfarken in mllmin pro g Leber an. 
Ordinate: Konzenfrafion [wMol/l] oder Gehalf [wMol/kg Frischgew.1 
Abszisse: Zeif [minl. 

Zustandes. Das isolierte Organ baut dabei in dem we- 
sentlich groBeren Volumen des Perfusionskreislaufes 
(100 rnl gegenuber 10 bis 15 ml Blut) sowohl in der Kon- 
zentration als auch in der Redox-Proportion etwa die 
gleichen Werte auf, wie man sie im Blutplasma findet. 

Des weiteren geht aus diesen Versuchen eine Uberein- 
stimmung zwischen den im Gewebe analysierten Z e h -  
largehalten und den in der Durchstromungsflussigkeit 
gemessenen Konzcntrationen der Metabolite hervor (Ta- 
belle 2). Lynens Postulat [41], ,,daB die Berechnung ab- 
soluter Konzentrationswerte aus analytischen Daten, 
bei deren Gewinnung die Zellstruktur zerstort wurde, 
ohne Sinn ist", gilt nicht im hier erorterten Bereich. Die 
in den vorangegangenen Abschnitten dargelegten Ver- 
haltnisse in Schimasseks System ermoglichen vielmehr 

Tabelle 2. Perfusion der isolierten Leber im geschlossenen System. 
Mctabolifwerfe im Gewebe (korrigiert fur Gehalt a n  Medium und 
intersfifieller Fliissigkeit) und im Medium nach dreisfiindiger 
Durchsfromung unfer Standardbedingungen [401. 

Zellular- Konzenlration 

Lactat 
Pyruvaf 

Lac f at/ Pyr uva t 
-- 

1411 F. Lyrien in: Proceedings of the International Symposium 
on Enzyme Chemistry, Tokyo and Kyoto 1957. Pergamon Press, 
London 1958, besonders S. 28. 

eine einwandfreie und durchaus sinnvolle Zuordnung 
absoluter Metabolitgehalte zu zellularen, thermodyna- 
misch verwertbaren Konzentrationen. 
Wenn absoluter Zellulargehalt und Konzentration uber- 
einstimmen, dann gilt dies naturlich um so mehr fur die 
Quotienten der Gehalte. Damit wird auch das unter 
Verwendung des Gehaltsquotienten berechnete Redox- 
potential thermodynamisch verwertbar. Angesichts der 
fundamentalen Bedeutung des Redoxpotentials im 
DPNH/DPN-System des extramitochondrialen Raumes 
verdienen Schiniasseks Versuche besondere Beachtung. 
Im folgenden Abschnitt werden wir weitere (kinetische) 
Argumente dafur bringen, daR das System Lactat/Pyru- 
vat ein brauchbarer Indikator fur dieses Potential ist. 
In Untersuchungen, deren Existenz uns bedauerlicher- 
weise bei der Abfassung fruherer Mitteilungen entgangen 
war, hat Huckabee [42] beim Menschen und im Tierver- 
such folgendes gezeigt: fur die Erkennung eines zellu- 
laren Sauerstoffmangels sind nicht die Bewegungen des 
Lactat-Spiegels im Plasma, sondern der Quotient Lac- 
tat/Pyruvat maBgebend. Durch Injektion der Metabolite 
oder von Bicarbonat und durch Hyperventilation konnte 
er groBe Schwankungen des Lactat-Spiegels, ohne Be- 
einflussung des Quotienten Lactat/Pyruvat, erzeugen. 
Die Analogie zu den dargestellten Perfusionsversuchen 
ist weitgehend. Dieser Aspekt wird durch Tabelle 3 er- 

Maial -0talacctal I m l l c l  

-200 
Lactat- Pyruvat I c l  
Glycerin -1P- Ohydroty- I c l  

Lactat - Pyruval 

t a r a t + h J  1'1 -250 

1-0-Hydrmy-+Aceto- 
bulyrat acctal i - 300 

aceton - P 

0 - 8 - H y d r 0 r y - j  Aceloacc- Iml  
bulyryl-to4 tyl-Cod 
Glularnat - a-Keto lu 

1-8-Hydrory- +D Acetaacctal Iml 
bulyral 

OPNH -0PN IInllCl 

I 
m 

Abb. 8. Zur Koordination zellularer Redoxpotentiale durch das Blut- 
plasma. Links: Mitfelpofenfiale rellulitrer Redoxsystemc bei pH = 7 
und 37 "C. Rechfs: Potentiale (..lst"-Pofenfiale [lo]) der Redoxsysteme 
des Blutplasmas. Die mif (c) bezeichneten Systeme des extramifo- 
chondrialen Raumes (c-Raum (10,521) einzelner Zellen (links) werden 
uber das System Lacfaf-Pyruvaf (rechfs) gekoppelt. Die Homoostasie 
dieses Potentials gibt die Basis fur das Redoxspiel der DPN-abhangigen 
Sysfeme des extramifochmdrialen Raumes. Analogcs wird mit Bezug 
auf die (m)-Sysfeme fur das Paar p-Hydroxybutyraf-Acctoacefaf des 
Plasmas diskutiert (1431 sowie 144-46)). -- "HI] = mMol/ l .  

[42] W .  Huckabee, J. clin. Invest. 37,244,255,264 (1958). 
1431 M .  Klingeriberg u. H .  11. Hufen, Biochem. Z .  337, 120 (1963). 
[44] P. Borsr in: Proceedings of the Fifth International Congress 
of Biochemistry, Moskau 1961. Pergamon Press, London 1963, 
Bd. 11, besonders S. 233. 
[45] P .  Borsr in Th. Biicherr Redoxfunktionen Cytoplasmatischer 
Strukturen, Symposium, Wien 1962. Wiener Medizinische Aka- 
demie riir Arztliche Fortbildung, Wien 1962, besonders S. 189. 
(461 P .  Borsr in P .  Kurlsori: Funktionelle und Morphologische 
Organisation der Zelle. Springer, Berlin-Gottingen-Heidelberg 
1963. 
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Tabelle 3. EinfluD verschiedener Perfusionsbedingungen auf den 
Lactat/Pyruvat-Quotienten in der Leber und im Perfusionsmedium 1401. 

Perfusionsbedingungen 
Organ 
{ Lactat} 
{Pyruvat} 

Medium 
[Lactat] 

[Pyruvatl 

Homologes Blur 
Synrhetisches Medium [a] 

Kontrolle 
verminderter DurchRuR 
Prednisolon-Zusatz 
(DurchRuR normal) 

9,6 

10 
25 
11.1 

[a] Tyrodelosung, Serumalbumin, Rindererythrocyten [391. 

weitert. Sie demonstriert im extrakorporalen System Ein- 
fliisse regulatorischer Mechanisnien auf das Redoxpo- 
tential im extramitochondrialen, DPN-abhangigen De- 
reich, wie sie Hohorst et al. [38] teilweise bereits im Tier- 
experiment beschrieben haben. 
Die ubereinstimmung der Redoxpotentiale in Gewebe 
und Plasma fuhrt uns dazu, die interstitielle Flussigkeit 
und das Plasma des Blutes gewissermaRen als ,,gemein- 
same Staustrecke" der extramitochondrialen Lacta t- 
Dehydrogenase-Systeme der Zellen eines Organs und 
schlieBlich auch aller Organe zu betrachten [lo] (Abb. 8). 
Klingenherg 1431 hat diese These kurzlich auf das System 
3-Hydroxybutyrat/Acetoacetat mit Bezug auf die Kop- 
pelung mitochondrialer Kompartimente ausgedehnt 
(vgl. auch [45,46]). 

Aufwand als im Fall der Zwei-Partner-Reaktionen. Die 
oben erwahnten Schwierigkeiten der Auswertung er- 
wachsen aus den bedeutend komplizierteren Mechanis- 
men a m  Enzym wie auch aus der groReren Zahl der 
Partner in der Reaktion. 
MeBtechnisch praktizierbar, und im Falle stationar ar- 
beitender Gewebe auch zellphysiologisch gerechtfertigt, 
ist der Sonderfall, daB eine der Metabolitkonzentratio- 
nen konstant bleibt und daR die Konzentrationen zweier 
weiterer Partner groB gegen die Abneichung eingesetzt 
werden. Eine derartige, in der Wahl der Zahlenwerte den 
zellularen Verhaltnissen angepaBte Anordnung ist in 
Abbildung 10 dargestellt wordcn. Die Ablenkung wird 

8. Ablenkung der Vier-Partner-Reaktion 

([OPNI 9 6 2 ~ M l  

Wie der in Abbildung 9 dargestellte Versuch zeigt, er- 
fordert die Messung von Relaxationszeiten der Vier- 
Partner-Reaktionen im optischen Test keinen groBeren 

0 0027mM OPNH 
I 

.1 

10 

A E  = 0 2 1 L  

v 
[a-GP1=0996mM 
[OPNI :0996mM 

< 6m1n- 

Abb. 9. Einstellung des Gleichgewichts und Relaxation (nach Zusatz 
von DPNH) der Glycerophosphat-Dehydrogenase-Reaktion 

Dihydroxyacetonphosphat + D P N H  + H ' 
11 Glycerophosphat-Dehydrogenase 

Glycerin-l-phosphat i D P N -  

im optischen Test: Beginn links mit Zusatz von 36 E/ml Glycerophos- 
phat-Dehydrogenase aus Kaninchenmuskel [341: Registrierung bei 
334 mu. d = 4 cm. Photometer Eppendorf, 4-fachc Spreizung der Skala 
vor Zugabe einer geringen Menge DPNH.  K H ~ P O ~ / K ~ H P O C P ~ ~ T ~ ~ .  
Ionenstarke w = 200 mM. pH = 6.88. 37 'C. Die gestrichelte Kurve 
deutet die Abnahme der Dihydroxyacetonphosphat-Konrenrration an. 
Sie wurde unter der Annahme ADAP = A D P N H  berechnet. 

i 
! 
i. 
\ 

'. 

Abb. 10. Relaxation der Glycerophosphat-Dehydrogenase-Reaktion 
nach Zusatz einer DPNH-pureernden Konzentration von Malat-Dc- 
hydrogenase. Beginn unten mil Zusatz von 7 Einheiten Enzymlml cnt- 
sprechend Abb. 9. Registrierung bei 334 mb. d = 2.0 c m  (Photometer 
Eppendorf). 4-fachz Spreizung der Skala: K-Phosphat-Puffer. lonen- 
starhe 11 = 60 m M ;  0.7 mM EDTA;  pH = 7 . 2 :  25 'C. Der Zusati  
von 26 pMol!l Malat-Dehydrogenase (36.103 g/Mol) hat einen unspezi- 
fischen Extinkrionssprung zur Folge. [ T D P N H I  = freies und an MDH 
gebundenes DPNH.  

dort durch ZugaSe cines DPNH-bindendenProteins (dia- 
lysierte Malat-Dehydrogenase [*I) in puffernder Kon- 
=enfration erzeugt. Das Enzymprotein bindet 1 Mol 
DPNH pro 36.103 Gramm. Die Dissoziationskonstante 
wurde durch fluorimetrische Titration mit D P N H  in 
Gegenwart von DPN, a-GP und DAP bestimmt. 

Die Titration zeigte auch, daB eine wesentliche Verfal- 
schung der Ergebnisse durch die Bildungsgeschwindig- 
keit des M DH-DPNH-Komplexes nicht zu erwarten 
war. Die Reaktion wurde bei 334 mp. annahernd im iso- 
sbestischen Punkt [47] verfolgt. Die bei 25 OC gemesse- 
nen Relaxationszeiten, bezogen auf eine Enzymeinheit 
pro Milliliter, sind fur Lactat- und Glycerophosphat- 

[*]  Herrn Dr. H. U. Bergmeyer, C. f .  Boehringer u. Soehne 
GmbH. Biochemische Abteilung, Tutzing, danken wir fur die 
Malat-Dehydrogenase. 
[47] A. Pfieiderer u. E. Holrnhol:, Biochem. 2. 331, 245 (1959). 

Airgew. Chem. / 75. Jahrg. 1963 1 Nr. 19 889 



Dehydrogenase aus Kaninchenmuskel [34] etwa gleich. 
Sie liegen in einer groBeren Reihe von Versuchen zwi- 
schen 0,12 und 0,25 Std.XEinheit/ml. Ein storender Ef- 
fekt besteht in der Uberlagerung der Extinktionsablen- 
kung durch eine geringe aber stetige Extinktionsab- 
nahme noch unbekannter Natur, die bei der notwendi- 
gen groBen Skalenexpansion die genaue Festlegung der 
Endwerte erschwert. 
Setzen wir analog GI. (4) fur die symmetrische Vier-Partner- 
Reaktion 

dann ist unter der Voraussetzung [A] = const. ( A  = DPNH) 

I + - - -  
[ BI 

Nehmen wir weiterhin zn (B = Pyruvat oder Dihydroxyace- 
tonphosphat) 

dann vereinfdcht sich die Beziehung (15) zu 

Mit Hilfe der Gleichungen (6). ( I  2) und (16) ergibt sich, ana- 
log GI. (13),  

Die unter vereinfachenden Voraussetzungen erhaltene 
Gleichung(l7) ist im Zusammenhang mit der oben 
erwahnten Relaxationszeit der DPN-spezifischen De- 
hydrogenasen in Abb. l l  ausgewertet worden. Auf der 

05 ? 
Gehlr", I 0 1 - 111 
Flugmuskel 

Leber 
hyper: --+ 
lhyreoid 

i 

2 
- 
I 

Herz - 005 - 
Oberschew 
kelmuskel 

Leber 
inormal 4 
hypo= 4 0 
thyreoid 

Abb. I I .  Beriehung zwischen Stromstlrke und Ungleichgewicht in der 
Lactat-Dehydrogenase-Reaktion ( I )  und in der Glycerophosphat- 
hydrogenase-Reaktion (2) [GI. (l7).1. 

Kurve ( I ) :  [El = 0,3 mMol/ l  

( s s s 'V~)Exp .  = 0.15 rnMol/l. 
Ordinate: Vst/V, 
Abszisse, oben: (Keq/T)-I 

Die Pfeile an der Ordinate zeigen die Proportionen der Enzymaktivitaten 
von a-GPOX und G D H  (vgl. Tab. 4) in Geweben der Ratte und im 
Flugmuskel der Wanderheuschrecke an (E,-GPox/EGDH). 

- 

- 
(2): [El = 0.04 mMol/ l  

unten: r / K e q  

Ordinate ist die Relation der Stromstarke Vst zur maxi- 
malen Enzymaktivitat V1 des Gewebes aufgetragen wor- 
den. Die Kurve kann daher zur Abschatzung der Ver- 
haltnisse in verschiedenen Geweben dienen, doch ist zu 
bedenken, daB ( T ~ ~ . V I ) ~ ~ ~ ,  mit Glycerophosphat- und 
Lactat-Dehydrogenase aus dem Skelettmuskel des Ka- 
ninchens gemessen wurden. 
Fur die Diskussion des Lactat-Dehydrogenasa-Systems 
ist die steilere Gerade maBgebend (Kurve l),  entspre- 
chend einer Pyruvat-Konzentration von 0,3 mMol/l. 
Die aus 1 g Leber-Frischgewicht der Ratte extrahierte 
und in vitro getestetc Aktivitat der Lactat-Dehydroge- 
nase entspricht bei 37°C einem Umsatz von 30 bis 40 
mMol/Stunde. Das ist ein maximaler, fur (V1)Gewebe ein- 
zusetzender Wert; ein minimaler Wert 1aBt sich (Tab. 4, 
Spalte 7) aus der Lactarbildimg ini Organ bei einsetzen- 
der lschamie zu 1,7 mMol/g Frischgewicht-Stunde er- 
rechnen. Der wirkliche Wert fur (V1)Gewebe liegt wahr- 
scheinlich ziemlich nahe der oberen Grenze. 
In Bezug auf eine obere Grenze der Stromstiirke IaBt sich 
aussagen, daB sie betrachtlich unterhalb der maximalen 
AtmungsgroBe des Organs liegen muB. Die maximale 
AtmungsgroBe in der Leber der Ratte betragt 0,6 mAtom 
Sauerstoff/gFrischgewicht . Stunde. Dieser Wert ent- 
spricht auch dem aus lschamieversuchen abschatzbaren 
Umsatz von ,,energiereichem" Phosphat = 2 mAtom/g 
Frischgewicht Stunde. 
Die Proportion des maximalen Wertes der Stromstarke 
zum minimalen Wert fur (VI)Gewebe,  also der obere 
Grenzwert, betragt - 

076 - 0.35 (18) 

Dem entspricht nach Abbildung 1 1 ,  Kurve 1 

= 0,85 (19) 
( C i ) p y r .  Lac. 

also eine Abweichung des ,,Massenwirkungsquotien- 
ten" r von 15 %. Da T% unabhangig von der Richtung 
der Abweichung ist, gilt der errechnete Wert von 15 
fur beide Reaktionsrichtungen. Der Abweichung des 
Massenwirkungsquotienten entspricht die Differenz der 
Potentiale 

Unsere Berechnung liefert einen maximalen Wert der 
Abweichung des Redoxpotentials des Systems DPNH/ 
DPN von demjenigen des Systems Lactat/Pyruvat am 
Wirkort der Lactat-Dehydrogenase. Die physiologische 
Abweichung wird auch unter extremen Bedingungen we- 
sentlich kleiner sein, da die wirkliche Stromstarke 
kleiner und vor allem der wirkliche Wert fur (V1)Gcwebe 

wesentlich groBer angenommen werden miissen als die 
in die Rechnung eingesetzten Werte. 
Mit diesen Berechnungen schlieBt sich der Ring der In- 
dizien urn den Status des Lactat/Pyruvat-Systems der 
Leber bezuglich seiner Verwendung als Indikator fur das 
Redoxpotential des extramitochondrialen Systems DPN/ 
DPNH. Sie zeigen, daB der Anzeigefehfer vernachfissig- 
bar ist (< 2 mV>. 
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9. Glycerophosphat-Dehydrogenase 

Fur die Reaktion A + B * P + Q sind hinsichtlich der 
enzymatischen Katalyse verschiedene Mechanismen 
denkbar. Bloomfield et al. [48] sowie Cleland [30] haben 
sie diskutiert. In Bezug auf den Mechanismus der durch 
Glycerophosphat-Dehydrogenase (v. Euler-Baranowski- 
Enzym) katalysierten Reaktion 

Dihydroxyacetonphosphat t DPNH + H' 
11 Glycerophnsphat-Dehydrogenase 

a-Glycerophosphat 1 DPN 

la& sich aus fluorimetrischen Titrationen ableiten, daB 
DPNH und DPN unmittelbar mit dem Enzymprotein 
reagieren. Der von uns fur orientirrende Rrrhnungen ge- 
wahlte Mechanismus ist durch die Bildung von ,,Zen- 
tralkomplexen" gekennzeichnet. Zur Vereinfachung 
der Rechnungen und der besseren Ubersichtlichkeit 
halber, nehmen wir eine bestimmte Reihenfolge bei der 
Bildung transitorischer Komplexe, gemaB der folgenden, 
von Clrland eingefiihrten Darstellung, an (,,ordered Bi 
Bi") [*I :  

[A 1 1Bl P I  IQI 

Nach dem Verfahren von King und Ahmanti (zitiert bei [30)) 
leitet sich a u s  diesem Schema folgende Gleichung der statio- 
naren Reaktions-Geschwindigkeit ab 

K, usw. = Michaeliskonstanten ([El im Sattigungsbereich. 
IPI und [QI  abwesend). 
V I  = Maximalgeschwindigkeit ([A] und [El  im Sattigungsbereich, 
[PI und  [ Q ]  abwesend). 
V2 analog V I  fur  di: Ruckreaktion. 

Kia usw. = Hemmungskonstanten (Dirsoziationskonstanten von EA 
usw.; alle Konstanten haben die Dimension [pMol/l]). 

I481 V. Bloonlfield, L. Peller u. R. A. Alberfy, J. Amer. chem. SOC. 
84, 4365,4367,4375 (1962). 
['I Die graphische Darstellung der Reaktionssequenz ist von 
links nach rechts zu lesen. Das Enzym ist durch die horizontale 

T~~ erhalten wir durch eine dem auf  die Zwei-Partner-Reak- 
tion angewandten Verfahren von Hammes und AIberry (vgl. 
Seite 886) analoge Abwandlung. Unter der Annahme AA << 
[A], [B], [PI, [a] sowie unter ausgiebiger Verwendung der von 
Cleland angegebenen ,,Haldane" - Beziehungen (vgl. [301 
Seite 178) ergibt sich: 

Bleiben CP], [Q] und [A][B] konstant, dann  laDt sich T ~ ~ . V I  
als Funkt ion von [B] darstellen: 

Setzen wir die in orientierenden Experimenten nach der  Me- 
thode von Flurini und Vest/ing [48a] und durch fluorimetri- 
sche Titration ermittelten kinetischen Konstanten ein (Ta- 

Tabelle 4. Kinotische Konstanten 

Messung nach 

Norini  und Vesrling Fluorimetrie 

V I  = 3.8 v.Mol/l.Std. Kia i 0.01 ~ M o l / l  
V2 = 0.8 pMol/l.Std. Kiq = 2.8 ~ M o l / l  
Ka = 2 !pMol/l 
Kb = 30 *Mol/l 
K p  = 530 pMol / l  
Kq = 980 ~ M o l / l  

25 "C, SO rnMol/l Triathanol- 
amin-Puffer, 5 mMol/l EDTA, 
P H  = 7.5, K~~ = 2,5.104 

belle 4)  und betrachten die Ausdriicke mit Kjb und Kip als 
hinreichend klein. so ist die Gleichung (19) mit 

Es zeigt sich, daB mit abnehmender Gleichgewichtskonzen- 
tration von [A).[DAP] die Relaxationszeit zunimmt. Die gra- 
phische Darstellung der Funktion ahnelt einer Hyperbel. 

Unsere Messungen (Abb. 12) iiber die Beziehung zwi- 
schen T,;V~ und der Gleichgewichtskonzentration des 
Dihydroxyacetonphosphats entsprechen der oben zi- 
tierten Theorie insofern, als sich im Bereich niedriger 
Konzentrationen von [DAP] eine starke Variation von 
T,;VI zeigt. Auch die Form der Kurve ahnelt der nach 
GI. (25) dargestellten. Jedoch liegen die aus GI. (25) er- 

Linie gekennzeichnet. Oberhalb stehen freie Substrate (A, B, . . .) 
und Produkte (P, Q, . . .), unterhalb die transitorischen Komplexe. 
Die Zentralkomplexe (EAB) und (EPQ) sind dadurch gekenn- 
ieichnet. daR sie nicht an birnolekularen Reaktionen mit Sub- 
straten oder Produkten teilnehmen. sondern nur (monomolekular) 
Spaltung oder lsomerisierung erleiden konnen. 
[48a] R. Norini u. C. S. VesI/ing, Biochim. biophysica Acta 25, 
575 (I 957). 

__ 

~~~ - 
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10. Glycerophosphat-Cyclus 

lbl 

2 

[I*Mol/Std.xg Frischgew.] 

rechneten Zahlenwerte fur Tss.V1 ganz erheblich uber 
den experimentellen. Ahnlich verhalt es sich bei der 
Enolase-Reaktion. Auch hier wird die F o r m  der experi- 

5 6 [el 7 

a-Gpox { a - ~ p }  {pyr} Lactat- Glycerophosphat- 

G D H  lo' 

Stromstarken in vivo 

I Bildung - _ _  
{DAP} {Lac) BildL:ol/Std.xg Frischgew.] 

20 40 60 

Gehirn (Ratte) 
[ml 

Herz (Ratte) 

Abb. 12. Glycerophosphat-Dehydrogenase-Reaktion: Relaxations- 
zeitx Enzymeinheiten pro Volumeneinheit (Ordinate) gegen Gleich- 
gewichtskonzentration von Dihydroxyacetonphosphat (Abszisse). Ver- 

suche nach dem Typ von Abb. 9 ( [DAP]x[DPNH] ungelahr konstant). 
jedoch pH = 7,2; Ionenstarke I* = 0,I. Das Kreuz entspricht dem i n  
Abb. 10 wiedergegebenen Versuch. 
Ordinate: TSS.V~ [mMol/ll. 

Abszisse: [ D Z I  [vMol/ll. 

~ _ _  ~ 

1700 

26000 

Das System Glycerophosphat/Dihydroxyacetonphos- 
phat darf nicht ohne weiteres analog dem System Lac- 
tat/Pyruvat behandelt werden. Erstens ist die zellulare 
Aktivitat der GDH um mindestens eine GroBenordnung 
geringer (Tab. 4) als die der LDH (auBer in Flugmuskeln 
von Insekten [49,52]). Zweitens ist Vst/V1 nicht nur eine 
Funktion von -rss und r'/Keq, sondern nach GI. (17) 
auch von El. Die Metabolitgehalte im Glycerophos- 
phat-System sind wesentlich kleiner als diejenigen im 
Lactat-System. 
Drittens steht das Glycerophosphat-System nicht in 
einer Sackgasse, sondern im Pendelverkehr zwischen 
zwei differenten Redoxbeziehungen : Im Glycerophos- 
phat-Cyclus ist es durch die extramitochondriale Gly- 
cerophosphat-Dehydrogenase an das extramitochon- 
driale DPNH/DPN-System und durch die Glycerophos- 
phat-Oxydase (Meyerhof-Green-Enzym) an die At- 
mungskette gekoppelt (Abb. 2 rechts oben). Die im aero- 
ben Status einsinnig wirkende mitochondriule Reaktion 

Tabelle 4. Zum zellularen Status der Systeme Lactat/Pyruvat und Glycerophosphat/Dihydroxyacetonphosphat : 
Enzymaktivitatsgehalte (Spalten 2 bis 5), Quotienten der Metabolitgehalte (Spalte 6) und in vivo gemessene Stromsrarken 
(Spalten 7 und 8). Die Enzymaktivifiten wurden in Gewebsextrakten und isolierten Mitochondrien unter Standardbedingungen 
(25 "C) gemessen. Bei 37 "C waren die Enzymwerte um das  2- bis 2.5-Fache groBer. 
Die StromstPrken wurden aus Metabolitbewegungen in Ischamie-Versuchen errechnet. 

1 

Organ 

Herz (Hund) 

Skelettmuskel 
(Ratte) 

Leber 
hyperthyreoid 
normal 
hypothyreoid 

18000 

30000 

24000 [h] 
14000 
16000 [hl 

74 

236 

670 

2600 

2200 [hl 
2300 
2800 [hl 

190 lil 8.6 
I5 [il 1 0.6 

I [il 0.04 

[a] Nach Messungen von D. Pefte .  unveroffentlicht. 
[bl Nach Messungen von B. Kadenbach, unveroffentlicht. 
[cl Nach Messungen von W .  Weseniann u. H. J .  Hohorst 191. 
[d] Nach Messungen von Tli. Biicher u. G. Herniann [lo]. 
[el Nach Messungen von M .  Klarwein e t  al. [SSl. Kammerflimmern. 
[fl Nach Messungen von H. J. Hohorst et al., [8,9.371. 
[g] Nach Messungen von H. Srhimassck [29]. 

mentell ermittelten Abhangigkeit des Produktes T,;V 1 

von der Metabolitkonzentration durch die Theorie dar- 
gestellt, dagegen weichen die Zuklenwerte ganz er- 
heblich ab. 
Angesichts dieser Diskrepanzen wird es bei dem derzei- 
tigen Stand der Theorie geraten sein, die im zellphysio- 
logischen Bereich anzuwendenden Relaxationszeiten 
zu messen und auf ihre Berechnung mit Hilfe der Micha- 
elis-Konstanten zu verzichten (vgl. [14]). Aus dem glei- 
chen Grund sollte sich die Einfuhrung von rss als Para- 
meter in mathematischen Modellen als vorteilhaft er- 
weisen. 

0.3 [61 
0.7 Is1 1700[Fl 190 1 0.9 k l  1 I 

[h] NachMessungen von H .  Minka t  u. G .  Rasmer, unverOffentlicht; vgl. 
auch[601. Signifikanz der Abweichungen vom Normalwcrt nicht gesichert. 
[il Nach Messungen von 8. Kadcnbach u. H.  Brandaa [591. 
[ k l  Quotienten in Klammern wurden auf den Plasmawert 
[Lacl/[Pyr] = 10 bezogen. 
[I1 [a-GP)[Pyr]/[DAP][Lac] = 0.8. 
[ml vgl. auch [53]. 

- _  - 

ist das limitierende Glied. Ein gleicherweise fur den funk- 
tionellen Zusammenhang wichtiger Umstand ist die Lage 

[491 €. Zebe, A .  Delbriick u. Th. Biicher, Biochem. Z. 331, 254 
(1959): Ber. Physiol. 189, 115 (1957). 
[SO] TI?. Biicher, ,,Redoxbeziehungen des Ic-Glycerophosphats", 
S.-Ber. Ges. Beforderung ges. Naturwiss. Marburg 85,383 (1963). 
1511 Y .  P.  Lee u. H .  A. Lardy, Fed. Proc. 20,224 (1961); Y. P.  Lee, 
A. €. Takenrori u. H .  A.  Lardy, J. biol. Chemistry 234, 305 
(1959) [*I. 
[52] A .  Delbriick. E. Zebe u. Th. Biicher, Biochern. Z .  331, 213 
( I  959). 
[53] B. Sacklor u. L. Packer, J. Neurochem. 9,371 (1962). 
[*] Durch ein Versehen ist das letzte Zitat in vorangegangenen 
Arbeiten [I2, 291 nicht aufgefuhrt worden. 
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und damit des Redoxpotentials des extramitochondrialen DPNH/ 
DPN-Systems gut 80 mV oberhalb des Mittelpotentials 

Der Redoxstatus des extramitochondrialen DPNH/ 
DPN-Systems wird durch das System Lactat/Pyruvat 
angezeigt (vgl. Abschnitte 7 und 8). Bereits in fruheren 
Mitteilungen wurden Abweichungen der Redoxpoten- 
tiale zwischen dem Lactat- und dem Glycerophosphat- 
System im Zusammenhang mit dem Glycerophosphat- 
Cyclus diskutiert [10,49,50]. Um die nunmehr verfug- 
bare weitergehende Information zu nutzen, haben wir 
die in verschiedenen Geweben gefundenen Proportionen 
(vgl. Tab. 4) der Aktivitaten von Glycerophosphat-De- 
hydrogenase und Glycerophosphat-Oxydase der Ordi- 
nate in Abb. 11 (Vst/Vl) gegenubergestellt. Dem liegt die 
Annahme zugrunde, Vst sei dem Aktivitatsgehalt an ( l i -  
mitierendem) mitochondrialem Enzym und ( V I ) ~ ~ ~ ~ ~ ~  
sei dem Aktivitatsgehalt an extramitochondrialem En- 
zym proportional. 

Fur das betrachtete System ist Kurve 2 maisgebend. Die 
den Pfeilen gegenuber der Ordinate entsprechenden Ab- 
schnitte der Abszisse lassen uns teilweise betrachtliche 
Ablenkungen von r/Keq erwarten. DaB solche Ablen- 
kungen tatsachlich gefunden werden und dem hier ge- 
fuhrten Gedankengang zugeordnet werden konnen, sei 
abschlieoend am Beispiel der Leber aufgezeigt [29]. 

Lurdy hat entdeckt, daB die zellulare Aktivitat der mito- 
chondrialen Glycerophosphat-Oxydase der induzieren- 
den Wirkung des Schilddrusenhormons unterliegt [51 1. 
Die Aktivitat des extramitochondrialen Enzyms bleibt 
unbeeinfluBt. Tatsachlich laBt sich durch Futterung oder 
Entzug des Schilddrusenhormons die Proportion 
a-GPOX/GDH im Bereich zweier Groknordnungen 
variieren (Tabelle 4, Spalte 5 unten). 

Urn die entsprechenden Abweichungen der Metabolit- 
proportion {a-GP}/(DAP} zu demonstrieren, durfen wir 
die Quotienten {Lac}/{Pyr} als lndikatoren fur das Re- 
doxpotential im extramitochondrialen DPNH/DPN- 
System heranziehen (vgl. Abschnitt 8). Im Gleichgewicht 

(Abb. 8) [10,44-46]. 

Lactat + Dihydroxyacetonphosphat 

1G LDH + GDH + DPN/DPNH 

Pyruvat + Glycerophosphat 

beider DPN-abhangigen Systeme ist in dem von uns an- 
gewendeten Ionenmilieu 

[a-GP] [Pyr] 
[DAP] [Lac] 

~~ _ _  - 0,B 

Bei Einsatz der in Tabelle 4, Spalte 6 unten, gegebenen 
MeBwerte findet man fur r,/Keq im hypothyreoiden Sta- 
tus 1,1, im normalen Status 0,8 und im hyperthyreoiden 
Status 0,4. Die den Pfeilen an der Ordinate in Abbil- 
dung 1 1 entsprechenden Abszissenabschnitte zeigen 
hypothyreoid 1, normal 0.98 und hyperthyreoid 0,78. 

Eine zahlenmaisig genaue Ubereinstimmung der durch 
die Rechnung vorhergesagten Werte mit den im Organ 
gemessenen ware beim gegenwartigen Stand des Ver- 
fahrens zufallig. Bereits die Ubereinstimmung der Rich- 
tungen und der Proportionen, wie sie sich bei der Gegen- 
uberstellung von Abbildung 1 1  und Tabelle 4 zeigen, ist 
ein uberzeugendes Argument fur die Existenz des Gly- 
cerophosphat-Cyclus in vivo in der Leber der Ratte [lo]. 
Dazu sei bemerkt, daB mit der Charakterisierung und Lo- 
kalisierung der Enzyme (Zusammenfassung in [ S O ] )  und 
der Messung der in Tabelle 4 eingetragenen Proportio- 
nen alles geschehen ist, was in vitro zum Beweis des Gly- 
cerophosphat-Cyclus beigetragen werden kann. Rekon- 
struktionsversuche mit Hilfe von Homogenatfraktionen 
oder mit Hilfe isolierter Mitochondrien und GDH be- 
deuten - gleicherweise bei positivem [54-561 wie nega- 
tivem [57] Ergebnis - nicht mehr als eine Messung der 
kinetischen Konstanten der Enzyme unter schlecht zu 
definierenden Bedingungen. 
Wie die Daten und Ausfuhrungen dieses Abschnittes zei- 
gen, erleidet das System x-Glycerophosphat/Dihydroxy- 
acetonphosphat bereits bei geringen Stromstarken merk- 
liche Ablenkungen aus dem Gleichgewicht. Auch im nor- 
malen Status der Leber ist eine genaue Ubereinstimmung 
der Redoxpotentiale der Systeme Lactat/Pyruvat und 
or-Glycerophosphat/Dihydroxyacetonphosphat nicht zu 
erwarten. In dieser Hinsicht mussen wir fruhere Aus- 
fuhrungen [lo, 111 berichtigen. 

Eingegangen am 20. August 1963 [A 3271 
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