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Untersuchungen zur Wirkungsweise der Hormone

(Nobel-Vortrag)™
Von Earl W. Sutherland"”

Zu Beginn meiner Untersuchungen iiber die Wirkungs-
weise der Hormone vor 25 Jahren war bei den Biologen
die Meinung weit verbreitet, Hormonwirkungen konnten
auf sinnvolle Art nur an intakten Zellstrukturen studiert
werden. Als ich dann aber iiber die Geschichte der Bio-
chemic nachdachte, erschien mir eine Wirkung der Hor-
mone auf molekularer Ebene durchaus moglich. Erinnert
man sich beispielsweise an die Aufkldrung der Biosynthese
des Harnstoffs, so erkennt man zunichst einen Zeitraum,
in dem die Untersuchung nur am ganzen Lcbewesen mog-
lich war. Spiter lieB sich die Harnstoffbildung in perfun-
dierten Lebern beobachten, dann in Leberschnitten und
schlieBlich sogar in zellfreicn Extrakten. In gleicher Weise
vermutete ich, dal3 cine systematische Analyse der Wir-
kungsweise der Hormone ebenfalls mit Experimenten an
intakten Tieren beginnen und zu Untersuchungen an iso-
lierten Geweben und schlieBlich an 16slichen Systemen
ibergchen konnte. Das waren meine Gedanken, als ich
mit der Erforschung von Adrenalin und Glucagon begann.
Zu dieser Zeit betrachteten wir das Glucagon als den
hyperglykdamisch-glykogenolytischen Faktor (HGF) des
Pankreas. wobci wir nicht bemerkten, dal3 Burger und
seine Mitarbciter dieses Hormon bereits viele Jahre frither
in Deutschland studiert hatten.

An dieser Stelle mochte ich Herrn Professor Carl Cori
meine groBe Dankbarkeit bekunden. Als ich nach meinem
arztlichen Dienst im Zweiten Weltkrieg nach St. Louis
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zuriickkehrte, war ich mir noch nicht im klaren, ob ich
mit der medizinischen Praxis beginnen oder in die For-
schung gehen sollte. Cori iiberzeugte mich, weniger durch
Worte als durch scin Beispiel, daBB die Forschung der
richtige Weg fiir mich war. Obwohl ich gelegentlich das
Bediirfnis hatte, hdufiger mit Patienten zusammenzukom-
men, habe ich den EntschluB, im Laboratorium zu bleiben,
niemals wirklich bereut.

Die geistige "‘Atmosphiire in Coris Laboratorium trug
natiirlich viel zu dieser Entscheidung bei. Ich glaube, dal3
eine stimulierende Umgebung mit der notigen , Kritischen
Massc™ junger und talentierter Forscher und der Moglich-
keit zum freien Austausch von ldeen cine wesentliche
Voraussctzung fiir den wissenschaftlichen Erfolg ist. Ein
solcher Geist herrschte damals an der Washington Uni-
versity, genauso wic cr heute an der Vanderbilt Univer-
sity zu finden ist. Er war aber schon immer selten, und
ich bedauere sehr, daB er zumindest in den Vereinigten
Staaten infolge der stidndig abnehmenden staatlichen
Unterstiitzung der Grundlagenforschung noch seltener zu
werden droht.

Kehren wir nun zu Adrenalin und Glucagon zuriick. Aus
mehreren Griinden waren Untersuchungen iiber die gly-
kogenolytische Wirkung dieser Hormone reizvoll. lhre
Effekte auf den Glykogenabbau und die Glucoseproduk-
tion in der Leber waren rasch, stark und reproduzierbar.
Man konnte Leberschnitte benutzen: von einem einzigen
Tier lieBen sich viele Schnitte erhalten. AuBerdem waren
die grundlegenden biochemischen Vorgidnge beim Glyko-
genabbau unter der Wirkung von Phosphorylase, Phospho-
glucomutasc und Glucose-6-phosphatase durch die klassi-
schen Arbeiten der Coris und anderer bereits bewiesen
worden! '],
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Es war jedoch bekannt, daBl auch andere Enzyme im
Glykogenmetabolismus cine Rolle spielen: in diesem Sta-
dium wurde sogar die Hydrolyse von Glykogen in Er-
wigung gezogen. Ein anderer grundlegender Punkt. wel-
cher der Klarung bedurfte, war die Frage, ob die Glucose-
abgabe nicht mdglicherweise der Glykogenolyse voraus-
geht. Es erschien namlich denkbar, daB vorgebildete
Glucose unter dem EinfluB von Hormonen aus der Zelle
herausgepumpt wird und daB nicht die Freisetzung das
Ergebnis der durch Glykogenolysc angestiegenen Glucose-
produktion ist. Messungen der Glucose-Konzentrationen
iiberzeugten uns davon, daB die vermehrte Glucoseabgabe
die Tolge eines intrazelluliren Konzentrationsanstieges
durch Neubildung war und nicht vom aktiven Transport
bereits vorhandener Glucose aus dem Zellinneren her-
rithrte!?.

Messungen radioaktiv markierter Zwischenprodukte, dic
wiihrend der Inkubation von Lcberschnitten von Kanin-
chen in Gegenwart anorganischen Phosphats gebildet
worden waren. fithrten uns zum Schluf3, dal wahrschein-
lich di¢ Phosphorylase und nicht die Phosphoglucomutase
ader dic Glucose-6-phosphatase bei der Umwandlung von
Glykogen in Glucose geschwindigkeitsbestimmend ist und
dalB dic Hormone die Aktivitit dieses Enzyms steigern!?l,
Die Abnahme von Glykogen war nicht nur mit einer Zu-
nahme von Glucose. sondern auch mit erhohten Konzen-
trationen an Glucose- 1-phosphat und Glucose-6-phosphat
verbunden.

Ein wichtiges. die Analyse in diesem Stadium erschwe-
rendes Problem war die allgemein anerkannte Theorie,
dal} die Phosphorylase in vivo sowohl dic Synthese als
auch den Abbau von Glykogen katalysiert. Da bekannt
war. daf} dic Hormone den Abbau des Glykogens immer
stiirker als dessen Synthese anregen, wurde cin zusitzlicher
Faktor selbst dann noch vermutet, als die Aktivierung
der Phosphorylase als Antwort auf den Zusatz von Hor-
monen nachgewiesen worden war (Abb. 1).

Einer der Faktoren. die in vivo dic Synthese von Glyko-
gen durch die Phosphorylase verhindern, ist das im
[nneren der Zelle normalerweise vorherrschende hohe Ver-
hiltnis von anorganischem Phosphat zu Hexosephosphat.
Die Glykogen-Synthetase!™! war damals noch nicht be-
kannt; heute aber wissen wir, daB infolge derselben
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Abb. 1. Einflul von Adrenalin auf dic Phosphorylase-Aktivitit in Leber-
schnitten vom Hund. Nachdem dic Schnitte bei 37°C die angegebene
Zeit in einem Glycylglycin-Phosphatpuffer (pH = 7.4) inkubiert worden
waren, wurden sie homogenisicrt und auf ihre Phosphorylase-Aktivitit
untersucht. Nach [4].
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Grundreaktion ihre Aktivitat abnimmt, wihrend die der
Phosphorylase ansteigt!¢- 7.

Um welche Reaktion handelt es sich aber? Obwohl die
Phosphorylase unter dem EinfluB von Adrenalin oder
Glucagon in intakten Zellen leicht aktiviert werden konnte
(Abb. 1), ging nach Zerstorung der Zellstruktur schein-
bar jede Antwort aul dic Hormone verloren. Es war des-
halb keineswegs klar. dal3 cin besseres Verstdndnis der
Phosphorylase-Aktivierung direkt zu einer genaueren Vor-
stellung tiber die Wirkungsweise von Hormonen verhelfen
wiirde. Trotzdem hiclten wir dieses System fiir den besten
Ansatzpunkt zur Losung dieses Probiems. Nachdem es
Wosilait und mir gelungen war, aktive Phosphorylase aus
Extrakten von Hundelebern zu reinigen. fanden wir ein
Fnzym, das die Phosphorylase inaktiviert. Da sich ihr
Molekulargewicht wihrend dieser Inaktivicrung nicht zu
iindern schien, vermuteten wir, daB nur cine kleine Ande-
rung im Molekiil fiir den Aktivitédtsverlust verantwortlich
ist; dabei war der Verlust einer Phosphatgruppe nur eine
von vielen Moglichkeiten. Wiire die Bestimmung der Akti-
vitat cbenso einfach gewesen wic bei manchen anderen
Enzymen, so hatten wir wahrscheinlich bis zur Ent-
deckung. daB die Inaktivierung der Phosphorylase tat-
sdchlich von cinem Verlust an anorganischem Phosphat
begleitet wird, viel mehr Experimente durchgefiihrt
(Abb. 2). Auf jeden Fall war gezeigt, daB es sich bei unse-
rem inaktivierenden Enzym um eine Phosphatase handelt.
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Abb. 2. Einflul} des .Inaktivierenden Enzyms™ (IE) auf dic Aktivitidt
der Leber-Phosphorylase (LP: ausgezogene Linien) und auf die Frei-
setzung von anorganischem Phosphat (gestricheite Linien). Das Phosphat
wurde im Uberstand der Trichloressigsiure-Fillung bestimmt. Nach [8].

Etwa zu dieser Zeit schioB sich mir Ted Ruli an, und es
begann einc lange und fruchtbare Periode der Zusammen-
arbeit. Dic Inaktivierungsexperimente hatten die Vorstel-
lung geweckt, die Aktivierung der Phosphorylasc konnte
mit einer Phosphorylierung des Enzymmolekiils verbunden
sein. Dicse Annahme konnten wir leicht bestitigen, indem
wir Leberschnitte in Gegenwart eines *2P enthaltenden
Phosphatpuffers inkubierten und zeigten, dafl das Phosphat
rasch in die Phosphorylase eingebaut wird. Die Hor-
monc [6rdern diesen Vorgang ungefidhr in gleichem Male
wie sie das Enzym aktivieren*. Auf diese Weisc wurde
klar, daB die Menge der aktiven Phosphorylase in der
Leber ein Gleichgewicht zwischen der Inaktivierung durch
einc Phosphatase und der Reaktivierung durch einen Pro-
zeB widerspiegelt, bei dem Phosphat an das Protein ge-
bunden wird. Inzwischen hatten Krebs und Fischer'®! die
Aktivierung der Phosphorylase in Extrakten von Kanin-
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chenmuskeln studiert und bewiesen, da ATP und Mg?~
fur diesen Vorgang erforderlich sind.

Unter Beriicksichtigung dieser Erkenntnisse begannen wir,
unseren Leber-Extrakten in Gegenwart von ATP und
Mg?* Hormone zuzusetzen. Eine Zeitlang erzielten wir je-
doch keine weiteren Fortschritte, da wir unseren Homo-
genatenzusammen mit gereinigter, inaktiver Phosphorylase
auch Fluorid zufiigten. Dieser Zusatz erschien uns sinn-
voll, weil wir wuBten, da3 Fluorid die Phosphatase in-
hibiert, und wir wollten dieses Enzym soweit wic mog-
lich ausschalten. um dic eventuell gebildete aktive Phos-
phorylase vor der sofortigen Inaktivierung zu bewahren.
Wir wissen heute, daB Fluorid einen anderen wichtigen
Effekt in Gewebehomogenaten hervorruft - die Stimulie-
rung der Adenylat-Cyclase — und so die Wirkung von
Hormonen maskiert. Gliicklicherweise inkubierten wir
hidufig auch Homogenate ohne Fluorid, und in diesen
Ansitzen konnten wir allmihlich deutliche Wirkungen von
Adrenalin und Glucagon beobachten!'®. Unsere friiheren
Entdeckungen - die Aktivierung der Phosphorylase in
Gewebeschnitten und die Art der damit verbundenen che-
mischen Modifizierung - waren zwar wichtige Meilensteine
auf unserem experimentellen Weg, aber sie waren bei wei-
tem nicht so aufregend wie dic Tatsache, endlich Hor-
monwirkungen bei zerstGrter Zellstruktur nachweisen zu
konnen. Wohl hatten wir und auch andere Autoren mehr-
fach Effekte von Hormonen in diesem oder jenem zcll-
freien System festgestellt, aber diese erwiesen sich bei
griindlicher Beobachtung immer als unspezifisch. lm
Gegensatz dazu war die stimulicrende Wirkung auf die
Phosphorylase offensichtlich physiologisch signifikant.

Spiter fanden wir, dall die Wirkung der Hormone ver-
lorenging, wenn wir unsere Homogenate vor der Inku-
bation zur Entfernung der Zelltriimmer zentrifugierten.
Der HormoneinfluB konnte jedoch durch Kombination
der partikuliiren Fraktion mit dem Uberstand wieder her-
gestellt werden (Abb. 3). AuBlerdem fanden wir nach In-
kubation der partikuldren Fraktion mit den Hormonen
cinen hitzestabilen Faktor, der in der Lage war, im Uber-
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Abb. 3. Wirkungen von Adrenalin und Glucagon {A + G: K =Kontrolle)
auf die Aktivierung der Phosphorylase (LP) im gesamten und im fraktio-
nierten Leberhomogenat der Katze. Einem Ansatz wurde inaktive Leber-
Phosphorylase (Dephospho-LP) zugeftigt. Die Mischungen wurden zu-
sammen mit ATP und Mg?" in Gegenwart oder Abwesenheit der
Hormone inkubiert. Die Phosphorylase-Aktivitat wurde vor und nach
10 min. Inkubation bei 30°C gemessen. Jede Siule stellt die wihrend
dieser Zeit gebildete LP-Aktivitdt dar. Der Effekt der Hormone st durch
die schraffierten Flichen wiedergegeben. Nach [10].
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stand die Phosphorylasc zu aktivieren!'®. Demnach konn-
ten bei der Wirkungsweise der Hormone zwei getrennte
Vorgdnge unterschieden werden.

Der nidchste Schritt unserer Untersuchungen bestand in
der Identifizierung des hitzestabilen Faktors. Wir erkann-
ten ihn als ein Adeninribonucleotid!' '], das aus ATP neben
Pyrophosphat!' * unter der Einwirkung partikulidrer Frak-
tionen nicht nur aus Leber, sondern auch aus Herz-
muskel, Skelettmuskel sowie aus Gehirn entsteht!* 2. Lipkin
und seine Mitarbciter hatten dic gleiche Verbindung nach
Behandlung von ATP mit Bariumhydroxid isoliert. Sie
bewiesen spiter, dal es sich um Adenosin-3',5-mono-
phosphat handelt!! *i, welches heute gewdhnlich cyclisches
AMP oder cCAMP genannt wird (Abb. 4).

Abb. 4. Strukturformel von Adenosin-3',5-monophosphat (cAMP).

Einige der bekannten Phosphatasen oder Diesterasen
konnten cyclisches AMP nicht hydrolysieren, doch fanden
wir in ticrischen Geweben cin Enzym, welches cAMP
unter Bildung von Adenosin-5'phosphat (5-AMP) rasch
inaktiviert. Dadurch wurde allméhlich klar, da3 dic Kon-
zentration des cyclischen AMP im Gewebe moglicherweise
ein Gleichgewicht zwischen zwei entgegengesetzten Reak-
tionen widerspiegelt, namlich sciner Bildung aus ATP
cinerseits und seinem Abbau zu 5-AMP andererseits.
Unsere ndchsten Versuche befafiten sich daher mit den
Enzymen, die fiir diese Reaktionen verantwortlich sind.

Die Enzymaktivitét in den partikuldren Fraktionen, welche
die Umwandlung von ATP zu cyclischem AMP kataly-
siert, wurde urspriinglich Adenyl-Cyclase genannt, obwohl
die chemisch korrektere Bezeichnung Adenylyl-Cyclase
oder auch Adenylat-Cyclase gewesen wire. Wir zeigten,
daB dieses Enzym nicht nur im Gewebe von Saugetieren,
sondern auch im Gewebe von Tieren vieler anderer
Stimme weit verbreitet ist!!*, und daf} Pyrophosphat als
zweites Reaktionsprodukt entsteht!!Sl In der Zwischen-
zeit untersuchte Bill Butcher die Phosphodiesterase, die
den Abbau des cyclischen AMP katalysiert. Er benutzte
dieses Enzym, um das weit verbreitete Vorkommen von
cyclischem AMP in Zellen und Korperfliissigkeiten aufzu-
zeigen!'],

Zu diesem Zeitpunkt war bereits klar, daB Adrenalin und
Glucagon eine Anreicherung des cyclischen AMP in
Leberhomogenaten durch Stimulierung der Adenylat-
Cyclase und nicht durch Hemmung der Phosphodiesterase
bewirken. Glucagon erwies sich in diesem System - wie
auch spiter in der intakten Leber!'®  wirksamer als
Adrenalin!’"), Auch in Herzmuskel-Priparationen waren
Adrenalin und andere Catecholamine aktiv!'®l. Dann
hauften sich die Hinweise, daB einige der biologischen
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Wirkungen anderer Hormone ebenfalls auf diese Weise
zustande kommen. Zum Beispiel zeigte Haynes'?°!, daB
ACTH (Adrenocorticotropes Hormon) im Gegensatz zu
Glucagon oder Adrenalin die Adenylat-Cyclase in Pripa-
rationen der Nebennicre stimuliert, aber nicht in der
Leber wirksam ist. In Zusammenarbeit mit Mansour und
Bueding fanden wir, daB in Prdparationen des Leberegels,
Fasciola hepatica, nicht die Catecholamine, sondern Sero-
tonin aktiv ist!?'], Spater wurde der stimulicrende Effekt
von TSH (Thyrcoidea-stimulierendes Hormon) auf dic
Cyclasc in Schilddriisenpriparationen entdeckt!221, Die bis
zu diesem Stadium gewonnenen Erkenntnisse sind in meh-
reren Ubersichtsartikeln cingehend dargestellt!23),

Obwohl die bisherigen Befunde fiir einc Lokalisation der
Adenylat-Cyclase in der Zellmembran sprachen, mubBten
wir auch die Moglichkeit erwigen, dall das Vorkommen
dieses Enzyms hauptsidchlich auf den Zellkern beschriankt
ist. Es kann ndmlich in kernlosen Hunde-Erythrocyten
nicht nachgewicsen werden, kommt aber in den Erythro-
cyten von Vogeln vor, die Zellkerne besitzen. Daraufhin
baute Davoren einen Druck-Homogenisator, der einc
starke Zertrimmerung der Zellmembranen bei nur gerin-
ger Beschddigung der Kerne erlaubte. Durch anschlieBende
Zentrifugation im Dichtegradienten konnten wir zeigen,
daB sich der Hauptanteil der Adenylat-Cyclase nicht in den
Zellkernen, sondern in der Fraktion befindet, die iiber-
wiegend Zellmembranbruchstiicke enthiilt!?4),
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Abb. 5. Schematische Darstellung des Konzeptes vom ersten und zwei-
ten Boten. Nach {26].

Aufgrund dieser und anderer Ergebnisse begannen wir all-
mahlich, das cyclische AMP als ,,zweiten Boten* bei der
Hormonwirkung zu betrachten, wobei das Hormon selbst
als .erster Botc" anzusehen wire(2®-29] Dieses Konzept
veranschaulicht Abbildung 5. Demnach enthalten unter-
schiedliche Zellen Receptoren flir jeweils andere Hormone.
Infolge einer Wechselwirkung zwischen Hormon und Re-
ceptor wird die Adenylat-Cyclase stimuliert und so ein
Anstieg der Konzentration von cyclischem AMP erreicht.
Das cyclische AMP beeinflult dann in der Zelle die
Geschwindigkeit des cinen oder anderen chemischen Pro-
zesses. Da unterschiedliche Zellen unterschiedliche Enzyme
enthalten, wirkt sich cine Anderung der cAMP-Konzen-
tration von Zelle zu Zelle verschieden aus: z. B. Aktivierung
der Phosphorylasc in der Leber, Steigerung der Steroid-
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synthese in der Nebennierenrinde usw. Dieses Modell war
in der Lage - so erschien es zumindest uns -- viele der
Phinomene, diec wir und andere beobachtet hatten, zu
erkldren.

Um diese Hypothese méglichst auch quantitativ zu stiit-
zen und um leichter erkennen zu konnen, welche Wir-
kungen welcher Hormone auf diese }olge von Reaktio-
nen zuriickgefiihrt werden konnen, planten wir eine Seric
von Untersuchungen an mehreren biologischen Systemen
unter Beachtung folgender Kriterien: Erstens sollte die
Adenylat-Cyclase in der Erfolgszelle durch ein bestimm--
tes Hormon stimuliert werden, wenn dessen spezifische
Antwort liber das cAMP erfolgt: umgekehrt diirften Hor-
mone, dic diese Zellen nicht beeinflussen, auch das Enzym
dort nicht aktivieren. Zweitens wiire zu erwarten, dal3 sich
der cAMP-Spiegel im intakten Gewebe ungefahr mit dem
Grad und dem Zeitpunkt der hormonellen Stimulation
andert. Drittens vermuteten wir, dal Substanzen wic
Theophyllin!! ! den Effekt der iiber die Adenylat-Cyclase
wirkenden Hormone verstidrken, indem sie die Phospho-
diesterase hemmen. SchlieBlich sollte es noch - zumindest
theoretisch  moglich sein, das Hormon durch Verabrei-
chen von cxogenem cAMP oder einem seiner Acyl-
derivate nachzuahmen.

Wir wuBten natiirlich, dall die meisten organischen
Phosphatverbindungen wie cyclisches AMP nur in sehr
geringem Maflc in Zellen eindringen konnen. Theo Poster-
nak synthetisierte daher cinige Derivate des cAMP in der
Hoffnung, daB deren stiirker lipophile Natur si¢ zu einem
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Abb. 6. Wirkung einer einzelnen Dosis Adrenalin auf cAMP-Konzen-
tration, Kontraktionskraft und Phosphorylase-Aktivitit am isolierten,
perfundierten, arbeitenden Rattenherzen. Die Herzen wurden zu ver-
schiedenen Zeiten nach der Injektion von Adrenalin eingefroren. Die
niedrigere Kurve im untersten Feld zeigt, daB eine Salzinjektion keine
Reaktion hervorruft. Nach [28].
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rascheren Durchdringender Zellmembran befahigen wiirde.
In der Tat waren vicle dieser Derivate wirksamer als
cyclisches AMP, wenn sic intakten Zellen und Geweben
zugesetzt wurden!?”. Ob dicser Effekt auf cine bessere
Penetration zuriickzufiihren ist, mul3 aber noch bewiesen
werden. Alle diese Kriterien dienten uns zwar als Leit-
faden durch unser Forschungsprogramm, aber sie muflten
durch weitere Experimente erhellt werden. Ich mochte
kurz auf einige der erhaltencn Ergebnisse eingehen.

Die positive inotrope Wirkung'*) des Adrenalins war aus
vielen Griinden interessant und fur uns besonders des-
halb attraktiv, weil das Ierz nur einc begrenzte Anzahl
verschiedenartiger Zelltypen enthalt, unter denen die
Muskelzellen vorherrschen. Wir vermuteten daher, daB
sich biochemische Untersuchungen am Herzen relativ
leicht auswerten lassen. Obwohl die Ergebnisse dieser Stu-
dien an anderer Stelle ausfiihrlich beschrieben sind!2* =391,
wird ein besonders wichtiger Befund hier in Abbildung 6
dargestellt.

Wir hatten schon frither gefunden, da3 das Ausmall, in
dem mehrere Catecholamine die Adenylat-Cyclase des
Hundeherzens stimulicren, der Stirke der inotropen Ant-
wort entspricht, wic sic andere Autoren bereits mitgeteilt
hatten!'”). Daraufhin wollten wir wissen, ob die Konzen-
tration des cyclischen AMP im intakten Herzen geniigend
schnell ansteigt, um dicsc Reaktion hervorrufen zu kon-
nen. Wie in Abbildung 6 gezeigt, fanden wir cine aufler-
ordenthich rasche Zunahme: Nach einer einzigen Adre-
nalin-Injektion wurde innerhalb von drei Sckunden das
Vierfache der Ausgangskonzentration an cAMP erreicht.
Das war mit Sicherheit schnell genug, um die angestie-
gene Kontraktionskraft erkliren zu kdnnen. Wir fanden
auBerdem, dall mehrere adrenerge Hemmstoffe die An-
hédufung von cyclischem AMP in dem MaBe verhindern,
in dem sic auch der inotropen Antwort entgegenwirken.
Unsere Experimente am Rattenherzen waren auch deshalb
so wichtig, weil wir hicr zum ersten Mal die Konzen-
tration des cyclischen AMP im Gewebe zu messen ver-
suchten, wiahrend wir gleichzeitig einc mechanische oder
andere funktionelle, chemisch nicht falbare Reaktion be-
obachteten. Auch diese Versuche veranlaBlten uns. ernst-
lich die Moglichkeit zu erwigen, daB beta-adrenerge
Effekte allgemein iiber cyclisches AMP vermittelt wer-
den!?°). AnschlieBende Untersuchungen durch uns und
andere Autoren stiitzten diese Ansicht!*?~ 32l Dabei wurde
auch entdeckt, daB einige alpha-adrencrge Effekte durch
einen Riickgang der cAMP-Konzentration verursacht
werdent32-33 - Auf welche Weise die alpha-Receptoren
diese Effekte auslosen und inwieweit alpha-adrenerge
Effckte allgemein diesc Ursache haben, sind jedoch Fra-
gen, deren Beantwortung zukiinftiger Forschung iiber-
lassen bleibt.

Die im Fettgewebe von Ratten unter dem EinfluBB von
Hormonen auftretende Lipolyse war hauptsichlich deshalb
von groBem Interesse, weil so viele Hormone diese Wir-
kung hervorrufen kdnnen. Da beispielsweise Adrenalin,
ACTH und Glucagon in anderen Zellen dic Adenylat-
Cyclase stimulieren, lag die Vermutung nahe, daB sie das-

[*] Steigerung der Kontraktionskraft des Herzmuskels (Anmerkung der
Ubcrsetzer).
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Abb. 7. Wirkung von Adrenalin. ACTH und Glucagon in Gegenwart
von | mmol/l Coffein auf die cCAMP-Konzentration in isolierten Fett-
zellen der Ratte. Die Zellen wurden zehn Minuten lang in Gegenwarl
der Hormone in den angegebenen Konzentrationen mit und ohne
Pronethalol inkubiert [34]. a) ohne Hormonzusatz. b) Zusatz von
5.5 umol Adrenalin/l. ¢) Zusatz von (.2 Einheiten ACTH ‘ml, d) Zusatz
von 2 pg Glucagon ml.

selbe auch in Fettzellen tun. Abbildung 7 bestatigt diese
Erwartung und zeigt, daf3 alle drei [{ormone nach Zusatz
zu isolierten Fettzellen einen deutlichen Anstieg der Kon-
zentration des cyclischen AMP verursachen: die Abbildung
zeigt auch die selektive Blockierung der Adrenalinwirkung
durch den beta-adrenergen [Iemmstoff Pronethalol. Die
Tatsache, dal} die Wirkungen iibermaximaler Dosen von
zwei oder mehr [Hormonen niemals additiv waren, erlaubte
den Schluf3, dali die Hormone alle die gleichen Zellen
und mutmaBlich auch die gleiche Adenylat-Cyclase be-
einflussen. Der Versuch mit Pronethalol beweist jedoch
cindcutig, daB3 die Hormone mit den Zellen iiber ge-
trennte Receptoren in Wechselwirkung treten. Zusitzliche,
andernorts zusammengefaBte Versuchsergebnissel3¢-3+ 301
zeigen, daBl dic Wirkungen der betreffenden Hormone —
Anstieg der Konzentration des cyclischen AMP und Be-
schleunigung der Lipolyse - durch Inhibitoren der Phos-
phodiesterase gesteigert werden. Das gleiche gilt fiir den
EinfluB3 des exogenen cyclischen AMP oder zumindest sei-
ner Acyl-Derivate. Auflerdem fanden wir, daB3 Insulin und
einige Prostaglandince die Konzentration des cyclischen
AMP in Fettzellen senken. Vermutlich verdanken diese
Substanzen zumindest einen Teil ihrer antilipolytischen
Wirksamkeit diesem Effekt. In jiingerer Zeit bewiesen wir,
daB ecinige Xanthin-Derivate die Lipolyse in gleichem
Malfe steigern wic sie die Phosphodicsterase in Fettzellen
hemmen!37). Unser neuester Befund auf diesem Gebiet
ist die Tatsache, daB3 Fettzellen unter dem Einflul von
Hormonen, welche die Bildung von cyclischem AMP sti-
mulieren, auch einen Antagonisten synthetisieren, der eine
weitere Reaktion auf diese Hormone verhindert!381. Viel-
leicht spielt dicser Antagonist im Sinne einer negativen
Riickkoppelung bei der Regulation des Stoffwechsels vieler
Zellen eine wichtige Rolle.

In Zusammenarbeit mit anderen befalten wir uns auch
mit den Wirkungen von Vasopressin auf die Harnblase
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der Krote!* und den Einfliissen von LLH (lutcinisicrendes
Hormon) und ACTH auf die Biosynthese von Stero-
iden'*". Fine ins einzelne gehende Diskussion dieser und
anderer Ergebnisse st hier nicht moglich. Withrend der
letzten Jahre waren auch auflerhalb meiner Gruppe zahl-
reiche Forscher auf diesem Gebiet titig: der Fortschritt
war dementsprechend schnell. Wir haben versucht, in einer
Monographie einige dieser
sen'*' die ich hier kurz rekapitulieren mochte.

Resultate  zusammenzufas-

Wir wissen heute. dal auBer Adrenalin und Glucagon
auch ACTH, MSH {miclanocyten-stimulicrendes Hormon),
[.H, Nebenschilddriisenhormon und TSH zumindest einen
Teil threr Wirkungen auf dem Wege iiber cyclisches AMP
hervorbringen. Die Synthese gewisser anderer Hormone,
2. B. der Steroidhormone, scheint durch cyclisches AMP
reguliert zu werden. Somit diirfte dieses Nucleotid in der ge-
samten Endokrinologie cine entscheidende Rolle spielen.
Wir verstehen aber immer noch nicht, auf welche Weise
die Wechselwirkung zwischen Hormon und Receptor zu

aus einem regulatorischen Teil mit dem Receptor, der an
den extrazelluliiren Raum grenzt, und aus einer katalyti-
schen Untereinheit. deren aktives Zentrum mit dem Cyto-
piasma in Kontakt steht. Dieses Modell §ifit sich jedoch
nur schr schwer experimentell iiberpriifen. Eukaryonten
scheinen diber ein ziemlich komplexes Adenylatcyclase-
System zu verfiigen, wahrscheinlich im Gegensatz zu Bak-
terien, aus denen Hirara und Hayaishi'*?! eine losliche
Cyclase crhiclten. Vermutlich spiclen auch Phospholipide
eine Rolle!**': auBerdem diskutierten kiirzlich Rodbell und
seine Mitarbeiter!** eine Beteiligung von Guanylnucleo-
tiden an der Regulation der Adenylat-Cyclase in der
Leber. Auch Fluorid, das wir anfangs zur Hemmung der
Phosphorylase-Phosphatase benutzt hatten. vermag die
Cyclase-Aktivitdt in den meisten Gewebshomogenaten zu
stimulieren! ' +4%): wie dieser Effekt zustande kommt, ver-
stehen wir jedoch noch nicht. Neuerdings sprechen einige
Befunde fiir die Annahme, dal3 die Adenylat-Cyclase in
der Membran in eciner desaktivierten oder gchemmten

Tabelle |. Einige Wirkungen des Lydnuhen AMP [a]

Beeinflufite Enzyme
oder Prozesse
Protein-Kinase [b]
Phosphoryluse
Glykogen-Synthetase
Phosphofructokinase
Lipolyse
Clearing-Factor-Lipasc
Aufmahme von Aminosiuren
Aufnahme von Aminosiduren
Synthese mehrerer Enzyme
Netio-Protein-Synthese
Gluconeogenese
Ketogenese

Biosynthese von Steroiden
Permeabilitiit fir Wasser
Permeabilitiit fiir Ionen
Resorption von Calcium
Produkrtion von Renin
Entladungsfrequenz
Membran-Potential
Spannung

Kontraktilitit
HC1-Sekretion
Speichel-Sekretion
Freisetzung von Amylase
Freisetzung von Insulin

Freisetzung von Schitddriisenhormon

Freisetzung von Calcitonin
Abgabe anderer Hormone
Freisetzung von Histamin
Ausbreitung der Melanin-Granula
Aggregation

Aggregation

Synthese von mRNA

Synthese mehrerer Enzyme
Proliferation

Zellwachstum

Gewebe oder Anderung der Aktivitat

Organismus oder der Geschwindigkeit
mehrere Zunahme
mehrere Zunahme
mehrere Abnahme
Leberegel Zunahme
Fettgewebe Zunahme
Fettgewebe Abnahme
Fettgewebe Abnahme
[.eber und Uterus Zunazhme
Leber Zunahme
Leber Abnahme
l.eber Zunahme
Leber Zunahme
mehrere Zunahme
Lpithel Zunghme
Epithel Zunahme
Knochen Zunahme
Nierc Zunahme
Purkinje-Zellen im Kleinhirn Abnahme
Glatte Muskulatur Zunahme
Glatte Muskulatur Abnahme
Herzmuskel Zunahme
Magenschieimhaum Zunahme
Speicheldriisen von Insekien Zunahme
Parotis Zunahme
Pankreas Zunahme
Schilddriise Zunahme
Schilddriise Zunahme
Hypophysenvorderlappen Zunahme
Mastzellen Abnahme
Melanocyten Zunahme
Blutplittchen Abnahme
Zelluldre Schleim-Pilze Zunahme
Bakterien Zunahme
Bakterien Zunahme
Thymocyten Zunahme
Tumorzellen Abnahnme

[a] Literatur iber dic meisten dieser HTek!e siche [41]

[b] Die Wirkungen des cyclischen AMP auf mehrere Systeme, z.B. auf die Glykogen-Synthetase und die
Phosphorylase, beruhen auf der Stimulicrung von Protein-Kinasen. Diese Enzyme sind an viclen oder sogar
allen anderen Effekten des cyclischen AMP beteiligt.

ciner Stimulierung der Adenylat-Cyclase fithrt (vgl. Abb. 5).
Robison entwickelte ein interessantes Modell, nach dem
die Proteinkomponente der membrangebundenen Adeny-
lat-Cyclase aus zwei Untereinheiten besteht!2?!, nidmlich
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Form vorkommt!*®! und die Hormone und Fluorid mog-
licherweise durch Beseitigung dieser Hemmung wirken.
Einige interessante Beobachtungen wurden auch an der
Phosphodiesterase gemacht, dic sich als interessanteres
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Enzym (oder vielleicht sollte ich besser bnzyme sagen)
entpuppen konnteals urspriinglich angenommen wurde!* ™).

Seit unscren ersten Untersuchungen iiber die Akuivierung
der Phosphorylase fand man eine grofie Anzahl von Effek-
ten, dic durch cyclisches AMP ausgelost werden: ich
habe cinige davon in Tabelle | zusammengestellt. Wir
haben in den letzten Jahren die Wirkungsweise des cCAMP
nicht selbst weiter untersucht. ganz im Gegensatz zu
anderen Gruppen. denen entscheidende Fortschritte ge-
langen. Walsh, Perkins und Krebs'™**! entdeckten eine Pro-
tein-Kinase, die durch cyclisches AMP stimuliert wird und
die nicht nur fiir die Aktivierung der Phosphorylase. son-
dern auch fiir die Inaktivierung der Glykogen-Synthetase
verantwortlich ist!’), Das Enzymmolekiil besteht aus zwei
Untereinheiten, einem regulatorischen Teil. der das cycli-
sche AMP bindet, und einer katalytischen Untereinheit,
die durch den regulatorischen Teil gehemmt wird!*%L
Wird cyclisches AMP an die regulatorische Untereinheit
gebunden, so dissoziiert das Enzymmolekiil, und der kata-
iytische Teil entfaltet seine volle Aktivitit. Protein-Kina-
sen sind in der Natur weit verbreitet!*°L Thre Aktivierung
(oder Reaktivierung) durch cyclisches AMP kann manche
der bekannten Effekte dieses Nucleotids erkliren.

Natiirlich kénnen nicht alle die viclfiltigen Bezichungen
im endokrinen System auf dhnlich einfache Schemata wic
in Abbildung 5 dargestellt, zuriickgefiihrt werden. 1ch habe
bereits erwihnt, daBB Wirkungen einiger Hormone, z.B.
des Insulins, auf einer Senkung der cAMP-Konzentration
beruhen: den Mechanismus verstehen wir noch nicht. Die
primidre Wirkung der Steroidhormone scheint auf einem
ginzlich anderen Wegel*! zustande zu kommen!*'l, ob-
wohl sich vielleicht auch bei diesen noch einige inter-
essante Bezichungen zu den Hormonen finden lassen, dic
liber cyclisches AMP wirken. Wie kiirzlich entdeckt
wurde. verursacht Prolactin in der Brustdriise eine ver-

stdrktc Synthese der Protein-Kmase: in diesem Gewebe:

bestimmt offenbar cher diec Menge dieses Enzymproteins
als die Konzentration des cAMP die Geschwindigkeit der
Casein-Produktion!®2],

Cyclisches AMP spielt auch bei solchen Regulationsvor-
gidngen cine wichtige Rolle, die von Hormonen nicht be-
cinfluBt werden. So fand Makman'®®) daB Glucose dic
Bildung des cyclischen AMP in Escherichia coli unter-
driicken kann. Durch dic Arbeiien von Pastan, Perlman
und anderen!*#! wissen wir heute, daBB cyclisches AMP
auch an der Regulation des Stoffwechsels von Bakterien
teilnimmt. Bonner und Konijn und ihre Mitarbeiter fan-
den!**l, daB cyclisches AMP fiir die Aggregation und Dif-
ferenzierung gewisser Arten von Schleimpilzen notwendig
ist; interessanterweise scheint ¢cAMP in diesen Organis-
men cher die Rolle des .ersten™ als die des ,zweiten
Boten™ zu libernehmen. Es ist denkbar, dafi cyclisches
AMP zeitweise auch bei Sidugeticren extrazellulir wirkt.
besonders scitdem gezeigt wurde. dall die Proliferation
der Lymphocyten im Thymus durch dhnliche Konzen-
trationen von exogenem cyclischem AMP stimuliert wird,
wie sic im Plasma normalerwcise vorliegen'*®. Auflerdem
scheint cyclisches AMP bei der Kontrolle der Immunreak-

[*] Durch Induktion der Enzymsynthese nach Einwirkung des Hormons
auf das genetische Material des Zellkerns (Anmerkung der Ubersctzer).
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tion beteiligt zu sein'*”\. Eine weitere, nicht von Hormonen
gesteuerte Funktion iibt cAMP wahrscheinlich bei der
Regulation des Sehens®® und méglicherweise auch an-
derer Sinnesvorgidnge aus. Vermutlich ist unser gegen-
wirtiges Verstindnis von der biologischen Rolle des cy-
clischen AMP im Vergleich mit unseren zukiinftigen Kennt-
nissen noch sehr gering.

Wir befalten uns in den letzten Jahren hauptsidchlich mit
der cyclischen Guanylsiiure (cyclischem GMP). Si¢ wurde
von Price und seinen Mitarbeitern erstmals im Urin ge-
funden’® und ist neben cAMP bis heute das einzige
bekannte natiirliche 3".5-Mononucleotid geblieben. In
mancher Hinsicht war unser Vorgehen hier dem Weg
genau entgegengesetzt, den wir bei unseren Unter-
suchungen mit Adrenalin und Glucagon eingeschlagen
hatten. Damals wuBten wir von einer Funktion und fan-
den cin Nucleotid: heute kennen wir ein Nucleotid und
versuchen, seine Funktion aufzukldren. Vermutlich sind
wir noch weit von einer Losung des Problems entfernt.
Cyclisches GMP wurde in allen untersuchten Sdugetieren
und in vielen niederen Tierstimmen gefunden!®!. Seine
Konzentration ist in den meisten Zellen um etwa eine
GroBenordnung geringer als dic des cyclischen AMP:
allerdings cnthalten einige Insckten mehr ¢cGMP als
¢AMP. Die Guanylat-Cyclase!®!'! unterscheidet sich in
mehrfacher Hinsicht von der Adenylat-Cyclase der Siuge-
ticre: Im Gegensatz zur vollig partikuliren Adenylat-
Cyclase ist dieses Enzym in den meisten Geweben teil-
weise [Oslich, bendtigt Mn? © und wird durch Fluorid nicht
aktiviert. Wichtiger ist, daB wir noch keinen EinfluB}
irgendeines Hormons auf die Aktivitit dieses Enzyms ent-
decken konnten.

Obwohl cAMP und ¢cGMP mit Sicherheit durch verschie-
dene Enzyme synthetisiert werden. bestehen Zweifel, ob sie
auf getrennten Wegen abgebaut werden. Wihrend unter
gewissen in-vitro-Bedingungen beide Nucleotide dem glei-
chen Enzym als Substrate dienen!*”!, spricht auch einiges
dafiir, daB sie in vivo durch verschiedenc Enzyme hydro-
lysiert werden!®2l. Auffallend ist dic Beobachtung, daB
physiologische Konzentrationen von cyclischem GMP dic
Hydrolyse des cyclischen AMP durch die Phosphodi-
esterase der Leber um ein Mehrfaches steigern konnen!®31,

Bei Untersuchungen iiber die Ausscheidung von cyclischen
Nucleotiden erhiclten wir einige interessante Ergeb-
nissc!**-¢*. Wihrend dic Konzentration dieser Nucleotide
im Plasma normalerweise niedrig ist — etwa 10 ® mol/l -
so liegt sie im Urin meistens um mehrere GréBenord-
nungen hoher. Gesunde Menschen scheiden 2 bis 9 pmol
cyclisches AMP pro Tag aus. An cyclischem GMP wer-
den ctwa 30% dieser Menge ausgeschieden. Ungefdhr
60% des cAMP im Urin kommen durch glomeruldre
Filtration aus dem Plasma, wihrend der Rest von der
Nicre selbst abgegeben wird. Dagegen stammt fast das
gesamte mit dem Harn ausgeschiedene cyclische GMP aus
dem Blutplasma. Mit Sicherheit wissen wir weder, von
welchen Zellen diese cyclischen Nucleotide ins Plasma ab-
gegeben werden, noch den Anteil, den die einzelnen
Organe liefern. Das Nebenschilddriisenhormon (Parathor-
mon, PTH) scheint diec Ausscheidung des cyclischen AMP
stark zu beeinflussen. Beim Menschen 148t sich nach In-
jektion von PTH ein deutlicher Ansticg an cyclischem
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Abb. & Vergleich der Konzentrationen von cAMP und ¢GMP im Urin
nach Infusion von Calciumchiorid. Die vier Patienten erhielten wihrend
der ersten 15 Minuten der Infusion pro Minute 0.33 bis 0.50 mg Ca?*/
kg Korpergewicht [66].

AMP im Urin nachweisen, wogegen die Infusion von Cal-
ciumchlorid, das die PTH-Abgabc unterdriickt, entgegen-
gesetzt wirkt, Dieser bei vier Patienten erhobene Befund
ist in Abbildung 8 dargestellt. Die Abbildung enthilt
auch die unerwartete Beobachtung, daB3 der cGMP-Spic-
gel im Urin auf Calciumchlorid-Infusionen hin zunimmt.
Wir stellten noch weitere unterschiedliche Wirkungen auf
diese beiden Nucleotide fest. Bei Ratten zum Beispicl
sinkt nach Entfernung der Hypophyse die Ausscheidung
von cyclischem GMP auf weniger als die Hilfte des Nor-
malwertes, wihrend dic von cAMP nur leicht becintriach-
tigt ist!®*. Im Gegensatz dazu verstirkt diec Injektion
von Glucagon die Ausschcidung von cyclischem AMP
erheblich, ohne die von cGMP zu beeinflussen. Ein ande-
rer interessanter Befund wurde von Goldberg und seinen
Mitarbeitern erhoben!®”); Acetylcholin erhdhte die Kon-
zentration des cyclischen GMP im isolierten, perfundier-
ten Rattenherzen, wihrend es die des cCAMP verminderte.

Diese und andere Ergebnisse erlauben den Schiu8, daB
sich dic biologische Rolle des cyclischen GMP. wenn cs
eine solche iiberhaupt besitzt, von der des cyclischen AMP
stark unterscheidet. Anfangs im Widerspruch zu dieser
Vermutung schien dic Beobachtung zu stehen, dal3 exo-
genes ¢GMP die Glucoseproduktion in der isolierten,
perfundierten Rattenleber fast ebenso stark wic cAMP
stimulicrt. Das war deshalb so iiberraschend, weil wir vor-
her gefunden hatten!'*, daB cyclisches GMP bei der Akti-
vierung der Phosphorylase in Extrakten von Hundelebern
um einige GroBenordnungen weniger wirksam als cycli-
sches AMP ist. Unser erster Gedanke, das cyclische GMP
konnte die Phosphodiesterase in der Rattenleber hemmen
und so cine Anhaufung des cyclischen AMP hervorrufen,
erwies sich als falsch. Wir fanden dann, daB sich zu-
gefiihrtes cyclisches GMP in der Leber wesentlich starker
anreichert als cyclisches AMP, womit sich seinc unerwar-
tet starke Wirkung erkldren lieBel®*. Wir bemiihen uns
weiter um eine Aufklarung der Funktion des cyclischen
GMP. Es miissen aber noch viele Moglichkeiten iiber-
priift werden, und es bleibt abzuwarten, ob sich cGMP
als genauso interessant wie CAMP erweisen wird.
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Ich méchte mich noch kurz der Rolle des cyclischen AMP
bei Krankheiten des Menschen zuwenden. Da cyclisches
AMP primér eine regulatorische Aufgabe erfiillt, liegt die
Vermutung nahe, da3 viele Erkrankungen vielleicht auf
Storungen bei der Bildung oder der Funktion dieses
Nucleotids zuriickgefiihrt werden konnen. Eines der zu-
erst untersuchten Beispiele war der Pseudohypoparathy-
reoidismus, eine seltene Erbkrankheit, bei der das PTH
die Bildung des cAMP im Erfolgsgewebe in vivo nicht
stimulieren kann!®’!, Andere Krankheiten mit erblichen
K omponenten, bei denen eine Mitwirkung des cyclischen
AMP diskutiert wird, sind zum Beispiel Bronchial-
asthma!"%, Diabetes mellitus!’!! und gewisse psychische
Storungen!’2l. Auch bei einigen bakteriellen Infektionen
scheint das cyclische AMP beteiligt zu sein; hierfiir ist
die Cholera cin besonders interessantes Beispiel. Das fur
dicse Krankheit verantwortliche Toxin verursacht cine
offensichtlich irreversible Aktivitdtssteigerung der Adeny-
lat-Cyclase, die ihrerseits zu einer anhaltend hohen Kon-
zentration an cyclischem AMP in der Darmschleimhaut
fihrt. Dadurch kommt es zu dem fiir diese Krankheit so
charakteristischen starken Verlust an Fliissigkeit und
Elektrolyten!”3). Als letztes und mdglicherweise sehr wich-
tiges Beispicl mochte ich erwdhnen, daBl es auch beim
Wachstum von Tumoren Anzeichen fur eine gestorte Bil-
dung von cyclischem AMP gibt!"# — Bis heute haben
unsere Kenntnissc iiber die Beteiligung des cyclischen
AMP bei bestimmten Krankheiten noch nicht zu besseren
therapeutischen Methoden gefuhrt. Es ist jedoch zu er-
warten, daB solche neue Methoden entwickelt werden, so-
bald noch mehr Einzelheiten bekannt sind. Mehrere Medi-
kamente, die bereits im Umlauf sind, wirken wahrschein-
lich iiber cyclisches AMP.

In diesem Vortrag habe ich versucht, einige meiner For-
schungsergebnissc liber die Wirkungsweise von Hormonen
im Zusammenhang mit Resultaten anderer Arbeitsgrup-
pen zu beschreiben und so die Entwicklung zu erldutern,
die zu unserem heutigen Verstindnis von der Rolle des
cyclischen AMP gefiihrt hat.

Ich danke meinen vielen Kollegen, die bei diesen Unter-
suchungen mitgewirkt haben. James W. Davis hat iiber
15 Jahre mit mir zusammengearbeitet. Weitere wichtige
Beitrdge lieferten unter anderen Dr. W. D. Wosilait, Dr.
T. W. Rall, Dr. R. W. Butcher, Dr. G. A. Robison und
Dr. J. G. Hardman. Weiterhin bin ich den National
Institutes of Health und der American Heart Association
fur ihre jahrelange Unterstiitzung dankbar. Dr. Rollo Park
schulde ich nicht nur fiir seine Freundschaft, sondern auch
daftir Dank, daB er fiir dic Forschung idcale Vorausset-
zungen schuf,
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