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The maximum inhibi tory  effect of p -hydroxyphenylpyruvic  acid and homogentisic 
acid was produced at  a concentrat ion of 2 mM. However, in the case of these two 
metabo!ites concentrations above 4 mM were not tested. In a few experiments,  
tyramine was used at  a concentrat ion of 4 mM, but  there was no significant inhibition. 
In the case of tyrosine, thyroxine and diiodothyronine,  higher concentrations than  
indicated in the table  were not tested, since they  were a l ready prec ip i ta ted  in the  
system at  2 raM. 

From the da ta  presented above and from the observations tha t  p -hydroxyphenyl -  
pyruvic acid2, s and homogentisic acid 3 are excreted in large amount  in rats  fed high 
levels of d ie tary  tyrosine under  toxic conditions, it  would appear  tha t  formation of 
excess ~-hydroxyphenyJpyruvic  acid and homogentisic acid might p lay  a role in the 
mechanism of inhibit ion of ascorbic acid biosynthesis in ra ts  receiving toxic amounts  
of tyrosine. 

However, these prel iminary experiments  do not define the precise mechanism of 
action of p -hydroxyphenylpyruv ic  acid and homogentisic acid on the inhibit ion of 
ascorbic acid biosynthesis. 

Fur ther  studies on the effect of some of these tyrosine metabol i tes  in viva on 
the biosynthesis of ascorbic acid are under progress. 

\Ve should like to expi'ess our thanks  to Dr. J. J.  GHOSH for his suggestions 
during this work and also to the Indian  Council of Medical Research for financing 
this work. 
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Zur Wirkun 9 des Aethionins auf den Metabolitstatus der Rattenleber 

Neuere Beobachtungenl ,  ~ machen wahrscheinlich, dass die Hemmung der Protein-  
synthese in der Leber durch Aethionin, das Aethyl-Analogon des Methionins, auf einer 
St6rung des Energiestoffwechsels beruht  und nicht, wie ursprtinglich angenommen, 
auf einem direkten antagonist ischen Effekt des Aethionins auf den Einbau van 
Methionin in Protein. M6glicherweise wird Aethionin durch das  Methionin-akti-  
vierende Enzymsys tem zu S-Adenosyl-Aethionin akt iv ier t  1-3, das wegen seiner 
geringen Verwertbarkei t  als ATP-Fal le  wirkt.  Diese Hypothese  wird durch den kiirz- 
]ich van SHULL * beschriebenen ATP-Abfal l  in der Rat tenleber  nach Aethionin- 
Applicat ion und die Aufhebbarkei t  dieses Effekts durch ATP- oder Adenin-Gaben 
in viva betr~chtl ich gesttitzt.  

Biochim. Biophys. Acta, 7 i (1963) 214-216 



PRELIMINARY NOTES 215 

D a s  Ziel u n s e r e r  S t u d i e n  war  es, die A u s w i r k u n g e n  des  A e t h i o n i n - b e d i n g t e n  
A T P - A b f a l l s  au f  d e n  S t a t u s  v o n  M e t a b o l i t e n  des  Energ ies to f fwechse l s  in  d e r  Lebe r  
zu  u n t e r s u c h e n .  Weib l iche ,  m i t  S t a n d a r d k o s t  e rn i ih r t e  R a t t e n  (Wis t a r  II)  v o n  
16o-22o g Gewich t  e rh i e l t en  A e t h i o n i n  i n t r a p e r i t o n e a l  in j iz ier t .  E i n  Tell  d e r  Tiere  
e rh ie l t  zus~itzlich A T P  s u b c u t a n .  5 h n a c h  de r  e r s t en  A e t h i o n i n - I n j e k t i o n  w u r d e n  
die L e b e r n  d u t c h  F r i e r s t o p  in  s i tu fixiert ,  e n t n o m m e n  u n d  m i t  H C 1 0  e x t r a h i e r t  4. 
I m  n e u t r a l i s i e r t e n  E x t r a k t  w u r d e n  die fo lgenden  S u b s t r a t e  m i t  e n z y m a t i s c h - o p -  
t i s c h e n  T e s t m e t h o d e n  b e s t i m m t :  L a c t a t ,  P y r u v a t ,  Glycer in  I - p h o s p h a t ,  D i h y d r o x y -  
a c e t o n p h o s p h a t ,  F r u c t o s e  1 .6 -d iphospha t ,  Glucose 6 - p h o s p h a t ,  3 - P h o s p h o g l y c e r a t ,  
Phosphoeno lp3 - ruva t ,  ATP ,  A D P  (siehe ref. 4), D P N  (ref. 5), G l y c e r i n a l d e h y d  3-phos-  
p h a t  6, Glucose (modif iz ier t  n a c h  5LEIN 7) u n d  A M P  (ref. 8). Anorgan i s ches  P h o s p h a t  
w u r d e  n a c h  WAHLER UND WOLLENBERGER 9, Glycogen  n a c h  K O H - A u f s c h l u s s  des 
Gewebes ,  Ae thano l f i i l l ung  u n d  S~iurehydrolysO ° e n z y m a t i s c h  als Glucose b e s t i m m t .  

Wie  Tabe l l e  I zeigt ,  s ind  die S u b s t r a t g e h a l t e  in den  L e b e r n  de r  A e t h i o n i n -  
b e h a n d e l t e n  Tiere  m i t  A u s n a h m e  yon  L a c t a t  u n d  a n o r g a n i s c h e m  P h o s p h a t  b e t r S c h t -  
l ich n i ed r ige r  als  in  den  K o n t r o l l e n .  Ausse r  A T P  s ind  a u c h  die A D P -  u n d  AMP-  

G e h a l t e  abgefa l l en ,  die S u m m e  de r  A d e n o s i n p h o s p h a t e  betrf igt  n u r  30 % im Vergleich 

TABELLE I 

METABOLITGEHALTE IN DER RATTENLEBER 

Aethionin: Den Versuchstieren wurde zweimal je o.5 mg DL-Aethionin/g K6rpergewicht (0,-" M 
in o.9~o NaCI-L6sung, bei 37 ~ geltist) in 6o rain Abstand intraperitoneal injiziert (n = 5). 
A~zhionin + ATP: Bci glcicher Aethionin-Dos;,erung wurden 2 Stunden und 4.5 h nach dcr I. 
Aethiooin-Injektion zusStzlich je o.16 mMol ATP subcutan injiziert (n = z). Kontrolle: Die 
Kot~trolltiere erhielten gleiche Volumina 0.9 o o NaCI-L6sung ohne Aethionin-Zusatz intraperitoneal 
injiziert (n = 5). Allen Tieren wurde bei Versuchsbeginn das Futter entzogen. Frierstop jeweils 
5 h nach i. lnjektion. Glycogengehalt (als Glucose) in izMol/g Frischgewicht, alle iibrigen 

Metabolitgehalte in m!tMol/g Frischgewicht. (n = Zahl der Versuche.) 

Aethw,titl Aeghionin :,-IT/' Kontrolle 

Glycogen i. i 1.2 167 
Glucose 6-phosphat 27 93 377 
Fructose 1,6-diphosphat 2 6 2 3 
Dihydroxyaceton phosphat 6 17 39 , ,  
Glycerinaldehyd 3-phosphat o.7* 2 3 
3-Phosphoglycerat I69"* 146 35 I 
Phosphoenolpyruvat 76 60 I i I 
Pyruvat  62 125 179 
Lactat 2o90 241o t 760 
Glycerin i-phosphat 92 I66 317 
AT P 492 1700 2650 
ADP 416 71o 86i 
AMP I7o 324 315 
Glucose 26o(, 44 Io 674 ° 
DPN 493 687 7°4 
Pl 3200 6900 1630 #* * 

ATP/ADP 1.2 2. 4 3.1 
Lactat /Pyruvat  35-8 22. t 9.6 
Glycerin I-phosphat/ 

dihydro×yaceton phosphat t6.o 9.8 8.2 

" Einzelwert, bei den iibrigen Versuchen war Glycerinaldehyd 3-phosphat nicht mehr sicher 
nachweisbar. 

* * n =  3. 
n 2 .  
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ZU den unbehandelten Tieren. Die Erniedrigung des ATP]ADP-Quot ienten deutet  auf 
das Absinken des energetischen Potent ials  in den Leberzellen hin. Bei den Metaboliten 
der Glycolysekette finden sich die st~irksten Veriinderungen im Abschni t t  zwischen 
Glycogen und den Triosephosphaten. Sie lassen auf einen ungentigenden Zufluss yon 
Metaboliten in das glycolytische System schliessen. Der Abfall  der  freien Glucose in 
der Leber ist von einer Erniedrigung des Blutglucosespiegels auf 45 rag% (enzymatisch 
bes t immte Glucose) begleitet.  Dieser Glucoseabfall and  der auch yon LuPv U~'D 
FARBER II beobachtete  extreme Glycogenschwund weisen auf eine Hemmung der 
Glucose-(Glycogell-)sy, these, respective der Gluconeogcnese, hin. Der Anstieg der 
Quotienten Lac t a t /Py ruva t  und Glycerin I -phospha t /Dihydroxyace tonphospha t  ist 
Ausdruck des verst i i rkten Redukt ionszustandes  ties cytoplasmatischen DPN-Sys-  
terns4,12 und kennzeichnet in Verbindung mit  dem Verlust an energetischem Potent ia l  
eine tiefgreifende St6rung im Bereich der  zelleigenen Steuerungssysteme. 

Die Wirkungen des Aethionins auf den Statr,  s der  Metaboli te des Energie- 
stoffwechsels in der Leber lassen sich, wie Tabelle I zeigt, weitgehend durch subcutane 
ATP-Injekt ionen verhindern.  Das spricht  daftir, dass die Metaboli tveri inderungen 
- -wen igs t ens  zum T e l l -  unm2ttelbare Folge des ATP-Mangels sind. Aueh die 
Blockierung der Gluconeogenese dtirfte im wesentlichen durch einen Energie-(ATP-)- 
mangel hervorgerufen sein, cia ATP-In jek t ionen  in vivo das Absinken des Glucose- 
spiegels unter  Aethionin verringern. Dagegen macht  der  Glycogenschwund wenig 
wahlscheinlich, dass die yon SHULL ~ beobachtete  Phosphor j lasehemmung durch 
Aethionin fiir die Al tera t ion des Energiestoffwechsels wesentliche Bedeutung hat .  

Unsere Befunde geben einen weiteren Hinweis ftir die sch~vere Beeintri ichtigung 
des Energiestoffwechsels der  Leber durch Aethionin,  die wahrscheinlich unmit te lbare  
Fotge eines ATP-Verlustes der Zellen ist. 

Die Llntersuchungen wurden mit  Unters t i i tzung der Deutschen Forschungs- 
gemeinschaft  durchgefiihrt.  
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