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which of these species ternary enzyme-metal-ion—-ATP complexes are formed. Thus
e.g., the availability of species corresponding to II or III would be a criterion sufficient
to explain, respectively, metal ion specificity of muscle® and yeast” hexokinase.
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PN 10067
Cortisol induzierter Anstieg der Pyruvatcarboxylaseaktivitit

in der Rattenleber

Nach Cortisolgabe steigen in der Leber Glykogen!, Glucose 6-Phosphat und Glucose
1-Phosphat? fiir die Dauer von 4 bis 6 Std. an. Die Geschwindigkeit des Pyruvatein-
baus in Glucose erhéht sich innerhalb dieser Periode auf das 3 bis 4 fachel. Als Ur-
sache hierfiir kamen Anderungen der zwischen Pyruvat und Glucose eingeschalteten
Enzyme in Betracht.

Der Mechanismus der Gluconeogenese wurde in verschiedenen Laboratorien
untersucht. Als wesentliches Ergebnis dieser Arbeiten werden zwei Wege postuliert,
die sich in der Uberfithrung von Pyruvat in Phosphoenolpyruvat unterscheiden:
ein direkter Weg iiber eine Umkehr der durch Pyruvatkinase (ATP: Pyruvat-
Phosphotransferase, EC 2.7.1.40) katalysierten Reaktion (Gl. 1)

Phosphoenolpyruvat + ADP « Pyruvat -+ ATP (1)

und ein indirekter Weg iiber die durch die Malatdehydrogenase (decarboxylierend)
(L-Malat: NADP-oxydoreductase (decarboxylierend), EC 1.1.1.40 frither bekannt
als malic enzyme), Malatdehydrogenase (L-Malat : NAD-Oxydoreductase, EC 1.1.1.37)
und Phosphopyruvat-carboxylase (GTP: Oxalacetat-carboxy-lyase (trans phos-
phorylierend), EC 4.1.1.32) (Gl. z—4) katalysierten Schritte.

Pyruvat + CO, + TPNH 4+ H+ = Malat + TPN (2)
Malat 4+ DPN+* = Oxalacetat + DPNH + H+ (3)
Oxalacetat 4+ GTP = Phosphoenolpyruvat + GDP + CO, (4)
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Der Nachweis und die Isolierung der Pyruvatcarboxylase (Pyruvat: CO,-ligase
(ADP), EC 6.4.1.1)3-5 erschloBen eine weitere Moglichkeit der indirekten Phospho-
enolpyruvatsynthese (Gl. 5 und 4), die infolge Spaltung zweier energiereicher Pyro-
phosphatbindungen (ATP und GTP) die Bildung des Enolphosphats weit mehr be-
giinstigt, als die oben erwidhnten Wege.

Pyruvat 4- ATP 4 HCO;~ = Oxalacetat + ADP + P (5)

Nach Untersuchungen von FELLENBERG ef al.® liegt Pyruvatkinase gegeniiber an-
deren Enzymen des glykolytischen Schemas in der Rattenleber in einem Uber-
schuBl vor und scheidet demnach fiir eine Steuerung der Glucogenese aus. Malat-
dehydrogenase (decarboxylierend) (Gl. z), Malatdehydrogenase (Gl. 3) und Phos-
phopyruvat-carboxylase (Gl. 4) werden durch Cortisol nicht beeinfluBt?.8. Es wurde
daher eine mogliche Steuerung der Glucogenese iiber eine durch Cortisol ausgelste
Anderung des Pyruvatcarboxylasespiegels in der Leber untersucht.

Fiir die Versuche kamen ménnliche Sprague-Dawley Ratten, 120-150 g schwer,
zur Verwendung. Die Tiere wurden mit Laatz-Standardfutter und Wasser ad libitum
erndhrt. Sie hungerten wihrend des Experimentes und 24 Std. davor. Zur Zeit Null
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Fig. 1. EinfluB des Cortisols auf Pyruvatcarboxylasespiegel (A), Glykogenspiegel (B) und
Glucose-6-Phosphatspiegel (C) in der Rattenleber. @, mit Cortisol behandelte Tiere; 4, Kon-
trolltiere; Die Reaktionsansitze zur Aktivitdtsbestimmung der Pyruvatcarboxylase enthielten
in o.55 ml: 50 uMole Trigpuffer (pH 7.7), 5uMole KHCO,, 5uMole MgSO,, 0.43 uMole Co-
enzym A, 0.6 yuMole [1-4C]Pyruvat(7-10%-8-10% Ipm./uMol). 2 uMole ATP, 1 mg Serumalbumin,
2.5 uMole Acetylphosphat, o.3 Einheiten Citratsynthase!?, 5 ug krist. Phosphat-acetyltrans-
ferase!* und 50 bis 200 ug Protein eines Rattenleberextraktes. Zur Herstellung des Enzym-
extraktes wurde die Leber mit o.1 M Trispuffer (pH 7.2) im Verhéltnis 1:2 5 min homogenisiert,
bei einer Endkonzentration von r mM Glutathion 1 min bei 75 W/cm? und 20 kHz beschallt,
anschlieBend bei 100 0oo g und o° klar zentrifugiert. Die Reaktionsansitze wurden nach 30 min.
Inkubation bei 30° durch Abkiihlen auf —4° abgestoppt, in einem Aliquot von o.05 ml das
iiberschissige [1C]Pyruvat durch Hochspannungspapierelektrophorese vom gebildeten radio-
aktiven Citrat abgetrennt und der Einbau bestimmt!3. Simtliche MeBwerte sind durch einen
Kontrollwert korrigiert, der zur Hemmung der Pyruvatcarboxylase 1 Einheit Avidin enthielt.
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(Fig. 1) wurde den Tieren 5 mg Cortisol pro 100 g Kérpergewicht mit einer Schlund-
sonde gefiittert®. Nach Versuchsende wurden die Ratten in kurzer Athernarkose
getotet, ausgeblutet, die Leber entnommen und sogleich fiir die verschiedenen
Ansitze aufgearbeitet. Glykogen und Glucose 6-Phosphat wurden nach Aufschluf3
mit Perchlorsdure bestimmt®?. Die Aktivititsbestimmung der Pyruvatcarboxylase
erfolgte in loslichen Extrakten mit Hilfe eines zusammengesetzten Testes: [1-14C7-
Pyruvat wird carboxyliert zu Oxalacetat (Gl. 5). Das gebildete radioaktive Oxal-
acetat reagiert mit Acetyl-CoA und ‘“‘condensing enzyme’'1° (Citratsynthase (Citrat-
oxalacetat-lyase (CoA-acetylierend), EC 4.1.3.7) zu Citrat (Gl 6). Acetyl-CoA wird
aus Acetylphosphat und Coenzym A mit Phosphat-acetyltransferase (Acetyl-CoA:
Orthophosphatacetyltransferase, EC 2.3.1.8)! regeneriert (Gl. 7).

Oxalacetat + Acetyl-CoA = Citrat 4 CoASH (6)
Acetylphosphat + CoASH = Acetyl-CoA + P (7

Bei einem UberschuBB an Citratsynthase und Phosphat-acetyltransferase (vergl.
Legende zu Fig. 1) ist der Einbau von [1-**C}Pyruvat in Citrat der Menge des ein-
gesetzten Leberextraktes proportional. Die Uberfithrung des radioaktiven Pyruvats
in Citrat wird durch den Zusatz von 1 Einheit Avidin vollstindig gehemmt3.4, ein
weiterer Beweis, daB die nach Gleichung 5 formulierte Reaktion in der beschriebenen
Versuchsanordnung erfasst wird.

In Fig. 1 ist an einem gréBeren Versuchsmaterial die zeitliche Anderung des
Glucose-6-Phosphat- und Glykogenspiegels sowie die Anderung der Pyruvatcarb-
oxylaseaktivitit nach Cortisolgabe aufgezeichnet. Der EinfluB des Hungers auf
Substrat- und Enzymspiegel wurde an Kontrolltieren gepriift, die mit Ausnahme
der Cortisolfiitterung in gleicher Weise behandelt wurden. Die Aktivitit des En-
zyms steigt mit den beiden Substraten in der Leber an und erreicht nach 6 Std.
ein Maximum. Der maximale Glucose-6-Phosphatspiegel stellt sich nach 6-8 Std.
ein, Glykogen erreicht erst nach einer Latenzzeit von 1-2 Std. nach 8-10 Std. das
Maximum. Nach den Untersuchungen von HiLz ef al.? ist die Verzégerung des
Glykogenanstiegs als “‘precursor activation’” und “‘precursor induction” der Syn-
thetase durch Glucose 6-Phosphat zu deuten.

Obwohl die vorliegenden Ergebnisse einen EinfluB3 des Cortisols auf die Pyruvat-
carboxylase demonstrieren, erlauben sie keine Aussage dariiber, ob der beobachtete
Anstieg der Pyruvatcarboxylaseaktivitit mit dem primiren Wirkungsmechanismus
des Cortisols zusammenhingt, oder als Folgeerscheinung der verinderten Stoff-
wechsellage aufzufassen ist. Wie aus Fig. 1 ersichtlich, steigt die Pyruvatcarboxy-
laseaktivitdt auch in den Kontrollen nach einer Hungerperiode von 30-34 Std. (ent-
sprechend einer Versuchsdauer von 6-10 Std.) an, Glucose 6-Phosphat und Glykogen
bleiben dagegen unverindert. Dieser Befund lisst auf die durch Cortisol bedingte
Bereitstellung eines weiteren fiir die Glucogenese notwendigen Faktors schlieBen.
In diesem Zusammenhang sind die Befunde von WIELAND UND WEIss!? iiber einen
Anstieg des Acetyl-CoA-Spiegels in der Leber nach Cortisolbehandlung zu erwihnen.
Acetyl-CoA aktiviert nach UTTER® die Pyruvatcarboxylase und kann somit die
Geschwindigkeit der Glucogenese beeinflussen. Eine mdégliche Rolle des Acetyl-CoA
als Regulator der Glucogenese wird augenblicklich untersucht.

Die vorliegenden Ergebnisse stiitzen das Postulat von UrTER3, demzufolge der

Biochim. Biophys. Acta, 77 (1963) 345348



348 PRELIMINARY NOTES

Pyruvatcarboxylase eine wichtige Rolle bei der Synthese von Phosphoenolpyruvat
in den Mitochondrien zuzuordnen ist. Das Enzym lieB sich auch in Extrakten des
Zwerchfells nachweisen (spez. Aktivitit o.01) und ist vermutlich auch im Muskel
bei der Synthese der Glucose eingeschaltet.

Die Interpretation der Ergebnisse, wie sie beim Studium der Gluconeogenese
aus Pyruvat in der Leber und im Muskel gesammelt wurden, sollte hinsichtlich des
“direkten” und des ‘“‘indirekten” Weges der Phosphoenolpyruvatsynthese unter
Beriicksichtigung dieses neuen Gesichtspunktes erfolgen.
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