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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 I I I  would be a criterion sufficient 
to explain, respectively, metal ion specificity of muscle 6 and yeast 7 hexokinase. 

The support given to our investigations by the Schweizerischer Nationalfonds 
zur F6rderung der wissenschaftlichen Forschung is gratefully acknowledged. I wish 
to thank Professor H. ERLENMEYER, Dr. P. HEMMERICH and H. SIGEL for helpful 
discussions. Most of the measurements were performed with the skilful technical assis- 
tance of Miss M. D/dRSTELER. 

Institut fi~r A norganische Chemie, 
Universitiit Basel, 

Basel (Switzerland) 

H. BRINTZINGER 

t M. COHN AND T. R. HUGHES, JR., J. Biol. Chem., 237, (1962) 176. 
2 U. HANDSCHIN AND H. BRINTZINGER, Helv. Chim. Acta, 45 (1962) lO37. 
3 S. WATANABE, L. EVENSON AND I. GULZ, J. Biol. Chem., 238 (1963) 324 . 
4 I n f r a r e d  spec t r a  of A T P  complexes  in  the  solid s t a t e  h a v e  been repor t ed  b y  A. EPP, T. RAMA- 

SARMA AND L. R. WETTER, J. Am. Chem. Soc., 80 (1958) 724. 
5 H. BRINTZINGER, to  be publ i shed .  
6 E. WALAAS AND O. WALAAS, Acta, Chem. Scand., 16 (1962) 1682. 
7 H. ]3RINTZlNGER AND S. FALLAB, Helv. Chim. Acta, 43 (196o) 43- 

Received May I7th, 1963 
Biochim. Biophys. Acta, 77 (1963) 343-345 

PN lOO6 7 
Cortisol induzierter Anstieg der Pyruvatcarboxylaseaktivit~t 

in der Rattenleber 

Nach Cortisolgabe steigen in der Leber Glykogen 1, Glucose 6-Phosphat und Glucose 
i-Phosphat 2 ffir die Dauer von 4 bis 6 Std. an. Die Geschwindigkeit des Pyruvatein- 
baus in Glucose erh6ht sich innerhalb dieser Periode auf das 3 bis 4 fachel. Als Ur- 
sache hierffir 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 l~lberfiihrung von Pyruvat  in Phosphoenolpyruvat unterscheiden: 
ein direkter Weg fiber eine Umkehr der durch Pyruvatkinase (ATP: Pyruvat-  
Phosphotransferase, EC 2.7.1.4o) katalysierten Reaktion (G1. I) 

P h o s p h o e n o l p y r u v a t  + A D P  ~ P y r u v a t  + A T P  (I) 

und ein indirekter Weg fiber die durch die Malatdehydrogenase (decarboxylierend) 
(L-Malat: NADP-oxydoreductase (decarboxylierend), EC 1.1.1.4o frfiher 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) (G1. 2-4) katalysierten Schritte. 

P y r u v a t  + CO 2 + T P N H  + H + ~- Mala t  + T P N  (2) 

Ma la t  + D P N  + ~ O x a l a c e t a t  + D P N H  + H + (3) 

O x a l a c e t a t  + G T P  ~ P h o s p h o e n o l p y r u v a t  + G D P  + CO, (4) 
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Der Nachweis und die Isolierung der Pyruvatcarboxylase (Pyruvat:  CO2-1igase 
(ADP), EC 6.4.1.1) *-~ erschloBen eine weitere M6glichkeit der indirekten Phospho- 
enolpyruvatsynthese (G1. 5 und 4), die infolge Spaltung zweier energiereicher Pyro- 
phosphatbindungen (ATP und GTP) die Bildung des Enolphosphats weit mehr be- 
gtinstigt, als die oben erw/~hnten Wege. 

P y r u v a t  + A T P  + H C O  a- ~" O x a l a c e t a t  + A D P  + P (5) 

Nach Untersuchungen von FELLENBER~ e~ al .  ~ liegt Pyruvatkinase gegentiber an- 
deren Enzymen des glykolytischen Schemas in der Rattenleber in einem l~lber- 
schuB vor und scheidet demnach ftir eine Steuerung der Glucogenese aus. Malat- 
dehydrogenase (decarbox.ylierend) (G1. 2), Malatdehydrogenase (G1. 3) und Phos- 
phopyruvat-carboxylase (G1.4) werden durch Cortisol nicht beeinflul3t~, ~. Es wurde 
daher eine m6gliche Steuerung der Glucogenese fiber eine durch Cortisol ausgel6ste 
Anderung des Pyruvatcarboxylasespiegels in der Leber untersucht. 

Fiir die Versuche kamen mfinnliche Sprague-Dawley Ratten, I2O-I5O g schwer, 
zur Verwendung. Die Tiere wurden mit Laatz-Standardfutter und Wasser ad libitum 
ern~ihrt. Sie hungerten w~thrend des Experimentes und 24 Std. davor. Zur Zeit Null 
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Fig .  i .  E in f luB des  Cor t i so l s  a u f  P y r u v a t c a r b o x y l a s e s p i e g e l  (A), G l y k o g e n s p i e g e l  (]3) u n d  
G l u c o s e - 6 - P h o s p h a t s p i e g e l  (C) in  de r  R a t t e n l e b e r .  O, m i t  C o r t i s o l  b e h a n d e l t e  T i e r e ;  ~k, K o n -  
t r o l l t i e r e ;  Die  R e a k t i o n s a n s ~ , t z e  zu r  A k t i v i t ~ . t s b e s t i m m u n g  d e r  P y r u v a t c a r b o x y l a s e  e n t h i e l t e n  
in  0.55 m l :  5 ° / z M o l e  Tr i§puf fe r  ( pH  7.7), 5 / zMole  KHCO3,  5 # M o l e  M g S O  4, 0 .43 /zMole  Co- 
e n z y m  A, 0 .6 /*Mole  [ I - 1 4 C ] P y r u v a t ( 7 .  lO5-8 . lO 5 I p m . / # M o l ) .  2 /~Mole  A T P ,  I m g  S e r u m a l b u m i n ,  
2 .5 / zMole  A c e t y l p h o s p h a t ,  0. 3 E i n h e i t e n  C i t r a t s y n t h a s e  1°, 5 # g  k r i s t .  P h o s p h a t - a c e t y l t r a n s -  
f e ra se  11 u n d  5 ° b is  2oo /*g  P r o t e i n  e ines  R a t t e n l e b e r e x t r a k t e s .  Z u r  H e r s t e l l u n g  des  E n z y m -  
e x t r a k t e s  w u r d e  d ie  L e b e r  m i t  o . i  M T r i s p u f f e r  ( pH  7.2) i m  V e r h ~ l t n i s  1 :2  5 m i n  h o m o g e n i s i e r t ,  
be i  e ine r  E n d k o n z e n t r a t i o n  voI~ i m M  G l u t a t h i o n  I m i n  be i  75 W / c m 2  u n d  20 k H z  b e s c h a l l t ,  
a n s c h l i e B e n d  be i  IOO ooo g u n d o  ° k l a r  z e n t r i f u g i e r t .  D i e  R e a k t i o n s a n s i i t z e  w u r d e n  n a c h  3 ° ra in .  
I n k u b a t i o n  be i  3 °0 d u r e h  Abk i~h len  a u f  4 ° a b g e s t o p p t ,  in  e i n e m  A l i q u o t  y o n  o.o 5 m l  alas 
t~berscht~ssige [14C]Pyruva t  d u r c h  H o c h s p a n n u n g s p a p i e r e l e k t r o p h o r e s e  v o m  g e b i l d e t e n  r ad io -  
a k t i v e n  C i t r a t  a b g e t r e n n t  u n d  de r  E i n b a u  b e s t i m m t  13. S ~ m t l i c h e  Mei3wer te  s ind  d u r e h  e i n e n  
K o n t r o l l w e r t  k o r r i g i e r t ,  d e r  zu r  H e m m u n g  d e r  P y r u v a t c a r b o x y l a s e  i E i n h e i t  A v i d i n  e n t h i e l t .  
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(Fig. I) wurde den Tieren 5 mg Cortisol pro ioo g K6rpergewicht mit einer Schlund- 
sonde geftittert 8. Nach Versuchsende wurden die Ratten in kurzer ~.thernarkose 
get6tet, ausgeblutet, die Leber entnommen und sogleich ftir die verschiedenen 
Ans~itze aufgearbeitet. Glykogen und Glucose 6-Phosphat wurden nach Aufschlug 
mit Perchlors~iure bestimmtS, 9. ,Die Aktivit~ttsbestimmung der Pyruvatcarboxylase 
erfolgte in 16slichen Extrakten mit Hilfe eines zusammengesetzten Testes: [I-14C~- 
Pyruvat  wird carboxyliert zu Oxalacetat (G1. 5). Das gebildete radioaktive Oxal- 
acetat reagiert mit Acetyl-CoA und "condensing enzyme 'u° (Citratsynthase (Citrat- 
oxalacetat-lyase (CoA-acetylierend), EC 4.1.3.7) zu Citrat (G1. 6). Acetyl-CoA wird 
aus Acetylphosphat und Coenzym A mit Phosphat-acetyltransferase (Acetyl-CoA: 
Orthophosphatacetyltransferase, EC 2.3.1.8)  11 regeneriert (G1.7)- 

Oxalacetat + Acetyl-CoA ~-Citrat + CoASH 

Acetylphosphat + CoASH ~ Acetyl-CoA + P 

(6) 

(7) 

Bei einem i]berschug an Citratsynthase und Phosphat-acetyltransferase (vergl. 
Legende zu Fig. I) ist der Einbau von EI-14C]Pyruvat in Citrat der Menge des ein- 
gesetzten Leberextraktes proportional. Die l~lberftihrung des radioaktiven Pyruvats  
in Citrat wird durch den Zusatz von I Einheit Avidin vollst~indig gehemmt3, 4, ein 
weiterer Beweis, dab die nach Gleichung 5 formulierte Reaktion in der beschriebenen 
Versuchsanordnung erfasst wird. 

In Fig. i ist an einem gr613eren Versuchsmaterial die zeitliche Anderung des 
Glucose-6-Phosphat-und Glykogenspiegels sowie die Anderung der Pyruvatcarb-  
oxylaseaktivit~it nach Cortisolgabe aufgezeichnet. Der Einflul3 des Hungers auf 
Substrat- und Enzymspiegel wurde an Kontrolltieren geprtift, die mit Ausnahme 
der Cortisolftitterung in gleicher Weise behandelt wurden. Die Aktivit~tt 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 8-1o Std. das 
Maximum. Nach den Untersuchungen von HILZ et al. 2 ist die Verz6gerung des 
Glykogenanstiegs als "precursor activation" und "precursor induction" der Syn- 
thetase durch Glucose 6-Phosphat zu deuten. 

Obwohl die vorliegenden Ergebnisse einen Einflul3 des Cortisols auf die Pyruvat-  
carboxylase demonstrieren, erlauben sic keine Aussage dartiber, ob der beobachtete 
Anstieg der Pyruvatcarboxylaseaktivit~tt mit dem prim~iren Wirkungsmechanismus 
des Cortisols zusammenh~ngt, oder als Folgeerscheinung der ver~tnderten Stoff- 
wechsellage aufzufassen ist. Wie aus Fig. I ersichtlich, steigt die Pyruvatcarboxy- 
laseaktivit~it auch in den Kontrollen nach einer Hungerperiode von 3o-34 Std. (ent- 
sprechend einer Versuchsdauer yon 6-1o Std.) an, Glucose 6-Phosphat und Glykogen 
bleiben dagegen unver~indert. Dieser Befund l~isst auf die durch Cortisol bedingte 
Bereitstellung eines weiteren ftir die Glucogenese notwendigen Faktors schliegen. 
In diesem Zusammenhang sind die Befunde von WIELAND UND WEISS 12 tiber einen 
Anstieg des Acetyl-CoA-Spiegels in der Leber nach Cortisolbehandlung zu erw~ihnen. 
Acetyl-CoA aktiviert nach UTTER 3 die Pyruvatcarboxylase und kann somit die 
Geschwindigkeit der Glucogenese beeinflussen. Eine m6gliche Rolle des Acetyl-CoA 
als Regulator der Glucogenese wird augenblicklich untersucht. 

Die vorliegenden Ergebnisse sttitzen das Postulat von UTTER z, demzufolge der 
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P y r u v a t c a r b o x y l a s e  e ine  w i c h t i g e  Ro l l e  be i  d e r  S y n t h e s e  v o n  P h o s p h o e n o l p y r u v a t  

in  d e n  M i t o c h o n d r i e n  z u z u o r d n e n  ist .  D a s  E n z y m  liel3 s ich  a u c h  in  E x t r a k t e n  de s  

Z w e r c h f e l l s  n a c h w e i s e n  (spez. Ak t iv i t~ i t  o .o i )  u n d  is t  v e r m u t l i c h  a u c h  im M u s k e l  

be i  d e r  S y n t h e s e  de r  Glucose  e i n g e s c h a l t e t .  

D ie  I n t e r p r e t a t i o n  d e r  E r g e b n i s s e ,  wie  sie b e i m  S t u d i u m  de r  G l u c o n e o g e n e s e  

aus  P y r u v a t  in  d e r  L e b e r  u n d  i m  M u s k e l  g e s a m m e l t  w u r d e n ,  so l l te  h i n s i c h t l i c h  de s  

" d i r e k t e n "  u n d  des  " i n d i r e k t e n "  W e g e s  d e r  P h o s p h o e n o l p y r u v a t s y n t h e s e  u n t e r  

B e r t i c k s i c h t i g u n g  dieses  n e u e n  G e s i c h t s p u n k t e s  e r fo lgen .  

Die  v o r l i e g e n d e  A r b e i t  w u r d e  y o n  d e r  D e u t s c h e n  F o r s c h u n g s g e m e i n s c h a f f  

u n t e r s t i i t z t ,  

Ins t i tu t  f i i r  vegetative Physiologie der Universitiit, 

F r a n k f u r t  a .M.  (Deutschland)  
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