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a p s e n  e r r eg t  u n d  sp~iter b l o c k i e r t  werden .  F i i r  die W i r -  
k u n g  i s t  we i t e rh in  die quart~ire T r i m e t h y t a m m o n i u m -  
g ruppe ,  de ren  wi rkungsve r s t~ . rkende r  E in f luss  b e i m  ter -  
t iAren N o r m u s c a r i n  f eh l t  (Tabe l le  I I ) ,  a b s o l u t  n o t w e n d i g .  

Ffir die Untersttitzung dieser Arbeit danken wir der Fritz-Hoff- 
mann-La Roche-Stiftung zur F6rderuug wisseaschafflicher Arbeits- 
gemeinschaften in der Schweiz, sowie Herrn PD. Dr. C. H. EUGSTER, 
UniversiUit Zfirich, und Herrn Dr. F. HKFLIGER der J. R. Geigy AG., 
Basel ffir die Uberlassung der Muscarinverbindungen. 

P. G. WASER 

Pharmakologisches Institut der Universitiit Zi~rich, 
25. Juni 7958. 

Summary 

All s y n t h e t i c  i somers  of ( + ) - m u s c a r i n e ,  t h e  r acemic  
forms of ep i -muscar ine ,  a l lo -musca r ine ,  a n d  ep ia l lo -mus-  
ca r ine  are  a t  l eas t  100 t imes  less p o t e n t  o n  b lood  pressure  
of ca t s  a n d  i so la ted  frog h e a r t s  t h a n  t h e  n a t u r a l  a lkaloid .  
On ly  m u s c a r o n e s  are  more  p o t e n t  a n d  e x h i b i t  s t r o n g  
n ico t in ic  a c t i o n  on  t h e  frog rec tus  a n d  in b lock ing  gangl i -  
onic  a n d  n e u r o - m u s c u l a r  t r a n s m i s s i o n  in t h e  cat .  T h e y  
closely r e semble  ace ty l cho l ine  in  t h e i r  s t r u c t u r e  a n d  ac-  
t ion .  

T h e  a c t i v i t y  of t h e  i somers  d e p e n d s  o n  t h e  pos i t i on  of 
t h e  c o n s t i t u e n t s  o n  t h e  t e t r a h y d r o f u r a n e  r ing.  S ter ic  
h i n d r a n c e  of t h e  h y d r o x y  or  c a r b o n y l g r o u p  a n d  of  e the r -  
o x y g e n  p lays  a n  i m p o r t a n t  p a r t  in  t h e  c o n t a c t  w i t h  t h e  
chol inerg ic  recep tor .  As n o r - m u s c a r i n e  w i t h o u t  t h e  
q u a r t e r n a r y  n i t r o g e n  is inac t ive ,  a t  l eas t  3 d i f f e ren t  po in t s  
of c o n t a c t  h a v e  to  be  cons idered .  Th i s  is s t ressed  b y  t h e  
f ac t  t h a t  m u s c a r i n e  is h i g h l y  s tereospeci f ic  in  i t s  ac t ion ,  
whe reas  m u s c a r o n e  is no t .  

Stuartmodelle des natfirlichen ( + )-Muscarins (oben) und des Acetyl- 
cholins (unten). 

Der  ka t i on i sche  S t icks tof f  k a n n  weder  b e i m  Ace ty t cho l in  
n o c h  b e i m  Musca r in  m i t  d e n  b e i d e n  e r s t e n  p h a r m o p h o -  
r en  G r u p p e n  in  e ine  g e m e i n s a m e  K o n t a k t e b e n e  ge- 
b r a c h t  werden ,  d a  h i e r  die N - M e t h y l g r u p p e n  s t e r i sch  
h i n d e r n .  Dass  m i n d e s t e n s  3 a m  R e z e p t o r  h a f t e n d e  G r u p -  
p e n  n o t w e n d i g  sind,  bewei s t  a u c h  die e indeu t ige  Wi r -  
kungsspez i f i tAt  de r  A n t i p o d e n ,  v o n  d e n e n  n u r  e ine 
de r  b e i d e n  F o r m e n  gleichzei t ig  m i t  3 e n t s p r e c h e n d e n  
R e c e p t o r p u n k t e n  in  V e r b i n d u n g  t r e t e n  k a n n .  Bei  d e m  
bis  d a h i n  u n t e r s u c h t e n  Musca r in  is t  die na t t i r l i che  F o r m  
d o p p e l t  so w i r k s a m  wie das  R a c e m a t  (d , l -Muscar in) .  
( - - ) - M u s c a r i n  h a t  d e m e n t s p r e c h e n d  h 6 c h s t e n s  einige 
P r o z e n t  de r  W i r k s a m k e i t  des  ( + ) - M u s c a r i n s  3. E s  i s t  an -  
z u n e h m e n ,  dass  ffir die A n t i p o d e n  de r  f ibr igen Stereoiso-  
m e r e n  Ahnliche U n t e r s c h i e d e  exis t ieren .  N u r  die u n t e r -  
s u c h t e n  Musca rone  sche inen  in i h r e r  W i r k u n g  wenig  
s te reospez i f i sch  zu sein. 

A u c h  die Molekfi lgr6sse spie l t  ftir die W i r k u n g  eine 
b e d e u t e n d e  Rolle.  E ine  VergrSsse rung  des  R inges  oder  
e ine  Ver lAngerung  de r  , A c e t y l c h o l i n k e t t e ~  8 v e r m i n d e r t  
die A k t i v i t ~ t  b e d e u t e n d .  Vie l le ich t  i s t  a u c h  die viel  we- 
n ige r  se lek t ive  W i r k u n g  des  M u s c a r o n s  Folge  de r  e t w a s  
k le ine ren  Molekti lgr6sse.  Aus  d iesen G r i i n d e n  muss  m a n  
e r n e u t  schl iessen,  dass  die R e z e p t o r g e g e n d  r~uml iche  
F o r m  h a t  u n d  n i c h t  e in fach  p l a n a r  g e b a u t  i s t  e. 

Musca r in  be s i t z t  d a m i t  3 nachgewiesene  p h a r m o p h o r e  
G r u p p e n ,  de ren  S te l lung  im Molekii l  wen igs t ens  ffir 2 
de f in ie r t  ist.  Das  gleiche gi l t  a u c h  fiir Ace ty lcho l in ,  u n d  
alle VorschlAge fiir den  B a u  des  cho l ine rg i schen  Rezep-  
t o r s  w e r d e n  d a r a u f  R i i cks i ch t  n e h m e n  miissen.  

s p. G. WASER und C. H. t~UGSTER, in Vorbereitung. 

Sul meccani smo della eptoformazione non 
ossidativa nel muscolo  scheletrico 

I n  u n a  p r e c e d e n t e  n o t a  1 a b b i a m o  r i fer i to  sul la  ep to-  
fo rmaz ione  n o n  o s s i d a t i v a  a p a r t i t e  d a  glucoso-6-fosfa to  
(G-6-P) e d a  f ru t toso-6- fos fa to  (F-6-P) ,  in  e s t r a t t i  di  
muscolo  sche le t r i co  di  r a t t o  ( t r a t t a t i  con  c a r b o n e  p e r  
e l im ina t e  i nuc leo t id i ,  p r e s e n t i  in  fo r te  concen t r az ione ,  e 
t r a  q u e s t i  I 'ATP ,  il T P N  e il D P N ) .  

Circa il m e c c a n i s m o  di t a le  ep to fo rmaz ione ,  si p o t e v a  
a m m e t t e r e -  come  sugger i to  d a  BONSlGNORE* - - c h e  essa 
fosse d o v u t a  a reaz ion i  t r ansa ldo l a s i che  e t r a n s c h e t o l a -  
siche, t r a  il s u b s t r a t o  a g g i u n t o  (G-6-P o F-6-P) ,  e u n  
m e t a b o l i t a  (per esempio  t r ioso-fosfato) ,  p r e sen t e  gi~ in 
t r acce  ne l l ' e s t r a t t o ,  e r i gene ran te s i  nel  corso del te  rea-  
zioni  s tesse  di  i n t e r c o n v e r s i o n e  glicidica.  L a  e o n c e n t r a -  
z ione di ques to  m e t a b o l i t a  ( t r ioso-fosfato) ,  n e l l ' e s t r a t t o ,  
s a r e b b e  s t a t o  q u i n d i  f a t t o r e  l i m i t a n t e  de l la  m o d i c a  ep to-  
fo rmaz ione  ver i f ica tas i .  

Pe r  suf f ragare  q u e s t a  ipotesi ,  a b b i a m o  p e n s a t o  di ve-  
dere  se si a v e v a  u n  a u m e n t o  del la  e p t o f o r m a z i o n e  a u m e n -  
t a n d o  la co n cen t r az i o n e  del  t r ioso-fosfa to .  A ta le  scopo, 
a b b i a m o  agg iun to  alle nos t r e  p r o v e  e n z i m a t i c h e  il f ru t to -  
so- l ,  6-di fosfa to  (F-I ,  6-P) 3, il quale ,  p e r  az ione  a ldolas ica ,  
si s a r e b b e  scisso in  t r ioso-fosfa t i .  Quest i ,  d ' a l t r a  pa r t e ,  
nel le  n o s t r e  condiz ioni ,  n o n  p o t e v a n o  essere s o t t r a t t i  a l la  
ep t o fo rmaz i o n e  da l la  v i a  glicoli t ica,  pe rch~  i m p e d i t i  da l l a  
m a n c a n z a  di  D P N  (adsorb i to  da l  ca rbone )  e da l la  pre-  
senza  di ac ido  monoiodoace t i co ,  in ib i to re  del la  t r ioso-  
fosfa to-deidras i .  

1 V. MORET e S. SPERTI, Exper. 14, 309 (1958). 
A. BONSIGNORE, S. PONTREMOLI, G. FORNAINI e E. GRAZI, G. 

Biochimica 6, 241 (1957). 
a Nelle nostre prove, it F-l,  6-P non poteva formarsi per azione 

fosfochinasica a partire da F-6-P (o G-6-P), a causa della mancanza 
di ATP nel mezzo. 
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I1 m e t o d o  di  p reparaz ione  de l l ' e s t ra t to ,  le condizioni 
spe r imen ta l i  segui te  helle p rove  enz imat iche ,  e i me tod i  
di dosaggio, sono descr i t t i  nella no ta  p receden te  1. L 'un ica  
va r i an t e  era  cos t i tu i t a  da l l ' agg iun ta  del  F - 1 , 6 - P  alle 
p rove  enz ima t i che  c o n t e n e n t i  il G-6-P  (o il F-6-P) .  P rove  
enz imat iche  di control lo  c o n t e n e v a n o  il solo F-1 ,6-P .  I 
r i su l ta t i  med i  o t t e n u t i  da  d iverse  esper ienze  sono rias- 
sun t i  nella Tabella.  

T abella 

Substrato 

, i  

7,5 ~M glucoso-6-P 
7,5 ptM glucoso-6-P+ 1,8 ~tM fruttoso- 

1,6-P 
1,8 ~tM f ru t tosod,6-P  

~z3I eptoso/mg 
N2 proteico 

0,15 

0,56 
0,12 

sarebbe s t a t a  e v i d e n t e m e n t e  mo l to  maggiore ,  in q u a n t o  
sa rebbe  a u m e n t a t o  di  concen t r az ione  il s u b s t r a t o  che fa- 
ceva da fa t to re  l imi t an te  nel caso del la  ep to fo rmaz ione  a 
par t i re  da  G-6-P o da  F - l ,  6-P s e p a r a t a m e n t e .  

S. SPERTI e V. MORET 

Istituto di Chimica Biologica, Universit~ di Padova, 
72 Luglio 1958. 

Summary 

F-1,6-P has been shown to  increase t he  r a t e  of 'non-  
oxyda t ive  hep to fo rma t ion '  f rom g lucose -6 -phospha t e  a n d  
f ruc tose-6-phosphate  in e n z y m a t i c  p r e p a r a t i o n s  of r a t  
skeletal  muscle. The mechan i sm of th is  increase  - p r o b a b l y  
due to  t r iose-phosphate ,  fo rmed  b y  a ldolase  ac t ion  on  
F - I , 6 - P  - is discussed. 

Come si vede,  nelle p rove  enz imat iche  c o n t e n e n t i  il 
G-6-P  ins ieme al F - I ,  6-P, si aveva  la fo rmazione  di  un  
numero  di ~ M  di ep toso  mol to  superiore  alla s o m m a  dei 
valor i  o t t e n u t i  nelle due  p rove  in cui era  p re sen te  singo- 
l a r m e n t e  uno solo dei  due  subs t r a t i  *. 

Ques ta  maggiore  ep toformaz ione ,  a nos t ro  parere ,  suf- 
f r agherebbe  l ' i po te s i  f a t t a  p r e c e d e n t e m e n t e .  I r i su l ta t i  
o t t e n u t i  sono in fa t t i  fac i lmente  in te rpre tab i l i  a m m e t -  
t e n d o  che il meccan i smo  della ep to fo rmaz ione  sia ident ico  
in t u t t e  e t re  le prove .  Esso  p o t r e b b e  essere mol to  suc-  
c i n t a m e n t e  cost s chema t i zza to :  

G - - 6 - - P  

F ~ 6 - - P  

\ 
+ trioso • eptoformazione 

aldolasi 

F - - -1 ,6 - -P  

Secondo lo schema,  per  la ep to fo rmaz ione  sa rebbero  
necessar i  s ia  l 'esoso-6-fosfato q u a n t o  il tr ioso.  

Nelle nos t re  condizioni  sper imenta l i ,  nelle p rove  in cui 
era  p resen te  il solo G-6-P,  Ia velocitA di ep to fo rmaz ione  
sa rebbe  s t a t a  l imi ta t a  dalle t raeee  di t r ioso-fosfa to  pre-  
sent i  ne l l ' e s t r a t t o ;  nelle p rove  in cui era  p resen te  il solo 
F - l ,  6-P, il processo sa rebbe  s t a to  l imi ta to  dal la  q u a n t i t ~  
di F -6 -P  der ivato ,  d u r a n t e  l ' incubazione,  per  idrolisi del 
F - 1 , 6 - P  a livello del  legame fosforico in posizione 15. - 
Nelle p rove  infine in cui e rano  p resen t i  ins ieme a m b e d u e  
i subs t ra t i ,  G-6-P e F - l ,  6-P, la velocit~ di ep to fo rmaz ione  

a Lo stesso aumento, per quanto minore, si verifieava anche nelle 
prove in cui, accanto al F-l, 6-P, il G-6-P era sostituito dal F-6-P. 
Infatti, in presenza di 7,5 p.M di F-6-P + 1,8 p~M di F-I,6-P, si 
formavano 0,42 IzM di eptoso/mg di N~ proteico; in presenza invece 
delle sole 7,5 ~M di F-6-P, se ne formavano 0,19 [zM. 

s L'idrolisi del F-1,6-P 6 stata constatata dosando i fosfati liberi 
nel mezzo, prima e dopo l'incubazione, con il metodo di BERENBLOM 
e CHAIN 6. Tale idrolisi si svolgeva soltanto a livello del legame fosfo- 
rico in posizione 1. Infatti, come avevamo precedentemente consta- 
tato I, durante l'incubazione non si aveva alcuna idrolisi del 
legame fosforico in posizione 6 del G-6-P e del F-6-P. 

L'idrolisi del legame fosforico in posizione 1 del F-1,6-P, come 
abbiamo potuto constatare in prove enzimatiche a parte, veniva 
molto aumentata dall'aggiunta di Mg .-H-, il quale, come 6 noto, 
attiva la F-1,6-P-asi del muscolo scheletrico ~. 

Traceie di F-6-P erano d'altra parte gia inizialmente presenti nel 
preparato commerciale di F-1,6-P da noi usato (NBCo), come 6 
stato constatato mediante l'analisi elettroforetica su earta s. 

6 I. BERENBLUM e E. CHAIN, Biochem. J. 32, 295 (1938). 
7 K, LOHMANN, Biochem. Z. 262, 137 (1933). 
8 H. E. WADE e D. M. MORGAN, Biochem. J. 60, 264 (1955). 

S u l l a  b i o c h i m i c a  d e l l a  fermentaz ione  citrica 
da parte dell '  Asper# i lu ,  niger 

I I  o. A ttivit~ aspartico-glutamico transaminasica 

In  un lavoro precedente  x abb iamo osserva to  che q u a n d o  
un  ceppo  selezionato di Asp. niger ven iva  co l t iva to  (col- 
t u f a  superficiale) per circa 30 ore in un te r reno  ca ren te  di 
azoto (BERNHAUER) in cui si aveva  accumulo  di acido 
citrico, il r appor to  t ra  la sua attivit~t succ ino-deidras ica  e 
quel la  <,citrico-deidrasica~ era molto  maggiore  r i spe t to  a 
quello che si aveva  allorch6 la s tessa muf fa  v e n i v a  colt i-  
v a t a  in un te r reno  comple to  (RAULIN) in cui l ' ac ido ci t r ico 
non si accumulava .  

Ques ta  osservazione suff ragava l ' ipotesi  che nel  nos t ro  
ceppo  di Asp. niger potesse esser operan te  il ciclo t r icar -  
bossilico di Krebs  e che l 'accumulo di acido citrico, che  si 
ver i f icava  allorch6 tale  ceppo veniva  col t iva to  in t e r r eno  
di BERNHAUER, fosse dovu to  ad una  def iciente  a t t ivi tA 
<~citricodeidrasica ~. 

Ques to  meccanismo non po teva  perb, da  solo, spiegare  
il f a t to  che l ' accumulo  di acido citrico, du ran te  la co l tu ra  
del  ceppo  hello stesso ter reno di BERNHAUER, a u m e n t a s s e  
via  via  nel t e m p o  in modo  ben superiore a quello i m p u t a -  
bile a l l ' accresc imento  della massa  miceliare. D ' a l t r a  pa r t e  
a b b i a mo  osserva to  che, coU'aumentare  del  t e m p o  di col- 
t u r a  in BERNHAUER, d iminuiva  nel micelio dell'Asp, niger 
l ' a t t iv i tA succino-deidrogenasica.  Questo,  a nos t ro  parere ,  
ind icava  che via  via nel t empo  d iminu iva  la veloci tg  di  
r i fo rn imen to  dell 'acido ossalacetico, sia a t t r ave r so  il ciclo 
tr icarbossi t ico,  sia anche a t t r averso  il ciclo bicarboss i l ico  
e v e n t u a l m e n t e  presente ,  perch6 la de idrogenaz ione  del-  
l 'acido succinico 6 una  delle t appe  obbligatorie ,  in a m b e -  
due  i cicli, per  la formazione del l 'acido ossalacet ico.  

Essendo  d ' a l t r a  par te  ques t ' u l t imo  il necessario p recur -  
sore per  la biosintesi  del l 'acido citr ico (corn'6 s t a t o  d imo-  
s t r a to  da  vari  autori*), b i sognava  pensare  che  nel  nos t ro  
ceppo sussistesse un altro meccanismo enz imat ico ,  for- 
nen te  acido ossalacetico, la cni a t t iv i t~  a u m e n t a s s e  du-  
r an t e  il t e m p o  di c01tura (30-48 h) in cui si ver i f icava  
l ' accumulo  di acido citrico. 

Nella  r icerca ogget to  di ques t a  nota ,  a b b i a m o  r ivol to  Ia 
nos t ra  a t tenz ione  a l l ' a t t iv i tk  a spar t i co -g lu tamico  t r ans -  
aminasica.  

1 V. MORET e M. LORINI, Rend. Acc. Naz. Lincei °3, 77 (1957). 
K. F. LEwis e S. WEINHOUSE, J. Amer. chem. Soe. 73, 2500 

(1951). - W. W. CLELANO e M. J. JOHNSON, J. Biol. Chem. 208,679 
(1954). - E. B. CtIAIN, Proc. 3 ° Cong. Int. Biochem. Bruxelles, 523 
(1955). 


