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Neue Versuche ﬁbe‘r den Mechanismus der enzymatischen
Kohlehydratspaltung (Milchsaurebildung und alkoholische Garung).®

Vou Professor Ofto Meyerhof, 1., 0.D.

(Aus dem Institut fiir Physiologie am Kaiser Wilhelm-Institut fir Medizinische
Forschung, Heidelberg.)

DER Umfang des Gebietes, iiber das ich zu

berichten habe, ist in den letzten Jahren
s gewaensen, dass ich mich notwendic auf
einen kleinen Teil, der die gemeinsam mit
K. Lohmann und W. Kiecssling ausgefiihrten
Arbeiten der jungsten  Zcit wmfasst,
beschrinken mugs. Neben deny aetoben und
dem anaeroben Umsatz des Kohle hydrats im
Muskel haben in den letzten Jahren vorallem
zwel andere, am Tatigkeitsstofiwechsel he-
teiligie Substanzen das Interesse der For-
sching aul sich gezogen ; einmal das von Egg-
leton und Figske entdeckfe Phosphagen, die
Kreatinphosphorsiure, die bel der Titigkeit
in Kreatin und Phosphorsdaure gespalten und
dann wieder resynthetisiert wird., Im Wir-
hellosenmmnske] tritt an 1hre Stelle die Argi-

ninphosphaorsaure, die 1n unserm Inskitut
aufgefunden wurde.! Und zweitens die Ade-
OH OH
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nvlpyrophosphorsiure oder Adenosintriphos-
phorsiure, die in dhnlicher Weise in thre De-
standteile Adenylsiure und 2 Mol anorganische
Phosphorsiure zerfillt und daraus wieder

aufgebaut werden kann. Diese Substanz
und ihre TUmsetzangen wurde von XK.
Lohmann in unserm Institut entdeckt,

wahrend die Adenylsidure schon vorher von
Embden im DMuskel aufgefunden wurde,
sowic ihr Zerfall in Ammoniak und Inosin-

* Wach einem Vortrag, gehalten in der Biologischen
Gesellschaft in Wien am 2, D=cember 1935,

1 O, Meyerhof u. K, Lohmann, Biockem, Z,, 1928,
196, 22.

saure. Zwischen der Adenosintriphosphor-
sdure und der Adenosinmonaphosphorsiure
wurde kiirzlich von Liohmann auch noeh
die Adenosindiphosphorsiure als Zwischen-
produkt fegtgestellt. Die folgenden For-

meln sind jetzt endgiiltig gesichert.?
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Adenylpyrophosphotsiure { Adenosintriphosphorsjure}
In meinem 3Bericht werde ich mich im
wegentlichen beschrinken auf die Inter-
mediiirreaktionen des Kohlehydrats selbst,
die zur Bildung von Milchséure fithren,
Wir Lkiénnen sie am besten studieren in
einem zcllfreien Extrakt, der die Enzyme
enthilt, aber kohlehydratfrer 1st und zu
dem man Glykogen oder auch, Zucker und
geeignete Aktivatoren zusetzt. lheser Ex-
trakt, besonders wenn man daraus noch
durch Jhalyse alle kleineren Molekule ent-
fernt, hat seit dem Jahre 1926, wo er znerst
von uns hergestellt wurde, fiir zahireiche
Fragen als geeignetes Material gedient.®

il

3 K. Lohmann. Bio-hem. 2., 1935, 382, 120.
¥ O, Meyerhof, Biuchem, Z., 1928, LT§, 38§,
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Allerdings kann ich bei der Besprechung
des anaeroben . Kohlehvdratzevfalls das
Adenylsiiuresystem, das 1ch soeben ange-
fithrt habe, nicht fortlassen. Sehon 1931
fanden K. Lohmann wnd ich, dass esg
den organischen Bestandtell des Coenzyms
der Milchsdurebilduing im Muskel darsfelltt
und bald nachher wurde festgestellt, dass
es ebenso an dem Aufbau und Abbau der
Kreatinphosphorsiure beteiligt ist> Man
konnte zunehmend sicherstellen, dass es
hierbei mit den yphosphorvlierten Molekiilen
reagiert und die Phogphorsiuremolekiile mit
ihnen austauscht, wobel also die Adenyl-
pyrophosphorsiure zur Phosphorylierung, die
Adenylsiiure zur Dephosphorvlierung dient
und das Adenylsiiuresystern selbst zwisthen
den verschiedenen Phosgphorylierungsstufen
hin und her pendelt.

Vor 25 Jahren bereits fanden Harden und
Young, dass bei der zellfreien alkoholischen
Girune der Zucker zu Mexosediphosphat
verestert und bald nachher wurde yon
Harden und Robison die Hexosemono-
phosphorsdure aufgefunden, die Emhden
dann auch aus dem DMuskel gewann und

Lactacidogen nannte. Die Formen sind hier
angefiithrt,
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system geschieht, 1n typisehen Austansch.
reakfionen. Dieser TReaktionstyp, der in
Heidelberg aufgefunden wurde, nnd degsen
stéchiometrische Formulierung zuerst von
K. Lohmann bel der Aufspaltung von
Kreatinphosphorséure sicbergestelit wurde,
ist weiterhin in  wichtigen Versuchen
aus dem Parnas'schen Institut noch in
anderen Fillen verifiziert worden,? ferner
auch von Dische von Euler und noch andern
Forgchern untersucht worden.

Wenn ich jetzt auf den Abbau des
Zuckers niher eingehe, so gibt es bekanni-
lich verschiedene biologische Spaltungswege,
von denen zwel die wichtigsten sind, die
Milchsdurebildung vor allem im Tierkorper,
aber auch in manchen Bakterien, und die
alkoholische Gérung in der Hefe und in
manchen Zellen der hGheren Pflanzen. Diege
Wege sind so nahe verwandt, dass jeder
Fortschritt auf dem einen Gebiet einen
solchen auf dem andern herbeigefithrt hat.
Lange Zeit hielt man an der Ansicht fest,
ddler Abbauweg ginge in beiden TFillen iiber
das Methylglyoxzal, weil dag fast ubiguitire
Ferment Methylglyoxalase zugesetztes
Methylglyoxal 1 Milchsdure hvdratisiert.
Vor einigen Jahren fand X. Lohmann,

CH,0-PO3;H; (1) CH;OH |
I HOCH
HOC — HOC l
l | HCOH
HOCH HOC | O
| O I O HOCH
HCOH HCOH ! ‘
[ l | | HCOH
HC. HC |
$ ! HC
CHzO‘POgHg (ﬁ) CHEO‘PO,E Hz
CH,O POz H;
Fruktose 1 : 6 diphosphors. Fruktose 6-phosphors, Glukose 6-phosphors.
{ Harden-Young) (Neuberpg} (Robison)

neben dem  Neuberg-Ester. der durch
Saurehvdrolvse des Hexosediphosphats ent-
steht. Der biologische Binn der Veresterung
wurde nun aber ecrst in den letzten Jahren
klar, als sich zeigte, (1) dass der anaerobe
Z.erfall von den Hexosephosphorsduren uiber
eine Reihe phosphorvlierter Zwischenpro-
dukte weitersehreitet und (2), dass, wie
gesagt, sowohl die Aufnahme des Phosphats
von der Hexose wie auch die Abgabe von
den phosphorylierten Intermedidrprodukten
darch Umegternng mit dem Adenylsaure-

4 K. T.ohmann, Naturwiss., 1931, 19, 180 ; O. Meyer-
hof, K. Lohmann u. X. Meyer, Biockem. 2., 1931,
237, 437 : K. Lohmann, Biockem. Z., 1931, 237, 445.

5 (. Meyerhof u. X. Lohmann, Biockem. Z., 1932,
253, 431 ; K. Lohmann, Bipckem. Z., 1934, 271, 264,

dass die Methvlglvoxalase alg Coferment das
Glutathion Dbenotigt, das von Hopkins
entdeckte, schwefelhaltige Tripeptad.® Ent-
fernt man durch Dialyse dag Glutathion aus
dem Muskelextrakt, erganzt ihn dann durch
Magnestum und Adenylpyrophosphat, so
geht die Milchsiurebildung aus Kohlehydrat
unverandert, wihrend die aus Methylglyoxal
unmoglich geworden 1ist. Darausg geht
bereits hervor, dass das Methylglyoxal nicht
auf dem normalen Spalfungswege des Kohle-
hydrats liegt. Norh jeizt wollen sich wiele

6 (. Meyerhof u. K. Lohmann, Vatwrwiss,, 1931, 19,
575

d J. K, Parpas, Ostern u. Mann, Biockem. Z.. 1933,
279, 74.

8 K. Lohmann, Bigckem. 2., 1982, 254, 332,
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Forscher mit dieser Tatsache nicht abfinden
und sehen in dem Weg {iber Methylglyoxal
mindestens noch einen zweiten biologischen
Abbauweg des Kohlehydrats. Ich moéchte
nur so viel feststellen, dass, bei Gegenwart
des wvollstdndigen Enzym-und Coenzym-
svstems, wie wir es im lebenden Muskel
haben, aber bel geeignetem Vorgehen auch
in elnem wissrigen Kxtrakt, in keiner Phase
des Abbaus Methylglyoxal in einer Menge
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Das stand in Analogie zu den #lteren Befun-
den von Neuberg, sowie Connstein und
Liidecke, die bei der Hefegirung mit Sulfit
Acetaldehyd bezw. Brenztraubensiure und
GGlycerin gefunden hatten. Gerade in dieser
Zeit verdffentlichte Embden kurz vor seinem
Tode (1933) gein inzwischen sehr bekannt
gewordenes Schema der Milchsiurebildung,

das sich eng mit unsern gleichzeitigen
Arbeiten beriihrte.’®

Embdensches Schema.

A. Froctosediphosphorsiure

B. 1 Glycerinaldehydphosphorsiure
-+ 1 Dioxyacetorphosphorsiure
C. 1 Phosphoglycerinsjure
D. 1 Brenztraubensiure
+ 1 a-Glycerinphosphorsiure

entsteht, die sich irgendwie mit der Ge-
schwindigkeit der normalen Milchsiurehil-
dung vergleichen liesge, auch nicht in
Abwesenheit von Glutathion. In diesem
Fall kann es ja nicht weiter zu Milchsaure
umgelagert werden. Die langsame An-
hiufung von Methylglyoxal unter anderen
Bedingungen erklért gich vielmehr durch
Sekunddrreaktionen, auf die ich spater zu
sprechen kKomme,

Zunehmend wurde dagegen klar, dass
Brenztraubensaure ein Zwischenprodukt der
normalen Milchsiurebildung ist. Vor einer
Reihe von Jahren hatte A. Hahn? in Miinchen
Brenztranbensaure durch Semicarbazon im
zerkleinerten Muskel abgefangen und dabei,
allerdingy falschlicherweise, angenominen,
dass sie dureh Oxydation der Milehsiure

entstanden ware. Im  Anschluss an
Versuche desg Englanders Cage 10
heobachteten wir, dags man aus (Hykogen und
Hexosediphosphat bei Suifitzusatz zum

Muskelextrakt weit iiber die Hialfte des
aanzen zerfallenen Kohlehydrats in Brenz-
traubensaure statt in Milchsjure verwandeln
kann!® und fanden gleichzeitig als re-
duziertes Dismutationsprodukt die a-Gly-
cerinphosphorséiure und zwar die linksdre-
hende Komponente, die sich isolieren liess.!?

{ Brenztraulensiure)
CIizO'POEf’Ig C]‘.‘Ig
' I - 1O H;
HOC— — (‘i = 0
HO(IZH i COOII
| O +>  +
HCOH CH-OIl
i |
HC ———— CHOH
|
CHL.O- 10311, CH,0-PORH,

{ Hexosediphosph. ) (a-Glycerinphosphorsiture )

= ] Glycerinaldehydphosphorsiure
-+ 1 Dioxyacetonphosphorsiure
= ] a-Glycerinphosphorsiure
+ L Phosphoglycerinsiure
= 1 Brenztraubens, + 1 Phosphorsiure
= ] Milchsiure

+ 1 Triosephosphorsiure

Embden hatte vor allem zwei Beobach-
tungen gemacht, die ihn zur Aufstellung
dieses Schemas veranlassten. Erstens, dass
sich 1n einem mit FFluorid versetzten Muskel-
brei ans Hexosediphosphat Phosphoglyce-
rinsgure bildet, d.h. “Glycerinsduremono-
phosphorzsanre” und ferner, dass sich die
Phosphoglvcerinsdure in der Muskulatur in
Abwesenheit von Fluorid in Brenztrauben-
saure und Phosphorsjure aufspaltet,

O
C Ha—" O"""P"—”_'OH

Nox

CH,

CHOH ———3» C=0 4+ H;PO,

COOII COOH

Einige Jahre zuvor hatte Nilsson die Phos-
phoglycerinsjure  unter &hnlichen TUm-
stinden bei der Hefegirung isoliert.l4
Schon 1928 war von K. Lohmann gefun-
den, dass in Gegenwart von Fiuorid sich das
Glykogen nicht wie urspriinglich von Embden
angenommen war, zur Hauptsache 2zu
Hexosediphosphat  verestert, sondern in
einen Ester, der zwar in seiner Ilemen-
tarzusammensetzung fdhunlich war, namlich
auf 6 (' 2 P besass, aber dureh Siure viel
schwerer zu hydrolysicren war.’® Die von K.
I.ohmann ecingefiithrte Mydrolysenmethode
(Abbildung 1), die Bestimmung des Zeitver-
lanfs  der Abspaltung desr Phosphats in n

b A. Hahn, Z, Brol., 1820, 88, 516,

10 Cane, Hivcken. J.. 1932, 33, 7533, 159.

11 O, Meyerhof u. D McEachern, SHocicm. &, 1938 ,
280, 417,

12 0. Meyerbof, w. ' W. Kiessting, Biechem. X, 1933,
284, 40.

13 (;. Emlden, Deuticke u, Kraft, A7%» s, 1838, 213,

M R, Nilsson, 4ré. for Kemi, 1029, 104, 121,

18 K. Lohmann, Sieckem, Z.. 1933, 2640, 241,
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Hydrolysekurven. Umwandlung der Harden-Young-
scben Hexosediphospborsiure in  Froschmuskelex-
rrakt in Gegenwart von 0,01 n Fluorid bei 20° nach
10,45,120 Minuten,

Kurve 2 Anfangswert.
., 5 mit Flyorid nach 10 Minuten,
17 9 x> ¥ *9y 45 1%
T 13 "y .t " 120 'y

Die Umwandlung des Harden-Young Esters ist nach 45
Minuten beendet. Der senkrechte Abstand der einzelnen
korrigierten Nullwerte entspricht der Spontanveresterung
des Extrakts,

Salzsaure bel 100°, ist ein dusserst wichtiges
Hilfsmittel zur Untersuchung des Umsatzes
der phosphorylierten Verbindungen gewor-
den, vor allem auch zur Auflindung nener,
noch unbekannier Phosphorsiureester. Sie
hat auch Embden den Weg zur Auffindung
der Phogphoglvcerinsgure gewiesen. Da die
Phosphoglveerinsdure 1 Stufe hoher oxydiert
ist als die Hexosediphosphorsiare, so musste
gleichzeitig ein reduziertes DProdukt ent-
stehen, wofiir Embden zutreffend die a-
Glveerinphosphorsdure annahm, die wir urn
diege Zeit, wie ihm nnbekannt war, gerade
igoliert hatten. Auch die anderen Reak-
tionen liessen sich zur Hauptsache experi-
mentell verifizieren, vor allem die letzte
Reaktion des Embden-Schemas zwischen
Brenziraubensiure und a-Glyvcerinphosphor
sgure. Im Endeffekt miissen hel iiberschiiss-
iger Brenztraubensaure pro Mol a-Glycerin
phosphorsgure 2 3ol Milchsdure auftreten

nach der Gleichung,
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CH, CH,OH CH;,
C= 0+ CIIOH =2CHOH + H; PO,
COOH CHg'O'POgHg COOH

aber da nur die links drehende Komponente
reagiert, gilt das nur fir die natirliche
a-Glycerinphosphorsdure. Bel der racemi-
schen dagegen, wo nur eine Halfte reagiert,
muss pro Mol Glycerinphosphorsdure nur 1
Mol Milchsaure entstehen. Das igt nun in
der Tat bei Totalumsatz ganz genau der
Fall, wie die Kurven der Abbildung 2 zeigen.
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-.;- _-_——H
25 e ] ,}
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/
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Zeit in Min,
Abb. 2.

Verlanf der Milchsjurebildung in 10 cocm Extrakt
mit natiirlicher und synthetischer a-Glycerinphos-
phorsjure.

Kurve Q: Milchsdureblldung ohne Zusatz.

Ausgezogene Linien Ia und 1b : Synthetische Glyce-
rinphosphorsiure mit' 11, 7 und 24 mg Glycerin,

Gestrichelte Linien 1Ta und I[b: Natiirliche Glyce-
rinphosphortszure mit §, 9 und 11, 9 mg Glycerin,

(Im letzteren Falle entspricht die Differenz der Milch-
saurebildung gegeniiber dem Leerwert genau dem Dop-
pelten des zugesetzten Glycerins. Bei der synthetischen
Siure stimmen Milchszurebildung und Glyceringehalt
iiberein.)

Dass aber die hier vorliegende Reaktion nur
eine Bilanzgleichung  darstellt und der
Umsatz wirklich, wie Embden annimmft,
iiber eine Triosephosphorsiure fiithrt, zeigt
sich in  Gegeawart von Fluorid. Fluorid
unterbricht die Reaktionskeite hinter der
Phosphoglycerinsdure. Es hindert aber nicht
die Dismutation zwischen Brenztraubensiure
und a-Glycerinphosphorsdure. Infolgedessen
wird in Fluorid die a-Glycerinphosphorsivre
zu Phosphoglyeerinsdure oxydiert unter
Aufnahme von 2 Sauerstoffatomen und
dafiir werden 2 Mol Brenztraubensdure za
Milchsaure.
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CH, CH.,OH CH, COOII

l | | |
2C =0 + CHOH = 2CHOH + CHOH

I | | }
COOH CH,-0-POyH: COOH  CH,-0-PO;H,

Dies erklirt sich so, dass bei der Dismutation,
voa w-Glyeerinphosphorsaure mit Brenz-
traubenséure Milchsdure wund Triosephos-
phorséiare entstehen und die letztere dann
wieder in Phosphoglycerinsdure und Glycern-
passphorsdure dismutiery, die Phosphogly-

sringaure aber dann durch Fluorid gleicheam
in eine Falle gerat.

Die Vorlegung des Embden-Schemas
gerade im Augenblick unsgerer eigenen Arbei-
ten itber dieses Thema hat sehr anregend
anf die weaitere Arbeit gewirkt, wobel ich
zweli HEtappen unterscheiden mdchte. Die
erste Etappe bestand in der Auffindung und
Isolierung teils einzelner 1m Schema  aug
theoretischen Griinden schon postitjierten
Zwischenstufen, wie der Triosephosphorsiure,
teils anderer dabel nicht vorausgescehener
wziterer Intermediarprodukte. Hierbei
ergaben sich auch hichst eigenartige Gleich-
gawichtsreaktionen, durch die die phosphory-
literten Zwischenprodukte mit einander in
Verbindung stehen. Die zweite Etappe,
die erst neuen Datums ist und jetzt zum
Abschluss gebracht wurde, bestand darin,
das Scehema selbst einer bedeutenden Abinde-
rung zu unterziehen, um den raschen Abbau
zu Milchsdure damit zutreffend wiederzu-
geben.

Ich beginne mit der ersten Ftappe. Das
hauptsachliche Mittel zur Isolierung der
Zwischenstufen wund Untersuchung i1hres
Umsatzes izt die Dialyse des Enzymextrakts.
Dadarch wird das Adenylsduresystem unc
das Magnesinm entfernt und infolgedessen
auch alle Reaktionen aufgehoben, die mit
Aufnahme oder Abgabe von Fhosphat ver-
knitpft sind. FEine Reihe anderer Reaktionen
findet aber noch statt und dies sind merk-
wiirdigerweise vor allem umkehrbare Reak-
tionen. Schon frither hatte K. Lohmann
auf diese Weise e¢ine umkehrbare Leaktion
gefunden, die noch vor dem eigentlichen
Abbau liegt, nimlich dic Umwandwung der
am Anfang vorgefithrten Hexosemonophos-
phorgiuren, der Aldosephogphorsaure und
Ketosephosphorsdure,’®  Es  hatte  sich
ergeben, dass der natiirliche Robison-Emb-
den-HEater, der in  Wirklichkelt nicht

18 K. Lohmann, Biockem. Z., 1933, 282, 187.
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reine Glukosemonophosphorsiure ist, sondern
aus zwel Tellen Glukose- und einem Teil
Fruktosephosphorsdure bestebt, ein Gleich-
gewichtsester i1st und dass sich, ausgehend
von den relnen Verbindungen enzymatisch
also ein (Fleichgewicht hersteiit. Diese Be-
obacntung erklirte, warum neben der Hexzose-
diphosphorsdure, die eine reine Fruktoge-
diphogphorsinre ist, zur Hanptsache Glu-
kosemonophosphorsdure in den Enzymex-
trakten vorhanden ist. Sobald nimlich eine
Phosphorsiduregruppe aus dem Diester enzy-
matisch abgespalten wird, wandelt sich der

Monoester in das Gleichgewichtsgemisch
um.

Die erste Abbaustufe, die man aus Hexose-
diphosphorsdare Im ¥nzymextrakt erreichy,
ist (ie Dioxyacetonphosphorsiure.  Diege
Etappe war von Embden vor allem aus theore-
fischen Frwdgungen eingesetzt. Aunch war
damals schon die Glycerinaldehydphosphor-
saure bekannt geworden. die €. (). 1. Figcher
synthetisiert hat wund die enzymatisch
Milchsdure bildet und mit Hefeextrakf zu
Alkohol und Kollensdure vergiven kann.l?
Auch andere Autoren hatten Hinweise auf
die Triogsephosphorsaure gefunden.  Die
direkte Isolierung und Darstellung der Triose-
phosphorsiure gelang uns, als wir erkann-
ten, dass die Hexosediphosphorsiure sich in
dialysiertem Extrakt umwandelt 1n cine
Verbindung, die durch schwaches Alkali Dei
Zimmertemperatur in Thosphorsbure und
Milechsdure verseift wird.,  Diegelbe Reak-
tion gab die Fischersche Glycerinaldehyd-
phosphorgiure, Tatsdchlich war unsere
Substanz, die von K. Lohmann isoliert
werden kounte, das Isorcre, nidmlich die
Dioxyacetonphosphorsdaure, Das wurde
zuerst dadurch bewiesen, dass sie mit Jod
und Bronl nicht reagierte. Schliesslich
warde gie von Dr. Kiessling synthetisiert
und damit die Identitit sichergestelt. Da
die Substanz kein asymmetrisches C-Atom
bositzf, 8o kann auch der synthetische Triose-
egter zu 100 ¢},  vergidren. Im Jolgenden
ist der chemiselle und der enzymatische
Umsatz der beiden Triosephosphorsiuren
gehematiseh  dargestetlt. Merkwitrdiger-
weige ist nun die Spaltung von Hexosedi-
phosphorsiure  in Dioxyacetonphosphat
reversibel und bei dieser Reaktion 18t genau

17 11, O, 1.. Fischer u. K Baer ker. Chem. Ges., 1932,
85, 337 u. 1040,

18 O, Meyerhof u, K. Lohmann, Biaciem. Z., 1834,
271, 80 1034, 3/8, 13; 1934, 373, 413, 1935, 376, 430,
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CIIE '+' P04 H:

CH-O-PO,H> C=0 CH,0-POsH,
H‘!:OH ~ l 0 - |
. C =0
| o c< |
CH,0OH
t:< H i
H Methylglyoxal
3-Glycerinaldehyd phosphors. J +H,0 Dioxyacetonphosphors.
Milchszure
|
e ({HOH + CHOH S
l
COOH CH,OH
die Forderung des Massenwirkungsgesetzes
erfilllt (Abbildung 3). o0
K c? (Diox.)
C (HEE.) R 303‘ |
'3 i'ﬂif:f!unf tes Gki’rﬁ;ew&#fﬂ .E
00 2 fr.r'uep#ﬂf&, - fﬁﬂﬂud}r&;ﬁ@_ \% 60 X
% .
42103 m aryan Phosphor S Y0 '—l
£7%5 : * R —— L
3 R apl _
LE"'
B 0 1 2 3 % & 6 7W°m
Abb. 4.

— — Gleichgew,

(207

15 30
Abb. 3.

Ordinate : 9, Triosephosphorsjure.
Abszisse : Zeit in Sekunden.

SeX. &7

Terner ist dieses (Gleichgewicht stark temper-
aturabhingig und gchorcht genau der fiir
ein temperaturabhingiges Gleichgewicht
gliltigen Isochorengieichung von van t’"Hoff.
Auf Abbildung 5 sehen Sie die Abhiingig-
keit des log 1K von der reziproken Tempera-
tur. Nach der van t'Hoff’schen Gleichung

d log K = R%) herechnet sich daraus

fiir die Spaltung eine negative Warmetdnung
von —12 000 g cal. Experimentell haben
wir diese Wirme gemessen und zu —14 000
g cal pro Mol gefunden. Es ist dies die erste
messhare negative Warmetdénung, die bei
einer {reiwilligen enzymatischen Spaltung
aufgefunden ist.  Ieh kann mich aber nicht
langer bei dieser interessanten Reaktion
gufhalten und will nur noch sagen, dass si¢h

Gleichgewicht (2-Triosephosphorsiure Z 1 Hexose-

diphosphorsiure) bei weachselnder Gesamtkonzen-
tration des gebundenen Phosphats.

Ordinate : Triosephosphorsiure.

Abszisse ¢+ 1072 mol gebundenes Phosphat.

X — X — X Gleichgewichtseinstellung bei 69°,

0—0—0 Gleichgewichtseinstellung bei 20°.
auch die synthefische Glycerinaldehydphos—
phorsdure enzymatisch in die Dioxyaceton-
phosphorsiure umwandelt.?  Nicht ganz
sicher, aber wahrscheinlich liegt hier auch
ein Gleichgewicht vor, das sehr zugunsten
der Dioxyacetonphosphorsivure verschoben

ist und in diesem Falle ist dann die Gleichung
zu formulieren :

Hexosediphosphat = 2 Dioxyacetonphosphat
= 2 Glycerinaldehydphosphat.

Eine zweite Reihe umkehrbarer Reaktionen
findet sich bei der schon vorher erdrterten,
von Embden auigefundenen Spaltung der
Phosphoglycerinsdure zu Breunztraubensiture.
Im dialysierten Muskelextrakt erhilt man

19 Q. Meyerof u. W, Kiessling, Biockem., Z., 1935,
279, 40.
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zwel weltere phosphorylierte Zwischenpro-

dukte, die in der folgenden Gleichung aufge-

fithrt sind,

Abhingigkeit der Gleichgewichtskonstanten K von
der Temperatur.

Ordinate : logyo K.

Abszisse: 1/T abs, { Die Messtemperaturen sind in °C,
angegeben).

I X— X — X Mittelwerte fiir eine Fermentver-
diinnung 4 und Esterphosphat 4.10-3 mol.

IT 0—0—0 Dasselbe fijr Fermentverdiinnungen
1/16 bis 1/32.

II1 A—A—A& Dasselbe fiir Fermentverdijnnuangen
1/16 und 0:006 mol, MgCl,.

IV® -8 — ® Fermentverdiinnungen 1/16  und

maximal wirksame MgCl,—Konzentration (0-12
bis ¢-06 m},

Die log K liegen auf parallelen Geraden in Uebereinstim-
mung mit der van’t Hoff’schen Isochorengleichung (fiir
konstante Wirmetdonung der Reaktion).

-4t
70° (0° y0° 20° gt -7°
F—>=30 32 3% 36 3270
Abb. 3.
(3) CH.0-PO3;H. CHEP(IJH* CH,
\ N
(2) CHOH — C — C — 0-PO3H,
} O-POzH,; COOH + H,0
(1) COOH COOH
[a, — 14:5°] (ot + 24:3°] °
CH, (i‘Ha
|
C — O-POH. + H,O—> c:, = O + HiPO,
I
COOH COOH
[ap - 1:0°]
nimlich die 2-Phosphoglycerinsiiure und Sie konnten von Dr. Kiessling beide

die (enol) Brenztraubensiurephosphorsaure
(Phosphobrenztraubensiure). Bis dahin
bestand keine Sicherheit iber die Konstitu-
tion der Phosphoglycerinsiture. Man nahm
stillschweigend an, dass €8 sich hier um
3-Phosphoglycerinsiure handelt und das hat
sich dann auch insoweit als zutreffend erwie-
sen, als der Hauptteil der gewdhnlich 1iso-
lierten  Subgtanz 3-Phosphoglycerinsiiure
ist. Diese 2-.und 3-Phosphoglycerinsiure
unterscheiden sich aber durch ihre Loslichkeit,
und vor allem durch ihre optische Drehung,

isoliert und auch synthetisiert werden.?®
Die Phosphobrenztraubensiaure wurde von
K. T.ohmann als kristallisiertes Silber-Bari-
umsalz isoliert und dann auch von Kiessling
synthetisiert.? Diese Verbindungen stehen
mit einander in Zusaminmenhang duarch weitere
Gleichgewichtsreaktionen, die cine geringe

20 W, Kiessling, Ber. Chem. Ges. 1935, 68, 243;
O. Meyerhof u. W, Kiessling, Biockem. Z., 1935, 878,
239.

21 K, Lohmann u, O. Meyerhof, Biockem, Z., 1834,

273 . 6! ; W, K‘ﬁﬁ-‘lhﬂﬂn Ber, Chew. Ges., 1943, ﬁﬂ; Qﬂ'{:
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l/d 20° $0°* 60°
28 _Pher. 24 23
2-Pagl.
Abb. 6.
Vertetlung zwischen 3-Phosphoglycerinsijure,

2-Phosphoglycerinsiure und Phosphobrenztraubensjure
im Gleitchgewicht bel verscriedener Tewmperatur.
Die gestrichelte Fliche stellt den Anteil won
2-Phosphoglycerinsjinre dar, die dariiber befindliche
Fliche denisnigen wvon 3-Phosphoglvcerinsiure, die
unten befindiiche den Anteil von Phosphobrenzirau-
Phosohobrenztraubensiure

2—--Phosphoglycerinsiure
ist danach annihernd temperaturunabnjingig,
Abhingigkeit von der Temperatur zeigen.
Abb. & st ein Diagramm, wie sich
die 3 Verpindungen verteilen. Jedes dieser
Gleichgewichte, dasjenige zwischen 3—Phos-
phoglycerinsiiureund 2-Phosplioglycerinsiure,
sowie das zwischen 2-Phosphoglycerinsizre
und Phosphobrenztraubensiure kann man
aber auch {fiar gsieh beobachten. Man
bekommt dann z B. den auf Fie. 7V darges-
tellten Zeitverlanf. Das letzfe Stick
der Reaktionskette, die Aufspaltung der
Phosphobrenztraubepsinre zu Brenzfranhen-
sgiure + Phosphorsiure ist nun eine typigche
Umesterungsreaktion. Die Phosphobrenz-
traubensiure wird in dialysiertemy Enzymex-
trakt nicht gespalten, sondern erst nach
Zuasatz von Adenylsiure und dies beruht
eben darauf, dass die Adenylsiure gich dahel
zu Adenylpyrophosphat umestert, ohne
Abspaltung von anorganischem Phosphat.
Diese Reaktion wurde im Institut von J. XK,
Parnas als Teil der von ihm entdeckien
Umesterung der Phosphoglyecerinsaure zu
Kreatinphosphorsiure aufgefundeyn,®? itbrig-
ens unabhinglg davon auch in uanserm
Ingtitut von g, Lehmaun®* Nun gibt es
zwischen diesen beiden Reibien umkehrbarer

bensiure, Das Verkiitnis

¢z J K. Parnas, X{in. Ws. 1933, 1117,
?3 0. Meyerhof u, H, Lehmann, Naturwiss,, 1935, 23,
337
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Abb. 7.

Verlauf der Phosphobrenztraubensiurebildung in der
Restldsung des Tierkohlenadsorbats.
0—0--0 | Bildung aus 2-Phosphoglycerinsiare.
O-~0- -0 lamit 2.107%n NaF.
X - X — X II Bildung aus 3—-Phosphoglycerinsiure.
X=«X==X ITlamit 2X10"2 n NaF.
Die Fluocridhemmungen sind in diesem Fall noch unvoll-
stdudiger und ergeven 1m wesentlichen nur Verlangsa-
mung der Geschwindigheit der Einstellung. Infolgedessen
geht das Maximum im Falle von la io der Versuchszeit
nicht zuriick wie das Maximum von f. Hier ist noch so
viel Phosphoglyceromutase vorhanden, dass aus 2-Phos-
phoglycerinsgure und 3-Phosphoglycerinsjare 1 90

Min, das vollstindige Gleichgewicht der 3 Komponenten
entsteht.

Reaktionen. die ich genannt hahe, noch
einen Uebergang, den wir in Gegenwart von
Fluorid leicht realisieren konnen. Die
Reaktion nimiich: 2 Triosephosphorsiure
->- Phogphoglycerinsiinre -+ a-Glycerinphos-
phorsiure,
Diese Reaktion hat sich bisher als nicht
umkkehrbar erwiesen. Sie geht aber auch
ohne Aenderung des FPhosphatbestandes
cinher und daher anch in der Tat noch bei
stiarkster  Verringerang des  Adenylsaunre-
svstems, aber vielleicht doch nicht hel
villigem Fehlen aller Cofermentbestandteile,
jedenfalls nicht mehr in so lange ausdialy-
sierten Extrakten wie die bisher heschrieben-
en Reaktionen, Moglicherwelse ist an dieser
Reaktion mnicht das Adenvigitregystem,
sondern die davon verschiedene Enlersche
Cozymase beteiligt. Ich muss dies aber
offen lassen, weil diese Frage noch nicht
vollstindig geklirt ist.

Nun komme ich zu der zweiten oben
genannten ltappe unserer Arbeiten. Sich mit:
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dem Dbisherigen, 4. h. mit dem Fmbden-Sche-
ma, sowelt es vorlag und den Modifikationen,
die durch die neu aufgefundenen Zwischen-
reaktionen ndtig wurden, noch nicht zu
beruhigen, dazu gab die Erkenntnis Veran-
lagsung, dass einzelne Reaktionen, vor allem
die zwischen Brenztraubensiure und e-
Glycerinphosphorsinre meist viel langsamer
und mit sechlechterer Ausbeute abliefen als
cie Milehgliurebildung aus Glykogen oder
Hexosen. Wie Aubel und Simon in Paris
zeigten.’* kann man ein Acetonpulver aus
Muskulatur herstellen, das noch aus Glykogen
Milchsiure hildet, aber nicht mehr in dem
System Brenztraubengiure + qo-Glycerin-
phosphorsiiture, Das war natiirlich ein ernster
Einwand. Von den echten Zwischenreak-
tlonen muss man verlangen, dass sie unter
oleichen Umgtdnden mindestens go gut und
mit mindestens derselben Geschwindigkeit vor
sich gehen, wie die Gegsamtreaktion. Wenn
dies nicht der Fall ist und sogar ein einzelnes
Teilglied unter Umstinden ausfillt, so kann
man sicher sein, dass etwas noch nicht in
Ordnung ist. Die Beogbachtung von Aubel
nnd Simon ist zuireffend. Man kann be-
sonders leicht durch Fallung nicht der
Muskulatur selbst, wie die Auntoren es taten,
sondern durch Fillen des Muskelextrakts
mit Aceton, ein Pulver herstellen, desgen
wissriger Auszug Glvkogen und, in Ver-
bindung mit einem Hefeaktivator, den ieh
irither angab, auch Glukose in Ailchsdure
umwandelt, aber nicht mehr mit a-Glycerin-
phosphorsiinre die Brenztraubensdure., Die
franzosischen JForscher wollten in  1ihrer
Beobachtung den Beweis crkennen, dass
hier die Spaltung tiber Methylelvoxal ginge.
Das Methylgiyoxal, das man unter solchen
Umstanden finden kann, rihrt jedoch von
dem spontanen Zerfall der Dioxyaceton-
phosphorsinre her. Dieser Zerfall geschieht
auch In Abwesenheit des Ferments; er
ist also nicht enzymatisch, 1n den wenigen
Minuten aber, die in ungeschidigten Fer-
mentextrakten fliir die maximale Milchsaure-
bildung ausreichend sind und in denen das
zugesetzte Kohlehydrat verbraucht wird,
enteteht iiberhaupt keine messbare Menge
Methylglyoxal, auch dunn mnichf, wenn
Glutathion abwesend ist. Des Ritsels Lo-
sung fiir diesen negativen Befund der
franzisischen Autoren ist vielmehr cine ganz
andere.2®  Tatsdchlich ist pimlich die

24 ¢ Aubel u. . Simon. . R. Soc. Bidd., 1034, 114,
905 : 115, 373, 11%8.

25 (), Meyerhof, a. W, Kiessling, Biociem. Z,, 1935,
283, 83,
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o-Glycerinphosphorsiure nieht die phospho-
rylierte Zwischenstufe, die hauptsichlich die
Brenztraubensiiure zu Milehsiure reduziert,
sondern vielmehr die Triosephosphorsdure
und schematisch lautet die letzte Reaktion

Triosephosphorsiure

Phosphoglycerinsjure
+ Brenztraubensjure

3 Milchsjure,

Diese Reaktion kann direkt zwischen der
Dioxyacetonphosphorsiture, die imn Gleichge-
wicht aug Hexosediphosphorsiure entsteht,
und der Brenztraubengiure ablaufen. FEine
entsprechende Reaktion, nimlich Milehgiure-
bildung aus Brenztrauhensaure in Gegenwart
von Hexosediphosphat und Flusrid, ist von
Dische im hidmolysierten Blut beobachtet
worden.?® Rascher geht aber diese in der
leichung wiedergegebene Rceaktion, wenn
man von Glvkogen oder von Glukose in
Gegenwart des schon erwihnten Hefeakti-
vators ausgeht. Diese werden dann zunichst
verestert und es bildet sieh ein Produkt, das
1ich als priméregs Veresterungsprodukt be-
zeicine und das man als eine Hexosediphos-
phorsidure in status nascens oder auch alg
ein Radikal auffassen kann. Dieses zerfilit
viel rascher als die Harden-Youngsche
Diphosphorsanre, die eine Art Stabilisierungs-
prodult  vorstellt. Nun, sowoh] mit
Hexosediphosphat wie auch mit Glvkogen
oder Glukose reduziert sich in  Fluorid
Brenztraubensiure zu Milehgdure, wobei das
frisch veresterte Kohlehydrat auf dem Wege
itber Triosephosphorsidure zu Phosphoglyce-
rinsaure oxydiert wird. Das Fluorid fangt
glelchsam die Phosphoglycerinsdure ab und
der Vorgang bleibt stehen, entweder wenn
die ganze zngesetzte Brenztranbensiure zu
Milchsdure gewcerden ist oder im Falle von
Glykogen oder (ilukose das ganze anorgan-

1sche  TPhosphat zu Phosphoglycerinsaure
verestert ist. ITinen Eindruck von den
vergleichsweisen  Geschwindigkeiten  der

Reaktion haben Sie auf den Xurven (¥Fig. 8).
Hier ist die normale Milchsaurebildung
aus Glykogen beziehungsweise (ilukose
ohne Fluorid verglichen mit der Milehsiturehil-
dung aus Brenztraubensiure mit Fluorid und
zwar auch in Gegenwart von Glykogen bezie-
hungsweise Glnkose. Der Piedl oben links
aibt diec Menge am Anfang zugesetzter brenz-
tranhengiure beziehungsweise anorganischen
Phosphats an. Wie genan der Umsatz
gtochiometrisch verliuft, zeigt das folgende
Bild (Fig. 9} und zwar ist bhier die
Reduktion der  RBrenztraubensdure 43

38 2. Dische, Biochem, Z., 1936, 330, 249.
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Abb. 8.

Vergleich der spontanen Milchsiurebildung aus
Kohlenhydrat mit der Milchsiurebildung aus Brenz-
traubensiure in Gegenwart von Fluorid und Kohlen-
hyérat. -

Umsitze pro | ccm frischem Kaninchenmuskelextrakt.
Ausgezogene Kurven: Milchsiurebildang, Gestrichelte
Kurven : Verbrauch des anorganischen Phosphats,

1 +—+ ohne Fluorid. Milchsiurebitdung aus 3, 6 mg
Glukose und Hexokinase.

IT 0= Milchsiurebildung aus 3, 6§ mg Glykogen,
ohne Hexokinase {ohne Glykogen ist die Milch-
sguarebildung Null und nicht eingezeichnet).

IIT X— X und IIla X« -=X Milchsiuarebildung und
Phosphatveresterung mit 3+10-2 NaF, Brenz-
traubensiure und Glukose (Anfangsgehalt von
Brenztraubensiure und Phospbat 225 X 10-6

mol.}.
1vO-0O 1va O--0O ebenso. Brenztraubensiure und
Giykogen. Man sieht, dass mit Glykogen zusitz-

liche P~Veresterung stattfindet,

Milchsdure in Gegenwart von Glukose vorge-
nommen, wobei sich die Glukose also mit
Phosphat verestert und zu Phosphoglycerin-
siure wird. Aufgezeichnet 1zt Milchsaure-
bildung, Brenztraubensiureschwund, Ver-
brauch von anorganischem Phosphat und
Bildung von Phosphoglycerinsiure. Alles
ist genau &aquivalent, entsprechend der
Gleichung : -

Glukose+ 2 Phosphat
4+ 2 Brenztraubensiure

Auf Abbildung 10 ist nun auch In
einem  Muskelextrakt, der zur Milch-
siurebildung aus Brenztraubensdure und
a-Gylcerinphosphorsdure befdhigt 1sf, die
Geschwindigkeit dieser Milchs#urebildung
verglichen mit derjenigen, die sich bei
gleichzeitiger Oxydation des Veresterungs-
‘)T{}d‘lktw za P hﬁbphft“h}'ﬁﬁrﬂl%&lltﬁ ergibt,
Dle crstere ist ausserordentlich viel kleiner.
Stellt man denselben Versuch an mit einem
Extrakt aus Acetonpulver, so ist iiberhaupt
die Geschwindigkeit dieser Reaktion mit
a-Glycerinphosphorsdure nahezu Null, dage-

2 Phosphoglycerinsidure
+2 Milchsiare
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Kohlehydratumsatz in fluoridversetztem Extrakt aus
Acestonpluver.

40 mg Pulver, Zusatz von Glukose und Brenztrauben-
sdure (die Pfeile links geben den Anfangsgehalt von

Benztranbensiure und anorganischem Phosphat an.) Um-
satz in 10°% mol,

I +—+ Milchsjarebildung,

IT X — X Brenztraubensiureabnahme,

111 00  Bildung von schwer hydrolysierbarem Ester,

IV O—0O Abnahme des anorganischen Phosphats.

- — = Milchsgurebildung mit Brenztraubensiure

ohne Glukose.

gen die der anderen Reaktion ganz un-
verandert, Tatsichlich sind die tibrigen
Kurven, mit cinem solchen Extrakt aus
Acetonpulver angestellt. Indiesem Fall ist die
Reaktionsgeschwindigkelt bis nahe zum
Verbrauech der Brenztrauhensiure oder des
vorhandenen I’hosphats immer grosser
als die spontane Milchsdurebildung und das
gilt nach unsern Versuchen be1l allen
beliebizen Fevmentextrakten und unter
allen Versuchsbedingungen. Darans missen
wir folgern, dasgs dieses auch die Reaktion ist,
die letzten BEndes fur die rasche Milchsénre-
bildung verantwortlich ist,

Eheich nun das Schema fiir die Milchsidure-
hildung entwerfe, wie es sich aus allen
Reaktionen ergﬂot macehte ieh kurz anf die
analogen Zwischenglieder der alkoholischen
Girung eingehen, wobel ich mich allerdings
auf einige wesentliche Punkte bheschrinken
will.

Zwel Eigentiimlichkeiten der alkoholischen
Géarung, die sich ebenso, wenn auch nicht
ganz so ansgesprochen, hei der enzymatischen
Milchsdurehildung wiederfinden, seien 2zu-
nichst erwahnt:
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Abb. 10.

Miichsiurebildung und Phosphatveresterung betm
Umsatz von Brenztraubensjure und Phosphobrenz-
traubensjure in Gegenwart von NaF. Pro ccm frischen
Kaninchenmuskelextrakts. Ausgezogene Linien : Milch-
sgurebildung. Gestrichelte Linien: P-Veresterung,
Die Pieile links geben den Anfangsgehalt von Brenz-
traubensjiure, Phosphobrenztraubensiure und anorga-
nischem Phosphat an.

I +—+ Milchsgurebildung aus Brenztraubensiure al-
lein.

II O—0O und I[Ia O -0 Milchsiurebildung und
P-Veresterung mit Brenztraubensiure und
Glukose (Der Umsatz fgilt schon nach 5 Minuten
al wegen fast vollstindiger Veresterung des
priformierten Phosphats}.

I11 L i— aus Brenztraubensiure
phosphorsiure.

IV X— X und I1Va X % Milchsiurebildung und
Phosphatveresterang aus Phosphobrenztrauben-
sjure und Glukose (hier wird voriibergehend
anorganisches Phosphat abgespalten).

and a-Glycerin-

erstens die sogenannte Induktions-und
Angirungsperiode und dann die Harden-
Young'schen Gleichungen. Die zellfreie
(3drung setzt nach Zuckerzusatz niemals
unmittelbar ein, es vergeht e¢ine gewisse
Induktionsperiode, bis die sogenannte
Angirung beginnt und auch diese Angarung
zeigt noch keine konstante Geschwindigkeit,
sondern steigt langsam bis zum Maximum.
Die maximale Geschwindigkeit halt dann so
lange an, bis alles anorganische Phosphat
veregtert 1ist. Diese TPhosphatveresterung
findet aber ihren Aunsdruck in der 1, Harden-
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Young’schen Girungsgleichung.
der raschen Periode der Gérung verestertu
sich, gleichzeitig mit der Vergirung eines
7Zuackermolekiils ein zweiteg zu Hexosediphos-
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Wihrend

phat evtl. ein Teil zu Hexosemonophosphat,
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Abb. 11.

Umsatz von 2 mg Glukose durch Muskelextrakt mit
Hexokinase,
—+  Milchszurebildung }mit vermehrter Phos-
X -— X Phosphatveresterung phatmenge.
(Gehalt: 0,736 mg P20; djulvalent 0,942 mgz Zucker,
Pie vertikalen gestrichelten Linien entsprechen dem
Umsatz der im ganzen vochandennen 2 mg Glukose.)
O-—-~-0O Milchsiurebildung } ohne FPhosphat-
+4-—~——~-+ Phosphatveresterung }  zusatz.
(Priformierter Gehalt: P3O 0,356 mg, eatsprechend
0,546 mg Zucker,)
P mit ausgezogenem Strich->Phosphatgehalt des 1.

V ersuchs,

Po- - ~ —> gestrichelt, Phosphatgehalt des 2, Ver
suchs.

wobei das anorganische Fhosphat ver-

schwindet. Dieses Hexosediphosphat wird

ergt dann i Anschluss daran, nach Verbrauch
alles anorganischen Phosphats, langsam
gelbst vergoren. Induktions- und Angiarungs-
pericde Lidpgen nun mit der Bildung von &
Intermediirprodukten zusammen, durch
deren vorherige Zugabe man sie abkiirzen,
beziehungsweise  ganz  beseitigen Kann,
nimlich einerseits Hexosediphosphat,
andererseits Acetaldehyd. Gibt man beide
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gleichzeitig von vornherein hinzu, so erhilt
man fast gofort die maximale Girge-
schwindigkeif. In weniger auggesprochener
Weise ist dies auch bei der Milehsidurebildung
i Muskelextrakt der Fall. In diesem Falle
kann man (nach einer Beobachtung von
Lipmann)*” Qie Induktionsperiode durch
Brenztraubensiure beseitigen. Ferner
erweist sich auch bei der Milechsdurebildung
aus Glukose, die Harden-Young’'sche Girungs-
gleichnng als giiltig, ndmlich in der ersten
raschen Periode werden neben der Dildung
von 2 Mol Milchsdure 2 Mol Phosphat zu
Hexosephosphorsidure verestert?s. (Abbildung
11).

Die genannten Eigentumlichkeiten nebst
anderen werden nun durch das uynten-
stehende Schema der alkoholischen Gdrung
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nun Hexosediphosphat und Glukose zugegen
sind, 80 reagieren sie zunichst nach der
Gleichung a, unter weiterer Veresterung der
Glukose iitber die 'Triosephosphorsiure zn
Phosphoglycerinsidure ind  a-Glyeerin-
phosphorgiure. Bei der Géarung tritt die
a-(ilycerinphosphorsiure nicht in Reaktion,
sondern wird durch die Phosphatase zn
Glycerin und Phosphorsidure aufgespalten.
Die Phosphoglycerinsinre aber lagert sieh
nach den geschilderten Reaktionen zu Phos-
phobrenztraubensiure um, Aus dieser
entsteht Brenztraubensiure und aus dieser
Acetaldehyd und Kohlensiure und mit der
Bildung des Acetaldehyds ist die Angfirungs-
periode zuende und es heginnt der stationire
Zmstand.,

tlier, bei dem Zerfall der Phosphobrenz-

Ergdanzles neues Girungsschema (1935).

(@} 1 m Glucose
-4 1 m Hexosediph, —»

[4 m Dioxyacetonph, —

4 m Glycerin-:] 2 m a-Glycerin-ph

g + 2 H3P O, aldehydph. + 2 m Phospio-glycerins.
o8
E‘“ (6} 2 m 3-Phospho-glycerins. 72 2 m 2-Phospho-glycerins, 2= 2 m FProspho-brenstr. + 2 Ha O
A
(¢} 2 m Phospho-brengtr. + 1 m Glacose -=> 1 m Hexose-diph. + 2 m Brenztraubens.
Q ./ .
g ‘ . 2 CO, 2m Aeetalderyd
I
1m Glucose prim. Verester.- 2 m Phocpio-
(&t Hexose-diph. Katal. + 2 Hg POy —~— produkt ——>  glycerincdure
+ 2 m dcetaldehyd. -4 2 m Acetaldehyd -4 2 m Alcohol
verstindlich. Jede der angefithrten Reak- traubeoséiure, findet noch eine eigenartige

tionen lAsst sich filr sich nachweisen
und verliuft dann nnter gleichen Umstinden
mit derselben oder hoheren Geschwindigkeit
wie die ganze Giirung. Zwunichst sieht man
die Trenpung der Angirungsperiode vom
stationiren Zustand. wobel die Apgirungs-
periode bis zur Bildung von Acetaldehyd
fulhrt., Hier ist zur Auslosung, d.h., zur
Aufhebung der Induktionsperiode etwas
Hexosediphosphat als vorgebildet eingesetzt.
Man kann das in dem Schema vermeiden
und, wie von Parnas vorgeschlagen ist, noch
eine Gleichung an die Spitze stellen, die zur

Bildung von  Hexosediphosphat {uhrt,
nimlich den TUmsatz von Glakose mit
Adenvlpyrophosphat., Wie D:. Lohmann

schon friher gezeigt hat und wie nene Versuche
noch exakter ergeben, kann Adenylpyvro-
phosphat das Hexosediphosphat hei  der
Angirung gquantitativ ersefzen, eben dadurch,
dass cs sich mit Glukose umestert. Wenn

27 F. Lipmann, Biockem. Z., 1935, %76, 231,
¢8 Q, Meyerhof, Biochem. Z., 1327, 133, 1716

Umesterungsreaktion statt, die ich Dbisher
noch nicht erwihnt habe und die tatsichlich
fir die Geschwindigkeit der Zuckergirung
entscheidend ist. Die Phosphobrenztran-
bensiure wird namlich in Gegenwart von
Zucker ausserordentlich viel rascher aulge-
spalten als ohne diesen und zwar dadurch,
dass das Phosphat auf den Zucker umgeestert
wird.? Bei dieser TUmesternng entsteht
nebhen der frelen Brenztraubensiure Hex-
osediphosphat. Diese rasche Umesterung
geht mun ihrerseits itber das Adenylsiure-
gystem vor sich, indem sich zunichst die
PPhosphobrenztraubengsiure mit Adeuyisiure
za Adenylpyvrophosphat und Brenztrauben-
saure und dann das Adenylpyrophosphat
mit Hexose 211 Hexosediphosphat und Adenyl-
sidure umsetzt. Das Adenylsduresystem
wirkt also itberall wie ein Katalysator, indem
es cnen dauernden Krewlan! vollfithrt.
Diese hier aufgefiihrte Reaktion ¢ 1488t sich

29 O'. Meyerhof u, W. Kiessling, Biocken. 4., 1938,
281, 249.
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fiir sich studieren, wenn man Phosphobrenz-
traubensdure in Gegenwart von Zucker
vergaren ldsst unter Zugatz von Jodessigsdure.
Die Jodessigsiure verhindert die Oxydo-
veduktion der Triosephosphorsiure, infol-

gedessen schreitet die Reaktion der Glukose

niur bis zum Hexosediphosphat beéziehungs-
weilge bis zum Triogsephosphat fort, wihrend
auf der andern Seite die freiwerdend¢ Brenz-
tranbensginre bis zu Acetaldehyd und Xahlen-
siure gespalten wird. Wenn wir aler den
Hefeextrakt, der mit denselben Stoffen
versetzt ist, nicht mit Jodessigsiure, sondern
mit Fluorid vergiften, so schreitet die
Reaktion welter fort und nunmehr spiclt

CURRENT
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erfiillt ist, dass alle Reaktionen im stationiren
Zustand mindestens ebenso rasch ablaufen
wie die Gesamtreaktion. Das Schema ist
auch dadurch mit dem Garungsschema eng
verwandt, dass es gepau dieselben Inter-
medidrprodukte his auf den Acetaldehyd
enthilt., Dabei stellt die Brenztraubensiure
das biologische Aequivalent des Acetaldehyds

dar und die Milchsiiure das biologische
Aequivalent des .Alkohols. Im  Falle der
Milehsgurehildung setzt der  stationire

Zustand e¢in, wenn Brenztraubensgiure gebil-
det ist, die in entsprechender Weise mit dem
Veresterungsprodukt der Hexosen reagiert.
und dieses zu Phosphoglycerinsaure oxydiert,

wobei gie zu Milchsiure rednziert wird. Da
1etzt aie Angarungsperiode durch Brenz-
traubensidure aufgehoben wird, so sind die
Initialreaktionen zuende, sobald Brenztrau-
bensiture entstanden ist.

sich auebh noch die (Zleichung d ab. Sobald
Acetaldehyd enfstanden 1st, reagiert dieser
mit einem weiteren Zuckermolekiil, das sich
neu verestert und von 1hm zu Phosphogiy-
cerinsdure oxydiert wird, wobel er seibst zu

Schema des Haupiweges der Milehsaurebildung.

= [ 1. 2 mol, Hexose + 2 mol. Adenylpyrophosphat = 2 mol. Hexosediprosprat 4+ 2 mol. Adenylsiure

9

k? 2 mol. a-Glycerinphosphat
: %

E i 2. 2 mol. Hexosediphosprat = 4 mol Dioxyacetonphosphat ( = 4 mol. G!ycerinaldehydpl\ljsphat)

I=

ey

L 2 mol, Phasphoglycerinsdure
[ 3. 2 mol. 3-Phosphogiycerinsdure 2 2 mol, 2-Phosphoglycerinsdure = 2 mol. Phosphobrenstvaubesnsaure

1\

4. 1 mol. Hexose + 2 mol. Phesphobrenztraubensiure —>» 1 mol. Hexosedipbosphat + 2 mol. Brematraubensaure

5. 1 mol. Hexose -+ 2 wmol. Brenstraubensdure 4+ 2 mol. Phosphat - primires Veresterungsprodukt - 2 \Tl:.}L Bienztiauben-
: siure > 2 mol. Triosephosphat + 2 mol. Brenztraubensdure > 2 mol. Phosp trglycerinsinre + 2 mol. Milchsaure

—

Stationirer Zustand

H5a, 1 mol. IMexosediphospbat - 2 mol. Brenztraubensidure — 2 mol. Dioxyacetonphosphat 4- 2 mol. Brenztraubensdure
L —> 2 mol, Phosphoglycerinsaure 4 2 mol. Milchsiure

Die Reaktionen des Embden-Schema
gehiren danach in die Initiaiperiode. Ich habe
hiernoch die Bildung der Hexosediphosphor-
sanre durch die Umesterung von Hexose mat
Adenyvlpyrophosphat als die Primérreaktion
eingesetzt, weil man tatsdchlich nachweisen
kann, dass die Hexogediphosphorsiure im
Muskelextrakt auf diesem Wege entsteht,
wobei dann die Adenylsiinre bei dem Zerfall
der Phosphobrenziraubensinre wieder anor-
ganisches Phosphat aufnimmt. Vom Hexo-
sediphosphat an folgen nun dieselben Zwi-
schenreaktionen wie bei der Giarung bis zur
Brenztraubensiure, dann aber éindert es gich,
weil der carboxylatisehe Zerfall in Kobhlen-
giure und Acetaldehyd fehlt. Die Brenaz-
traubensiure tritt vielmehr direkt, wie ich
es geschildert habe, mit dem Veresternngs.
produkt der Hexose in Reaktion (HeXose=:

-

Alkohol reduziert wird. Hierbei kommt es
auch zu intermedidrer Bildung von Triose-
phosphorsiaure, die aber nicht noch einmail
besonders aufgefiihrt ist. Bel dieser Reak-
tion d entsteht also wieder Phosphoglycerin-
gdure, die dann nach b wieder in Reaktion
tritt, was so lange geht, bis der ganze Zucker
verbraucht ist. Zum Abhlauf der Reaktion
ist: eine Spur Hexosediphosphat erforderlich
und dies wird, wie man sieht, wenn es nicht
schon vorgegeben ist, daunernd durch die
Reaktion ¢ nachgehildet. Man sieht ferner,
dass hier als Endprodukt neben 2 Mol
Kohlensiure und 2 Mol Alkchol 1 Mol tHexo-
gediphosphat entsteht, wie es die Harden-
Young'sche Gleichung vorschreibt,

Ein ganz entsprechendes Schema kann
man nun auch fir die Milchsdurebildung
aufstellen, wobei ebenfalls das Postulat
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Glykogendquivalent beziehungsweise ver-
girbarer Zucker.) Uebrigens kann, wie ich
erwihnte, die Brenztraubensiure auch
verhiltnismissig leicht mit Hexosediphos-
phat selbst, beziehungsweise der daraus
entstehenden Dioxyacetonphosphorsiure
zu  Milehsfiure und Phosphoglycerinsiure
reagieren. Diegse Reaktion habe ich hier
als (Ba) aufgefithrt. Die analoge Reaktion
fehlt bei der Girung. Andererseits kommt
es auch bel der Milehsiiurebildung zur An-
haufung von Hexosediphosphat. Das hat
dieselbe Ursache wie dort, nimliich crfolgt
aus der Umesterung der Phosphobrenz-
tratthensdure mit Hexose nach der Gleichung
(4). Die Weiterreaktion der Glycerinphos-
phorsdure mit  Brenztraubensinre  ist
nicht extra aufgefihrt, Wie ich eingangs
geschildert habe. geht sie relativ langsam,
aber gerade die Moglichkeit, dass auf diese
Weise ebenfalls Brenztraubensiure wngesetzt
werden kann und ferner die andere, dass
auch die Hexosediphosphorsidure selbst mit
Brenztraubensiure in Reaktion tritt, sind
zweifellos die Ursache, dass die enzymatische
Milchsiurebildung nicht so schart in verschie-
dene Perioden zerlegt werden kann wie die
entsprechenden Gérungsreaktionen, wo der
eigentiimliche Garverlauf im Hefepressait
schon vor 30 Jahren die Aufmerksamkeit
der Forscher crregt hat,

Natirlich wollen wir augs diesen Studien
im LEnzymextrakt  auch eftwas iiber den
Chemismus der Zelle erfahren, wenn auch
die Reaktionen von dem Zusammenhang
mit der Muskelfunktion vollstandig gelost
sind. Tatsachlich kann man aus diesen
Studien gewisse Schlitsse auf die Reihenfolge
der Reaktionen 1m lebenden Muslel zichen.
So konnte K. Lohmann schon vor einigen
Jahren, aufgrund des Befundes, dass die
Kreatinphosphorsianre nur aufgespalten wird,
wenn sie sich mit Adenylsdure zu Adenylpyro-
phosphat umestern kann, den Schiuss ziehen,
dass die Aufspaltung des Adenylpyvrophos-
phats bei der Muskelkontraktion der Spal-
tung der Kreatinphosphorsaure vorhergehen
mmnss.*°

Wenn wir nun auch durch diese Schluss-
folgerung und ebenso auch durch die andern
chemischen Befunde noch keinerlei brauch-
bare Vorstellune gewonunen haben, wie gie
mit dem Mechanismus der Muskelkontrak-
tion verknupit sind, so kénnen wir imnerhin
die energetische Seite dieser chemischen
Reaktionen studieren, da sie ja die Energie
filr die Musgkelkontraktion liefern und letz-

#¢ K, Lohmann, Naturwiss., 1934, 23, 408,
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ten Endes daher auch der Wirmebildung
des titigen Muskels zugrunde liegen. Alg
Beispiel mochte ich nur auf einen Punkt
hinweisen. Nach den genauesten Wirme-
analysen von Dr. Hartree, dem Mitarbeiter
Professor Hills, gibt es nach Ablauf der
eigentlichen  Kontraktiongwirme (initiale
Wirmebildung) in Stickstoff eine Xkurze
negative Warmephase, also eine Abkithlung
vor dem Neuanstieg der Wirme, der soge-
nannten anaerobhen Restitutionswirme.3!
Schion lange beziehen wir diese anaerobe
Restitutionswirme auf die nachtrigliche
Milchsdurebildung, d4.h. genaver auf den
Ueber schuss der Wirme, der bei der nachtrig-
liche Milchsdurebildung iiber die negative
Wirme der damit gekoppelten endothermen
Synthese der Kreatinphosphorsiure auftritt.
Ein Teil dieser gekoppelten Reaktion zwi-
schen Milchsdurebildung und Kreatinphos-
phorsauresynthese ist aber die von Parnas
entdeckte TUmesterung der Phosphobrenz-
traubensinre mit Kreatin, wobei Kreatin-
phosphorsiure und frele Brenztrauhensaure
entstehen. Tatsdchlich hat nun diese Reak-
tion, wie ich gefunden habe,? eine messhare
negative Wirmetdnung von —3.000 g cal pro
Mol, weil nimlich die Spaltung der Phos-
phobrenztraubensiure pro Mol etwa 8,000
g cal, die Spaltung der Kreatinphosphorsiure
aber etwas iiber 11,000 g cal Wdarme liefert.
Trotzdem aber liufs, wie Sie sehen, auch
diese endotherme Reaktion freiwillis ab.
Diege negative Wirme ist gerade so viel,
wie sle aufgrund der zu herechnenden
Umeatzgrossen filr dle negative Warmephase
des Muskels ndtig ist. Nun ist es trotzdem
nicht zwingend, dass diese Regktion fir
die negative Wirmephase verantwortlich
ist, aber man sieht, dass uns wenigstens die
energetische Seite der hier in Frage stehenden
Reaktionen schon etwas zur Deutung des
Wirmeverlanfs im lebenden Musgke! zu sagen
gestattet.  Indessen fithrt dieses auf ein
newes Thema, wie die geschilderten einzelnen
Intermediarreaktionen der Milchsdurebildung
mit den anderen Tatigkeitsreaktionen ver-
bunden sind. Yeh zweifle nicht, dass die
neuen Jinsichten in den feineren Verlauf
der Kohlehydratspaltung, die wir in den
letzten Jahren gewonnen haben, nicht nur
enzymchemisch interessant sind sondern auch
fiir die Phyvsiologie des Muskels und vielleicht

auch die Stoff wechsel-Pathologie von Bedeu-
tung sein werden.

—

31 Hartree, f/. {?f;. Prysiol., 1933, 71, 104,

32 Q. Meyerhof u. W, Schalz, Biocsem. 2., 1935, 281,
202. |
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The Nutritive Value of Soya Bean Qil Cake
Protein,

THE nutritive values of the proteing of three
important feeding stuffs, viz , soya bean cake,
linseed cake and corn-gluten, form the gsubject
of a comparative study by K. L. Turk,
Morrison and Maynard and are reported
in the Journal of Agricullural Research, 51,
No. 5. The data show the superiority of the
protein of soya bean oil cake over those fur-
nished by the other two. The average coeffi-
cients of apparent digestibility for protein
were 67 -0 per cent. for soya bean cake, 66-3
for corn-gluten, and 63-3 for linseed cake,
The lambs under experiment were more
efficient in storing protein from the soya bean
cake ration than from either of the other
rations. The average percentage of protein
intake stored was 33-8 for the soya bean
cake, 26 -b for corn-gluten and 26-.7 for the
lingseed cake,

Slightly but significantly higher biological
values wére obtained for the sova bean cake
ratlon, this being 72-.8 as against 657 for
corn-gluten proteins and 67 -7 for linseed cake
proteius. The experiments were conducted
with three growing wether lambs and each
of the feeds in question was added to a low
nitrogen ration in such amounts as to furnish
a protein level of 10 per cent. with approxi-
mately 1 per cent. additional protein being
furnished by the other ingredients of the

ration. All rations were equalised in energy
content.

The Influence of Soil Temperature and
Maturity on the Incidence of Sunn Hemp and
Pigeon Pea Wilt at Pusa.

AT Pusa it has been found that the game
fungus Fusarium  vasinfectum Atkinson
produces wilt in both sunn hemp and the
pigeon pea. Characteristic differences how-
ever are found to exist 1n the response to
goil temperature made by these two crops.
(B. B. Mundkur in the Indian Journal of
Agri. Sei.,, 5, Part V.) In both crops,
the incidence is favoured by soil tempera-
ture, but in the pigeon pea, wilt was favoured
by a2 somewhat high temperature, wviz.,
between 28° C. and 33° C., while in the case
of sunn hemyp it wag a lower temperature
that mattered, viy., 17°C. and 29° C, It was
noted that the maturity of the plants algo
exercised some influence on their guscepti-
bility to the pathogen, more plants dying
in the earlier part of the growth in the cage
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of the sunn hemp and more of the pigeon
pea In the later stage. The simple and
multiple coefficients of correlation among the
three variables, soil tempcerature, maturity
and wilt incidence, gave significant values
indicating that the hypothesis is correet.
It was further noted that the wvalues of
partial coefficient of correlation between
wilt incidence and soil temiperature, elimi-
nating the effeet of maturity, or bhetween
wilt Incidence and maturity  eliminating
the cifect of soil temperature, were not
significant, showing that the influence of
soll temperatures and maturity was a com-
bined one on these crops.

J—

The Propagation of Coffee by Cuttings.
THE obvious advantages of the method of
vegetative propagation in the brecding of
new varieties of coffee make it worthv of
mueh more attention than it has been
receiving so far. The results of g study of the
method by Briceio O. Reynoso (abstracted in
the Philippine Agriculiurist, 24. No. 4)
are therefore of much welcome interest. The
work related to study (1) coffec propagation
by cuttings; (2} the soil medium best suited
for rooting coffee cuttings; and (3) to
determine the diffcrence between soft-wood
cuttings and hard-wood cuttings in their
ability to produce roots. In the experi-
ment, 12,000 cuttings of Coffea robusta were
uged ; 6,000 were soft-wood cuttings
from immature upright branches with green
bark and 6,000 were hard-wood cuttings
from mature upright branches with brown
bark. The so0il media used were sand,
combination of equal parts of sand and ordi-
nary garden soil, ordinary garden soil and
forest soill. Plots were lald down at three
stations having different eclevations. Leaf
counts were made weekly and the root
formation was examined after one year of
growth. The author found that, (1) under
field conditions, the two types of Robusta
coffee cuttings produced roots, (2) the goft-
wood cuttings required at least three to six
weeks to develop leaves and the hard-wood,
five to nine weeks, (3) garden soil was the
best medium for the rooting of the hard-
wood cuttings and sand for the soft-wood,
(4) hard-wood cuttings produced more long
roots than goft-wood. The recommenda-
tion is made that for propagation, hard-
wood cuttings from mature upright branches
with brown bark are to be preferred to soft-
wood cuttings.
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Does the Flowering of Sugarcane Injure its
Quality ?
AN emphatic anawer m the negative is
furnished by H. N. Batham and 1.. 8. Nigam
ag the result of their observations at Cawn-
pore and Shahjahanpur in the season 1931-32
{Agriculture and Livestock in  India, 6,
Part 1). The canes concerned were Co. 213,
Co. 281, and Co. 300. The flowering of
canes 1s & rare oceurrence in the U. P, but
in the geason 1931-32 it occurred extensively
and was taken advantage of for this study.
Their conclusions are : (1) the flowering does
not appear to reduce the tonnage nor the
guantity of juice but tends to increase both;
(2) flowered canes are hetter M sucrose
content than those which are not then in
flower to the extent generally of more than
one per cent,: (3) the amount of glucose ig
found fo be appreciably less in flowered
canes than in unflowered canes; (1) a negg-
tive correlation is found to exigt between
leaf area and the percentage weight of
juice expressed; and (5) heavy rainfall
combined with high temperature and humi-
ditv can Induce arrowing in sugarcanes in
Northern India. The arrowing studied here
appears, however, to have occurred practi-
cally at the maturity of the cane, t.e., from
about the tenth month or so onwards after
planting, a fact which is borne out by the
glucose content of the canes, vz, about
0-2 per cent. on the average. The gtudies
also do not indicate if and to what extent
cane deteriorates if left to stand after flower-
ing has taken place, and to what length of
time it can he so left without serious loss of
sugar. The more serious aspect of the
problem 1s not what has happened in the
present case but when cane flowers much
before its period of maturity with the obvious
cegsation of all further growth and therefore
a great reduction in the expected tonnage.
The earlier records of the Mysore Depart-
ment of Agriculture contain somewhat
extensive studies of this problem and could

have been consulted by the authors with
advantage.

An Automatic Respirograph.
ESSENTIALLY on the lines of Bose’s Photo-
synthetic recorder, A. Guha-Thakurta and
B. K. Dutt (Trans. Bose Res, Inst., 1933-34,
9, 77) have developed an automatic apparatus
for the measurement of respiration of plants.
The respirograph consists of a respiration
chamber, a bubbler, an oxygen container
and an electro-magnetic recording apparatus.
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The respiration chamber contains, begides
the respiring material, a quantity of NaOH
which absorbs the CO, evolved, and the
decreagse of pressnre in the chamber due
to the absorption of oxygen, causes the lifting
of a mercury valve, allowing ingress of a
number of bubbles into the respiration
chamber. The rate of passage of succegsive
bubbles of oxygen is automatically recorded
on & revolving drum by means of an electro-
magnetic device. The advantages of the
apparatus are that the percentage of oxygen
In the respiration chamber is maintained at
a constant value and due to the use of an
automatic recording equipment all personal
errors of observation are eliminated,

Automatic Record of Embryonic Growth of
Germination of the Seed,
THE time of initiation of growth of the em-
bryo of the seed as well as its rate have been
a matter of speculation. The germination
of the embrvo starts a considerable time
before the external appearance of the radicle
subsequent to the rupture of the seed-coat.
B. K. Dutt and A Guha-Thakurta (Trans.
Bose Res. Inst., 1833-34, 9, b8) have recorded
by means of an automatic device the rate of
arowth of the radicle before and after the
bursting of the seed-coat. Investigations
were carried ouf on the seeds of Cicer ariefi-
num, and four phases have heen distinguished
during early germination: (1) a period of
physical expansion or swelling due to the
absorption of water lasting forl -5 to 2 -5 hrs.;
(2) a stationary phase, lasting from 1-1:5
hours before the initiation of the embryonic
growth ; (3) the slow growth of the radicle
ingide the seed for about 10 hoursg; and (4)
the enhanced growth of the radicle following
the sundden bursting oif the seed-coat. A
parallel study was also made of the rate of
oxveen absorption during germination. The
intake of oxygen began at the initiation of
germination inside the seed, there being no

oXygen absorption during the swelling of
the seeds.

Thelleriasis of Young Calves.

SMEARS from liver and spleen taken during
the post-mortem examination on the body
of a young calf aged 18 days at the main
dairy at Baghdad revealed that 90 per cent.
of the red blood corpuscles were invaded
by Theileria annulata (Machattive, Indian
J. Vet. Sci. and Animal Husb., 1935, 5, 288),
Since then enquiries conducted at other
dairies revealed that the disease is common.
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Only young calves aged about two to three
weeks are known to be affected, the infection
reaching 1ts height between the 17th and
19th day of life. The period of incubation
is usually about 14 days. The real crisis with
a temperature of 105°.0 F. to 106° -0 F. lasts
from 12 to 24 hours. No appreciable symp-
toms of disease are usually seen. Important
post-mortem appearances are, a marked
icterns condition with hemorrhages on
stripping the gskin, the characteristically
yellow liver and enlargement oif spleen to
about 5 times its normal size. The mortality
among the affected 15 about 50 per cent., the
course of the acute disease lasting about a
week ending either in death or in recovery
by crisis.
S, D. A,

A Study of Felspar Twinning in a
Differentiated Sill.

SOME petrographers have obgerved from
time to time that tbhe different types of
felspar twinning are essentially controlled by
the composition of the magma, and as a
consequence it has been assumed that the
pericline type of twinning is commonly
noticed in basic rocks and the other type
in acid rocks. In order to verify the above
conclusion, W. M. Chapman of the Wisconsin
University (American Mineralogist, 21, 1) has
made a detalled study of the difterentiated
diabase sill of the Algoma district, Ontario.
His study has shown that the number of
twins increases with the basicity or the
anorthite content of the rock, and that the
variation of twinning is due to cauges other
than the composition of the magma. Tte
hag further undertaken the investigation of
the causes that control the felspar twinning
in granites and gabbros, and Iinteresting
results are awaited.

Mitosis in Am@ba,
J. A. Dawson, W. R. KrssLER and J. K.
SILVERSTEIN (Biol. Bul., 1935, 69, No. 3, 447-
461) have found a number of significant
differences in the details of mitotic divisions
between Amaba dubia and other free living
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Ameebee, depending upon fundamental strue-
tural differences in the nucleus. In the
nucleus of this species no endosome, as has
been described for other species, has been
found, but the chromatin is evenly distri-
buted throughout the entire resting nucleus.
The nuclear membrane neéver disappears
throughout the entire process, both chro-
matic and achromatic elements of the spindle
being derived solely from the nucleus.
Another interesting feature is the presence
of large achromatic hodies of as yet unknown
constitution and funetion, which appear in
large numbers in the early prophase, persist
throughout the entivre process of fission and
gradually digsappear in the reconstructing
nucleus. The study supports the view that
A. dubius and A, proteus are guite distanct;
species.

Cytoplasmic Components in Fertilisation.
Tar 11dle of cytoplasmice inclusiong, egpe-
ciallv that of the Golgi apparatus and the
mitochondria, In fertilised eges s the subject
of a paper by Vines Collier Jr. (Quart. Journ.
Micros. Sei., Feb. 1836, 78, Part III, N,
S. No. 311) who gives an accurate picture of
the fertilisation processes and the ultunate
function of the Golgi and milochondria.
One of the main functions of fertilisation i
to doposit in the egg, the acrosome, wliose
precise function during and after fertilisa-
tion, has been a matver of great doubt and
diversity of opinion. Collier has determined
its function; it gives risge to 2 number of
refringent bodies so characteristic of ferti-
lised eggs of Ascaris. At first scattered
evenly in the egg, they tend gradually to
accunmulate towards the periphery and in
the opinion of the author contribute to the
formation of the thick cell wall ol the egg,
The Golgi bodies and the mitochondria are
at first small and indistinguishable from
each other., The Golgi bodies become
eplarged and gradually deposit fat within
them while the mitochondria remain the
same and probably do not undergo any
change. The sceeretion formed by the Galgl
bodies i nged up by the cell.



