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{Versuchsbedingungen siehe Text). Abszisse: 
lonenkonzentrationen in Mol. Ordinate : Hydroxams~iurebil- 
dung in Mikromol. Kurven: 1 Hydroxams~iurebildung in Gegenwart 
yon Kobaltionen; 2 dieselbe in Gegenwart yon Magnesiumionen; 

3 dieselbe in Gegenwart yon Manganionen. 

Der niihere Mechanismus der Teilnahme des ATP. in 
der Glutaminsynthese ist heute noch nicht  klar. Es ist 
aber m6glich, dass das Enzym eine Reaktion zwischen 
Glutamins~iure und  ATP. katalysiert ,  wobei Glutamin-  
siiure-7-Azylphosphat entsteht .  Diese Verbindung rea- 
giert nicht enzymatisch mit  Ammoniak  oder Hydroxyla-  
min, und es ents teht  Glutamin,  bzw. Hydroxamsiiure, 
wobei anorganisches Phosphat  freigesetzt wird. Dafiir 
spricht die Beobachtung, dass das yon uns nach einer 
unver6ffentlichten Methode synthetisierte Glutamin-  
siiure-7-Azylphosphat auch in Abwesenheit des Enzyms 
mit Ammoniak und Hydroxylamin reagiert. 

Tabelle I I  

Hydroxam- 
Inkubation sAurebildung 

in Mikromol 

25 pM GlutaminsAure-~-Azylphos- 
phat+ 50 pM Hydroxylamin. .  

25 pM Glutamins~.ure-7-Azylphos- 
phat + 50 pM Ammoniumchlo- 
rid 

24,2 

Glutamin- 
bildung in 
Mikromol 

24,4 

Unter Freisetzung yon anorganischem Phosphat  ent-  
steht Glutamin bzw. GlutaminsAure-HydroxamsAure. In  
diesem Falle ware das Enzym, welches die Synthese ka- 
talysiert, als eine Phosphopherase zu betrachten.  Eine 
ausfiihrlichere Mitteilung fiber diese Experimente wird 
in Acta Physiologica Hungarica erscheinen. 

G. D#~NES 

Medizinisd~-Chemisches Inst i tut  der Medi~inisd~en 
Universit~it, Budapest, den 75. September 79o62. 

Summary  

Purified extracts of germinated Lupinus  albus seeds 
catalyse the reaction between A.T,P., glutamate and 
ammonia or hydroxylamine in the presence of cobalt 
ions, with the formation of glutamine and hydroxamic 

acid, respectively. The preparation and some properties 
of the enzyme are described. In  this system 1 (+) gluta- 
mic acid cannot  be replaced by d (--) glutamic or as- 
partic acid. Cobalt ions can be subst i tuted by mag- 
nesium or mangano ions. 

Synthet ic  7-glutamyl phosphate reacts non-enzy- 
maticalty with ammonia  or hydroxylamine,  whereby 
glutamine,  respectively hydroxamic acid is formed. If 
the enzyme reaction involves the intermediate formation 
of 7-glutamyl phosphate - as is generally supposed - it 
seems most probable tha t  the synthesis of glutamine 
and hydroxamic acid requires no further enzyme action. 
Once the r-phosphate is formed, the mixed anhydride is. 
simply split in the presence of any nitrogeneous base. In  
this case the enzyme catalysing the synthesis of gluta- 
mine may be considered to be a phosphopherase. 

F~condat ion  artff ic ie l le  de  Xenopus laevis s a n s  
sacr i f i ce  du g~n i teur  m~lle x 

Dans certaines conditions, le crapaud sud-africain 
Xenopus laevis peut toute l 'ann6e se reproduire en cap- 
tivit~ et il pr6sente de nombreux autres avantages:  
61evage facile s, d~veloppement embryonnaire  rapide s, 
les an imaux peuvent  rapidement  at teindre leur maturi t6 
sexuelle (6-8 mois) 4, les oeufs sont  relativement peu 
charg6s de vitetlus et leur gangue muqueuse est peu 
6paisse. 

Toutefois, l 'gmplexus duran t  plusieurs heures, les 
embryons se t rouvent  k des stades tr~s diff6rents k un 
temps donn~. Quant  A la f$condation artificielle des 
batraciens en g6n~ral, elle ne se pratique qu 'en obtenant  
le sperme par pr61~vement des testicules 6, c'est un pro- 
c6d6 peu 6conomique, et l '61imination d 'un  des g6niteurs 
met en cause l '~ventualit6 du back-cross. L 'obtent ion 
d'ceufs f$condables de X .  laevis par injections de gonado- 
trophines est bien connue s. Notre probl~me essentiel con- 
sistait  ~ disposer d 'une  suspension spermatique oh les 
spermatozoides soient en concentrat ion suffisante et 
dou6s d 'une bonne motilitY. Plusieurs endocrinologistes 
ont  montr6 qu' i l  ~tait possible d 'amener  l'$mission de 
spermatozoides chez les batraciens par injection de 
petites quanti t$s d'adr6naline 7 ou de gonadotrophines 8. 
Nous avons pu obtenir  des spermatozoides r~pondant 
aux exigences du probl~me en op$rant de la fa~on 
suivante : 

1 ° Prdtraitement. Les femelles et les males 6tant  
61ev6s s6par6ment dans des bassins dont  l 'eau courante 
est k la t emt~ra ture  de 12-15°C, des males adultes, 
]eun depuis au moins une semaine, re~oivent de ta 
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2 O, H^RIOLA et S. TOIVONEN, Ann. Chirurg. Gynaee. Fenniae 3~, 
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s R. RUOH, Experimental embryology, A manual o/techniques and 

procedures (Burgers Pub. Co., Minneapolis, 1948) 481 pp. 
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SCHER, F. E. LeHMASS et D. RCYrH, Exper. 5, 83 (19491. 

7 L! Mm-Hsm et Ct[^sG HsZ-CHU~¢, Chinese J. Physiol. 17, 201 
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gonadotrophine choriale de jument  par injections dans 
les sacs lymphat iques  dorsaux (solutions en eau physio- 
logique). Les doses opt ima sont  variables, elles paraissent 
comprises entre 150 et  400 U.I .  (preparations c~Pregnyl~, 
Pharmacia,  Uppsala);  l ' adminis t ra t ion se fair en une 
seule lois ou, pour les doses les plus fortes, en deux lois 
avec un d6lai de 24 h entre les deux injections. Les ani- 
maux  sont maintenus  alors k 20°C pendan t  24 h avan t  
le t r a i t ement  d 'obtent ion  des spermatozoides. 

On peut  remplacer ce pr6tra i tement  par une il lumina- 
t ion ul t ra-violet te  pour des aquariums de surface S 4~ 
168 cm ~, placer 8 m~les sous environs 15 cm d 'eau et  
irradier de fagon continue 48-95 h avec des lampes type 
Luma  Hgu 75 W (A entre 3300 et 4000 A avec op t imum 

3650 A); distance moyenne lampe-surface de l 'eau:  
13 cm, v ~ = 20°C. Ces m~les sont susceptibles de produire 
l 'amplexus.  

2 ° Obtention des spermatozoa'des. Dans les sacs lym- 
phat iques dorsaux des animaux pr6trait6s, injecter 
0,5 mg d'adrdnaline dans un volume de 0,5 cm 3 d 'eau 
physiologique et placer les animaux ~ 15°C sous environ 
10 cm d 'eau off ils ne tardent  pas h se t rouver  comme 
anesthdsids, ce qui est favorable pour leur manipulat ion 
ultdrieur. Apr~s 120 min, introduire une pipet te  (~ %~ 
1 mm) ~. bord mousse dans le rectum des animaux.  On 
obt ient  ainsi d'emblde 0,3-1,5 cm ~ d 'une urine opales- 
cente dont  la turbidit6 est presque uniquement  due 
la concentrat ion spermatique.  I1 est tr~s impor tan t  de 
manipuler  les an imaux avec grande douceur au moment  
du prdlbvement de cet te  ~urine spermatique~ sinon ils 
sortent  de leur engourdissement et re je t ten t  alors sou- 
vent  de l 'urine, ce qui en amine  la perte parfois totale.  

Les animaux trait6s sont essuyds avec un linge du 
venin qu' i ls  ont  pu produire sous l 'act ion de l 'adr6naline; 
on en profite pour les frictionner ldg~rement, ce qui 
permet  un retour  plus rapide ~ leur dtat  normal  qui 
d6bute gdn6ralement 4 h apr~s l ' jnject ion d'adrdnaline. 
On les place alors dans un aquar ium pendant  24 h, sans 
nourriture,  ~ la lumi~re blanche diffuse (~ ---- 20°C) et  
sous environ 6 cm d 'eau de fa~on ~ ce qu' i ls  puissent 
venir respirer faci lement en surface. 

D 'avr i l  k ddcembre de tels animaux peuvent  encore four- 
nir une urine bien charg6e en spermatozoides pendant  
2-4 ]ours consdcutifs, ~ raison d 'une ponction rectale par 
]our apr~s injection de 0, 5 mg d'adrdnaline. Les an imaux 
sont f inalement transfdr6s dans un tank  d 'eau courante 
&environ 300 litres de capacit6 k l 'obscurit6 (/~= 12-15 ° C) 
ils peuvent  recevoir  alors une nourr i ture  ldg~re (cubes 
de coeur de b0euf). On peut  les r6ufiliser apr~s 8-10 ]ours. 

Fgcondations. Les ceufs, obtenus par pression ab- 
dominale de femelles trait~es par  de la gonadotrophine 
choriale, sont recueillis sur des lames de microscope et 
6tal6s avec pr6caution en couches mono-ovutaires 
l 'a ide de papilles cloacales de ta femelle m~me. On dolt 
rejeter  toute  ponte souill6e par de l 'eau ou de l 'urine, elle 
serait  en effet impropre ~ la fdcondation par  suite du 
gonflement  de la gangue; rejeter  6galement les fins de 
ponte chargdes d'oeufs non mfirs. 

A l 'aide d 'une pipet te  fine (~ de l ' embout  0,2 mm) 
on dgoutte alors la prdparation spermatique sur les ceufs. 
La densit6 optique moyenne de l 'urine spermatique 
obtenue par notre technique a 6t6 mesur6e au photo- 
m~tre SP~KKER avec le filtre H 508 et une cuve de 2, 5 mm : 
l 'ext inct ion est de l 'ordre de 0,110. Nous avons trouv6 
avantageux (voir au sujet  des ceufs d'oursins ~ et pour 
les spermatozoides d'oursins *, de placer dans la suspen- 
sion spermatique du glycocolle jusqu '~ une concentra- 

t ion finale d ' env i ron  0,02-0,03 % (solution-m~re b. 0,t %, 
pH 8). 

L ' ins6minat ion des mufs d 'une  lame de 75 × 35 mr~ 
exigeant  environ 90 s, la lame trait6e est imm6diatement 
d6cantde sur une lame ~ t ra i te r  ~ laquelle on adjoint  da 
spermatozoides provenant  du stock ]ra~chement rdcolti 
(moins de 30 min de stockage ~t 20°C, reals, conservSs 
3°C pendant  4 h, ils sont encore f6condants). Apr~s 1~ 
rain de contact  h 20°C, les lames placdes dans un cou- 
vercle de boite de PETRI sont lavdes rap idement  soit 
avec de l 'eau provenant  d'dlevages de larves et  filtr~e 
(exempte de C1-) soit s implement  avec de l 'eau de 
conduite et  immddia tement  recouvertes d 'eau de Fun 
ou de l 'autre  type.  

En op6rant ainsi, nous avons pu obtenir  jusqu 'a  100% 
de f6condations, mais m~me dans ces cas favorables 
70-80% seulement des ceufs suivent un clivage norma] 
et donnent  des embryons et des larves. On obt ient  dam 
la prat ique ordinaire 40-60% d 'embryons  ~ des stades 
homog~nes ou peu distincts. 

Nous adressons nos vifs remerciements au Professcur J. Ru.ns- 
SXR6M pour le grand int6rdt qu'il a port6 A notre travail. 

B. RYBAK 1 et T. GUSTAFSON 

Institut Wenner-Gren de biologic expdrimentale, Uni- 
versitd de Stockholm, le 22 fitillet 1952. 

Summary  

The technique of artificial fert i l ization of Xenopus 
laevis, without  sacrifice of the ma le s ,  consists of 
t reat ing both the male and the female with mare ch0- 
rionic gonadotrophin-or  in the case of the male by sub- 
mit t ing it to a prolonged ul t raviolet  irradiation-after 
which the female is able to shed fertilizable eggs by 
squeezing, and the male can give urine r ich. in  motile 
spermatozoa after  injection of one high dose of epine- 
phrine. The fertilizations are performed on glass slides 
in presence of glycine ; 40-60 % of embryonic  develop- 
ments  usually succeed. 

1 Adresse actuelle: I.aborhtoire de Physiologic, Facultd des 
Sciences, Nancy.. 

F a s t e r  A c t i o n  of V i t a m i n  K 1 t h a n  of  Menadione  
and S y n k a v i t  I n t r a v e n o u s l y  Injected  in to  

V i t a m i n  K - d e f i c i e n t  C h i c k s  

Numerous invest igat ions have  demonst ra ted  the 
superiori ty Of v i tamin  K 1 over its simpler subst i tutes in 
reversing the prolonged pro thrombin  t ime caused by 
ingestion of dicoumarol.  Nevertheless,  in the usual tests 
for v i tamin  K act ivi ty,  v i tamin  K 1, Menadione and 
Synkavi t  ( tetrasodium salt of 2-methyl-l ,4-naphtho- 
hydroquinone diphosphoric acid) are found to be about 
equally act ive when calculated on a molecular basis. If, 
however, the prothrombin t ime is determined very soon 
after the substances have been introduced into the 
blood stream, it  is seen tha t  v i tamin  K 1 acts much faster 
than  the two other  compounds, a l though after a suffi- 
cient t ime they  all result  in pro thrombin  t imes equal to 
or slightly shorter than tha t  of normal  chicks. 

The following exper iment  was carried out by the assay 
technique of DAM, KRUSE, and SONDERGAARD 1 with 

1 E. ~VICKLUND et T. GUSTArSON, Ark.  Zool. [A]gZ, n o 12 (1949). x H. DAM, I. KRUSE, and E. SONDERGAARD, Ac ta  Physiol .  Scand. 
2 A. TYLER et  E. ATKINSON, Science 112, 783 (1950). 22, 229 (1951). 


