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Note added in proof: A prepublication copy of this paper has becn
sent to Dr, K. Brocu (Harvard). We wish to thank Dr. Brocu and
Dr. Westueimer for informing us that an identical mechanism
for the decarboxylation reaction of pyruvate has been proposed in a
discussion by R. B. Woopwarp, W. S. Jounson, J. BADDILEY, and
1. H. \WESTHEIMER.

K. WiESNER and 7Z. VALENTA

Chemistry Labovatory, University of New Brunswick,
Fredericton, Canada, December 1, 1955.

Zusaminenfassung

Es wird ein Mechanismus fiir verschiedenc cnzymati-
sche Reaktionen, bei denen Thiaminpyrophosphat als
Coferment wirkt, vorgeschlagen.

PRO EXPERIMENTIS

Mesure de 'oxydation phosphorylante a I'aide de
phosphore radioactif dans la cellule hépatique

KreBs et ses collaborateurs! ont mis au point, en
1953, une technique trés élégante ntilisant le phosphate
inorganique marqué au phosphore radioactif (P32%) pour
déterminer le quotient d’oxydation phosphorylante,
¢’est-a-dire le pouvoir de¢ phosphorylation d’un homo-
génat de tissu animal. Cette méthode, basée sur I'équi-
libre dynamique existant entre le triphosphate d’adéno-
sine {ATP) et le phosphate inorganique, utilise en fait
Paction compétitive de Voxydation phosphorylante,
d’une part, et des phosphatases, d’autre part, selon le
schéma suivant:

Ox. ph.
ADD + P, > ATP
inorg.

«ATP'ase »

Nous avons modifié les techniques de dosage établics
par KrEBs!, en particulier sa détermination des phos-
phates marqués au P32 séparés par chromatographie
sur papier. Nous nous sommes mis, par contre, entiére-
ment dans ses conditions d’expérience biochimiques.
Nous avons préféré mesurer la radioactivité directement
sur les chromatogrammes, alors que Kreps élue les
différentes fractions phosphates de la bande de papier,
et qu'il procéde aux examens chimiques et physiques
dans les éluats, Nous avons fait passer les chromato-
grammes sous un compteur de Geiger, reli¢ a 'intégra-
teur ¢Precision Ratemater» de Tracerlab et & un milli-
ampéremétre enregistreur de Triib & Téauber. Le chro-
matogramme est entrainé automatiquement par friction
4 Vaide d’un tambour se trouvant sur la prolongation de
Iaxe entraineur du milliampéremétre enregistreur. Le
diamétre du tambour entrainant le papier étant le méme
que celui faisant avancer le papier d’enregistrement, nous
avons la méme vitesse linéaire pour les deux bandes, ce
quifaciliteladétermination des#, dessubstances séparées;
en introduisant des repéres, nous pouvons superposer
les chromatogrammes et les courbes enregistrées.

1 H. A. Kress, A. Rurro, L. V. EacLEsTon et R. HEMs, Bio-
chem. J. 64, 107 (1953).
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Les Figures 1 et 2 nous montrent respectivement
Paspect général du dispositif adopté et le détail de 'en-
trainement du chromatogramme. Nous pouvons encore
voir sur la Figure 1 V'enregistrement d’une courbe, les
grands pics représentent l'activité du phosphate in-
organique, les petits celle de VATP. La planimétrie des
surfaces obtenues nous donne la répartition du P32 dans
les différentes fractions phosphates.

Fig. 1.

Nous avons pu bénéficier pour la mise au point de cet
appareillage de P'expérience de 'un d’entre nous? qui
avait déji construit précédemment un systéme sem-
blable pour la mesure de la radioactivité de substances
séparées par chromatographie ou par électrophorése sur

Fig. 2.

papier. L’avantage de appareil que nous venons de dé-
crire briévement, et que nous pouvons faire passer un
plus grand nombre de chromatogrammes dans I'appareil
(par exemple pendant une nuit et méme plus) sans avoir
4 le recharger, avec un minimum d’encombrement.

2 P, Lercu et 8. Neukosmy, Schwelz, med, Wschr, 84, 515 (19514).
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Nous avons pu montrer de cette maniére® que le pou-
voir de resynthése de ’ATP d’homogénats hépatiques
de rats en crise de béribéri était trés fortement diminué,
que nous prenions du citrate, de I'a-cétoglutarate ou du
succinate comme substrats d’oxydation. En mesurant
la respiration des homogénats et en dosant les pbosphates
inorganiques et labiles du systéme d’incubation, nous
avons pu établir que les quotients P/O d’oxydation
phosphorylante étaient également abaissés pour les
homogénats de foie de rats carencés en aneurine.

Les déterminations de substances marquées avec des
radioisotopes et séparées par chromatographie sur papier
ont une trés grande importance en biochimie médicale;
ainsi I'appareillage décrit a été employée pour la sépara-
tion d’hormones thyroidiennes marquées au 1331 et
d’antres métabolites rendus radioactifs4.

Nous remercions vivement le Fonds National Suisse de la Recherche
Scientifique qui a subventionné le présent travail, ainsi que la
maison Hoffmann-La Roche, 3 Bale, qui a gracieusement mi» 4 notre
disposition les animaux normaux et carenceés.

J. FrE1, A. Van~NoTTI et P. LERCH

Clinique médicale universitaive et Centrve Anticancéveux
Romand, Lausanne, le 30 novembre 1955,

Sumimary

We have briefly described an apparatus which permits
us to register quantitatively different substances labelled
with radioactive isotopes, formerly separated by paper
chromatography. We were able to show by the Krebs’
method, thus simplified, that the oxidative resynthesis
of ATP is diminished in the hepatic homogenates of rats
during a beri-beri crisis.

3 J. Frug, Helv, physiol. Acta (sous presse}.
4 A. Vanworri, S. CrucHaup, J. FrEI et Cu. Mamamy, Bull.
Acad. Suissc méd, 17, 28 (1955).

PRO LABORATORIO

A Simple Stirring Device for Test Tube Work

In this laboratory, the need arose for a very simple ar-
rangement allowing mechanical stirring of 5-10 ml
samples in test tubes immersed in a water-bath, Since
the device as finally used calls for such simple means,
and has been found to work so reliably, this report would
seem to be justified.

A current of air is used to propcl the “turbine” of the
stirrer. The arrangement of the moving parts is shown in
Figure 1a. A small test-tube brush, the length of the
brush itself being 80 mm and the width 5 mm, is fitted
by means of the shaft, cut off to approximately 110 mm,
into a capillary glass tube of slightly larger bore. This
capillary, which is approximatly 45 mm in length, passes
through a 16 mm wide cork. The brush must be of good
quality with stiff, “clean’ bristles. A glass tubeof roughly
the same bore as the capillary is drawn out to an ap-
propriate length to form the stirring rod. The glass tube
is filled with molten paraffin by suction through its
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capillary end, and fastened to the free end of the brush
shaft by allowing the paraffin to solidify after insertion
of the slightly warmed shaft; the capillary end of the
glass may be melted in a burner and formed as desired.

Figure 1bandesshows the “turbine” fitted intoa 16 mm
test tube, the bottom of which has beencutoff, for vacuum
work. The side tube is connected (x) to the laboratery
compressed-air supply. It scems advisable to bend this
side tube, so that the air has to enter the main tube at
an angle. The stirrer will start to rotate at very low
pressures, easily maintained by an ordinary laboratory
COMPTESSOT,

The same stirrer can also be propelled by the current
of air produced by an ordinary water-jet pump. The
pump is connected to the upper end of the main tube
(at x ), and a short rubber tubing is attached to the side
inlet tube (x). This side tubing must be clamped off to
secure not too heavy a stream of air through the main
tube, otherwise the brush will be lifted up from the
capillary and pressed against the upper sealing, thus
preventing the free rotation of the “turbine™.

S. LAGERSTEDT

Deparvtment of Histology, University of Lund, Sweden,
December 29, 1955.

Zusammenfassung

Ein einfach herzustellendes, luftgetriebenes Umrithr-
gerit flir kleinere Fliissigkeitsmengen in ProbierrShren
wird beschrieben.



