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of t h e  nuc leophi l i c  a g e n t  w a t e r  to  t h e  c a r b o n y l  c a r b o n  
a t o m  of e i t he r  n e i g h b o r i n g  es t e r  f u n c t i o n  in  I I  c an  far  
exceed  t h a t  in  I, w h e n  t h e  n e g a t i v e  ends  of t h e  c a r b o n y l  
d ipoles  a re  b r o u g h t  to  t h e i r  n e a r e s t  a p p r o a c h  d i s t ances  
( and  p r e s u m a b l y  m a x i m u m  i n t e r a c t i o n s  ~) w i t h  t h e  posi-  
t i ve  N a t o m .  

A f ina l  n o t e w o r t h y  p o i n t  lies in  t he  e x p e r i m e n t a l  
o b s e r v a t i o n  t h a t  ace ty l cho l ines t e ra se  ca t a lyzes  ~ t h e  
a c e t a t e  hydro lys i s  in  I, b u t  t he  m a x i m u m  h y d r o l y t i c  
a c t i v i t y  t h u s  o b t a i n e d  is on ly  e q u i v a l e n t  to  t h a t  a l r e a d y  
c h a r a c t e r i s t i c  of I I - I V  in  t h e  absence  of e n z y m a t i c  
ca ta lys is .  

G. F. HOLLAND*, B. WITKOP* a n d  S. L. FRIESS** 

National Institute o~ Arthritis, and Metabolic Diseases, 
National Institutes o/ Health*, Naval Medical Research 
Institute**, Bethesda (Md.), February 12, 1958. 

Zusammen/assung 

E i n e  neue  A r t  v o n  Es t e r l ab i l i s i e rung  wurde  in de r  
G r u p p e  de r  P o l y a c e t a t e  t e r t i g r e r  u n d  ( m o n o ) q u a t e r n A r e r  
I n o s a m i n e  u n d  S t r e p t a m i n e  e n t d e c k t .  I m  Gegensa t z  zu 
d e n  vergle ichsweise  b e s t ~ n d i g e n  A z e t a t e n  de r  q u a r t ~ r e n  
cis- u n d  trans-Dimethylaminocyclohexanole zeig ten  P e n -  
t a - O  -ace ty l -2-desoxy-  2 - t r i m e t h y l a m m o n i u  mscyl l i to l  als 
a u c h  D, L-Tet ra -O-ace ty l -1 ,  3 - b i s d e s o x y - l - d i m e t h y l a m i n o -  
3 - t r i m e t h y l a m m o n i u m s c y l l i t o l  r a sche  s p o n t a n e  E s t e r -  
h y d r o l y s e  in  w~issrigem n e u t r a l e n  Med ium,  die gr6ssen-  
o r d n u n g s m ~ s s i g  v e r g l e i c h b a r  w a r  m i t  de r  u n t e r  E i nw i r -  
k u n g  y o n  Chol ines te rase  b e o b a c h t e t e n  h y d r o l y t i s c h e n  
A k t i v i t ~ t  des - ohne  E n z y m  b e s t g n d i g e n  - q u a r t g r e n  
P e n t a a c e t a t s  in  de r  Myoinos i to l -Re ihe .  O f f e n b a r  spie l t  
be im  Z u s t a n d e k o m m e n  so lcher  Lab i l i s i e rungen  die To ta l -  
k o n f o r m a t i o n  de r  Molekel  eine b i s h e r  n i c h t  v e r m u t e t e  
Rolle. 

For representative polar-type labilization of quaternary deriva- 
tives via some quasi-cyclic transition state (with greater planarity 
and stability in scyllo as compared with myo) such as that in the all 
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equatorial conformation of II, see the analogous postulation on 
hydrolysis of scopolamine methyl bromide [E. R. GARR~TT, J. Amer. 
chem. Soe. 79, 1071 (1957); 77, 400~ (1955)] and the analogies of 
H. B. HE,BEST el. al. [J. chem. Soe. 1957, 1965)]. 

a Intrinsically the same shape for the activity vs. IS] profile was 
observed as that found previously for bifunetional eyelohexane 
derivatives; see ref. 1. 

Phosphoribomutase-  und 5-Phosphoriboiso-  
merase-Aktivit~it in isolierten Zellkernen 

I n  f r i iheren  E x p e r i m e n t e n  1 w u r d e  gezeigt ,  dass  isol ier te  
Zel lkerne  die F g h i g k e i t  bes i t zen ,  a n o r g a n i s c h e s  P h o s p h a t  
in  o rgan i sche  V e r b i n d u n g e n  o h n e  b e s o n d e r e  Ene rg i e -  

1 G. SIEBERT, I{. LANG, S. LucIUS und G. ROSSMf3LLER, Biochem. 
Z. 324, a l l  (1953). 

z u f u h r  e i nzubauen .  Als ein mSgl icher  W e g  wurde  die 
Nuk leos idphosphory l a se r eak t i on~  d i sku t i e r t .  Diese Reak- 
t ion ,  bei  de r  R i b o s e - l - p h o s p h a t  e n t s t e h t ,  is t  in  Zel lkernen 
nachgewie sen  w o r d e n  3. W i r  h a b e n  n u n  d e n  Stoffwechsel  
des  R i b o s e - l - p h o s p h a t s  we i t e rve r fo lg t  u n d  k o n n t e n  da- 
bei  P h o s p h o r i b o m u t a s e -  u n d  5 -Phosphor ibo i somerase -  
Akt ivi t~i t  nachweisen .  P h o s p h o r i b o m u t a s e  k a t a l y s i e r t  die 
R e a k t i o n  zwischen  R i b o s e - l - p h o s p h a t  (R1P)  u n d  Ribose-  
5 - p h o s p h a t  (R5P)  4, 5 - P h o s p h o r i b o i s o m e r a s e  die Reak t ion  
zwischen R 5 P  u n d  R i b u l o s e - 5 - p h o s p h a t  (Ru5P)  5. 

Tabelle I 

Phosphoribomutaseaktivit/it: Extrakte aus isolierten Zellkernen 
oder Gesamthomogenat wurden gleiehermassen mit Ammonium- 
sulfatl6sung fraktioniert. Die Aktivit~it des Enzyms wurde durch 
Messung der gebildeten, s~iurestabilen Phosphatester festgestetlt 

(,uM s~iurestabiles Phosphat]mg Protein]20 min/37°C). 

Mg++-End- {/zMs~urestabi. 
Fermentquelle konz,entration I les Phosphat 

Leberhomogenat  
Leberzellkerne 

Nierenhomogenat  
Nierenzellkerne 

10-a 
0 

10-s 
10-4 
10-s 
10-a 
10-a 

0,61 
0,46 
0,56 
0,68 
0,70 
0,38 
0,46 

Methodik.--Die Zel lkerne  w u r d e n  aus  g u t  e n t b l u t e t e n  
L e b e r n  (e rwachsene  R a t t e n )  ode r  Nie ren  (Schwein) 
d u r c h  F r a k t i o n i e r u n g  in h y p e r t o n i s c h e r  Rohrzucke r -  
16sung da rges te l l t  s. F i i r  die Messungen  de r  P h o s p h o r i b o -  
m u t a s e  wurde  das  aus  Ze l lke rnen  b e s t e h e n d e  Sed imen t  
im P o r z e l l a n m 6 r s e r  e ingefroren ,  m i t  Seesand  zerr ieben 
u n d  m i t  des t i l l i e r t em W a s s e r  (auf  p H  8 e ingeste l l t )  ext ra-  
h ier t ,  t 5 - 2 0 %  des  G e s a m t - N  w a r e n  im k l a ren  E x t r a k t ,  
d e r  ansch l iessend  m i t  ge sg t t i g t e r  A m m o n i u m s u l f a t l S s u n g  
f r a k t i o n i e r t  w u r d e  4. Die  P r o t e i n f g l l u n g  zwischen  6 0 - 8 0 %  
A m m o n i u m s u l f a t s g t t i g u n g  w u r d e  in des t i l l i e r t em \Vasser  
gelSst  u n d  n a c h  Dia lyse  z u m  E n z y m t e s t  v e r w e n d e t  (8 bis 
10 m g  P r o t e i n / m l ,  g r a v i m e t r i s c h  b e s t i m m t ) .  

Tabelle II  

5-Phosphoriboisomerase: In den Versuehsans~itzen konnten nach 
20 rain Inkubation bei 37°C folgende Mengen Ketozucker nachge- 

wiesen werden (/~M Ru5P/mg N[ 20 min[37°C). 

Fermentquelle Substrat /~M Ru5P 

Leberhomogenat  
Leberzellkerne 

Nierenhomogenat  
Nierenzellkerne 

R5P  
R5P 
R1P 
Ribose 
R5P  
R5P 

13,1 
8,5-11,2 
2,2 
0 
11,0 
5,1-14,4 

2 H. M. KALCKAR, J. biol. Chem. 158, 723 (1945). 
a H. STERS, V. ALLFREY, A. E. MIRSKY und H. SAETREN, J. gen. 

Physiol. 35, 559 (1952). - K. LANG und K.-U. HARTr*IANN (unver- 
5ffentlicht). 

4 A. J. GUARINO und H. Z. SABLE, J. biol. Chem. 215, 515 (1955). 
5 B. L. HORECKER, P. Z. SMYRNIOTIS und I. E. SEEOMILLER, J. 

biol. Chem. 193, 383 (1951). 
e K. LAND und G. SIEBERT, Biochem. Z. 322, 360 (1952). 
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Die Zellkerne, die ffir Phosphoriboisomerasemessungen 
dienten, wurden  zur  Besei t igung des Rohrzuekers  zweimal 
in Ringerl/Ssung gewaschen und anschliessend in Ringer- 
16sung suspendier t  (0,8-1,1 mg N/ml ,  kjeldahlometr isch 
best immt) .  R I P  wurde  du tch  Phosphorolyse  yon Guano- 
sin gewonnen 4 und als Kal iumsalz  verwendet  (5 pM/ml) .  

Das Reak t ionsgemisch  fiir die Mutasetes te  (5 ml 0,2 M 
TRIS-HC1-Puf fe r  p H  7,4, 2 ml  R1P-L6sung  und 2 ml 
0,005 M MgC12-L6sung ) wurde  10 min  auf  37°C vorge- 
wiirmt. Nach  Zugabe  von  1 ml  P r o t  in lSsung wurd~ in 
b e s t i m m t e n  Zeitabst~indc n je 1 ml Probe  en tnommen,  mi t  
gleicher Menge eiskalter,  5 %iger  Perchlors~iure enteiweisst 
und der  Gehal t  an  anorganischem 'und leicht s/iurehydro- 
lys ierbarem P h o s p h a t  b e s t i m m t  v (Hydrolyse  10 min bei 
100°C in 1 n schwefelsaurer  L6sung). 

Die Phosphor iboisomerase tes te  wurden nach BRANS 8 
ausgeffihrt :  I m  Ansatz  waren  1 Vol. 2%iger  TRIS-HC1- 
Puffer  p H  7,5, 1 Vol. 0,03 M Na-R5P-L6sung  und I Vol. 
Zellkernsuspension. W/ihrend der  Inkuba t ion  (mit 90 
Schwingungen/min  schi i t te lnd bei 37°C) wurden alle 
5 min eine P robe  (1,5 ml) en tnommen ,  mi t  8,5 ml eiskal- 
ter, 3°/oiger Trichloressigs~iure enteiweisst  und in 1 ml 
fdberstand der  Gehal t  an Ke tozucker  mi t  Hilfe der 
Carbazolreakt ion ~ bes t immt .  

Ergebnisse. Phosphor ibomutase :  Wiihrend der Inkuba-  
tion n a h m  der  Gehal t  an  s/ iurelabilem Phospha t  linear 
zur Zeit  und zur  E n z y m k o n z e n t r a t i o n  ab. Die spezifischen 
Akt iv i t / i ten  der  aus Leber-  und Nierenzel lkernen darge- 
s tel l ten Pro te in f rak t ioneu  waren  einander  ~hnlich und 
lagen in derselben Gr6ssenordnung wie eine ebenso her- 
gestellte Pro te in f rak t ion  aus Gesamthomogena t  (Tab. I). 
Ira Gegensatz  zu den Befunden  yon  GUARINO und SABLE 4 
wurde bei Zugabe yon Mg-Ionen eine Steigerung der 
Enzymakt iv i t~ t t  erre icht  (Tab. I). Die Bildung von RSP  
konnte  pap ie rchromatograph i sch  bestAtigt werden. 

5-Phosphoriboisomerase:  Ketozuckerb i ldung war so- 
wohl mi t  Leberzel lkernen als auch mi t  Nierenzellkernen 
nachzuweisen.  Die spezifischen Aktivit~iten der  beiden 
Enzymque l l en  zeigten keine charakter is t ischen Unter-  
schiede (Tab. ti). Das Reak t ionsproduk t  des Carbazol- 
testes ergab das fiir Ribulose charakter is t ische Absorp- 
t i onsmax imum bei 540 m/~. Ribose als Subs t ra t  gab keine 
messbare Ribulosebi ldung;  R I P  wurde  in geringem Masse 
zum Ke tozucker  isomerisier t  infolge vorangehender  Phos- 
phor ibomutasereakt ion .  Auf  dem Pap ie rchromatogramm 
wurde Ribu lose-5-Phospha t  gefunden.  

K. LANG und K.-U. HARTMANN 

Physiologisch-chemisches Institut der Johannes-Guten- 
berg-Universittit Mainz,  26. Januar 1958. 

Summary 

The exis tence of phosphor ibomutase  and 5-phospho- 
r iboisomerase has  been demons t ra ted  in isolated cellular 
nuclei f rom ra t  l iver  and swine kidney.  Phosphoribo- 
mutase has been shown to require Mg-ions for opt imal  
act ivi ty .  

J. B. MARTIN und D. M. DOTY, Anal. Chem. Wash. el, 965 
(~9~1). 

8 F. H. BRUNS, Biochem. Z. z27, 523 (1956). 
a Z. DISCHE und E. BORENFREUND, J. biol. Chem. 192, 583 (1351). 

On the Locat ion  of C h o l l n e s t e r a s e  in F i s h e s  

There seem to be few reports  in the  l i t e ra ture  abou t  the  
cholinesterase (ChE) ac t i v i t y  in fish musclesk  However ,  
AUGUSTINSSON 2 has repor ted  an unusual ly  high ac t i v i t y  
of acetylcholinesterase (ACHE) in the  guppy,  Lebistes 
reticulatus and NACHMANSOHN s has  found the  same in t he  
goldfish, Carassius auratus. The act ivi t ies  a m o u n t  to 20 
to 50 mg acetylcholine (ACh) hydrolyzed  per  100 mg  
tissue/h (PRossER*). Similar  results have  been ob ta ined  
by the present  author  (LuNvn~S). I t  is r emarkab le  t h a t  the  
ac t iv i ty  per  uni t  weight  is as high as abou t  x/t0th t h a t  of 
the electric organ in the electric eel (Gymnotus electricus), 
which is the richest source of ChE as ye t  known (e.g. 
PROSSER*). 

The present paper  comprises a p re l iminary  s tudy  on 
the basis for the high ChE ac t iv i ty  in the  rfiuscles of 
guppy and goldfish and on the locat ion of the  ac t iv i ty .  

The dependence of the ChE ac t iv i ty  on the  subs t ra te-  
concentra t ion and the inhibi t ing power  of Mipafox [bis- 
(monoisopropylamido)-phosphoryl fluoride] and B & W 
284C51 ~bis-(p-N-dimethyl-al lyl-ammoniumbenzyle)-aee-  
ton dibromide] have  been recorded by  means  of an  electro-  
metric method (TAMMELIN6), 

The tail muscles of a number  of fishes, of which only  
guppy, goldfish and bream (Abramis brama} will be men-  
t ioned here, have been examined his tochemical ly  for ChE 
ac t iv i ty  according to the method  of KOELLE' as modif ied 
by  HOLMSTEDT 8. 

The biochemical investigations show t h a t  an esterase in 
the  homogenized tail  muscles of guppy  and goldfish have  
the same properties as AChE (e.g. AOGOSTINSSONg). Thus  
the enzyme is completely inhibited by  10 -~ M eserine and 
the  substrate  curves for ACh, propionylchol ine and acetyl -  
fl-methylcholine are bell shaped. Butyry lchol ine  is hydro-  
lysed very slowly if at  all. Thus it seems probable  tha t  
no or only insignificantly small  amoun t s  of  bu tyry l -  
cholinesterase (BuChE) are present.  

Fur thermore,  using the  two specific inhibi tors  ment ion-  
ed above, and after  an incubat ion t ime of 30 rain, i t  is 
observed tha t  B & W 284C51, which inhibits  AChE when 
acting on the enzyme in the fish muscle and on A C h E  from 
electric organ, gives inhibit ion curves  tha t  coincide fair ly 
well be tween pI  0 ~ 7 and pI~00 ~- 5. The same is t rue  for 
Mipafox, the corresponding values  being about  5 and 3. 
BuChE from serum is otherwise inhibited by Mipafox in 
far smaller concentrat ions,  PIla0 being about  6.5. (The 
values on electric organ and serum were k indly  given by  
Dr. Bo HOLMSTEDT.) 

The results of the  his tochemical  invest igat ion are shown 
in Figures 1 to 4. Figure  1 shows the  location of the  AChE 

1 K.-B. AUGUSTINSSON, Acta Physiol. Seand. 15, Suppl. 52, 65 
(1948); Arch. Biochem. 23, 111 (1343). - P. LAURENT, C. R. Soc. biol. 
14a, 1521 (1352). - G. Stou, C. R. Soc. biol. 149, 1422 (1955). - C. L. 
PROSSER, Comparative Animal Physiology (W. 13. Saunders Com- 
pany, 1950), p. 609. - D. NACU~tAUSOIIN, C, W. COATES, and R. T, 
Cox, J. gcn. Physiol. ~6, 75 (1941). 

2 K.-B. AUGUSTINSSON, Arch. Biochem. 23, 111 (1943}. 
n I). NAenMm~SOHN, C. W. COATES, and R. T. Cox, J. gen. 

Physiol. 25, 75 (1941}. 
,t C. L. PROSSER, Comparative Animal Physiology (W. B. Saun- 

ders Company, 1950), p. 609. 
S. J. LuuDts, Acta physiol. Seand. #e, Suppl. 145, 102 (1957). 

6 L.-E. TAMMELIN, Stand. J. elin. lab. Invest. 5, 267 (1953). 
7 G. B. KOELLE, J. Pharmacol. exp. Therap. toz, 153 (1951). 

B. HOL~STEnT, Aeta physiol. Stand. #0, 322, 338 (1957). 
K.-B. AUGUSrtNSSON, Methods o! Biochemical Analysis, vol. V 

(Ed. D. Click, 1957), p. '2-3. 

9* 


