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der H P F  wAhrend 3 min auf 56°C. Die zweite Linie, wel- 
che stets bei den Diffusionsversuchen mit H P F  vorhanden 
war und welche nach S~ttigung des Antiserums mit  
y-Globulin verschwand, war mit  der Linie des zu Ver- 
gleichszwecken zugesetzten y-Globulins identisch. Beim 
Vergleich der einzelnen H P F  in Kreuzversuchen konnten 
wir keine besondere abweichende Komponente nach- 
weisen (Abb. 3). Das Ant i -HPF-Serum tibte keinen Ein- 
fluss auf die Konversion des plasmatischen Prothrombins 
aus. Nach seinem Zusatz zur gel6sten H P F  und in An- 
wesenheit des Thrombins t rat  eine faserige Masse in Er- 
scheinung, die sich unter gleichen Bedingungen yon dem 
gelatin6sen PrAzipitat bei Benutzung der Cohnschen 
Fraktion I unterschied. 
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mit y-Globulin verschwand, enth~lt. In den Kreuzver- 
suchen mit  Ant i -HPF-Seren und homologen und hetero- 
logen H P F  ist in keinem Fall das Ents tehen einer aty- 
pischen Pr~zipitationslinie, deren Gegenwart auf die in- 
dividuelle Spezifit~t der H P F  und dadurch auf den Para- 
proteincharakter  der H P F  im strengen Sinne des Wortes 
hinweisen wiirde, beobachtet  worden. Dies wird auch 
durch dell Umstand bekr~ftigt, dass bei den elektro- 
phoretischen Untersuchungen der Seren der untersuchten 
Patienten keine einem Paraprotein ~hnliche Komponente 
aufgefunden werden konnte. 

K. BARTA und A. BARTOVA 

I.  Medizinische Kl in ik  der Palacky Universitiit, Olomouc 
(Yschechoslowakei), t 7. Augus t  t 959. 

S u m m a r y  

The plasmatic fraction, which is precipitated by cooling 
human heparin plasma, has been found to contain the 
consti tuent identical with y-globulin and also another 
component with the fibrinogen of Cohns' fraction I im- 
munologically identical. With the help of the agar-getose' 
diffusion method, no quali tat ive immunological differ- 
ences have been found with regard to the antigenous 
composition of the plasmatic fraction isolated in cases of 
various system diseases. 

*a K. BJ, RTA, Acta univ. Palack (ira Druck). 

Abb. 3: HR-HPF eines Kranken mit maligner Retikulose 
HL-HPF eines Kranken mit Lymfogranulomatose 

AR-Anti-HPFR-Serum 

Diskussion: Die gewonnenen plasmatischen Kryopr~zi- 
pirate waren alle bei 37°C in 0,15 M NaCI gut 16sbar. Sie 
waren alle teilweise mit Thrombin gerinnbar. Der un- 
gerinnbare Anteil konnte durch intensive Waschung nicht 
mehr weiter herabgesetzt werden. Die nach Zugabe yon 
Thrombin und Ca"  gewonnenen Polymeren zeigten einen 
best immten gegenseitigen Unterschied ihrer L6sungs- 
fAhigkeit in verdtinnter SchwefelsAufe und 30%igem 
Harnstoff 13. Die bereits frfiher erwfihnten Eigenschaften 
(Ahnliche elektrophoretische Wanderungsgeschwindig- 
keiten wie das Fibrinogen, teilweise Gerinnbarkeit  mit  
Thrombin), ferner der Umstand, dass das H P F  nach Ab- 
kiihlung yon Heparinptasma und nicht nach Abktihlung 
des Serums mit  oder ohne Heparinzusatz entsteht,  weisen 
auf die Verwandtschaft  mit Fibrinogen hin. Die durch 
Immunisation der Kaninchen mit  plasmatischen Kryo- 
pr~zipitaten gewonnenen Antiseren gaben PrAzipitations- 
linien sowohl mit  der H P F  als auch mit  dem Fibrinogen 
der Cohnschen Fraktion I. Eine der PrXzipitationslinien 
war bei Verwendung der Doppeldiffusionsmethode nach 
OUCHTERLONY mit  der Linie des gereinigten Fibrinogens 
der Cohnschen Frakt ion I identisch. Sie t rat  jedoch nach 
Erhitzen des Antigens (HPF) (3 min auf 56°C), nach 
F/illung der H P F  mit  Thrombin und auch nach Abs~tti- 
gung des Antiserums mit  dem Fibrinogen nicht mehr in 
Erscheinung. Daraus wird geschlossen, dass die H P F  eine 
mit  dem Fibrinogen immunologisch identische Kompo- 
nente neben einer y-Globulin-Komponente, deren Pr~zi- 
pitationslinie nach v611iger Abs~ttigung des Antiserums 

Studies  on  B i o s y n t h e s i s  of Sucrose  

The authors have already reported 1 the presence of 
sucrose phosphorylase in sugar cane juice. The sucrose 
phosphorylase isolated by the authors is similar to that  
isolated by HASSlD and DOODOROFF ~ only in so far as it 
is not inhibited by NaF.  I t  has not  been reported as yet  how 
the sucrose phosphorylase from the cane juice differs from 
the enzymes reported earlier in Pseudomonas saccharo- 
philia 2, wheat germ extract  3,*, and pea extract  5. In this 
communication, a s tudy of the kinetics of the enzyme has 
been incorporated to indicate that  the sucrose phosphor- 
ylase isolated from cane juice differs markedly from the 
enzyme reported earlier. 

I t  has been found that  the enzyme is stable towards 
dialysis against citrate, veronal acetate and phosphate 
buffers at pH 6.6 and 5°C. Dialysis towards distilled or 
tap water  up to 72 h at  5°C did not reduce the enzyme 
act ivi ty to any appreciable extent. This is in contrast  to 
the enzyme from Pseudomonas ~ anci pea extract  s. 

Repeated precipitation with ammonium sulphate and 
dialysis against tap or distilled water did not injure the 
enzyme activity,  proving thereby tha t  no other coenzyme 
is associated with sucrose phosphorylase to carry out the 
sucrose synthesis reaction in the sugarcane plant. No 

I j .  p. SHUKLA and K. A. PRABHU, Naturwissenschaften, in press. 
M. DOUDOROFF, N. KAPLAN, and W. Z. HASSII), J. biol. Chem. 

148, 67 (1943). 
a L. F. LELOtR and C. E. CARDINI, J. Airier. chem. Soc. 75, 6084 

(1953). 
4 L. F. LELOIR and C. E. CARmNI, J. biol. Chem. 214, 149 (1955). 
5 j .  F. TURNER, Nature 172, 1149 (1953). 
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Fig. 2 

p r iming  agen t  is needed  for the  enzyme  and  it is des t royed  
by  hea t ing  to  50°C for 10-15 min.  The en zy me  is s tab le  
a t  5°C and  can be p rese rved  a t  th is  t e m p e r a t u r e  for s ix ty  
days.  The o p t i m u m  for en zy me  ac t ion  lies a t  6.6 pH.  The  
t e m p e r a t u r e  fac tor  Q 10 is near ly  2, and  the  ra te  of ester i -  
f icat ion is p ropo r t i ona l  to  t he  a m o u n t  of the  en zy me  
prepara t ion .  

In  the  enzyme reac t ion  G-1-P  + Fruc tose  ~ sucrose 
+ inorganic phospha te ,  increas ing  the  G-1-P  concen t ra -  
t ion and  keeping fructose c o n c e n t r a t i o n  a t  4.3 m M ,  the  
sucrose format ion  was increased;  whi l s t  on increasing the  
f ructose concen t ra t ion ,  no o p t i m u m  was  observed .  Fi-  
gure 1 shows the  o p t i m u m  for G-1-P  Cone. to  be 25.2 raM. 
Libera t ion  of phosphorus  f rom G-1-P  t akes  place only  
a f t e r  add i t ion  of fructose.  

Equ i l ib r ium co n s t an t  was d e t e r m i n e d  by  incuba t ing  a 
p o t e n t  en zy me  prepara t ion  wi th  G - I - P  + f ruc tose  a t  
6-6 p H  and  35°C unt i l  there  was  no fu r t h e r  change  in 
phospho rus  and sugar.  The reac t ion  was  fol lowed a s ,  
shown in Figure  2 by  the  es t imat ion  of rise in inorganic  
phospho rus  l ibera ted  and  fall in reducing sugar,  accord ing  
to FISKE and  SUBBAROW 6, and SOMOGY[ ~ respec t ive ly .  
Time t a k e n  was  6-8 h. 

Equ i l ib r ium c o n s t a n t  K ,  = 5-6 a t  35°C and  6-6 pH.  

Free  energy  F 0 . . . .  1053. 

The ac t iv i ty  of the  enzyme  increases wi th  an increase  
in sucrose concen t r a t ion  (esterification).  The Michaelis  
c o n s t a n t  was d e t e r m i n e d  by  p lo t t ing  - l o g  Msuc aga ins t  
re la t ive  ac t iv i ty  of t he  enzyme.  A ~S* shaped  curve  is  
o b t a i n ed  as shown  in F igure  3. 

Michaelis  c o n s t a n t  K m is 1.66 × 10 -1. 

The main  differences in the  sucrose phosphory lase  f rom 
cane juice as aga ins t  o the r s  lie in its behav ionr  t o w a r d s  
dialysis  aga ins t  wa te r  s, in its equi l ibr ium cons tan t ,  which  
in th i s  case is 5-6 as aga ins t  0-058 in Pseudomonas saccha- 
rophilia 2, in t he  Michaelis  cons tan t ,  which is 1.66 × 10 - I  
as aga ins t  2.3 × 10 -3 in w h e a t  germ enzyme*,  and in t h e  
o p t i m u m  for G - I - P  which  is 25.2 m M  as against  30.0 m M  
as observed  in pea  e x t r a c t  s . 

The authors' thanks are due to Shri S. N. GUNDU RAO, 13. Se., 
A. H. B.T.I., F. R. I.C., Director, National Sugar Institute for taking 
keen interest in the work. 

J. P. SHUKLA and K. A. DRABHU 
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National Sugar Institute, Kanpur  (India), M a y  25, 
1959. 

Rdsumd 

Du jus de canne  ~ sucre, les au t eu r s  on t  ex t r a i t  un  
enzyme,  le sucrose phosphory lase ,  qui  diff~re des enzymes  
tir6s j usqu ' ic i  de Pseudomonas saccharophilia par  cer ta ines  
propri6t6s caract6r is t iques .  La  pr6sente  note  6tudie ces 
propri6t6s e t  donne  la d 6 t e r m i n a t i o n  de leurs c o n s t a n t e s  
phys iques .  

e C. H. FISKE aud Y. SUBBAROW, J. biol. Chem. 66, 375 (1925). 
7 M. SO.~fOG'~'I, J. biol. Chem. 160, 61 (1945). 
s j .  F. TURNER, Biochem. J. 67, 450 (1957). 


