
15. III. 1966 Specialia 139 

The p roduc t ion  of fusaric acid by  the  pa r en t  and  mu-  
t a n t  s t ra ins  was s tudied  by  the  agar-cup t echn ique  wi th  
Escherichia coli (Davis s t ra in  113-3) as the  t e s t  organism. 
I t  has  been  shown t h a t  the  doub ly  v i ru len t  par t ia l  re- 
quirer  of nicot inic  acid p roduced  app rox ima te ly  twice the  
a m o u n t  of fusaric acid as the  normal  pa r en t  s train.  On 
the  o the r  hand ,  only  t races  of fusaric acid could be de- 
t ec ted  b y  c h r o m a t o g r a p h y  on paper  2 w i th  butanolace t ic  
ac id-water  as so lvent  in P A B A  requirer.  

The biochemical  var ia t ions  of the  m u t a n t  s t ra ins  f rom 
the  pa r en t  s t ra in  and the  chemical  na tu re  of the  blue pig- 
m e n t  are be ing worked ou t  in detai l  a. 

t r o p h  und  erweis t  sich als doppe l t  virulent ,  vergl ichen 
mi t  der  Wildform.  Die andere  Mu t an t e  ben6 t ig t  p -Amino-  
benzoes~ture und  ist  n ich t  pa thogen .  Die Pathogenit~tt  der  
M u t a n t e n  scheint  mi t  der  P roduk t ion  yon  Fusars~ture 
paral lel  zu laufen. 
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Zusammen/assung. Von Fusarium vasin/ectum Atk.  
wurden  nach  Behand lung  mi t  sa lpetr iger  S~ture zwei 
auxo t rophe  M u t a n t e n  isoliert. Die eine ist  Niacin-hetero-  
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Nucleotidsynthese und 
Kohlenhydratstoffwechsel in Hiimolysaten 

In  fr t iheren Arbe i ten  1-a wurde  fiber Hers te l lung  und  
E igenschaf t en  eines Hgtmolysats aus menschl ichen  Ery-  
t h r o c y t e n  ber ichte t ,  in welchem die F/~higkeit der  i n t ak t en  
E ry th rocy t en ,  Pur innuc leos id - t r iphospha te  aus Nucleosi- 
den (bzw. aus R 5 P  und  Purin) zu synthet i s ie ren ,  unver-  
m i n d e r t  e rha l ten  geblieben ist. Aus der  vor l iegenden 
Arbei t  geht  hervor ,  dass  auch die glykolyt ische Wirksam-  
keit  der  E r y t h r o c y t e n  dem Eingriff  einer  vors icht igen 
H~molyse  s tandh~l t .  J edoch  wird die A k t i v i t i t  beider  
Reak t ionssys t eme  wesent l ich beeinf lusst  d u t c h  die Zu- 
s ammense t zung  der Reakt ionsmischung.  Mi tbe s t immen d  
sind vor  allem die N a t u r  der  zugese tz ten  Subst ra te ,  
Versuchs -pH und  individuelle Zusammense tzung  der  ver-  
wende t en  Blutprobe.  Vari ier t  einer dieser Fak toren ,  so 
gehen ATP-  und Lak t a tgeha l t  durchaus  n ich t  i m m e r  
parallel ;  un t e r  b e s t i m m t e n  Bedingungen  bewegen  sie sich 
sogar in en tgegengese tz te r  Richtung.  Dieser i iberra- 
schende Befund bi ldet  den Gegens tand  der  vor l iegenden 
Unte r suchung .  Die Tabelle zeigt, wie sich ATP-  und  
L a k t a t g e h a l t  un t e r  der  E inwi rkung  versch iedener  Sub- 
s t ra te  ~tndern. 

Nach  Inkuba t ion  mi t  R 5 P  steigt  der  ATP-Geha l t  der  
Mischung auf tiber das Dreifache an (ca. 100 #Mol/100 ml 
Blut).  "vVeniger s ta rk  ATP-b i ldend  wi rk t  F D P ;  noch 
schw~tcher, immerh in  e indeut ig  positiv,  freie Hexose.  Die 
H M P  fiihren dagegen zu einer dras t i schen  Verminde rung  
des ATP.  Gleichzeitig s te igt  AMP an. Dieses Ergebnis  
wurde  bisher  in allen unseren  Versuchen b e s t i t i g t .  Der  
AMP-Zuwachs  t iber tr i f f t  noch  die Menge des dephos-  
phory l ie r ten  ATP.  R5P,  F D P  und  Hexosen  ~tndern den 
AMP-Geha l t  wenig. Der  Gesamtgeha l t  an Adenin-  
nucleot iden wird durch  R 5 P  wesent l ich gesteigert ,  n ich t  
abe t  durch  die anderen  Subst ra te .  Offenbar  f inder  eine 
P e n t o s e p h o s p h a t b i l d u n g  aus H e x o s e p h o s p h a t e n  un te r  
den gegebenen Bedingungen  n ich t  in n e n n e n s w e r t e m  
Masse s ta t t .  

Das  nach  ~ bere i te te  H~tmolysat en th~l t  nur  wenig 
Milchs~ture. R 5 P  ruff  eine kr/~ftige Lak t a tb i l dung  hervor .  
Noch  m e h r  L a k t a t  e n t s t e h t  nach  HMP-Zusa tz ,  wobei  
al lerdings zu beach t en  ist, dass s t6ch iomet r i sch  die Lak- 
t a tb i ldung  aus H M P  um i/6 gr fsser  sein muss  als die aus 
R5P.  Bei F D P  ist die Glykolyse nur  ha lb  so s ta rk ;  noch  

geringer  bei den Hexosen.  Das Verha l t en  der  Hexosen  
i n d e r t  sich aber  vollst/~ndig nach  Zugabe yon Hexo-  
kinase;  L a k t a t  s te igt  an;  A T P  zeigt den ftir H M P  
charak te r i s t i schen  Abfall  bei en t s p r ech en d em AMP-  

Einfluss verschiedener Metabolite auf die Adeninnucleotid- und 
Laktatbildung 

Nr Substrat AMP ATP Laktat ATP/ 
Laktat 

0 Hfimolysat, nicht inkub. 4,5 30,0 30 1,000 
1 Ribose-5-phosphat + 0,5 + 72,0 + 330 0,283 
2 Glukose + 2,2 + 9,0 + 130 0,244 
3 Fruktose + 2,0 + 5,0 + 100 0,269 
4 Glukose-l-phosphat + 27,0 -- 18,0 + 460 0,024 
5 Ghlkose-6-phosphat + 37,0 -- 20,0 + 380 0,024 
6 Fruktose-6-phosphat + 19,5 18,4 + 360 0,029 
7 Fruktose-l,6-diphosphat -- 0,5 + 23,5 + 200 0,232 
8 3-Phosphoglycerat -- 0,2 + 15,0 + 70 0,450 

Die Reaktionsmischung enth/ilt in einem Gesanltvolumen von 12 ml 
10 nil H/imolysat i aus 5 ml Aderlassblut, sowie folgende Substanzen 
in/~Mol pro 1 ml H/imolysat: 7,2 Merkapto/ithanol; 1,2 MgC12; 4,8 
Phosphat pH 7,4; 0,6 Adenin; 6,0 R5P bzw. eines der anderen 
Substrate. Inkubatiou 1 h bei 37 ~ Trennung der Nucleotide fiber 
Dowex 1; ihre spektrophotometrische Bestimmung s. Die Zahlen sind 
Mittelwerte aus Blut vier verschiedener Individuen, ausgedrfickt in 
/zMol/100 nil Blut. In Zeile 1-8 sind die Zunahme bzw. Abnahme 
yon AMP, ATP und Laktat gegenfiber dem zugeh6rigen Anfangswert 
angegeben. Laktat wurde naeh HOHORST 4 bestimmt. 

Abkfirzungen: AMP, Adenosin-5-monophosphat; ADP, Adenosin-5- 
diphosphat; ATP, Adenosin-5-triphosphat; GI-I-P, Glukose-l-phos- 
phat; G1-6-P, Glukose-6-phosphat; F-6-P, Fruktose-6-phosphat; 
FDP, Fruktose-l,6-diphosphat; 3-PG, 3-Phosphoglycerat; HMP, 
Hexosemonophosphat; R5P, Ribose-5-phosphat. 
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Anstieg. Die A T P  Lak ta twe r t e  erreichen bei H M P  nur  
rund 10% der  Wer te  bei den fibrigen Substraten.  

Die hervor ragende  Bedeu tung  des A T P  ftir die Glyko- 
lyse mag  zu der  Vorstel lung verlei ten,  dass der qual i ta t i -  
yen Abh/ingigkei t  der Glykolyse yon der  Gegenwar t  des 
A T P  auch eine quan t i t a t i ve  entsprechen miisste im Sinne 
einer Proport ional i tAt  mi t  der ATP-Konzen t ra t ion .  Dass 
dies nicht  der Fal l  ist, geht  aus den Ergebnissen der  vor-  
l iegenden Arbei t  hervor.  Wird  dem beschriebenen 
, ak t i ven  HAmolysat~> 3 H M P  als Subs t ra t  zugesetzt,  so 
Iolgt eine kr~tftige Lakta tb i ldung,  obwohl  sich das anfangs 
vorhandene  A T P  schnell auf  einen geringen Bruchte i l  
reduziert .  Die mi t  dem ATP-Abfa l l  verbundene  AMP- 
AnhAufung zeigt, dass es sich um die Abspal tung  der 
beiden energiereichen Phosphat res te  handel t ;  die Nucleo- 
s idmonophospha tsynthese  b le ib t  ungest6rt .  Wird  als 
Subs t ra t  aber  F D P  verwendet ,  so erreicht  die Lak ta t -  
konzent ra t ion  k a u m  die HAlite des <~HMP-Laktats~>, 
wAhrend A T P  ansteigt .  Var i ie r t  anstelle des Subst ra ts  
das Versuchs-pH, e twa durch Verschiebung von 7,5 auf 
8,1, so s teigt  die Lak ta tb i ldung  auf ihr  Max imum;  in- 
dessen sinkt  der  ATP-Gehal t .  Auch hier erh6ht  sich der  
AMP-Geha l t  3. Der  p H - E f f e k t  be ruh t  in erster  Linie auf 
einer Akt iv i tAtss te igerung der  Hexokinase,  welche bei 
den HMP-Versuchen  aber  keine IRolle spielen kann. 
Schliesslich 1/isst der  Vergleich der Blu tproben  verschie- 
dener  Ind iv iduen  gelegentl ich starke Abweichungen zwi- 
schen ATP-Geha l t  und MilchsAurebildung erkennen. In  
einer unserer  Proben war  beispielsweise eine sehr akt ive  
Glykolyse yon e inem geringen ATP-Geha l t  begleitet ,  in 

einer  anderen eine mittelmAssige glykolyt ische Akt iv i t / i t  
yon einer t iberdurchschni t t l ichen ATP-Ansammlung .  

Wi r  kommen  also zu dem Ergebnis,  dass im frischen 
HAmolysat  ATP-Geha l t  und MilchsAurekonzentrat ion 
Einflt issen zugAnglich sind, die ihr gegenseitiges VerhAlt- 
nis wei tgehend best immen,  und dass daher  die ATP-  
Konzen t ra t ion  nicht  in allen FAllen geschwindigkeits-  
bes t immend fiir die Glykolyse ist. Das von TsuBoI  5 auf 
Grund seiner Versuche mi t  konserv ie r tem Blur  erhobene 
Postulat ,  dass die Glykolyse v o n d e r  ATP-Konzen t r a t i on  
abhAngig sei, beh/i l t  daher  seine Gtil t igkeit  nur  innerhalb  
gewisser Grenzen. 

Die zu einer ErklArung obiger  Befunde notwendige 
Oberpr i i fung wei terer  Reak t ions te i lnehmer  ist im Gange. 

Summary. A hemolysa te  of h u m a n  red cells wi th  in tac t  
capac i ty  for ATP-synthes is  and glycolysis was incubated  
wi th  some glycolyt ic  substra tes  plus adenine. A T P  and 
lact ic acid levels did not  always v a r y  in the same direc- 
tion. H M P  caused an extensive format ion  of lact ic acid 
accompanied by  a loss of A T P  ~. 

W. KLEIN und E. BERETTA 

Laboratorio Enzimi, Soc. Italiana Prodotti Schering. 
Milano (Italia), 7. November 7965. 

5 K. K. TSUBOI, J. biol. Chem. 240, 582 (1965). 
6 Die Ergebnisse dieser Arbeit wurden auf der 8. Lateinischen 

Tagung ffir Biochemie in Lissabon (19. bis 26.9.1965) vorgetragen. 

Phytochemical Studies. Isolation of 
5-Ethyltropolone from Libocedrus formosana 1 

The genus Libocedrus (Family Cupressaceae, t r ibe 
Thujoideae) is a r ich source of seven-membered  ring com- 
pounds 2. Some years  ago an inves t iga t ion  of the hear t -  
wood components  of Heyderia /ormosana (Florin) Li  
(=Libocedrus /ormosana Florin) revealed the presence of 
bo th  shonanic and thuj ic  acids 3. Later ,  a screening of the 
n-hexane ex t rac t  de tec ted  /3- and 7-thujaplicin,  fl-thuja- 
plicinol, and two addi t ional  bu t  unidentif ied t ropolones 4. 
The unknown compound  wi th  the  lowest po la r i ty  value 
(Rf 0.06; support ,  phosphoric  acid impregna ted  cellulose 
powder;  eluent,  n-hexane;  developer,  di lute ferric chloride 
solution) formed a copper  complex salt  t ha t  was re- 
crystal l ized f rom chloroform to furnish green crystals,  
m.p. 279-280 ~ (decomposition).  T r e a t m e n t  of the  copper  
chelate wi th  di lute sulfuric acid gave the  pure tropolone, 
which was sublimed (60~ mm) to afford prisms, m.p. 
79-80 ~ The compound  analyzed for C9H1002 (found: 
C, 72.17; H, 6.73; calcula ted:  C, 71.98; H, 6.71). The  
mass spec t rum confirmed the  molecular  weight  of 150 
(parent  ion) and showed the  s trongest  f ragmenta t ion  
peak  at  117 (loss of bo th  carbon monoxide  and methyl) ,  
wi th  lesser peaks a t  135 (loss of methyl) ,  122 (loss of car- 
bon monoxide  or ethylene) and 77 (phenyl ion) ~. The IR-  
spec t rum in potass ium bromide  revealed absorptions a t  
3220 (hydrogen-bonded hydroxyl) ,  1617 (conjugated car- 
bonyl),  and 1605, 1545, and 1280 cm -1 (conjugated 
triene). The UV-spec t rum in isooctane contained m a x i m a  
a t  224 (4.38), 240 (4.28, inflection), 248 (4.16, inflection), 

311 (3.92 shoulder), 323 (3.96), 358 (3.76), and 376 nm 
(3.66) (log e). The  three init ial  and intense ext inct ion 
bands occur in the  typical  t ropolone 'region A',  while 
the  nex t  four and weaker  absorpt ions are in ' region B'.  
The UV-da ta  observed here are a lmost  ident ical  to the 
repor ted  values for 7-thujaplicin,  bu t  not  for ~- or e- 
thujapl ic in  6,7. The  nuclear  magnet ic  resonance spec t rum 
in deuterochloroform wi th  te t ramethyls i lane  as an in- 
te rnal  s tandard  possessed peaks centered at  8.71 (area one, 
hydroxy l  proton),  7.26 (area four, a romat ic  protons),  
2.64 (area two, quar te t ,  methylene  protons),  and 1.23 
p p m  (area three,  tr iplet ,  methy l  protons).  The aromat ic  
absorpt ion existed as a single peak, suggest ive of a pos- 
sible symmetr ica l  molecule. 

The  foregoing informat ion  appears  to s t rongly suppor t  
the  formula t ion  of this par t icular  compound  as 5-ethyl- 
tropolone. For tuna te ly ,  all three  possible isomeric ethyl-  
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