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Table/.-Effect of Various Inhibitors on the Respiration of Polystic- 
t,~s versicolor 

Expt. 
No. 

L 8 

L10  

L 9a 
L 9b 
L 9c 
L l l  

L 12a 
L 12b 

pH at 
which 
ahibitc 
applie..__..~ 

Inhibitor 

95% CO with / in the  l ight  
5% O~ ! 

95% CO with  / 
5% O2 ~ in the  dark  

95% CO with I i h t h e  l ight 
5% O2 ! 

95% CO with ~ in the dark  
5% O2 ] 

1 mM KCN 
I mM KCN 
1 ml~I KCN 
0-2 mM die thyldi th iocarbamate  
Na salt  (dieca) 
sa tura ted  solution phenyl thiourea 
sa tura ted  solution phenyl thiourea 
I mM salieylatdoxime 
1 mM salicylaldoxime 

O/ 
tO 

inhibi- 
tion 

Spec t ro scop i c  ev idence  of t h e  p r e sence  of c y t o c h r o m e s  
was o b t a i n e d .  B a n d s  c o r r e s p o n d i n g  to  t h e  a l p h a  a b s o r p -  
t i o n  b a n d s  of t h e  r e d u c e d  e y t o c h r o m e s  a, b a n d  c were  
o b s e r v e d  w i t h  a H i l g e r  m i c r o s p e c t r o s c o p e  w h e n  l i gh t  
f r o m  a 500 W m e t a l  f i l a m e n t  l a m p  was  p a s s e d  t h r o u g h  
a t h i c k  s u s p e n s i o n  of t h e  m y c e l i u m  to  w h i c h  s o d i u m  
h y d r o s u l p h i t e  h a d  b e e n  a d d e d L  

Cell free e x t r a c t s  of t h e  m y c e l i u m  were  p r e p a r e d  b y  
g r i n d i n g  t h e  well  w a s h e d  m y c e l i u m  w i t h  c lean  s a n d  a n d  
ice co ld  bu f f e r  in  a ch i l l ed  m o r t a r  (9 p a r t s  of 0.05 M 
p h o s p h a t e  b u f f e r  p H  7.0 to  1 p a r t  of m o i s t  m y c e l i u m ) .  
Cell deb r i s  a n d  s a n d  were  r e m o v e d  b y  c e n t r i f u g i n g  a t  
500 g for  5 min .  E x t r a - c e l l u l a r  laccase  p r e p a r a t i o n s  were  
p r e p a r e d  b y  t h e  m e t h o d  of LINDEBERG a n d  HOLM 2. 

Table//.-Activities of Enzyme Extracts from a 7-day Old Culture of 
Polystictus verslcolor 

Enzyme system Substrate 

Hydroquinone 
Pyroeateehol 

Pyrocatechol 

C~cochrome oxidase . 
Extra-cellular  laccas~ 
Laccase from in tac t  
mycelium . . . .  

7,0 
5-2 

5.2 

Q • 0 a dry 
weight (/*Ol O~ 
per mg per h) 

24 
30 

1"0 

F o r  m e a s u r e m e n t s  of e n z y m e  a c t i v i t i e s  t he  W a r b u r g  
f lasks  c o n t a i n e d  i m l  e n z y m e  p r e p a r a t i o n ,  5 m g  s u b s t r a t e  
in  t h e  s i d e a r m ,  0-15 ml  1 5 %  K O H  in t h e  c e n t r e  well. All  
r e a g e n t s  were  d i s so lved  in 0.05 M p h o s p h a t e  b u f f e r  t o  
give a t o t a l  v o l u m e  of f lu id  of 3 rot. F o r  t h e  c y t o c h r o m e  
ox ida se  t e s t s  0 - 3 m l  of 4 × 10 -~ 21// cy toc .h rome  c (Evans) 
was a d d e d .  T h e  laccase  a c t i v i t y  of t h e  m e d i u m  ( ex t r a :  
ce l lu lar  laccase)  was  r e l a t e d  t o  t h e  a m o u n t  of m y c e l i u m  
f r o m  w h i c h  i t  h a d  come.  

Since t h e  laccase  p r e p a r a t i o n  o b t a i n e d  f r o m  t h e  
i n t a c t  m y c e l i u m  h a d  a Q.O~ of o n l y  1.0 i t  is u n l i k e l y  t h a t  
laccase  a c t i v i t y  cou ld  a c c o u n t  for  t h e  o b s e r v e d  u p t a k e  
of o x y g e n  b y  t h e  i n t a c t  m y c e l i u m  which  h a d  a Q.O~ (d ry  
weigh t )  v a r y i n g  f rom 15 to  28. Laccase  p r e p a r a t i o n s  

1 ]). I(EILIN and E. l ~. HARTREE, Nature 164, 254 (1949). 
2 G. LINDEBERG and G. Hor~t, Physiol. Plant. 5, 100 (1952). 

h a v i n g  a Q.O~ of 30 were  o b t a i n e d  f r o m  t h e  c u l t u r e  
m e d i u m  (cf. F.~HRAEUS:) b u t  t he se  cou ld  p l a y  no  p a r t  
in t h e  r e s p i r a t i o n  of t h e  i n t a c t  m y c e l i u m .  On  t h e  o t h e r  
h a n d ,  c y t o c h r o m e  o x i d a s e  was  p r e s e n t  in  su f f i c i en t  
q u a n t i t y  to  a c c o u n t  for  t h e  t o t a l  o b s e r v e d  o x y g e n  u p t a k e  
of t h e  i n t a c t  m y c e l i u m .  

These  e x p e r i m e n t s  i n d i c a t e  t h a t  t h e  e l e c t r o n  t r a n s -  
fe rence  to mo lecu l a r  o x y g e n  is m e d i a t e d  in  t h i s  f u n g u s  
m a i n l y ,  if n o t  comple t e ly ,  b y  a c y t o c h r o m e  c - c y t o c h r o m e  
ox idase  s y s t e m .  A l t h o u g h  s m a l l  q u a n t i t i e s  of laccase  
are  p r e s e n t  in  t he  m y c e l i u m  a n d  m u c h  l a r g e r  q u a n t i t i e s  
in  t h e  c u l t u r e  m e d i u m ,  i t  is u n l i k e l y  t h a t  t h e s e  a c t  as  
t e r m i n a l  ox idases  in t h e  r e s p i r a t i o n  of t h i s  f ungus .  
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Zusammen/assung 

Obgle i ch  Polystietus versicolor r e i ch t i ch  Laccase  b i tde t ,  
ze igen  die Ausf~iIe  in  r e s p i r a t i o n s h e m m e n d e n  V e r s u c h e n ,  
da s s  die C y t o c h r o m o x y d a s e  die e n t s c h e i d e n d e  O x y d a s e  
d ieses  P i lzes  ist .  

1 G. FAHRAEUS, Physiol. Plant. 5, 284 (1952}. 

t~ber den  U m s a t z  y o n  A n t h r a n i l s f i u r e  
m i t  B r e n z t r a u b e n s ~ i u r e  

v. EULER t h a t  s ich  in  m e h r e r e n  A r b e i t e n  m i t  den  U m -  
s e t z u n g s p r o d u k t e n  y o n  V e r b i n d u n g e n ,  die mSgl icher -  
weise aus  B u t t e r g e l b  ( p - D i m e t h y l a m i n o - a z o b e n z o l )  in  
de r  L e b e r  e n t s t e h e n  u n d  den  in de r  L e b e r  nachgewie se -  
n e n  S t o f f w e c h s e l p r o d u k t e n ,  wie e t w a  de r  B r e n z t r a u b e n -  
s~ture, e i n g e h e n d  be fass t .  E s  w u r d e n  die V e r b i n d u n g e n ,  
die aus  B r e n z t r a u b e n s ~ u r e  u n d  p - P h e n y l e n d i a m i n %  
p - A m i n o p h e n o l  2, den  A m i n o b e n z o e s l i u r e n  ~, d e m  Sul fa-  
n i l a m i d  3 usw. in vitro e n t s t e h e n ,  b e s c h r i e b e n  u n d  i h r  kon -  
s t i t u t i o n e l l e r  A u f b a u  bewiesen .  

F t i r  d e n  U m s a t z  y o n  A n t h r a n i l s A u r e  (AS) m i t  B r e n z -  
t r a u b e n s ~ u r e  (BTS)  h a b e n  v. EULER u n d  HASSELQUIST ~ 
e i n e n  d e t a i l l i e r t e n  R e a k t i o n s m e c h a n i s m u s  a n g e f t i h r t .  
De r  e n t s t e h e n d e n  V e r b i n d u n g  de r  B r u t t o z u s a m m e n -  
s e t z u n g  C13HIIO,N, die a n t i b i o t i s c h  u n d  i m  K r e s s e n -  
w u r z e l t e s t  w i r k s a m  ist,  w u r d e  die K o n s t i t u t i o n  I e i n e r  
1 , 2 - D i h y d r o c h i n a l d i n - 2 , 4 , 8 - t r i c a r b o n s ~ u r e  zugesch r i e -  
ben .  Sic is t  p h o t o t r o p  (gelb-grt in)  u n d  g a b  be i  d e r  C h r o m -  
s ~ n r e o x y d a t i o n  die  Ch ina ld in -4 ,  8 -d ica rbonsAure  v I  bzw .  
bei  de r  D e s t i l l a t i o n  m i t  E i s e n p u l v e r  C h i n a l d i n .  Diese  
Ch ina ld in -4 ,  8-dicarbons~iure  soIl te  s ich  b e i m  L i e g e n  gr i in  
f / i rben.  

B e i m  U m s a t z  de :  S~ure  I m i t  D i a z o m e t h a n  e n t s t a n d  
n a c h  d e n  A n g a b e n  de r  s c h w e d i s c h e n  A u t o r e n  die Ver -  
b i n d u n g  CxTHx90~N 3, de r  die K o n s t i t u t i o n  i i  z u k o m m e n  
sol l te .  D u r c h  E r h i t z e n  d iese r  V e r b i n d u n g  f iber  i h r e n  

1 H.v.  EuLEg, Naturw. Rdsch. 4, 13.'t (t953). In dieser Arbeit 
wurde scheinbar irrtfimlich das Reaktionsprodukt aus AS und 2 Mo- 
len BTS zum Unterschied yon dcr Originalarbeit als Chinaldin-4,8- 
dicarbons/iure angcschriebcn, wShrend es dort als 1,2-DihydroehinaL 
din-2, 4,8-tricarbonsiiure fonnuliert worden war, 

2 H. v. Em, ER, H. I2[ASSEI, QUIST und E. ERIKSSON, Ark. Kemi 5, 
251 0953). 

3 H. v. EOL~R und H. HASSELQUIST, Ark. Kemi 5, 193 (1953). 
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Schmelzpunkt wurde Stickstoff abgespatten unter  Bit- 
dung eines nichtkristall isierenden 01s der Zusammen-  
setzung Cl~HIgO~N, fiir das die Kons t i tu t ion  n I  einer 
Tr imethylenverbindung vorgeschlagen worden war. 

Schon bei der Nacharbei tung dieser Versuche haben 
wir Ergebnisse erhalten, die mit  der Kons t i tu t ion  I des 
I<ondensationsproduktes aus AS und  BTS nicht  verein- 
bar  sind. Aus iiusseren Griinden ver6ffentlichen wir jetzt  
nur  die Ergebnisse unserer Untersuchungen der I<on- 
densat ion yon AS und BTS. 

Die hierbei erhaltene Tricarbons~iure ist trotz wieder- 
holter Reinigungsoperationen verunreinigf,  wie die 
durchgefiihrte Chromatographie an  Atuminiumoxyd 

zeigte, worauf an anderer Stetle ausfiihrllch eingegangen 
werden soll. W'ir schlagen ffir dieses Kondensat ions-  
produkt  die Formel  IV vor, da sie die folgenden experi- 
mentel len Befunde weitgehend zu erkt/iren vermag. 
Unsere analyt ischen Daten  best~tigen die yon den 
schwedischen Autoren gefundenen. Die S~ure IV kann  
mit  2-n-HNO3 ohne Ver~nderung gekocht werden, was 
fiir ein 1, 2-Dihydrochinolinderivat  I sehr iiberraschend 
w~Lre. Erst  nach Hinzufiigen yon konz. HN03 ents teht  
Chinaldin-4, 8-dicarbons~Lure vI ; s i e  ist auch aus Iv dutch 
ChromsXureoxydation darstellbar. Die Dicarbons~ure vI 
stellt  nach Reinigung eine [arblose Substanz vom Stop. 
310-312 ° (EULER und HASSELQL'IST 294 °, Griinverf~r- 
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b u n g  °) o h n e  j eg l i che  V e r f ~ r b u n g  dar .  B e i  de r  B i l d u n g  
dieser  S~ture h a n d e l t  es s ich  u m  Line R i n g e r w e i t e r u n g ,  
wofi ir  in de r  L i t e r a t u r  1 s c h o n  e in ige  Beisp ie le  vor l i egen .  

Ff i r  die R i n g e r w e i t e r u n g  s p r a c h e n  die Z i n k s t a u b -  u n d  
N a t r o n k a l k - D e s t i l l a t i o n  de r  SAure iv,  die i m m e r  e rheb -  
f iche M e n g e n  I n d o l d e r i v a t e  l i e fe r t en ,  die d u r c h  s t a r k e  
F i c h t e n s p a n -  u n d  p o s i t i v e  E h r l i c h s c h e  R e a k t i o n  e r k a n n t  
w u r d e n .  D a n e b e n  e n t s t a n d  s u c h  C h i n a l d i n ;  w e i t e r  
k 6 n n e n  die f o l g e n d e n  B e f u n d e  n u r  au s  de r  K o n s t i t u t i o n  
IV g e d e u t e t  we rden .  

W i r d  IV m i t  D i a z o m e t h a n  b e h a n d e l t ,  so erh~ilt  m a n  
" die V e r b i n d u n g  Cx~H10OaNs, de r  die K o n s t i t u t i o n  v e ines  

s p i r a n a r t i g  v e r k n f i p f t e n  P y r a z o l i n s  m i t  e i n e m  I n d o l i n  
z u k o m m e n  muss .  W i r d  d iese r  T r i ca rbons~ iu ree s t e r  v i m  
H o c h v a k u u m  des t i l l i e r t ,  so e rhAl t  m a n  n a c h  h e f t i g e r  
G a s e n t w i c k l u n g  e in  O1, .das wi r  zu r  K r i s t a l l i s a t i o n  ge- 
b r a c h t  h a b e n .  Diese  V e r b i n d u n g  v o m  Smp ,  87 ° besass  
die Z u s a m m e n s e t z u n g  ClCH1706N u n d  s t e l l t  d en  de r  
T r i c a r b o n s A u r e  IV e n t s p r e c h e n d e n  T r i m e t h y l e s t e r  v i i  
dar .  De r  Beweis  h ier f f i r  i s t  d i e  T a t s a c h e ,  dass  die Ver -  
b i n d u n g  v i i  b e i m  V e r s e t z e n  m i t  C H , N ,  in  q u a n t i t a t i v e r  
A u s b e u t e  w iede r  die S u b s t a n z  v l iefer t .  

B e i . d e r  D e s t i l l a t i o n  y o n  v e n t s t e h t  n e b e n  d e m  E s t e r  
v i i  n o c h  e in  (~1, de r  Z u s a m m e n s e t z u n g  C17H19OsN. F i i r  
d iesen  K 6 r p e r  s c h l a g e n  wir  die F o r m e l n  v i i i  bzw.  IX m i t  
V o r b e h a l t  vor ,  wei l  n u r  aus  i h n e n  die T a t s a c h e  i n t e r -  
p r e t i e r b a r  ist ,  dass  das  {)1 nact~ V e r s e i f u n g  m i t  HC1 u n d  
a n s c h l i e s s e n d e r  N a t r o n k a l k d e s t i l l a t i o n  aussch l i e s s l i ch  
2, 3 - D i m e t h y l c h i n o l i n  XlI l iefer t .  E i n e  V e r b i n d u n g ,  n a c h  
III f o r m u l i e r t ,  w i r d  e i n e m  s o l c h e n  R e a k t i o n s v e r h a l t e n  
n i c h t  ge rech t .  Die  B i l d u n g  de r  P r o d u k t e  de r  t h e r m i s c h e n  
Z e r s e t z u n g  v o n  v i m  H o c h v a k u u m  h a b e n  e ine  wei t -  
g e h e n d e  X h n l i c h k e i t  m i t  d e n  in  de r  L i t e r a t u r  z be sch r i e -  
b e n e n  R e a k t i o n e n  y o n  a - M e t h y l z i m t s / i u r e  u n d  Diazo-  
m e t h a n .  

Ff i r  das  V o r l i e g e n  Liner  o - A m i n o z i m t s ~ u r e s t r u k t u r  
gem/iss  I V  bzw.  v i i  s p r a c h e n  s u c h  U V . - s p e k t r o s k o p i s e h e  
B e o b a c h t u n g e n ,  die a n  a n d e r e r  Ste l le  n~iher er l~iuter t  
we rden .  

Die  s a u r e  H y d r o l y s e  y o n  v i i  e r g a b  n a c h  B e h a n d l u n g  
des  H y d r o l y s a t s  m i t  C H , N  2 Ch ina ld in -4 -ca rbons~ iu re -  
m e t h y l e s t e r  x.  U b e r r a s c h e n d e r w e i s e  e n t s t e h t  d ieser  
KOrper  n i c h t  f iber  die C h i n a l d i n - 4 , 8 - d i c a r b o n s ~ i u r e  vI,  
die bei  de r  H y d r o l y s e  u n t e r  den  g le i chen  ]3ed ingungen  
v611ig u n v e r ~ n d e r t  b l e ib t .  E s  k a n n  also die d e m  E s t e r  x 
e n t s p r e c h e n d e  S/iure n i c h t  aus  de r  C h i n o l i n s t r u k t u r  vI  
h e r v o r g e g a n g e n  sein.  E i n i g e  we i t e r e  N e b e n b e f u n d e  
wol l en  w i r  in  de r  d e m n / i c h s t  e r s c h e i n e n d e n  aus f i ih r -  
l i chen  A r b e i t  n ~ h e r  b e h a n d e l n .  

E i n  w i c h t i g e r  ]3efund  ffir das  Vor l i egen  e ines  I n d o l -  
d e r i v a t e s  in  IV u n d  v i i  k o n n t e  w e i t e r  d u r c h  die Ozoni-  
s i e rung  des  k r i s t a l l i s i e r t e n  T r i m e t h y l e s t e r s  v i i  e r b r a c h t  
w e r d e n  ; m a n  e r h i e l t  h i e r b e i  I s a t i n - 7 - c a r b o n s ~ u r e m e t h y l -  
e s t e r  xI .  W e n n  f iber  die d u r c h l a u f e n e n  S t u f e n  bis  zu r  
I s a t i n b i l d u n g  n i c h t s  G e n a u e s  g e s a g t  w e r d e n  k a n n ,  so 
h a l t e n  wir  die B i l d u n g  y o n  x I  d o c h  ffir s t r u k t u r b e w e i -  
send.  E i n e  we i t e r e  S t i i t ze  ffir u n s e r e  F o r m u i i e r u n g  s t e l l t  
die P h o t o d i m e r i s a t i o n  des  E s t e r s  v i i  dar .  Be i  de r  Be-  
s t r a h l u n g  des E s t e r s  v i i  m i t  U V . - L i c h t  fiil l t  e in  k r i s t a l l i -  
s i e r t e r  K 6 r p e r  de r  Z u s a m m e n s e t z u n g  Cs~Hz,O,,N, (Smp.  
232 °) an,  de r  i m  H o c h v a k u u m  n i c h t  m e h r  f l i i ch t ig  ist.  
I n  Ana log i e  zu d e n  B e s t r a h l u n g s p r o d u k t e n  de r  t r a n s -  

1 E. WENKERT und TH. L. REID, Exper. 10, 417 (1954). - TH. 
WIELAND, O. WEIBURO, E. FISCHER und G. H6RLEIN, Ann. Chem. 
587, 149 (1954). - P: L. JULIAN, H. C. PRINTY, R. KETCHAM, R. 
DOONE, J. Amer. Soc. 75, 5305 (1953). - L. HORNER, Ann. Chem. 
548, I17 (1941). - G. JACXN~, Gas. Chim. 73, 85 (1943). - G. R. CLEMO 
und H. VXPOND, Chem. and Indust. 1949, 856. 

z K. v. AUWERS und E. CAUER, Ann. Chem. 470, 2956 (1929). 

Zimts~iure is t  das  D i m e r i s a t  v o r a u s s i c h t l i c h  e in  Cyclo-  
b u t a n d e r i v a t  x m  m i t  a - T r u x i l l s / i u r e s t r u k t u r .  
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Summary.  

U s i n g  series of d i f f e ren t  r e a c t i o n s  i t  h a s  b e e n  poss ib le  
to  d e m o n s t r a t e  t h a t  t he  t r i c a r b o x y l i c  ac id  a r i s i n g  f r o m  
a n t h r a n i l i c  acid a n d  p y r u v i c  ac id  h a s  n o t  t h e  c o n s t i t u -  
t i o n  i b u t  is co r rec t ly  r e p r e s e n t e d  b y  IV. S e v e r a l  d e r i v a -  
t i v e s  of t h i s  t r i c a r b o x y l i c  ac id  were  s h o w n  to  h a v e  
f o r m u l a e  t h a t  are  in  s h a r p  c o n t r a s t  to  t h o s e  f o u n d  in  
l i t e r a t u r e .  

1 Eine ausffihrliche, aber mit vorliegender Mitteilung inhaltlich 
identische Arbcit ging dcr Redaktion bereits am 21. Oktober 1954 zu. 

M o r p h o g e n e t i c  E f f e c t s  of  Centr i fuga t ion  o n  t h e  

I so la t ed  E c t o d e r m  and Whole  E m b r y o  

o f  S o m e  A n u r a n s  1 

I n  c e r t a i n  a m p h i b i a n s ,  a s e c o n d a r y  t a i l  is f o r m e d  
w h e n  t h e  e m b r y o s  are s u b j e c t e d  to  c e n t r i f u g a t i o n  *. 
R e c e n t l y  PASTEELS s r e p o r t e d  t h a t  in some  spec ies  t h e  
s e c o n d a r y  t a i l  was  p r o d u c e d  a t  h igh  f r e q u e n c y  o n l y  
w h e n  l a t e  b l a s t u l a e  or ea r ly  ga s t ru l ae  were  c e n t r i f u g e d  
u n d e r  p r o p e r  cond i t i ons .  The  s e c o n d a r y  t a i l  t h u s  f o r m e d  
c o n t a i n e d  s p i n o - c a u d a l  s t r uc tu r e s ,  such  as n o t o c h o r d ,  
m y o t o m e  a n d  s p i n a l  cord,  a n d  was o f t en  c o m p l e t e l y  
s e p a r a t e d  f r o m  t h e  p r i m a r y  axis.  F u r t h e r m o r e  PASTEELS 
i so l a t ed  t h e  e c t o d e r m ,  w h i c h  was  fo lded  d u r i n g  t h e  
c e n t r i f u g a t i o n  of whole  embryos ,  a n d  c u l t u r e d  i t  in 
vitro or t r a n s p l a n t e d  i t  to  a n o t h e r  e m b r y o ,  l~esu l t s  were  
p r e s e n t e d  w h i c h  i n d i c a t e d  t h e  d i f f e r e n t i a t i o n  of sp ino-  
c a u d a l  a n d  o t h e r  ax ia l  s t r u c t u r e s  f r o m  t h i s  e c t o d e r m a l  
piece.  F r o m  t h e s e  e x p e r i m e n t s ,  he  s u g g e s t e d  t h a t  t h e  
c e n t r i f u g a t i o n  can  d i r ec t ly  a f fec t  t h e  p r e s u m p t i v e  
e c t o d e r m  a n d  i n i t i a t e  t h e  ax ia l  d i f f e r e n t i a t i o n  in  i t  a. 
I n  o r d e r  to  e s t a b l i s h  such  a poss ib i l i ty ,  i t  s e e m s  neces-  
s a r y  to  m a k e  a n  e x p e r i m e n t ,  in w h i c h  t h e  p r e s u m p t i v e  
e c t o d e r m  is p r e v i o u s l y  i so l a t ed  a n d  t h e n  c e n t r i f u g e d .  
Such  e x p e r i m e n t s ,  ca r r i ed  ou t  on  t h e  e m b r y o s  of Bu/o 
vulgaris, Rana iaponica a n d  R.  nigromaculata are  
r e p o r t e d  in t h i s  p a p e r  w i t h  some  o t h e r  r e l a t e d  expe r i -  
m e n t s .  

I Supportcd by a grant from the Rockefeller Foundation, the 
Scientific Research Found of tile Ministry of Education, and the 
Asahi Grant for Scientific Research. 
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