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Table I.-Effect of Various Inhibitors on the Respiration of Polystic-
tus versicolor

pH at o/
Expt. | which s L
No. linhibitor] Inhibitor u:-};:)ll
applied
L 8 7 ngé, 80 with } in the light 10
7 Qg‘é) CO with } in the dark 65
£
¢ .
L10 925//0 80 with } ih the light 0
o Uy
7 9;2}’ ((;O with } in the dark 43
o s
L 9a 7 1 mM KCN 70
L 9 7 1 mM KCN 80
L 9¢ 7 1 mM KCN 80
L1i1 5 0-2 mM diecthyldithiocarbamate 12
Na salt {dieca)
5 saturated solution phenylthiourea 4
5 saturated solution phenylthiourea| 13
L12a 5 1 mM salicylaldoxime 13
L12b 5 1 mM salicylaldoxime 4

Spectroscopic evidence of the presence of cytochromes
was obtained. Bands corresponding to the alpha absorp-
tion bands of the reduced cytochromes «, b and ¢ were
observed with a Hilger microspectroscope when light
from a 500 W metal filament lamp was passed through
a thick suspension of the mycelium to whmh sodium
hydrosulphite had been added?,

Cell free extracts of the mycelium were prepared by
grinding the well washed mycelium with clean sand and
icc cold buffer in a chilled mortar (9 parts of 0-05 M
phosphate buffer pH 7-0 to 1 part of moist mycelium).
Cell debris and sand were removed by centrifuging at
500 g for 5 min. Extra-cellular laccase preparations were
prepared by the method of LiNnpEBERG and Horm2.

Table I1.—Activities of Enzyme Extracts from a 7-day Old Culture of
Polystictus versicolor

Q- Opdry
Enzyme system Substrate pH  |weight (4610,
per mg per h)
Cytochrome oxidase .| Hydroquinone | 70 24
Extra-cellular laccase] Pyrocatechol 5-2 30
Laccase from intact
mycelium Pyrocatechol 5.2 10

For measurements of enzyme activities the Warburg
flasks contained 1 ml enzyme preparation, 5 mg substrate
in the sidearm, 0-15 ml 15% KOH in the centre well. All
reagents were dissolved in 0-05 M phosphate buffer to
give a total volume of fluid of 3 ml. For the cytochrome
oxidase tests 0-3mlof 4 X 10~ M cytochrome ¢ (Evais)
was added. The laccase activity of the medium (extra-
cellular laccase} was related to the amount of mycelium
from which it had come.

Since the laccase preparation obtained from the
intact mycelium had a Q:O, of only 1-0 it is unlikely that
laccase activity could account for the observed uptake
of oxygen by the intact mycelium which had a 3-O, (dry
weight) varying from 15 to 28, Laccase preparations

1 D, Kgmix and E. F. HARTREE, Nature 164, 204 (1949).
? G. LINDEBERG and G. HoLy, I-"hvaml Plant. 5 5, 100 (1952).
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having a Q‘0, of 30 were obtained from the culture
medium (cf. FAHRAEUS?!) but these could play no part
in the respiration of the intact mycelium. On the other
hand, cytochrome oxidase was present in sufficient
gquantity to account for the total observed oxygen uptake
of the intact mycelium.

These experiments indicate that the electron trans-
ference to molecular oxygen is mediated in this fungus
mainly, if not completely, by a cytochrome c-cytochrome
oxidase system. Although small quantities of laccase
are present in the mycelium and much larger quantities
in the culture medium, it is unlikely that these act as
terminal oxidases in the respiration of this fungus,

The writers wish to acknowledge financial assistance from the
Nuffield Foundation.
D. BourLtER and A. BURGES

Depaviment of Botany, University of Liverpool, De-
cember 6, 1954.

Zusammenfassung

Obgleich Polysiictus versicolor reichlich Laccase bildet,
zeigen die Ausfille in respirationshemmenden Versuchen,
dass die Cytochromoxydase die entscheidende Oxydase
dieses Pilzes ist.

1 G. FAuragus, Physiol. Plant. §, 284 (1952).

Uber den Umsatz von Anthranilsiure
mit Brenztraubensiure

v. EULER? hat sich in mehreren Arbeiten mit den Um-
setzungsprodukten von Verbindungen, die mdglicher-
weise aus Buttergelb (p-Dimethylamino-azobenzol) in
der Leber entstehen und den in der Leber nachgewiese-
nen Stoffwechselprodukten, wie etwa der Brenztrauben-
sdure, eingehend befasst. Es wurden die Verbindungen,
die aus Brenztraubensiure und p-Phenylendiamin?,
p-Aminophenol?, den Aminobenzoesiuren?, dem Sulfa-
nilamid?® usw. ¢% vitro entstehen, beschrieben und ihr kon-
stitutioneller Aufbau bewiesen.

Fiir den Umsatz von Anthranilsiure (AS) mit Brenz-
traubensiure (BTS) haben v. EULER und HasserLguist?
einen detaillierten Reaktionsmechanismus angefiihrt.
Der entstehenden Verbindung der Bruttozusammen-
setzung C,3H,;O,N, die antibiotisch und im Kressen-
wurzeltest wirksam ist, wurde die Konstitution I einer
1, 2-Dihydrochinaldin-2, 4, 8-tricarbonsdure zugeschrie-
ben. Sie ist phototrop {gelb-griin) und gab bei der Chrom-
sdureoxydation die Chinaldin-4, 8-dicarbonsidure vi bzw.
bei der Destillation mit Eisenpulver Chinaldin. Diese
Chinaldin-4, 8-dicarbonsiure sollte sich beim Liegen griin
farben.

Beim Umsatz der Sdure 1 mit Diazomethan entstand
nach den Angaben der schwedischen Autoren die Ver-
bindung C;;H,,04N,, der die Konstitution i1 zukommen
sollte. Durch Erhitzen dieser Verbindung iiber ihren

1 H.v.EuLer, Naturw. Rdsch. ¢, 133 (1953). In dieser Arbeit
wurde scheinbar irrtimlich das Reaktionsprodulkt aus AS und 2 Mo-
len BTS zum Unterschied von der Originalarbeit als Chinaldin-4,8-
dicarbonsiure angeschrieben, wihrend es dort als 1,2-Dihydrochinal+
din-2, 4,8-tricarbonsiure formuliert worden war.

2 H. v. EuLEr, H. Hasserguist und E, Eriksson, Ark. Kemi 5,
251 (1953).

3 H. v. Burer und H, Hasserguist, Ark. Kemi §, 193 (1953).
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Schmelzpunkt wurde Stickstoff abgespalten unter Bil-
dung eines nichtkristallisierenden Ols der Zusammen-
setzung CH,,O¢N, fiir das die Konstitution 111 einer
Trimethylenverbindung vorgeschlagen worden war.

Schon bei der Nacharbeitung dieser Versuche haben
wir Ergebnisse erhalten, die mit der Konstitution 1 des
Kondensationsproduktes aus AS und BTS nicht verein-
bar sind. Aus dusseren Griinden verdffentlichen wir jetzt
nur die Ergebnisse unserer Untersuchungen der Kon-
densation von AS und BTS.

Die hierbei erhaltene Tricarbonsiure ist trotz wieder-
holter Reinigungsoperationen verunreinigt, wie die
durchgefiihrte Chromatographie an Aluminiumoxyd

zeigte, worauf an anderer Stelle ausfithrlich eingegangen
werden soll. Wir schlagen fiir dieses Kondensations-
produkt die Formel 1v vor, da sie die folgenden experi--
mentellen Befunde weitgehend zu erkliren vermag.
Unsere analytischen Daten bestatigen die von den
schwedischen Autoren gefundenen. Die Sdure 1v kann
mit 2-n-HNOQ; ohne Verinderung gekocht werden, was
fiir ein 1, 2-Dihydrochinolinderivat 1 sehr iiberraschend
wire. Erst nach Hinzufiigen von konz. HNO,; entsteht
Chinaldin-4, 8-dicarbonséure vI; sie ist auch aus 1v durch
Chromsiureoxydation darstellbar. Die Dicarbonsiure vi
stellt nach Reinigung eine farblose Substanz vom Smp.
310--312° {EuLEr und HasseELgQuisT 294°, Griinverfir-
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bung®) ohne jegliche Verfirbung dar. Bei der Bildung
dieser Sdure handelt es sich um eine Ringerweiterung,
wofiir in der Literatur! schon einige Beispiele vorliegen.

Fiir die Ringerweiterung sprachen die Zinkstaub- und
Natronkalk-Destillation der Sdure 1v, die immer erheb-
liche Mengen Indolderivate lieferten, die durch starke
Fichtenspan- und positive Ehrlichsche Reaktion erkannt
wurden. Daneben entstand auch Chinaldin; weiter
konnen die folgenden Befunde nur aus der Konstitution
1v gedeutet werden.

Wird 1v mit Diazomethan behandelt, so erhilt man

> die Verbindung C,;H;,O¢N;, der die Konstitution v eines
spiranartig verkniipften Pyrazolins mit einem Indolin
zukommen muss. Wird dieser Tricarbonsdureester v im
Hochvakuum destilliert, so erhdlt man nach heftiger
Gasentwicklung ein Ol, das wir zur Kristallisation ge-
bracht haben. Diese Verbindung vom Smp. 87° besass
die Zusammensetzung C;;H,;;0¢N und stellt den der
Tricarbonsaure 1v entsprechenden Trimethylester viI
dar. Der Beweis hierfiir ist die Tatsache, dass die Ver-
bindung vii beim Versetzen mit CH,N, in quantitativer
Ausbeute wieder die Substanz v liefert.

Bei.der Destillation von v entsteht neben dem Ester
vit noch ein Ol, der Zusammensetzung C;;H,;,O,N. Fiir
diesen Korper schlagen wir die Formeln viir bzw. 1x mit
Vorbehalt vor, weil nur aus ihnen die Tatsache inter-
pretierbar ist, dass das Ol nach Verseifung mit HCl und
anschliessender Natronkalkdestillation ausschliesslich
2, 3-Dimethylchinolin x11 liefert. Eine Verbindung, nach
11 formuliert, wird einem solchen Reaktionsverhalten
nicht gerecht. Die Bildung der Produkte der thermischen
Zersetzung von Vv im Hochvakuum haben eine weit-
gchende Ahnlichkeit mit den in der Literatur? beschrie-
benen Reaktionen von a-Methylzimtsdure und Diazo-
methan.

TIir das Vorliegen einer o-Aminozimtsdurestruktur
gemdss IV bzw. viI sprachen auch UV.-spektroskopische
Beobachtungen, die an anderer Stelle nidher erldutert
werden.

Die saure Hydrolyse von viI ergab nach Behandlung
des Hydrolysats mit CH,N, Chinaldin-4-carbonsiure-
methylester x. Uberraschenderweise entsteht dieser
Korper nicht iiber die Chinaldin-4, 8-dicarbonsiure vi,
die bei der Hydrolyse unter den gleichen Bedingungen
vollig unverdndert bleibt. Es kann also die dem Ester x
entsprechende Siure nicht aus der Chinolinstruktur v
hervorgegangen sein. Einige weitere Nebenbefunde
wollen wir in der demnéchst erscheinenden ausfiihr-
lichen Arbeit niher behandeln.

Ein wichtiger Befund fiir das Vorliegen eines Indol-
derivates in 1v und vir konnte weiter durch die Ozoni-
sierung des kristallisierten Trimethylesters vir erbracht
werden ; man erhielt hierbei Isatin-7-carbonsduremethyl-
ester x1. Wenn tber die durchlaufenen Stufen bis zur
Isatinbildung nichts Genaues gesagt werden kann, so
halten wir die Bildung von X1 doch fiir strukturbewei-
send. Eine weitere Stiitze fiir unsere Formulierung stellt
die Photodimerisation des Esters vir dar. Bei der Be-
strahlung des Esters vi1 mit UV.-Licht fillt ein kristalli-
sierter Korper der Zusammensetzung C;,Hy,0,,N, (Smp.
232°) an, der im Hochvakuum nicht mehr fliichtig ist.
In Analogie zu den Bestrahlungsprodukten der trans-

1 E. Wenkert und Tu. L. Rem, Exper. 10, 417 (1954). — Tn.
WIiELAND, O. WEIBURG, E. FiscHer und G. HOrRLEIN, Ann. Chem.
587, 149 (1954). — P. L. Juriax, H. C. Printy, R. KeETcHAM, R,
DooNE, J. Amer. Soc. 75, 5305 (1953). — L. HorNER, Ann. Chem.
548,117 (1941). — G. Jacint, Gaz. Chim. 73, 85 (1943). - G. R. CLEMO
und H. Vironp, Chem. and Indust. 1949, 856.

2 K. v. AuweRs und E. CAUER, Ann. Chem. 470, 2956 (1929).
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Zimtsdure ist das Dimerisat voraussichtlich ein Cyclo-
butanderivat x1m1 mit «-Truxillsiurestruktur.

Alle aus der Tricarbonsiure 1v durch die verschieden-
sten Reaktionen erhaltenen Chinolinderivate méchten
wir nach diesen Befunden als Artefakte ansehen.

Herrn Dr. Orto SvieErAK mdchte ich fiir seine Mitarbeit bestens
danken.

K. E1TER

II. Chewmisches Laboratovium der Universitdt Wien, den
6. Januar 19551,

Summary .

Using series of different reactions it has been possible
to demonstrate that the tricarboxylic acid arising from
anthranilic acid and pyruvic acid has not the constitu-
tion 1 but is correctly represented by 1v. Several deriva-
tives of this tricarboxylic acid were shown to have
formulae that are in sharp contrast to those found in
literature.

1 Eine ausfiihrliche, aber mit vorliegender Mitteilung inhaltlich
identische Arbeit ging der Redaktion bereits am 21, Oktober 1954 zu.

Morphogenetic Effects of Centrifugation on the
Isolated Ectoderm and Whole Embryo
of Some Anurans!?

In certain amphibians, a secondary tail is formed
when the embryos are subjected to centrifugation?.
Recently PasTEELS?® reported that in some species the
secondary tail was produced at high frequency only
when late blastulae or early gastrulae were centrifuged
under proper conditions. The secondary tail thus formed
contained spino-caudal structures, such as notochord,
myotome and spinal cord, and was often completely
separated from the primary axis. Furthermore PASTEELSs

. isolated the ectoderm, which was folded during the

centrifugation of whole embryos, and cultured it in
vitro or transplanted it to another embryo. Results were
presented which indicated the differentiation of spino-
caudal and other axial structures from this ectodermal
piece. From these experiments, he suggested that the
centrifugation can directly affect the presumptive
ectoderm and initiate the axial differentiation in it3.
In order to establish such a possibility, it seems neces-
sary to make an experiment, in which the presumptive
ectoderm is previously isolated and then centrifuged.
Such experiments, carried out on the embryos of Bufo
vulgaris, Rana fjapownica and R. mnigromaculata are
reported in this paper with some other related experi-
ments.

1 Supported by a grant from the Rockefeller Foundation, the
Scientific Research Found of the Ministry of Education, and the
Asahi Grant for Scientific Research.

2 A. M. BenNTA and R. A. GORTNER, J. exp. Zool. 18, 433 (1915). —
M. BaGiNi, Arch. ital. Anat. Embryol. 22, 35 (1925). — P. PasgQuinNt
and G. REVERBERI, Boll. Ist. Zool. R, Univ., Roma. 7, 1 (1929). -
H. W. Beams, R. L. King, and P. L. RisLEY, Proc. Soc. exp. Biol.
N.Y. 32, 181 (1934). — I. MoromuRra, Sci. Rep. Tohoku Imp. Univ.
Biol. 10, 211 (1935).— A. M. ScHECHTMAN, Proc. Soc. exp. Biol.,, N.Y.
37, 153 (1987). — J. PasteELs, Arch. Biol. Paris 41, 355 (1940).
H. Ban, Zool. Mag. (in Japanese) 62, 112 (1953).

3 J. PasteELs, Exper. 3, 30 and 73 (1947); Acta Anatomica 4,
219 (1947); J. Cyto-embryol. belgo-neerland. Gand 88 (1949);
J. Embryol, exp. Morph. 1, 5 and 125 (1953).



