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»alkalischer Phosphatase arbeitete, lassen denn
auch eine Gleichgewichtskonstante errechnen,
die im Gegensatz zu der unsrigen kleiner als 1
ist. Da nun die Reaktionsgeschwindigkeiten mit
der ,,sauren‘ Phosphatase der Prostata im alka-
lischen Gebiet sehr klein sind, ist fiir die exakte
Priifung unserer Hypothese und die Berech-

nung des Gleichgewichts mit HPOs-Tonen eine
besondere Untersuchung erforderlich.

Der Deutschen Forschungsgemein-
schaft sage ich fiir die Forderung meiner Arbei-
ten ehrerbietigen Dank. Bei dieser Untersuchung
haben mir Frl. G. Schiiz und Hr. H. Brilmayer
wertvolle Hilfe geleistet.

Wérmemessung bei Fermentreaktionen®

Von PauL OHLMEYER

Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitit Tiibingen

(Z. Naturforschg. 1, 30—35 [1946]; eingegangen am 18. Oktober 1945)

Es wird ein Calorimeter beschrieben, das 50 bis 250 Milligrammealorien pro
Stunde zu messen erlaubt. Die Wirmetonung der phosphatatischen Reaktion Ade-
nosinmonophosphorsiure — Adenosin + Phosphorsdure wurde zu — 1600 cal/mol
bestimmt. Fiir die Warmetonung der Reaktion Adenosintriphosphorsiure — Ade-

nosinmonophosphorsédure + 2 Phosphorsidure wurden

in Ubereinstimmung mit

andersartigen Messungen von O.Meyerhof — 24000 cal/mol gefunden. Die Mes-
sung der Reaktion F'umarat + Wasser — 7 (—)-Malat ergab — 3800 cal/mol, die
Messung der Riickrgaktion + 3900 cal/mol. Aus diesen Werten in Zusammenhang
mit dem Temperaturkoeffizienten der Gleichgewichtskonstante folgt fiir das
System der Fumarase die Einstellung eines thermodynamischen Gleichgewichts,
fiir das Ferment also die Natur eines echten Katalysators.

Das volle Verstindnis des chemischen Ge-
schehens im Organismus setzt die thermo-
dynamische Betrachtung voraus, und insbheson-
dere die enzymatische Katdlyse von Gleichge-
wichtsreaktionen verlangt die Erforschung der
Energieverhéltnisse. Dabei ist die Kenntnis
ihres Wiarmebedarfs sehr oft eine unerléafliche
Bedingung. In Bestitigung und Erweiterung
der ‘bisher vorliegenden Ergebnisse, die vor
allem O. Meyerhof zu verdanken sind, haben
wir calorimetrische Messungen bei Ferment-
reaktionen unternommen, deren erste Resultate
wir im folgenden mitteilen.

I. Die calorimetrische Methode
Die Apparatur

Da es leichter ist, eine Temperatur konstant
zu halten, als sie mit derselben Genauigkeit zu
messen, haben wir ein Verfahren der ,,isother-

1. Abdruck einer am 11. Sept. 1944 bei der Redak-
tion der Zeitschrift fiir physiolog. Chemie einge-
gangenen, aber nicht mehr erschienenen Arbeit mit
Genehmigung der Herausgeber.

men* Wiarmemessung entwickelt: Wir lassen
die Reaktion in einem kleinen Thermostaten mit
intermittierender elektrischer Heizung ablau-
fen, dessen bekannter Warmebedarf dann durch
die Summe von Stromarbeit und Reaktions-
warme gedeckt wird. Die Differenz der Strom-
arbeiten vor und bei Reaktion ist also gleich
der gesuchten chemisch erzeugten Warme.

Konstante Temperatur in der Umgebung des
Reaktionsgefilles wird durch einen elektrisch ge-
heizten Wasserthermostaten von 30 [ Inhalt er-
reicht. Zu den Bedingungen fiir die Konstanz ge-
hiért ein Heizelement mit grofer Oberfliche und
kleiner Wirmekapazitit und in seiner Nihe ein
empfindliches Kontaktthermometer. Der Strom wird
so gewdhlt, dal Heizzeit und Heizpause etwa
gleich lange dauern; dadurch wird erreicht, dal}
die minimale Schwankung der Temperatur, die mit
der unvermeidlichen Trigheit der Regulation ge-
geben ist, nicht wesentlich iiberschritten wird.

Die Schwankung um die Mitteltemperatur be-
stimmen wir wie folgt: Der Abkiihlungskoeffizient,
d. h. die stiindliche Anderung der Temperatur des
ungeheizten Thermostaten, ausgedriickt in Prozent
der anfanglichen Temperaturdifferenz gegen die
Umgebung, betrug 6,2%. Der Thermostat stand 4,3°
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héoher als der Raum; die Heizpause dauerte 15 sec.
Betrachtet man die logarithmische Kurve der Ab-
kithlung niherungsweise als linear, so folgt fiir
die Schwankung:
1 6.2 15 e

S=+ ?'4,3'W'W: + 0,00056°.
Die Mitteltemperatur, gemessen mit dem Beck-
mann-Thermometer, blieb tagelang fest.

In den Thermostaten taucht ein Glaszylinder ein,
der das Calorimeter, ein Dewar-Gefill von 50 cem
Fassungsvermégen aufnimmt. Dieses steht also in
einem Luftmantel, 35 cm unter dem Wasserspiegel.
Wir fiillen es mit 20 ccm der Reaktionslosung A,
in welche die Kiivette eines Kontaktthermometers
und eine isolierte Heizspirale aus Konstantandraht
mit etwa 60 Windungen eintauchen. Die Reaktions-
losung B, meistens das Ferment, befindet sich vor
der Reaktion_ in einem Gefdfl von 0,15 ccm Inhalt,
das an einem Iaken unter dem Stopfen aufgehingt
ist. Ein Hebel streift dieses Gefdll bei Reaktions-
beginn ab, es kippt und bleibt so hiingen, dafl seine
Offnung eben eintaucht. Die Fortsetzung des He-
bels nach oben ist ein diinnes Glasrohr, das zum
Anschlul} an ein Manometer dient. Durch eine ver-
schliefbare Offnung im Stopfen wird bei Beendi-
gung der Reaktion das Eiweilfillungsmittel ein-
gebracht. Das Kontaktthermometer trigt dicht unter
dem Kopf einen Wattekragen, der am Rande des
Glaszylinders anliegt und in der Mitte den Mano-
meterrohr-Hebel durchlaft. Ein elektromagneti-
scher Kloppel versetzt dem Kopf des Thermometers
alle 7 sec leichte Stiole, die die Lage des Kontakt-
fadens nicht veridndern; dadurch wird das Kleben
des Quecksilberfadens eingeschrinkt.

Die Temperaturdifferenz A $ zwischen der Reak-
tionslosung und dem Thermostaten betrigt einige
Hundertstel Grad. Aus A9 =0,1°, dem Abkiihlungs-
koeffizienten des Calorimetergefilles von 46% und
der Dauer der Heizpause von 18 sec ergibt sich fiir
die Schwankung der Temperatur in der Reaktions-
losung S = £0,00012°

Wir bestimmen die Dauer der Heizzeit mittels
einer elektrischen Zihluhr, die im Nebenschluf} des
Batterieheizkreises liegt und wie die Heizspirale
Strom iiber ein Relais bekommt, sobald das Kon-
taktthermometer ausschaltet. Die Schalthdufigkeit
kann an einem Zihlwerk abgelesen werden. Zwei
Schaltuhren bewirken zur gewihlten Stunde Schlie-
Rung des Heizkreises und (nach Eintritt der Tem-
peraturkonstanz) Einschaltung der Zahluhr.

Das Mefverfahren

Haben Heizzeit und Heizpause gleiche Dauer,
so kommt die Konstanz der mittleren Tempera-
tur offenbar dadurch zustande, dafl wihrend
der Heizzeit zweimal so viel Wirme zugefiihrt
als fortlaufend abgefiihrt wird. Die Strom-

stirke unter diesen Bedingungen sei i". Dann
entspricht die Warmezufuhr der Stromleistung
Ni =14 W und der fortlaufende Wirmeabflul

der Stromleistung — N: :f:;.W, worin W den
elektrischen Widerstand der Heizspirale be-
deutet. Mit der Stromleistung N: :;:W wiirde

also bei ununterbrochener Heizung Konstanz
erreicht.

Ist unter anderen Bedingungen die Dauer der
Heizzeit ¢, die Dauer der Heizpause ¢’ und die
Stromstérke ¢, so entspricht der Warmegewinn
iiber ¢, d. h. die Differenz zwischen Wirmezu-
fuhr und Wirmeabfluf, der Stromarbeit A

= W.t — f; .W.t und der Wirmeabiluh

iiber t der Stromarbeit — A» = 712‘ WU Aus

der Konstanz der mittleren Temperatur folgt,
dafl Wiarmegewinn iiber ¢ und Wéarmeabflul
iiber ¢ entgegengesetzt gleich sind, und so er-

gibt sich
i':iil/‘_"t:_?v (1

worin nur das positive Vorzeichen einen physi-
kalischen Sinn hat. Unter allgemeinen Bedin-
gungen wird also mit der Stromleistung N:
= ﬁ W =1q. w2t

2 t4+ v
Heizung Konstanz erreicht.

¢
Den Ausdruck .
t + ¢

quotienten. Wir finden ihn als Mittelwert, wenn
wir am Ende einer bestimmten Mefiperiode, zu
Beginn einer Heizpause X ¢, die Summe aller
Heizzeiten an der Z#ahluhr ablesen und durch
die Dauer der Mefperiode dividieren.

Ist @u nach Eintritt des Temperaturaus-
gleichs vor Beginn der Reaktion bestimmt, so
findet man wihrend einer Reaktion mit Wirme-
tonung einen anderen Wert @'y. @'y ist kleiner
als @y bei exothermer, grofer bei endothermer
Reaktion; Zwischenwerte im Verlauf der Reak-
tion zeigen einen Gang mit deren Geschwindig-
keit und fiithren am Schlul wieder auf Qy.

Bei der Wirmemessung benutzen wir den
Mittelwert @’y fiir die Zeit © zwischen dem Be-
ginn der Reaktion und dem Ende des Versuchs.
Dann folgt aus der Stromleistung

bei ununterbrochener

nennen wir @y, den Heiz-

N=. W.Qg—.W.Qy @)
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die Reaktionswirme als A = > .W.t (Qu— Q')
oder weil @yy. =Xt abgelesen wird:

A= W.(Qy.1—31). 3)
Hierin werden ¢ in Ampére, W in Ohm und =
und Xt in Sekunden ausgedriickt; man findet
die Reaktionswirme in Wat{sekunden und nach
Multiplikation mit dem Faktor 0,239 in Gramm-
calorien.

Der Wirmebedarf des Calorimetergefilies
vor der Reaktion und damit der Mefbereich
wird durch A9, die variable Temperaturdiffe-
renz zwischen Gefdbfiillung und Thermostat,
festgelegt. A 9 braucht nicht genau bekannt zu
sein. Wir messen meistens iiber zwei Stunden
und richten den chemischen Vorgang so ein,
daB zwischen 50 und 250 Milligrammecalorien
in der Stunde entwickelt werden.

Priifung der Apparatur

1. Versuch. Konstanz von @y. Das Calorimeter
wurde mit Wasserfiilllung 7 h geheizt; @y wurde
zehnmal iiber etwa 40 min bestimmt.

Qu { i ‘ Fy | Qx
O...7h) () Clo) J’ (5,5 ...7h)
0,411 ‘ +4,6 l +0,9 | 0,416

2. Versuch. Anwendung von Gleichung (1). Nach
dieser Gleichung kann man 7/, die Stromstirke fiir
die Bedingung @y = 0,5 berechnen, wenn i, die effek-

M -
ima) | 207 g 2,43 ‘ 258 | 2,79 ‘ 3,94
l
Qq | 0,671 | 0487 | 0440 | 0370 | 0,191
7 mA) | 240 | 240 | 242 | 240 | 243

tive Stromstiirke, und @y, der zugehorige Heizquo-
tient, bekannt sind. I'iir die Priifung der Apparatur

P.OHLMEYER

mit Hilfe dieser Beziehung wurde i so variiert, dafl
@y (iiber 60 min) innerhalb des praktisch wichtigen
Bereichs 0,15—0,75 gefunden wurde: fiir i’ ergab
sich mit geringer Streuung ein konstanter Wert.
Gleichung (1) war also erfiillt.

3. Versuch. Anwendung von Gleichung (2). Nach
dieser Gleichung kann man eine zusitzliche thermi-
sche Leistung N errechnen, wenn der zugehorige
Heizquotient "y und die Grolen 2. W und @y be-
kannt sind. Fiir die Priifung der Apparatur mit Hilfe
dieser Beziehung wurde neben die Heizspirale mit
dem Widerstand W = 225,4 Q eine ‘zusiitzliche Spule
mit W; =159,2 Q gelegt. Durch die Stromstiirke 7; im
zweiten Heizkreis war dann eine (konstante) ther-
mische Leistung N =i*>. Wy gegeben, die calori-
metrisch mit einem mittleren Fehler von *5% ge-
funden wurde. Gleichung (2) war also erfiillt (Tab. 1).

II. Warmemessungen bei Ferment-
reaktionen

Spaltung von Adeninnucleotid

Die Energieumwandlung bei der Abspaltung
von Phosphorsidure aus Adeninnucleotid inter-
essiert wegen ihres Beitrags zur Warmebildung
im tdatigen Muskel und neuerdings besonders
nach der Entdeckung des Zusammenhangs zwi-
schen Dephosphorylierung von Adenosintri-
phosphorsidure und Verkiirzung der Myosin-
faser2.

Die Warme der Reaktion

Adenosintriphosphorsidure —» Adenosinmono-
phosphorsdure + 2 Phosphorsiure

(1)
haben schonO.Meyerhof undK.Lohmann3
errechnet, indem sie die drei Reaktionen:

2 W. A. Engelhardt, M. N. Ljubimova u.
R. A. Meitina, C. R. Acad. Sci. URSS. 30, 644
[1941], zitiert nach C. 1942, II, 66; Szent-Gyor-
gyi, Studies from the Inst. of Med. Chem. Univ.
Szeged 1 [1941].

3 Biochem. Z. 191, 125, 19; 253, 431 [1932].

A9 () ll 0,025 ‘ 0,037 0,144

§ (mA) 109 | 1,99 | 2,18 2,18 3,59 3,59

O 0,550 0550 | 0564 | 0564 0680 | 0,680

i (mA) LI 186 191 251 | 34 5,35

Oy 0,448 0376 | 0362 | 0202 | 0456 | 0078

N ber 0,81 1,44 2,16 3,82 7,00 17,00
Watt . 10¢) { gef. 0,91 1,37 I 2,16 3,87 6,50 17,45

7l 4124 | —49 +0 | +13 —71 | +26

Tabelle 1.
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Adenosintriphosphorsiure — Inosinmono-
phosphorsiure + 2 Phosphorsiture + Am-
moniak,
Adenosinmonophosphorsiure — Inosinmono-

| phosphorsiure + Ammonniak
U11¢

Inosintriphosphorsiure — Inozinmonophos-
phorsiure + 2 Phosphorsiure
im thermometrischen Calorimeter von Meyer-
hof mit Muskelferment verwirklichten. Nach-
dem wir gefunden hatten, dafl die Phosphatase
der Prostata die Phosphorsiure aus Adenin-
nucleotid quantitativ abspaltett, haben wir
die beiden Reaktionen:
Adenosintriphosphorsiiure — Adenosin

=+ 3 Phosphorsiure
und

Adenosinmonophosphorsiure — Adenosin
+ Phosphorsiure

calorimetrisch gemessen und so die Wirme-
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tonung der Reaktion(1)errechnet. Meyerhofs
und unsere IXrgebnisse stimmen sehr gut iiberein.

Spaltungswirme der Adenosinmonophosphorsiure
Ansatz: 10 mg Substrat; 0,15 cem dial. Prostatafer-
ment; 0,015-m. Citrat-Salzsiure; Vp 20,15 cem;
Py 3,75 0 24.3% Zur Abtotung des Ferments 3 cem
20-proz. Trichloressigsiiure. Bestimmung von abge-
spaltenem P. Rechnung nach Gl. (3); W =4281Q;
U = Wirmetonung, bei exothermer Reaktion trigt
sie nach der neueren Zeichengebung das negative
Vorzeichen (Tab. 2).
Spaltungswirme der Adenosintriphosphorsiure
Die Substanz enthielt 0,11 P-Aquivalente Adenogin-
monophosphorsiure als Begleitstoff. Ansatz: 9 mg
Substrat: 0,15 cem dial. Ferment; 0.015-m. Citrat-Salz-
siure; Vi 20,15 cem; pyy 3,7; 0 24,3% Bestimmt wurde
die Bildung von anorg. P’ () und die Abnahme des
leicht hydrolysierbaren I’ (b). (a—?*/»D) entspricht
der Adenosinmonophosphorsiure, deren Spaltungs-
wirme A’ =1550.0,239—1 Ws/mol in die Berech-
nung einging. wmol = 10—6 Mol (Tab. 3).

Tap. |l . N | Chem; | ; |
? L.lh : ’ n ' = 4 | Umsatz | : 4
suc ‘ (mA) (s) (s) (Ws) | (mmol) | (cal/mol) /)
A 1,12 0,608 | 6860 2965 0,65 0115 | — 1350 —129
B 1,12 0,666 | 6930 3200 0,76 0,110 = — 1650 -+ 65
¢! 1,12 0,725 | 6425 3670 0,52 0,082  —1520 + 13
D 1,24 0,381 6670 1455 0,72 0,101 — 1700 + 10,0
E 1,24 0,597 7060 | 3375 0,55 0,099  — 1330 — 142
F 1.24 0,420 8210 | 2320 0,75 0,105  — 1700 + 10,0
} 1,24 0557 | 9720 4380 0,68 0,101  — 1600 + 3.2
Tabelle 2. Mittel: — 1550
: 3 P (mg)
¢ T >t >
Versuch “n - ————————e———
(mA) (s) () anorg. 1. hydr
A 3 1,20 0,496 9550 4000 + 0,509 — 0,251
B 0,904 0,628 9350 1080 + 0,675 — 0,363
Berechnung:
Adenosine ) Adenosintriphosphorsiure
A monophosphorsinre
Versuch ———— e T IR B
Umsatz A’ Umsatz A— 4 U
(Ws (ttmol) (Ws) (remol) (Ws) (cal/mol)
A 459 4,26 0,275 4,05 4,315 — 25500
B 6,70 413 0,268 | 590 6,052 — 926 100

Tabelle 3.

£ P.Ohlmeyer, Diese Z. 1, 18 bes. 25 [1946].

Zeitschrift fiir Naturforschung I, 1
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. i w St A Urrcaty U
Versuch . QII ‘ | i
(mA) (Q i (s) ‘ (s) (Ws) (mmol) (cal/mol)
B B e i i e ~ S S, S~
A 2,93 225.4 0,640 | 5580 | 3100 0.90 0.19 — 1170
B 9,72 428,1 0,472 4365 1840 069 | 0116 — 1380
C 1,20 i 4231 0.582 7310 | 2040 1,36 | 0,246 — 1300
D 1,60 | 4281 0530 | 6640 | 2560 L19 | 0216 — 1160

Tabelle 4.

Fiir die Warmetonung bei der Abspaltung von
3 P aus Adenosintriphosphorsiiure wurden also
im Mittel —25800 cal/mol gefunden. Durch
Subtraktion des Wertes fiir die Spaltung von
Adenosinmonophosphorsiiure folgt fiir Reak-
tion (1) — 25800 -+ 1550 = — 24250 cal/mol.
Meyerhof und Lohmann haben 24000 cal/
mol errechnet.

Hydrolyse von Glycerinphosphorsdiure

Vor kurzem haben wir die phosphatatisch ka-
talysierte Reaktion Glycerin -+ Phosphorsiiure
= Glycerinphosphorsiiure thermodynamisch
berechnet und calorimetrisch gemessen3. Aus
dem Temperaturkoeffizienten der Gleichge-
wichtskonstante folgte nach der Reaktions-
dln K U
a1 RT®

Isochore die Wirmetonung

arT
— 1300 cal/mol fiir die Esterspaltung. Da die
Wirmemessung denselben Wert ergab, so war

damit zum erstenmal gezeigt, dafl eine Hydro-

Hydratation der Fumarsdiure

K. P.Jacobsohn?® berechnete die Reaktion
Fumarat -+ Wasser = I(—)-Malat auf Grund
desTemperaturkoefiizientender Gleichgewichts-
konstante und fand fiir die Hydratationswérme
— 4100 cal. Auch H. A.Krebs, D.H.Smyth
und I£. A. Evans® bestimmten die Gleichge-
wichtskonstante bei verschiedenen Tempera-
turen; aus ihren Werten folgt nach der Glei-
chung der Reaktions-Isochore — 3420 cal. J a -
cobsohn fand den Betrag von 4100 cal jedoch
nicht in Linklang mit dem Temperaturkoeffi-
zienten der Geschwindigkeitskonstanten fiir
Hin- und Riickreaktion, verwarf daher die Be-
rechnung mit Hilfe der Reaktions-Isochore und
bildete eine Hypothese, die in Anlehnung an
Vorstellungen H.v.EEulers die Temperatur-
abhingigkeit auf die Beteiligung des Ferments
zuriickfiihrt. EKine wesentlich niedrigere Hydra-
tationswirme, niimlich — 670 cal, errechnet sich

= Substrat ‘ | Chem

E (mmol) i w O T 5t | A Umsate U

3 | Fumar-  Apfel-

> siure i silure (mA) Q) ‘ () (s) ‘ (Wy) ' (umol) | (cal/mol)
| | | |

A — — 0,70 ' 428,1 ‘ 0,448 ! 2510 1250 — 0,025 — —

B 0075 039 0,48 4281 0,478 4125 1855 | + 0,015 | — —

C | 3845 — | 289 ’ 4281 | 0495 | 6880 3180  + 0,62 37,8 | — 3930

D 345 I - 179 | 2150 | 0,664 | 4995 | 1315  +138 | 925 | —8570

E 3845 | — 1,99 215,0 ‘ 0,630 | 6615 | 1160  +256 = 1590  — 3850

F — | 30 1,44 2150 | 0,404 4915 | 3360 —0,61 | 892  + 3740

G — \ 3.0 1,44 2150 | 0,117 | 5425 1855  —0,54 32,2 4 4020

Tabelle 5.

lase als echter Katalysator ein echtes Gleich-
gewicht einstellen kann. Hier bringen wir die
genauen Belege fiir die Warmemessung.

Ansatz: 125 mg Substrat als Kaliumsalz: 0,15 cem
dial. Prostataferment; 0,015-m. Citrat-Salzsiiure; Vg
20,15 cem: py 4.5: O 243°% — Bestimmung von P
(Tah. 4).

noch aus potentiometrischen Messungen im
kombinierten System der Succinodehydrase und
Fumarase, die H. Borsook und H. F. Schott?

5 Biochem. Z. 274, 167 [1934].
% Biochem. J. 34, 1041 [1940].
7 J. biol. Chemistry 92, 559 [1931].
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ausfiihrten. Die Moglichkeit, zwischen diesen
sich widersprechenden Rechnungen durch di-
rekte \\'iirmemes'sung zu entscheiden, sah Ja-
cobsohn , wegen des zu langsamen Ablaufs
der Reaktion® nicht gegeben.

Um einen weiteren Beitrag zur Theorie der
fermentativen Katalyse zu gewinnen, haben wir
nun sowohl die Wirmebildung in der Reaktion
Fumarsiure — Apfelsiiure als auch den Wérme-
verbrauchin der Reaktion Apfelsiure — Fumar-
siture calorimetrisch gemessen und — 3800 cal
bzw. -+ 3900 cal erhalten.

Gewinnung des Ferments. Kalbsleber wurde durch
die Latapiemiihle getrieben, der Brei mit einem hal-
ben Volumen Wasser angeriihrt, 24 h bei 0° aufbe-
wahrt und zentrifugiert. Die iiberstehende Lisung
stand vor Beginn der Versuche 10 Tage unter Toluol
im Kiihlschrank.

Ansatz: 16 cem Substratlizung: 1 cem Veronalpuf-
fer; 0,15 cem Ferment: im Gasraum  Stickstoff:
Py 6,85 9 24,3% In dem Versuch A\ ist das Substrat, in
den Versuchen ¥ und G der Puffer fortgelassen.

Analyse. DBestimmung der Apfelsiure polari-
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metrisch nach Jacobsohn? der Fumarsiure
gravimetrisch nach A. ITahn uw. W. Haarmann?®.

Ergebnisse. Versuch A: Das Einkippen des
Ferments in Puflerlésung verlauft praktisch
thermoneutral. Versuch B: Mischt man Malat
und Fumarat nach Mafgabe der Gleichgewichts-
konstante und setzt Ferment zu, so tritt kein
Vorgang ein, dessen Wirmetonung die Fehler-
grenze der Messung iiberschritte. Unter dieser
Voraussetzung konnten wir fiir Hin- und Riick-
reaktion entgegengesetzt gleiche Wirmemengen
finden (Versuche C...G) (Tabh.5).

IYiir die Theorie folgt, dafl die Gleichung der
Reaktions-Isochore durch die Werte fiir Gleich-
gewichtskonstante und Wirmeténung in den
Grenzen der Methoden befriedigt wird. Das
Ferment ist also ohne Einfluf auf die thermo-
dynamisch geforderte Gleichgewichtslage.

Ich danke Frl. G, Schiiz fiir ihre Iilfe bei der
Ausfiithrung der Messungen.

8 7. Biol. 87,107 [1928].

Auslosung von Polyploidie durch Kalte bei Drosophila melanogaster

Von Hans BAUER

Aus dem Kaizer-Wilhelm-Institut fiir Biologie. Hechingen

(Z. Naturforschg. 1,

35—38 [1946]; eingegangen am 1. feptember 1645)

Durch Kiltehehandlung von 2 Stdn. alten Embryonen wird cine Polyploiditierung
von Urkeimzellen erzielt, die am Auftreten triploider Nachkommen festgestellt wird.

Bei Droscphila melanogasier sind triploide
¢ Qundtetraploide Fliegen beider Geschlech-
ter bekannt. Erstere werden seit langem regel-
mifig geziichtet; 4n-Tiere aber sind nur verein-
zelt beobachtet worden!. I'iir die Klarung man-
cher genetischer I'ragen besonders auch der Mu-
tationsforschung wéren konstante tetraploide
Stémme niitzlich. Sie miifiten sich erhalten las-
sen, wenn beiihrem Aufbau attached-X-Chromo-
somen verwandt wiirden2. Voraussetzunz fiir
die willkiirliche Herstellung solcher 4n-Stimme
ist es, sich von dem Aufsuchen spontan auf-

1 C.B.Bridges, Cytological and genetic basis
of =ex. Sex a. intern. secretions. 2nd ed. 15—63
[1939].

> H.Bauer, IFortschr. d. Zool. N.I'. 7. 256 [1943].

tretender Polyploider unabhiingig zu machen,
also ihre experimentelle Auslésung zu er-
reichen. Diesem Ziel dienten die im folgenden
beschriebenen Versuche.

In der botanischen Genetik herrscht heute
zur experimentellen Polyploidisierung das Col-
chicin-Verfahren vor. Seine Anwendung auf
Tiere ist durch die Schwierigkeit, das Colchi-
cin in einer fiir den Organismus unschidlichen
Weise an die Keimzellen heranzu-
bringen, noch stark eingeschrinkt. Es liegen
nur ganz vereinzelte positive Versuchsberichte
vor. Um nicht erst miithsam einen geeigneten
Weg zur Uberwindung der Schwierigkeiten
suchen zu miissen, wurde auf das ilteste Ver-
fahren zuriickgegriffen, die von J. J. Gerassi-

wirksam
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mo w3 eingefithrte Kiltebehandlung. IXs wur-
den sich entwickelnde Eier der Kilte ausgesetzt;
sie reagieren bei ihrer geringen Dicke gleich-
miliger, als von den Larven angenommen wer-
den kann, und enthalten Urkeimzellen, die noch
eine liingere Mitosenfolge zu durchlaufen haben.
Aus einer polyploid gewordenen Urkeimzelle
mull, wenn sie nicht entwicklungsbenachteiligt
ist, eine groflere Menge polyploider Keimzellen
entstehen, daher ist eine gruppenweise Hiu-
fung von polyploiden Nachkommen zu erwar-
ten, die zugleich ein wichtiger Anhaltspunkt
fiir den Erfolg des Versuches ist. Es wurden
daher friithe IEmbryonalstadien, bei denen die
Urkeimzellen als Polzellen ausgetreten sind, be-
handelt. Das ist bei 2 Stdn. alten Kiern der Fall®.

Als Kriterium fiir die gelungene Polyploidi-
sierung der Urkeimzellen wurde das Auftreten
triploider Téchter bei der Kreuzung von (im
Embryonalstadium) kiltebehandelten § @ mit
unbehandelten &' benutzt. Die £ € hatten die
Konstitution Notch®yellow white (N%y w), die
d'd facet-notchoid (fa™e). Der Faktor fa™ wurde
deshalb gewéhlt, weil er in Kombination mit
Notch larvenletal ist5. Dadurch wird die An-
zahl der auszuzihlenden @ @ auf die Halfte
reduziert und es tritt normalerweise bei ihnen
ehenso wie bei den d’d’ (infolge Absterbens
der N¥/Y-Zygoten) nur eine Klasse auf. Auller-
dem sollte durch fa"? in Anwesenheit von N?®
eine Klasse der moglichen triploiden I':-@
gekennzeichnet werden. Die durch die Kilte-
behandlung erzielten tetraploiden Oogonien
haben die Konstitution NYN%yw/yw. Bei Zu-
fallsverteilung der X-Chromosomen in den
Reifeteilungen entstehen also 3 Sorten von diplo-
iden Eizellen: N¥/N® N%yw und y w/y wim Ver-
hiltnis 1:4:1, demnach 3 Sorten von triploiden
Ziygoten: NYN¥famo, Ny wl/fa" und y wly wlfa°.
Die ersteren sind wie die diploiden N%/fa"o-Zy-
goten letal, die aus den letzteren hervorgehen-
den § ¥ unterscheiden sich nicht von yw/fa"°-
Y 9. Die Nyw/far-3 § dagegen sollten nach
der von Bauer? gegebenen Deutung den Notch-
Phénotypus aufweisen. Nach dieser Deutung

3 Bull. Soc. Imp. Natur. MoscouNo. 1u. 2. 185 [1901].

4 D.F. Poulson, Act. scient. et ind. (Paris)
498, 1 [1937].

5 H.Bauer, Z. Vererbgsl. 81, 374 [1943].

stellt facet-notchoid cin Deficiency eines der
Elemente einer im normalen Genotypus der Art
vorhandenen Genduplikation dar; bei Notch-
Ifaktoren ist dagegen das ganze Gendublett ent-
fernt. Fiir die normale Fliigelausbildung sind
ie N-Chromosom durchschnittlich mindestens
1.5 dieser Gene notwendig. Der Notch-Phino-
typus kommt bei einem Gen-X-Verhiilinis von
1,0 zustande (NY/--; fa"°/fa"0; Ja"-J"). Ein Ver-
hiiltnis <1 ist letal. Bei den zu erwartenden
3n-2 @ der Konstitution NYywl/fame liegt ein
Verhiilinis 1,0 vor (0-+2--1:3); sie sollten
also Notch-I'liigel besitzen. Das hat sich in den
Versuchen durch Weiterzucht der Triploiden
bestitigt, womit die vorgeschlagene Deutung
der Natur des fa"c-I'aktors eine weitere Stiitze
erhilt.

Dall auch die diploiden yw/fam0-QQ in einem ge-
ringen Prozentsatz kleine Iliigelausschnitte auf-
weisen®, stort nicht, da sie an der fehlenden Ader-
verdickung stets von den 3n-QQ unterschieden wer-
den konnen.

Durch die Auszihlung der Notch-Fliegen
werden also zwei Drittel der triploiden @-Zy-
goten erfalit. Von den diploiden {-Zygoten ist
dagegen nur die Iilfte lebensfithig. Das Ver-
héltnis von 3n- : 2n-Zygoten ist also etwas klei-
ner als das der 3n-:2n-2 @.

Der Versuchsgang war der folgende: Unbefruch-
tete N3/+-QQ wurden bei 25° mit yw-33 in Rohr-
chen gebracht, die in iiblicher Weise mit agarbedeck-
ten Objekttrigern beschickt waren. Auf der Hohe der
Legeperiode wurden die Objekttriiger in cinstiin-
digen Intervallen gewechselt. Die abgelegten Eier
wurden dann nach Erreichen eines Durchschnitts-
alters von 2 Stdn. mit den Agarplittchen unmittelbar
auf Eis oder auf eine lliskochsalzmischung gebracht,
so dald sie Temperaturen von (0 hzw. —4° ausgesetzt
waren. Nach 1/,—4 Stdn. wurden die LEier in Kultur-
flaschen gebracht, wo sie bei 25° die weitere Iint-
wicklung durchmachten. Die schliipfenden N%/y w-QQ
wurden unbefruchtet abgesammelt und zu 2 bis 4 zu-
sammen mit fano-33 in I'laschen angesetzt.

Uber die Behandlungsdauer in den Kinzel-
versuchen gibt Tab.1 Auskunft, in der zugleich
die Daten iiber die durch die Behandlung be-
dingie Sterblichkeit zusammengefalit sind. Von
jeder Temperatur und Behandlungsdauer wur-
den 3—4 Einzelversuche gemacht, die in der
Tabelle nur gesammelt angefithrt sind. Die
Sterblichkeitswerte in  diesen Teilversuchen
streuen stark. Im ganzen tritt mit zunehmender
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Behand- = Anzahl ;\uvahl ‘ Anzahl | kilte- 7 geschliipfte Fi-Fliegen 35-00 |
Tem- Tnngs- der der | der ge- | bewirkte Versuchsart S o v X‘lli n
poratar | d3uer | hohan | erwar- | sehlfpt | Mor, o [ 2nco [ swcy kMl
Stunden Eier Fliegen | Fliegen in Y, . i
- — e Kontrolle 19226 20513 3 0,015
l 1 603 301 144 52,2 "
) B 893 112 944 4038 emp. Stunden ) i
l 3 1200 645 165 744 1 a7 . Sl 2
|4 757 318 119 | 683 0o 2 8706 ) 4197 | 21
‘ 3 157 1683 .
l U 1226 613 = 315 48.6 4 269 459 3
T w9 389 224 424 Gesamt 5944 | 6855 | 26 0,38
l | 1Y, 966 483 108 77,6
2 921 460 158 65,7 Y, 702 673 1
Tabh. 1. Sterblichkeit der IFliegen auf frithen Iint- — 40 l/ 619 644 Id
wicklungsstadien nach Kiltehehandlung. 1/, 342 | 366 1
2 669 817
Behandlungsdauer und abnehmender Tempera-  Gesamt . . . 2332 2500 19 0,75

tur aber eine Zunahme der Sterblichkeit auf.
1s ist sehr wahrscheinlich, daBl die Sterblich-
keit nicht ausschlaggebend auf einer Partial-
polyploidisierung des Embryos beruht; denn
diese diirfte in erster Linie durch den Abkiih-
lungsschock bedingt und unabhiingig sein von
der weiteren Dauer der Kilteeinwirkung iiber
eine wolill nur kurze Minimalzeit hinaus.

Die Irgebnisse der Nachkommenzuchten der
kiilltebehandelten @& fallt Tab.2 zusammen.
Aus ihr geht hervor, dah der Prozentsatz {ri-
ploider € ¥ inden Kontrollzuchien auflerordent-
lich gering ist; er betriigt nur 0.015%. Die 3 Tri-
ploiden ftraten einzeln in verschiedenen Kul-
turen auf. Anders ist das Bild in den Versuchs-

Tab. 2. Auftreten triploider nach Kiiltebehand-
l . )
lung der Miitter im Embryonalzustand.

zuchten: Bei 0°-Behandlung wurden 0,38%, bei
—4°-Behandlung 0,75% triploide £ & erhalten.
Die Steigerung gegeniiber den Kontrollen Dbe-
lauft sich, wenn auch eine genaue statistische
Bewertung nicht moglich ist, auf das 25- bis
50-fache. Das ist zwar immer noch wenig, reichi
aber fiir den Zweck der willkiirlichen Herstel-
lung polyploider Stiimme voll aus. Wieweit reale
Unterschiede zwischen den Versuchen mit ver-
schiedener Temperatur und Behandlungsdauer
vorliegen, LiBt sich im einzelnen nicht sagen.

Anzahl Kulturen mit n Triploiden, n =

der Kulturen o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

Kontrolle 62 59 8 — — —
Temperatur  Stunden

1 3 2 - - = = = = = = — — — =

53 1 2 9 5 — — 1 2 — — — — — 1 = — —

' 3 5 B o e m o am e e em e e e =

~ 1 1 9 1 1 — — — -

’ 1, 5 401 — — — =

40 1 4 B == e = o= e = e - 1

l 1, 8 I 1 — — — — — — — — — — — —

P 7 6 01 — — — = —

Kiilteversuche gesamt . 39 28 4 2 1 2 = - — — — 1 — — 1

Tab. 3 Verteilung der Triploiden auf die Einzelzuchten.
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Besonders auffillig ist die Verteilung der
Triploiden auf die einzelnen Kulturen (Tab. 3).
Ohne weiteren statistischen Vergleich ist es
klar, dal solche Verteilungen, wie sie beson-
ders bei 0° 2 Stdn. und bei —4° 1 Std., aber
auch bei den anderen Versuchsgruppen mit
mehr als einem 3n-% beobachtet wurden, nicht
eine Zufallsverteilung wiedergeben®. Sie zei-
gen vielmehr eine Hiufung der Triploiden in
den Einzelkulturen an. Die Erklirung dafiir ist
nach dem oben Gesagten offensichtlich; wih-
rend das Auftreten der Triploiden in den Kon-
trollversuchen wohl allein auf meiotische Sto-
rungen zuriickgeht, miissen einzelne der be-
handelten @ @ als FFolge der Polyploidisierung
der Urkeimzellen tetraploide Ovarteile, einzelne

6 Unter der vereinfachenden Annahme, dal die
Linzelkulturen gleiche Individuenanzahlen aufwie-
sen, berechnet sich die Wahrscheinlichkeit dafiir,
daB die Gesamtverteilung der Triploiden in den
Kilteversuchskulturen (Tab. 3, unterste Zeile)
einer Poisson-Verteilungentspricht, auf P < 10—6,

oder Gruppen von Eirdhren, besitzen,

denen mehrere diploide Eizellen entstehen.

aus

Dal nur so wenige grofere Gruppen von Tri-
ploiden beobachtet wurden, liegt zum Teil daran,
daB nur /s der diploiden Eizellen erfalit werden;
denn nicht nur /s der 3n-{ @ entzieht sich der
Beobachtung oder stirbt ab, sondern auch eine
den 3n-Zygoten gleiche Zahl von XXY-Zygo-
ten bleibt unberiicksichtigt. Aufierdem werden
auch wohl nicht wenige hypo- oder hyper-
diploide Eizellen entstehen. Die Beschrinkung
der Triploidenzeugung auf nur vereinzelte @ @
schlieBlich liegt zweifellos daran, dal nur in
einem geringen Teil der behandelten Eier ein-
zelne Urkeimzellen gerade in dem fiir die Re-
stitutionskernbildung geeigneten Mitosestadium
sind. s ist wahrscheinlich. daB eine mehrfache
Kiltebehandlung mit kurzen Erwirmungspau-
sen einen noch erheblich giinstigeren Versuchs-
ausfall gibt.

IIrn. G. Wiertz, der die Versuche ausgefiihrt
hat, bin ich fiir seine Hilfe dankbar.

Unregelméfiige Chromosomenverteilung
durch eine Mutation bei Ephestia kiihniella Z.

Von ALrrep KUHN und Dore-Lt WoywoD

Aus dem Kaiser-Wilhelm-Institut fiir Biologie, Hechingen

(Z. Naturforschg. 1, 38—44 [1946]; eingegangen am 1. September 1945)

Die unvollstindig dominante Mutation Mo bewirkt unregelmifige Chromosomen-
verteilung, meist in einer der ersten embryonalen Teilungen. In dem reinen Stamin
entstehen etwa 20% Mosaiktiere, meist Halbseitenmosaiks, die verschieden helle I'lii-
gelschuppen haben. Im Mittel ist die eine Seite gegeniiber der I'liigelhelligkeit der
gleichseitigen Tiere des Stammes aufgehellt, die andere verdunkelt. Nach EKinkreuzung
spalten verschiedene rezessive mutierte Allele nicht gekoppelter Gene mosaikhaft her-
aus. Mo bewirkt also die unregelmiiflige Verteilung verschicdener Chromosomen. Das
auf der einen Seite ausfallende Chromosom kann ganz verloren gehen oder der anderen
Seite zugeteilt werden. Auch zweifach monosome I'liigel kénnen entstehen.

In unseren Zuchten von Ephestia kiihniella
und von Ptychopeda seriata kommen ab und
zu Mosaiktiere vor. Drei Félle wurden friither
schon beschrieben: von Ephestia ein  Sek-
torialmosaik! und ein Halbseitenmosaik?, in

1 A. Kiihn, Versuche iiber die Wirkungsweise
der Erbanlagen. Naturwisz=. 24 6 [1936].

2 A, Kihn, Zur Entwicklungsphy=iologie der
Schmetterlingsschuppen. Biol. Zbl. 61, 136 ff. [1941].

denen bei einem --/b-Heterozygoten eine Seite
b zeigte, und von Plychopoda ein Halbseiten-
mosaik?, bei dem in einer wildfarbigen Zucht
aufeiner Seite die der Mutation Atentsprechende
IFliigelbeschuppung erschien.

3 A Kiihn wMyv. Engelhardt, Uber zwei
melanistische Mutationen (A7 und ni) von Ptychopoda
seriata Schrk. Biol. Zhl. 63, 264 ff. [1943].



