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Die zweite A n n a h m e  bes i tz t  eine gr6ssere Wahrsche in -  
lichkeit,  da  nach  DOCTOR ~ bei m~innlichen R a t t e n  nach  
Verabre ichung  yon Ascorbins/ iure i n  v ivo keine F6 rde rung  
der  U m w a n d l u n g  von Fols/iure in C i t r ovo rumfak to r  s t a t t -  
f indet ;  h ingegen schi i tz t  die im Ur in  mi tausgesch iedene  
Ascorbins~ture eine labile Vors tufe  des C i t rovorumfak to r s  
vor  Zers t6rung du rch  L u f t z u t r i t t  und  Hi tze .  Die Un te r -  
suchungen  yon IVCAI und  NAKAGAWA 7 zeigen ferner,  dass  
auch  im pf lanzl ichen Gewebe labile Der iva te  der  P te royl -  
glutamins/ iure  a n g e n o m m e n  werden  miissen. 

K. ERISMANN und  W. H. SCHOPFER 

Botan i sches  I n s t i t u t  u n d  botanischer  Garten  der Univer -  
sitti t  B e r n ,  37. J u l i  1959. 

R d s u m d  

Des p lan tu les  de P i s u m  sont  cult iv6es a s e p t i q u e m e n t  
en milieu syn th6 t ique .  A la lumi~re, elles syn th6 t i s en t  plus 
de fac teurs  du groupe  de l 'acide fotique, d6termin6s  pa r  
voie microbiologique,  e t  p lus  d ' ac ide  ascorbique  qu '~  l 'ob-  
scurit6. L ' a d j o n c t i o n  d ' ae ide  ascorb ique  au milieu des 
p lan tes  cult iv6es /~ l 'obscur i t6  eompe.nse pa r t i e l l emen t  
l ' absence  de lumi~re. 
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Die A n w e n d u n g  der  w i e d e r h o l t e n  E n t w i c k l u n g  

zur  T r e n n u n g  der  S t e r o i d e  auf d e m  Pap ier  

Bei der  wiederho l t en  Chroma tog raph ie  en twicke ln  wir  
das C h r o m a t o g r a m m  zuers t  mi t  e inem L6sungsmi t t e l ,  
t r oeknen  und  wiederholen  nochmals  die E n t w i c k l u n g  mi t  
demse lben  oder  e inem ande ren  L6sungsmi t t e l  in derse lben  
R i c h t u n g ;  j ede r  Fleck des e rs ten  C h r o m a t o g r a m m s  bi lde t  
den S ta r t  fiir die zweite Chromatograph ie .  Diese Methode  
wurde  zur T r e n n u n g  von  Gemischen  beni i tz t ,  welche in 
den  e inzelnen L 6 s u n g s m i t t e l s y s t e m e n  durchzuf i ih ren  un- 
m6glich w/ire. Mit  dieser  Methode  wurden  zum Beispiel 
Aminos/ iuren und  Pep t i de  ~,2, Zucker  ~ und  P o r p h y r i n e  ~ 
ge t rennt .  NEHER und  WETTSTEIN 5 t r e n n t e n  auf diese 
"Weise schwach  polare  Steroide.  In  allen diesen F~illen 
wurde  das  C h r o m a t o g r a m m  i m m e r  in derse lben  Dis tanz  
vom S ta r t  en twickel t .  Beim Vergle ich mi t  der  zwei- 
d imens ionalen  Chroma tog raph ic  b ie t e t  diese Methode  
Vortei le  bei der  Se r i enbes t immung  oder  bei der  T rennung  
einer gr6sseren Zahl  yon Proben .  Die F lecken  der  Sub- 
s t anzen  werden  sehr  seharf .  

\Vir bent i tzen  zur  T r e n n u n g  der  Steroide,  vorzugsweise  
der  0s t rogene ,  die E n t w i c k l u n g  mi t  zwei ve r sch iedenen  
L6sungsmi t t e ln  auf  e inem mi t  F o r m a m i d  impr / ignier ten  
Papier .  Die Dis tanz  der  L6sungsmi t t e l f ron t  v o m  S t a r t  
wurde  gewechsel t  und i m m e r  yon vornehere in  be s t immt .  
Aus den R / - W e r t e n  der  Steroide  in den  e inzelnen ab- 
getei l ten Sys temen  wurde  die Beziehung fiir die Dis tanz  

1 S. E. SEVERIN und V. N. FJODOROVA, Dokl. Akad. Nauk SSSR. 
82, 443 (1952). 

B. KEIL, Chem. Listy 48, 725 (1954). 
a A. JEANES, C. S. WISE und R. J. DIMLER, Analyt. Chem. 23, 

415 0951). 
4 T. C. Cnu, A. A. GREEN und E. J. cHu, J. biol. Chem. 190, 643 

(1951). 
5 R. NEHER und A. WETTSTEIN, Helv. chim. Acta 35, 276 (1952). 

der  Subs tanz  v o m  S ta r t  nach  wiederho l te r  E n t w i c k l u n g  
b e s t i m m t  : 

D = a.  R I I . ( 1 - R s 2  ) + b-R12, wo 

Rsl = Rf  der  Subs t anz  im 1. L6sungsmit t :e l sys tem;  
RI2 = Rf  der  Subs tanz  im 2. L 6 s u n g s mi t t e l s y s t em;  

a = D i s t a n z  der  L6sungsmi t t e l f ron t  v o m  S ta r t  nach  der  
1. En twick lung  ; 

b=Dis t anz  der  L 6 s u n g s mi t t e t f r o n t  v o m  S ta r t  nach  der  
2. En twick lung .  

Der  Wirkungskre is ,  in welchem sich D bewegen kann ,  
ist  d u r c h  folgende Bez iehung  bed ing t :  

0 ~ D <_ am~ x • ( R f l  --  RI1 " Rf2  + Rf2 ), 

area x = max i ma l  m6gliche Dis tanz  der  L 6 s u n g s mi t t e l f r o n t  
v o m  S ta r t  (abhSmgig yon  der  L~inge des Papiers) .  

In  diesem VVirkungskreis b e s t e h t  also die M6glichkeit ,  
du rch  Fes t s e t zung  der  Dis tanz  L S s u n g s m i t t e l f r o n t / S t a r t  
dei Ver suchsbed ingungen  e n t s p r e c h e n d  der  a b z u t r e n n e n -  
den Subs t anz  zu normieren .  So ist es m6glich,  auf e inem 
einzigen Pap ie r  ganz gu t  Subs t anzen  yon sehr  verschie-  
dener  Polar i t / i t  zu t r ennen .  
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Trennungsschema einiger Steroide in einzelnen L6sungsmittel- 
s)~temen und nach wiederholter Entwicklung 

LSsungsmittelsysteme : 
I. 30% Formamid/Chloroform 40 cm vom Start 

II. 30% Formamid/Toluen 40 cm vom Start 
III. 30% Formamid a) Chloroform 20 cm vom Start 

b) Toluen 40 cm yore Start 
1 = 0striol, 2 = Cortisol, 3 -- C'ortison, 4 -- 0stradiol-17-beta, 
5 = Ostron. 

Chroma tog raph i sches  Pap ie r  W h a t m a n  1 mi t  der  ein- 
ge t r agenen  P r o b e  ziehen wir durch  eine 30% Methanol -  
16sung von  F o r m a m i d ,  t rocknen  zwischen zwei Sch ich ten  
von  F i l t e rpap ie r  und  lassen noch 10 min frei u n b e d e c k t  
liegen. D a n n  en twicke ln  wir das  C h r o m a t o g r a m m  ab- 
s t e igend  bis zu der  b e s t i m m t e n  Dis tanz  vom Sta r t ,  lassen 
bei Z i m m e r t e m p e r a t u r  ab t rocknen  (nach E n t w i c k l u n g  
mi t  Chloroform gentigen 30 min), und  ohne wei tere  Im-  
pr t ignat ion  se tzen wir  die E n t w i c k l u n g  mi t  dem zwei ten 
L6sungsmi t t e t  for t  (Toluen). 

Cortisol,  Cort ison,  Os t ron ,  ~s t r ad io l -17 -be ta  und  13striol 
w u rd en  ge t renn t .  Die R f ' W e r t e  und  die D i s t anzen  der  



Steroide  v o m  S t a r t  in verschiedenen L6sungsmi t te l -  
s y s t e m e n  - gemessen und  ausgerechnet  - sind in den  
Tabe l l en  I u n d  I I  angeff ihr t .  

Tabette I 

RI einiger Steroide auf nlit 30% Fornlanlid inllmigniertcni l'apier 

Mobile Phase 

Steroid 

Chloroform . . . 
Tet rachlormethan 
Toluen 
A t h y l e n c h l o r i d . .  

R/ 

Cor tisoltCor tiso@ )st radiol 

0,44 0,76 0,81 
0,01 0,05 0,11 
0,02 0,05 0,41 
0,24 0,54 0,75 

()stron (~striol 

0,93 0,13 
0,41 0,00 
(3,78 0,00 
0,88 0,07 

Paper Electrophores ls  Separat ion  of the Soluble  
Proteins  of Rat Muscle  S a r c o s o m e s  

The s t u d y  of the  soluble pro te ins  of m i t o c h o n d r i a  m a y  
be in teres t ing,  no t  on ly  to know the i r  mt rmal  chemica l  
composi t ion,  bu t  also to inves t iga te  the  n a t u r e  of the  
changes  occurr ing in pathological  condi t ions ,  t toGl , :m)oi  
~lnd SCIINEII)I,~R l made  an  u l t racen t r i fuga l  sepa ra t ion  of 
the  soluble pro te ins  of l iver mitochondri;L d i s rup ted  by  
sonic v ib ra t ion  and  succeeded in sepa ra t ing  a t  least  4 com.  
ponents .  5 c o m p o n e n t s  were de tec ted  by l)l,: I.AMIRAmn.: 
et al. ~ by elect rophoresis  in a Tiselius appa ra tu s .  Ex t rac -  
t ion of the  p ro te inswas  ob ta ined  by suspend ing  l iver mi to-  
chondr i a  in d i e t h y l b a r b i t u r a t e  buffer,  pH 8.6 a t  4°C for 
3-4 (lays. 

Kle ine  A b w e i c h u n g e n  werden durch  alle Faktoren,  
welche  Ry-\Verte  bet der  gew6hnl ichen Chromatographie-  
Au f i ih rung  bed ingen ,  beeinflusst  (Tempera turschwan-  
ku  gen, ungleichm/issige Impr l ignierung u. a.). 

Tabelle I I  
Distanzen der Steroide VOlll Start nach wiederholter l:.ntwirklung 

auf denl mit 30% Formamid impriignierten Papier 
Das Chromatogramm wurde zuerst mit Chloroform his zu der l)istanz 

yon '20 cm entwiekelt. 

nlit Tohlen 
-ltJ 0111 

Cortisol . . . 
Cortison . . . 
Qstradiol-17-fl . 
Ostron 
Cistriot 

Distanz Steroid-Start nach der zweiten 
Entwiekhnlg in cni 

nl i t  "~thylen- 
chlorid37,Scm 

ber. gef. 

15,7 16,0 
27.7 25,0 
32,2 28,6 
35,5 32,5 

5,0 4,5 

rail Tetrachlor. 
methal179 Clli 

ber. gef. 

9,4 9,5 
16,4 15,5 
2@0 23.0 
35,3 30,7 

2.6 2,6 

ber. gef. 

9,0 9,5 
15,8 15,6 
17,6 18,1 
22,9 20,9 

2,6 2,5 Plierograili of tile sohibh, protl.iii.~ of  ra t  nliisclc sarcosotiit ..s 
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Die Me thode  wurde  zur  T rennung  der  Steroide aus 
H a m  und  zur  q u a n t i t a t i v e n  Bes t immung  naeh  der  Elu- 
t ion  aus  P a p i e r  ve rwende t .  Sic h a t  sich besonders  bet der  
T r e n n u n g  yon  Ostriol,  Ostradiol-17-beta  und  Ostron be- 
w~hr t .  Ost r io l  ist  viel  polarer  als die zwei anderen  ge- 
n a n n t e n  Os t rogene ;  in den L6sungsmit te lsys temen mi t  
de r  m e h r  po la ren  mobi len  Phase  (zum Beispiel Formamid]  
Chloroform)  w a n d e r t  es weg vom Star t ,  aber  Ostron und 
Os t rad io l  h a b e n  sehr  hohe  R f W e r t e  (Tab. I). l )agegen 
b l e i b t  Os t r io l  in den  L6sungsmi t te l sys temen mi t  guter  
T r e n n u n g  yon  Os t ron  u n d  Ostradiol  (Formamid/Toluen)  
a m  S t a r t  zuri ick.  Bet  der  Vereinigung zweier solcher 
Sys t eme  m i t  derse lben  s tat ionAren Phase  erzielen wir die 
T r e n n u n g  yon  al len drei  0 s t r o g e n e n  auf  einem Papie r  
(Fig. 1). 

M. PRVSfKOVA 

Forschungsimtitut  ]i~r Endokrinologie, Prag, l& Juni  
1959. 

Summary 

A m e t h o d  of repea ted  deve lopmen t  with  use of different  
so lven t s  on p a p e r  impregna t ed  wi th  formamid was used 
for t he  s e p a r a t i o n  of cer ta in  steroids. Steroids of very  dif- 
f e ren t  po l a r i t y  as es t rogens  were well separa ted  with one 
single c h r o m a t o g r a m .  

In th i s  shor t  communica t i on ,  the  resul ts  of pape r  e |ec-  
t rophore t ica l  separa t ion  of tile soluble pro te ins  of r a t  
muscle sarcosomes are described.  

Albine ra t s  weighing 150-180 g were killed by  bleeding.  
Weighed a m o u n t s  of the  leg muscles  were finely minced  
wi th  scissors anti  t hen  homogenized  wi th  10 wl lumes  of 
0.25 M sucrose, con ta in ing  0.02 M Tr is - i lCl  buffer ,  
p t l  7.4, in a l 'o t ter -F . Ivehjeni  type  appa ra tu s .  Tissue 
d6bris, nuclei, and  myofibr i ls  were d iscarded by  cent r i -  
fugat ion a t  1000 g for 10 rain. Sarcosomes were t hen  
sed imented  a t  12000 g for 30 rain. 3 washings  of the  sedi- 
m e n t  were made  by  resuspeml ing  in buffered 0.25 M 
sucrose. The  las t  s ed imen t  wits then  frozen wi th  rap id ly  
expand ing  gaseous C()2; the  frozen mate r ia l  was f irst  
mechanica l ly  d i s rup ted  by  gr inding  in a m o r t a r  previous ly  
placed in the  ice-box a t  -- 20'>C, then  p u t  to t haw  in a 
t h e r m o s t a t  a t  37°C. T h e  en t i re  p rocedure  was repea ted  
10 times. After  the  last  thawing ,  the  mater ia l  wlis re- 
suspended  in 2 ml of sodium d i e t h y l b a r b i t u r a t e  buffer ,  
p i t  8.6, a n d  cent r i fuged a t  20000 g for 1 h. 0.1 nil of the  
s u p e r n a t a n t  f l u i d  w i ts  t h e n  p u t  on  \ V h a t m a n  N,i. 1 p a p e r  
s t r ips  a m l  s u b m i t t e d  to o l e c t r o p h i l r e s i s  i l l  a J o u a n  a p p a -  
ra t t l s .  Bes t  c o n d i t i o n s  t o  o b t a i n  a good  s e p a r a t i o n  w e r e  
encoun te red  by app ly ing  it curre i l t  of 110 \ ' . i t s ,  wi th  
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