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SUMMARY 

A method for the dhhlayer ci%ronaatog~a&iic se$aration of W agad 3gP labelled metabolic 
jfvoducts 

In order to measure l*C and 32P labelled metabolic compounds obtained from 
incorporation experiments with various plant species a hcandy method was developed, 
which permits the separation of labelled intermediates of plant metabolism by thin- 
layer chromatography on cellulose layers. This method is especially suitable for ex- 
periments with large numbers of samples. A preceeding purification of the plant 
extracts from interfering compounds is not necessary. 

EINLELTUNG 

S&on seit einigen Jahren wird von verschiedenen Autoren mit grossem Erfolge 
die Dti.nnschichtchromatograpl~ie auf Celluloseplatten zur Auftrennung von Inter- 
med&rprodukten des pflanzlichen und tierischen Stoffwechsels an Stelle der her- 
lc6mmlicl~en Methode der Papierchromatographie benutztl-il. 

Die in dieser Arbeit beschriebene Methode stellt eine Weiterentwicklung einer 
dieser alteren Methoden dar’, die als kurze Mitteilung im Rahmen dieser Zeitschrift 
publiziert wurde. Durch die Einflihrung eines zus%tzlichen Laufmittels wurde die 
Trennung weiterer Stoffgruppen ermijglicht. Unsere Methode bietet den Vorteil, dass 
serienmassig aus Einlagerungsversuchen mit 32P und l4C gewonnene, pflanzliche Ex- 
trakte ohne zeitraubende Reinigung von starenden Begleitsubstanzen und unter 
geringem Aufwand von Material und Zeit in eine Vielzahl von Intermediarprodukten 
aufgetrennt und quantitativ erfasst werden kijnnen. So lassen sich z.B. auf einem 
einzigen Chromatogramm bis zu 80 verschiedene 14C-markierte oder bis zu 35 s2P- 
markierte Verbindungen voneinander trennen. Dadurch eignet sich unsere Methode 
besonders fur, -vergleichende Untersuchungen des Primtirstoffwechsels von photo- 
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AUFTRENNUNGVON MARKIERTEN STOFFWECHSELPRODUKTEN 81 

synthetisierenden Pflanzen, aber such fur physiologisch-taxonomische Untersu- 
chungen. 

Die bier beschriebene Methode wurde bisher in unserem Institut mit gutem 
Erfolg bei folgenden Untersuchungsobjekten angewendet : Anacystis nidulans, Anki- 
strodesmus braunii, Eugjena gracilis, Tyentepoh1ia awea, Lemanea spec., Poq%yridiztm 
cwem?u?n, Cystococcus peltigerae variolosae, Lichenes div. spec., He$aticae div. spec., 
O$hioglossum vulgatum, O@ioglossztm Zusitanicum, Selaginella denticulata, Isoetes da- 
riei, Uelodsa densa, Lemna gibba, Tillandsia usneoides, VVicia faba, Sina$is alba, Cuscuta 
reflexa, und Calluskulturen verschiedener hijherer Pflanzen. 

METNODIK 

Extraiztion 
Nach der Einlagerung von 14C bzw. 32P in die Untersuchungsobjekte erfolgte 

zun&chst eine mijglichst schnelle Sistierung des Stoffwechsels. Diese Sistierung 
wurde bei den Thallophyten und h6heren Pflanzen durch Einbringen der Proben 
in fltissigen Stickstoff erreicht. Einzellige Algen wurden auf einer Filternutsche 
abgesaugt, mit H,O gewaschen und das Filter dann in ein auf -70” gektihltes 
Extraktionsgemisch aus Methanol-Chloroform-7 M Ameisensaure (12: 5 : 3) (MICA) 
gebracht’. Thallophyten und hijhere Pflanzen wurden erst in dem fliissigen Stickstoff 
fein zermiirsert und dann in das MCA-Gemisch tiberftihrt. Wie bei den einzelligen 
Algen erfolgte die Extraktion der unter diesen Bedingungen l&lichen Stoffwechsel- 
produkte bei etwa -20°, die unter Erneuerung des Extraktionsmittels zweimal iiber 
8-10 k wiederholt wurde. Ein zweimalige Nachextraktion mit W20 bei 1-3" ftihrte zu 
einer erschijpfenden Extraktion dieser l&lichen Verbindungen. Der MCA-Extrakt 
wurde im Kiihlraum bei etwa o” im Luftstrom bis zur Trockne eingeengt und mit den 
wgssrigen Extrakten vereinigt. Die Menge des Extraktionsmittels war von der Menge 
des Untersuchungsmaterials abhangig. Die vereinigten Extrakte wurden eingefroren 
und tiber P206 gefriergetrocknet. Zur Gewinnung einer Lipidfraktion aus diesem 
Extrakt vergleiche Lit. I. Auf die Wydrolyse der im Extraktionsrtickstand verbleiben- 
den radioaktiv markierten Stoffwechselprodukte und deren chromatographische Tren- 
nung kann im Rahmen dieser Arbeit nicht naher eingegangen werden. 

In einigen Versuchen wurde die Extraktion such mit 6 %iger Trichloressigsaure 
(3 x IO min, 0’) durchgeftihrt. In diesem Falle wurde ohne vorherige,Neutralisation 
die Trichloressigsaure (TCE) durch dreimaliges Ausschtitteln mit Ather entfernt , 
bevor die Extrakte gefriergetrocknet wurden. 

Die bis zur Trockne eingeengten Extrakte wurclen mit PI20 aufgenommen und 
aliquote Teile davon (1/50-1/300 des Gesamtextrakts) mit geeichten Microkapillaren 
(Microcaps, Pa. Drummond Scientific Co., Broomall, U.S.A.) auf die Diinnschicht- 
plat t en aufgetragen . 

Die Beschichtung der Platten (20 x 20 cm) erfolgteim Aufgussverfahren. Als 
Tr&gerschicht diente Cellulosepulver (MN 300 ohne Bindemittel, Pa. Macherey 
und Nagel, Dtiren, B.R.D.). Das Fl&chengewicht der TrLgerschicht betrug 7 mg/cm2. 
Die Platten wurden bei Zimmertemperatur getrocknet und ohne zu&i.tzliche Akti- 
vierung zur Auftrennung der Extrakte benutzt. ; 
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Laacf?laitteZlzollzbi72atiolze?z 
(A) 32.Fwaarhierte Verbindumgen 
1. Richtungl”: Isobutters~ure-NH,-H,O-EDTA (1000: 50: 550: 0.5, v[v/v/g) ; 

KammersZittigung 5 11, Laufzeit 8 11. 
2. Richtung, I. Lauf’: gz-Butanol-rc-Propanol-?z-Propionsaure-HzO (400 : 175 : 

zSg : 373) ; Kammers~ttigung 3 11, Laufzeit 5 11. 
2. Richtung, 2. Lauf4: qz-Butanol-Essigs%_ne-Hz0 (5 : I : 4) (obere Phase) ; Kam- 

mers$i,ttigung 3 11, Laufzeit 5 11. 
(B) 1°C~naarlzierte Verbindmgen 
I. Richt ung 12: Isobutters~ure-~z-Butanol-Isopropanol-~z-Propanol-I~2O-NH3- 

EDTA (1000:30:30: 140:380:40:0.5, v/v/v/v/v/v/g). 
2. Richtung : und 2. Laud wie bei (A), 2. Richtung. 
Nach jedem Lauf wurden die Platten 6-8 h bei Zimmertemperatur getrocknet. 

Zum Entwickeln der Chromatogramme (ebenfalls bei Zimrnertemperatur) wurde eine 
Glaskammer mit einem *Einsatz aus VzA-Stahl (Ea. DeSaga, Heidelberg, B.R.D,) 
benutzt, der gleichzeitig 24 Platten aufnehmen konnte. Nach dem Entwickeln wurden 
die getrockneten Platter1 an den Ecken punktfCirmig mit radioaktiver Tinte (FS04 
eignet sich besonders gut) markiert und im Dunkeln zur Lokalisation der radioaktiv 
markierten Verbindungen auf Rijntgenpapier (Pa. Agfa-Gevaert, Leverkusen, B.R.D.) 
exponiert. Die durchschnittliche Expositionszeit betrug sowohl bei Verwendung von 
l4C als such von 32P eine Wocbe, weil neben den stark markierten Verbindungen such 
stets die Vielzahl der schwach markierten Verbindungen erfasst werden sollte. Nach 
Entwicklung der Riintgenpapiere wurden die autoradiographisch lokalisierten Flecke 
auf die Dtinnscl~icl~tcl~romatogramme rlicktibertragen, wobei die radioaktiv markier- 
ten Tintenpunkte zur Orientierung dienten. Das Ausmessen der markierten Verbin- 
dungen wurde direkt auf der Platte mit einem MethandurchflusszBhler vorgenom- 
nien7v8, wobei die Strahlung benachbarter Flecke durch vorgefertigte Bleischablonen 
abgedeckt wurde, bei l”C gentigten Schablonen aus Pappe. 

Identifizierw2g 
Die Identifizierung der getrennten, radioaktiv markierten Verbindungen er- 

folgte durch Mischchromatographie. Zur Lokalisation der authentischen Substanzen 
wurden folgende Sprtihreagenzien verwendetgl : 

Phosphatester: Perchlors~ure-Ammoniummolybdat-Reagens nach HANES UND 
Is~I~;R~~oD’~; 

Kohlenhydrate: Perjodat-Permanganat-Reagens nach LE~IEUX AND BAUER~Q; 
Aldosen : Anilin-l?hthalat-Reagens nach PARTRIDGE”; 
Ketosen : Anthron-Reagens nach JOHANSON~~; 
Organische %i.uren: Silbernitrat-Phenol-Reagens nach L~SFFLER UND REICHL~Q; 
Ketosguren : Dinitrophenylhydrazin-Reagens nach MEHLITZ et aZ.22; 
Aminos%uren : Methanolische Ninhydrinlijsung nach RuI<~~MANN~~; 
Prolin und Hydroxyprolin : Isatin-Reagens nach ACHER et aZ.20; 
Nukleotide : Nachweis im U.V.-Licht und mit dem Perchlors&.rre-Ammonium- 

xnolybdat-Reagens nach HANES UND ISHERWOOD~~. 
,Testsubstanzen wurden von den Pirmen Boehringer, Marmheim, B.R.D., Serva, 

Heidelberg, B.R.D., Sigma, St. Louis, U.S.A., Calbiochem, Los Angeles, U.S.A., 
Ega-Chemie, Steinheim, B.R.D. und Fluka, Buchs, Schweiz bezogen. 
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Als Bezugswerte ftir die Lage der Verbindungen auf den Chromatogrammen 
wurde bei den ?I?-markierten Phosphatestern das Orthophosphat (Xp-Wert), Wei den 
*“C-markierten Produkten das Alanin (Rn~n) gewghlt, da beide Verbindungen in den 
Extrakten stets markiert waren. 

ERGEBNISSE 

(A) Phos@iatcsler 
Fig. I und 2 zeigen Autoradiogramme diinnschichtchromatographischer Auf- 

trennungen FP-markierter Phosphatester, w&hrend Fig, 3 ein Schema eines sol&en 
Chromatogramms wiedergibt. Das Chromatogramm in Fig. I wurde in der I. Richtung 
mit dem Isobuttersaure-NH,-I-I,O-EDTA-Gemisch entwickelt, das in der Regel zur 
huftrennung von Phosphatestern benutzt wurde. Aus Fig. 2 ist ersichtlich, class aber 
such das Trennsystem, das normalerweise in der ersten Richtung zur Auftrennung 

Fig. I. Autoradiogramm ciner dtinnschichtchromatogrsphischen Auftrennung 321?-marlcicrter 
Pl~osplratcster (Extralct aus Anlzislvodesmz~s braunii). I. Richtung: IsobuttcrsLure - NI-I,-I-1,0- 
EDT& 2. Richtung I. Lauf : Butanol-Propanol-Propionstiurc-H20, 2. Richtung 2. Lauf : Rutanol- 
Essi@turc-I-1,0. AblcUrzungen vgl. Ablrtirzungsvcrzeichnis. 

Fig. 2. Autoradiogramm einer cltinnschichtchromatog~aphischen Auftrennuni Yl?-marlciertcr 
Phosphatester (Extraltt aus P&i wa a~lttkosn). I, Richtung : Isobutterstlure-Butanol-Propanol- 
1sopropano1-l3,0-N1-1~~ED’l’A. 8 brige Laufmittel wit Fig. I. 
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1%-markierter Verbindungen dient, gute Auftrennungen gibt, wenn such die Rp- 
Werte (RF-Werte bezogen auf Orthophosphat) vieler Verbindungen in diesem System 
niedriger liegen. In Tabelle I sind die Rp-Werte der getrennten Verbindungen xusam- 
mengefasst. (Die Rp-Werte stellen Mittelwerte aus 20 Chromatogrammen dar). Ftir 
nicht identifizierte Verbindungen wurden keine Laufwerte gemessen. Dagegen wurde 
die Lage einiger Verbindungen durch Mischchromatographie ermittelt, deren Markie- 
rung mit 32P in unseren Versuchen nicht nachgewiesen werden konnte. Dazu geh&en 
z.B. das Thiaminpyrophosphat, das zwischen dem Adenosinmonophosphat (AMP) 
und den Glycerophosphate liegt, das Kreatinphosphat, das oberhalb des Orthophos- 
phats zwischen den Glycerophosphaten und dem Phosphoatl~anolamin liegt und das 
Mannosephosphat, das in der Region dca Fructosephosphats liegt. Die Verbindung 
Nr. 24 in Fig. 3 ist mijglicherweise mit Flavinadenindinucleotid (PAD) identisch. 
Ferner liegt direkt unterhalb des Orthophosphats in Fig. 3 das Phosphoglycolat 
(Nr. 38), das durch die h%ufig auftretende Schwanzbildung des Orthophosphats nicht 
immer van dieser Verbindung abzutrennen ist. Phosphoserin und Phosphothreonin 
liegen in der Region der Zuckermonophosphate. 

Pig. 3, Schema ciner dtinnschichtchromatographischcn Auftronnung 3aP-marlciertcr Phosphatester. 
Laufmittelsysteme wie in Fig. 1. Die Zshlcn entsprechen dcr Bczifferung der Tabelle 1. Die Ver- 
bindungcn Nr. I, 2, II, IG, 18. 26, 30, 32, 34, 3G und 39 sind noch nicht idcntifiziert. Dcr Fleck 
Nr. 41 stellt cbenfalls Orthophosphat dar. 

In Bezug auf die Zuckerdiphosphate muss noch bemerkt werden, dass deren 
grosse Hydrolyseempfindlichkeit bei der Chromatographie h&ufig zur teilweisen Ab- 
spaltung einer Phosphatgruppe ftihrt. Dieses macht sich dann auf dem Chromato- 
gramm durch die Bildung eines zweiten Orthophosphatfleckes (Fig. 3, Nr. 40) be- 
merkbar. 

Orientierende Untersuchungen mit unterschiedlichen Extraktionsmitteln er- 
gaben, dass markiert es Glycerophosphat in grijsseren Mengen nur nach der Extraktion 
mit lipophilen Extraktionsmitteln, insbesondere mit MCA, anfiel. Es ist aber nicht 
zu entscheiden, ob diese Verbindung nur als Spaltprodukt anf&llt oder erst nach Ver- 
&derungen der Membranitruktur extrahierbar wird. 
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AUFTRENNUNG VON MARKIERTEN STOFFWECHSELPRODUKTEN 85 

TARELLE I 

RIJ-WERTE mzR aal?-MARK~ERTEN P~IosP~~ATEsT~~R 

Laufmittcl wit in Fig. 1. Die Nummericrung dor Vcrbindungoa enlspricht den Zahlen in Fig. 3. 
(Dio Laufwertc slcllen Mittcl aus 20 vorschiedencn Chromatogrammcn dar.) 

Rp- Werte 

I. Richtun~ 2. RieBturcg 

z 
9 

IO 
12 

13 
?4 
I5 
17 
19 
20 

21 
22 

23 
24 
25 
27 
29 

:J 
35 

;z 

Fructosediphosphat 
Ribulosediphosphat 
Uridindiphosphatglucose 
Uridindiphosphat und Guanosin- 

diphosphat 
Phosphogluconat 
Glucose-6-phosphat 
Fructose-6-phosphat 
Fructose-x-phosphat 
Uridinmonophosphat und Inosin- 

monophosphst 
PliosplioglyccrinsLurc 
Pl~osphoenolbrcnztrabenslurc 
Dihydroxyacetonphosphat (1) 
Cyticlintriphosphat 
Adonosintriphosphat 
Ribosc-5-phosphat 
Adcnosindiphosphatglucosc 
Nicotinamidslclcninclinucleotid- 

phosphat 
Adenosindiphosphat 
Flavinadenindinuclcoticl ( ?) 
Nicotinamidsdcnindinucleotid 
PhosphoLthanolamin 
j3-Glyccrophosphat 
a-Glycerophosphat 
Adenosinmonophosphaf 
Phosphorylcholin 
Orthophosphat 
Phosphoglycolskro 

57 

2:: 

92 
80 
88 

104 
86 

105 
109 
113 

104 36 
122 52 
- - 
I37 GO 

129 91 
121 I*4 
1x9 118 

142 95 

I45 105 
100 100 
- - 

$4 
42 

2: 
6~ 
66 
7= 

86 
88 

III 

87 
36 

2: 
49 

Bei Nachextraktion des mit MCA und I-I,0 erschiipfend behandelten Versuchs- 
materials mit 6 %iger TCE liessen sich, abh&ngig von der ‘vorangehenden Inkuba- 
tionszeit mit W?, noch gewisse Mengen markierter Verbindungen herauslosen, sodass 
ein direkter Vergleich der Extraktion phosphorylierter Verbindungen mit dem MCA- 
Gemisch und mit TCE nicht mijglich ist. Bei den zus&tzlich mit TCE herausgel6sten 
Verbindungen handelte es sich im wesentlichen urn Orthophosphat (wohl aus der 
Wydrolyse von Polyphosphaten) , kurzkettige Polyphosphate und in geringerer 
Menge such Nucleotide. 

(B) W-marlzierte Verbindmgen 
Fig, 4 zeigt das Autoracliogramm einer Trennung der l&lichen W-markierten 

Verbindungen der Flechte Peltigera a$ktosa nach IO stiindiger Inkubation mit W- 
Bicarbonat. ~Fig. 5 entspricht einer Auftrennung von I&C-Markierungsprodukten der 
einzelligen Grtinalge Awkistrodesmzcs brawzii. Fig. 6 zeigt schliesslich das Schema eines 
solchen Dtinnschichtchromatogramms. Die dazu gehiirigen Laufwerte sind in Tabelle 
II zusammf?rTgefasst. . 
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Fig. 4, Autoradiogramm eincr dtinnschichtchromatographischen huftrcnnung 14C-marlciertcr 
Stoffwcchselprodulctc (Extralct aus Pelli~wa a$ktJtosa). Laufmittc@ysteme wie Fig. 2. I = Pcntit, 
z = Mannit, 3 = 
I? 

Asparagins%ure-Saccharose, 4 = Alanin, 5 = Apfelsttur~, G = Zitroncnskixre, 
= PhosphaCester, S = Startflcclc. 

Fig. 5. Autoradiogramm ciner dt~nnscl~ichtchromatographiscl~en Auftrcnnung 14C-marltiertcr 
Stoffwechselprodulcte (Extralrt aus A~zlzistvodeswtzts bm~.zrnii). Laufmittelsystcme wie Fig. 2. 

Fig. G. Schema einer dUr_nschichtchromatographischen Auftrcnnung l*C-marlcicrter Stoffwechscl- 
produlcte. Laufmittelsysteme wie Fig. 2. Die Zahlen cntsprechcn der Beziffekmg der Tabelle II. 

Folgende Kohlenhydrate sind der ubcrsichtlichkeit halber nicht mit in dem 
Schema aufgeftihrt worden : ~Ribose, in der 2. Richtung mit Arabit ikberlappend; 
Galactose, gleiche Lage ,wie Phospho5thanolamin; Arabinose, mit Mannit in der 
zweiten Richtung tiberlappend; Sorbose, zwischen Glucose und GlutaminsWre; 
Rhamnose, zwischen Oxalessigsaure und Erythrit . I ,, 

Ftir einige Aminosauren lcijnnen lceine RnLn-Werte aufgeftihrt werden, da ihre 
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Markierung auf clen Chromatogrammen stets nur in Spuren vorlag: Cystein, Cystin, 
Aminobuttersaure, sowie Diaminopimelins&ure. 

Die Verbindungen Leucin, Methionin, Phenylalanin und Tryptophan liefen fast 
mit der Laufmittelfront . Infolgeddssen waren die Laufwerte dieser Aminosauren nicht 
sehr gut reproduzierbar. Deshalb wurde in cliesem Falle auf eine Mittelung der Lauf- 
werte verzichtet. 

Zu einigen der in Tabelle II aufgeftihrten l*C-Markierungsprodukte sollen noch 
enige ergjinzende Bemerkungen gemacht werden. 

&4lanin : Nicht immer vom cc-Alanin abgetrennt, Eindeutig markiert in Flech- 
ten nachgewiesen. Ninhydrinreaktion mehr blau als violett . 

Asparagin: Bei niederen Pflanzen fast stets nur in geringen Mengen markiert, 
mit zunehmender Organisationshiihe im Pflanzenreich in grosseren Mengen nachweis- 
bar. 

Asparaginsaure : Stets in grijsseren Mengen markiert, h%ufig nicht von cler 
Saccharose abgetrennt. Zur Bestimmung der Saccharose wurde in solchen F3len 
diese mit TCE hydrolysiert und die im Vergleich zum nicht hyclrolysierten Extrakt 
zusatzlich auftretende Summe an Fructose und Glucose gemessen. 

Trehalose: Trehalose wurcle bisher von uns in einigen Blaualgenflechten, 
Ez&elza gradis, Isoetes s#, und Selagi~zelln s$. nachgewiesen. 

Maltose: Maltose wurde in unseren Versuchen nur selten und such clann nur in 
geringen Mengen rnarkiert. 

Mannit: Mannit wurcle mit einer Ausnahme bisher in allen 70 untersuchten 
Flechten-Arten nachgewiesen. Es wird in Blaualgenflechten bereits nach sehr kurzen 
Inkubationszeiten markiert. 

Volemit : Mit Sicherheit bisher nur bei der pyrenocarpen Flechte Dermatocarpon 
markiert nachgewiesen. Die Mischchromatographie dieses Heptits wurde mit einem 
gereinigten Extrakt aus den Wurzeln von Primula elatior durchgeftihrt, in denen 
Volemit angehauft wird. 

Bernsteinsaure: In markierter Form bisher nur nach sehr langen Dunkelein- 
lagerungen nachweisbar. 

Zitronensaure: Nicht immer von cler Isozitronensaure und der cis-Aconitsaure 
abgetrennt , Diese Verbindung wird bei Blaualgenflechten akkumuliert. 

Glycolsaure : Bei fast allen niedrigen PAanzen als wichtigstes Ausscheidungs- 
produkt wahrend der Photosynthese in I%-Bicarbonat nachgewiesen. Wird durch 
Luf t sauerstoff oxycliert . 

Brenztraubensaure : Gleiche Lage wie Glycolsaure. Unterscheidung durch Reak- 
tion mit Dinitrophenylhyclrazin nach Elution von der Platte rnaglich. 

Phosphatester : Gegentiber der bereits im Teil A beschriebenen Chromatographie 
der 32P-markierten Phosphatester zeigten die gleichen Verbindungen in dem Lauf- 
mittelsystem fur die Chromat ographie von 14C-markiert en Verbindungen eine 
geringere Wanderungsgeschwindigkeit (Fig. 2), vor allem bei den Nukleotiden uncl 
den Zuckerphosphaten. Die Laufwerte der Phosphatester wurden deshalb bei dieser 
Laufmittelkombination nicht gemessen. Bei Doppelmarkierungen mit 1% und 32P 
wurde allerdings dieses Laufmittelsystem verwendet. Zur Radioautographie bei Dop- 
pelmarkierungen wurden zwei Lagen RiSntgenpapier verwendet, sodas? nach geeig- 
neter Expositionszeit ein Autoradiogramm das Bild der Doppelmarkierung, das 
andere nur das Bild der 32P-Markierung lieferte. 
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TABELLE II 

n/l&,n-WERTE 14C-MARICIERTl%R STOPPWl3CHSELPRODUKTE 

Die Nummoricrung dor Vcrbindungcn cntspricht den Zahlen in Fig. 6 (Die Laufwerto stcllcn 
Mittel aus 20 verschiedcnen Chromatogrammen dar.) Laufmittelsystem wit in Fig. 4 angegebon. 
Die Verbindungcn Nr. I, 2, g, 65, GG, Gg, 70, 71, 72, 75 und 76 sind noch nicht identifiziert. Die 
Verbindungen Nr. 25, 26, 32 und 80 sind ebcnfalls noch unbekannt, aber ninhydrinposiliv. 
Laufwert des hlanins = IOO. 

NY. Verbindung 

3-8 
10 
II 
12 

I3 
=4 
=5 
16 
=7 
18 

19 
20 
21 
22 

23 
24 
27 
28 
29 

;: ’ 
33 
34 
35 
36 

;z 
39 
40 
4= 
42 
43 
44 
45 
46 

;;: 
49 
50 

;: 

:: 

;z 

;‘: 

2: 

- 
- 
- 
- 
- 
- 

53 

Zf 
72 

z: 

;: 
82 
89 

- 

98 
97 
54 

Phosphatester 
l?hosphoglycerins&ure 
Orotstiure 
l?hosphoenol~renztrsubensLure 
Lactose und Raff%iose 
Maltose 
Trehalose 
Saccharose 
Glucose 
Fructose und Xylose 
Mannit und Sorbit 
Arabit, Xylit und Ribit 
Volemit 
Glycolaldchyd 
J?hospho&ithanolamin 
Asparagin 
Serin 
Glycin 
Glutamin 
Hydroxyprolin 
Citrullin 
Thrconin 
Asparaginslure 
Cystin 
DiaminopimelinsLurc 
Cystein 
Lysin 
Ornithin 
Histidin 
Arginin 
a-Alanin 
P-+&;;in 

Tyrosin 
Valin 
Aminobutterslure 
Mcthionin 
Leucin 
Phenylalanin 
GlutaminstLure 
ZitronensDurc 
Aconitslure 
Glyoxylstkure 
Apfelstlure 
FumarsLure 
Ketoglutarsilure 
Glycerinstlure 
Glycols&uro und Bronztraubenskxre 
OxalessigsLure 

- 
- 
108 
IL2 
- 
- 
100 
- 

118 

109 
- 
- 
- 
- 
- 

69 
45 

- 

69 
79 

- 

- 
- 
- 
- 
- 
- 

;: 
85 

;: 
99 

- 
- 

is 
81 
79 

- 

87 
88 
79 

- 
- 
- 

65 
69 

- 
- 
100 
- 

112 

115 
- 
- 
- 
- 
- 

89 
99 

- 
- 

107 
120 
- 
- 

1x4 
- 
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AUPTRENNUNG VON MARKIERTEN STOFFWECHSELl?RODUICTEN 

1.‘ABELLE II (FcJvlsclzun& 

NY. Verbindung 

Gr 
G2 

G3 
44 
G7 

E 

;s 
79 

BornstcinsBuro 105 
Milch&we - 
Glulrurons&uro und GalalcCuronsSure - 
WcinskLurc - 
Glyccrinaldohyd - 
Erythrit 93 
Ribulosediphosphat - 
Floridosid - 
Glycerin - 
Taurin - 

128 
- 
- 
- 
- 

113 
- 
- 
- 
- 

DLSKUSSION 

Im Rahmen unserer Arbeit stellte sich heraus, dass selbst bei extrem unter- 
schiedlichen Anteilen der Stoffwechselprodukte an dem Pflanzenextrakt, wie z.B. 
dem grossen Gehalt an Zuckeralkoholen bei den Flechten gegenilber anderen Inter- 
medigrprodukten oder im Falle der Lebermoose oder hiiheren Pflanzen der sterke 
Anteil der jipfelstiure, dieses nur geringftigige Auswirkungen auf die Wandqungs- 
geschwindigkeit der Verbindungen und damit auf die Reproduzierbarkeit der Trenn- 
sch&fe hat, Gleichzeitig fanden wir eine grosse Wirtschaftlichkeit des Verfahrens 
infolge Zeit- und Kostenersparnis gegeniiber der herk8mmlichen papierchromato- 
graphischen Methode. Ein gewisser Nachteil der Methode ist, dass bei extrem nie- 
drigen spezifischen Aktivil%ten, wie sie sich z.B. bei der Dunkelfixierung von 1% 
kaum vermeiden lassen, die zum autoradiographischen Nachweis erforderliche Auf- 
tragsmenge leicht die Kapazitgt der Platte iibersteigt . 

Durch die ausgezeichnete Eignung ftir Versuche mit grossen Serien ergibt sich 
frir diese Methode ein umfangreiches Anwendungsfeld mit unterschiedlichsten Frage- 
stellungen. 

DANK 

Fiir die sorgftiltige technische Assistenz danken wir Frl. INGE ELLMANN. Der 
Deutschen Forschungsgemeinschaft sind wir ftir personelle und materielle Unter- 
sttitzung zu Dank verpflichtet. 

ABKORZUNGSVERZEICHNIS 
ADP 
ADl?G 
As 
ALA 
AMP 
ASP 
ASP-NH, 
ATP 
CTP 
EDTA 

Adcnosindiphosphat 
Adenosindiphosphatglultovc 
Apfelstlure 
Alanin 
Adcnosinmonophosphat 
AsparaginsSuro 
Asparagin 
Adenosintriphosphat 
Cytidintriphosphat 
.&thylendiamintctracssigs~~urc 

MCA 

NAD 
NADP 

ORN 
PAA 
PC 
Pa 
PEP 

Methanol-Chloroform- 
7 M Ameiscns~ure (12 : 5 : 3) 
Nicotinamidadenindinulclcotid 
Nicotinamidadenindinulclcotid- 
phosphat 
Ornithin 
PhosphoSlthanolamin 
Phosphorycholin 
Orthophosphat 
Phosphocnolbrenztraubens&urc 
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FDP l%wlctoscclipl~ospl~a~ 
FP Frul~toscphosphat 
GLC Glulcosc 
GIP Glyccrophosphnt 
GLU Glutnminskwe 
GLY Glycin 
GP Glulcosephosphnt: 
IMP Inosinmonophosphat 
LYS Lysin 

PGS 
PRO 
P-15 

&XI-I 
SER 
THREO 

Phospho~lycerinstiure 
Prolin 
bislier nicht iclentifizicrtcr 
Phosphatcster 

starHlec1c 
Sxcliarosc 
Scrin 
Tlireonin 
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