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SUMMARY

A method for the thin-layer chyomatographic separation of 14C and 32P labelled metabolic
products

In order to measure 1¥C and 32P labelled metabolic compounds obtained from
incorporation experiments with various plant species a handy 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.

EINLEITUNG

Schon seit einigen Jahren wird von verschiedenen Autoren mit grossem Erfolge
die Diinnschichtchromatographie auf Celluloseplatten zur Auftrennung von Inter-
medidrprodukten des pflanzlichen und tierischen Stoffwechsels an Stelle der her-
kémmlichen Methode der Papierchromatographie benutztl—1,

Die in dieser Arbeit beschriebene Methode stellt eine Weiterentwicklung einer
dieser dlteren Methoden dar?, die als kurze Mitteilung im Rahmen dieser Zeitschrift
publiziert wurde. Durch die Einfithrung eines zusidtzlichen Laufmittels wurde die
Trennung weiterer Stoffgruppen ermdéglicht. Unsere Methode bietet den Vorteil, dass
serienmissig aus Einlagerungsversuchen mit 32P und 14C gewonnene, pflanzliche Ex-
trakte ohne zeitraubende Reinigung von stérenden Begleitsubstanzen und unter
geringem Aufwand von Material und Zeit in eine Vielzahl von Intermediirprodukten
aufgetrennt und quantitativ erfasst werden kénnen. So lassen sich z.B. auf einem
einzigen Chromatogramm bis zu 80 verschiedene 4C-markierte oder bis zu 35 32P-
markierte Verbindungen voneinander trennen. Dadurch eignet sich unsere Methode
besonders fiir. -vergleichende Untersuchungen des Primirstoffwechsels von photo-
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synthetisierenden Pflanzen, aber auch fiir physiologisch-taxonomische Untersu-
chungen.

Die hier beschriebene Methode wurde bisher in unserem Institut mit gutem
Erfolg bei folgenden Untersuchungsobjekten angewendet: Anacystis nidulans, Anki-
strodesmus braunii, Euglena gracilis, Tventepohlia aurea, Lemanea spec., Porphyridium
cruentum, Cystococcus peltigerae variolosae, Lichenes div. spec., Hepabicae div. spec.,
Ophioglossum vulgatum, Ophioglossum lusitanicum, Selaginella denticulata, Isoctes du-
viei, Helodea densa, Lemna gibba, Tillandsia usneoides, Vicia faba, Sinapis alba, Cuscuta
reflexa, und Calluskulturen verschiedener héherer Pflanzen.

METHODIK

Extraktion

Nach der Einlagerung von C bzw. 3P in die Untersuchungsobjekte erfolgte
zuniichst eine méoglichst schnelle Sistierung des Stoffwechsels. Diese Sistierung
wurde bei den Thallophyten und héheren Pflanzen durch Einbringen der Proben
in fliissigen Stickstoff erreicht. Einzellige Algen wurden auf eciner Filternutsche
abgesaugt, mit H,0 gewaschen und das Filter dann in ein auf —70° gekiihltes
Extraktionsgemisch aus Methanol-Chloroform-7 M Ameisensdure (12:5:3) (MCA)
gebracht!. Thallophyten und héhere Pflanzen wurden erst in dem fliissigen Stickstoff
fein zermérsert und dann in das MCA-Gemisch tiiberfithrt. Wie bei den einzelligen
Algen erfolgte die Extraktion der unter diesen Bedingungen léslichen Stoffwechsel-
produkte bei etwa —20°, die unter Erneuerung des Extraktionsmittels zweimal {iber
8-10 h wiederholt wurde. Ein zweimalige Nachextraktion mit H,O bei 1-3° fithrte zu
einer erschépfenden Extraktion dieser léslichen Verbindungen. Der MCA-Extrakt
wurde im Kithlraum bei etwa 0° im Luftstrom bis zur Trockne eingeengt und mit den
wissrigen Extrakten vereinigt. Die Menge des Extraktionsmittels war von der Menge
des Untersuchungsmaterials abhingig. Die vereinigten Extrakte wurden eingefroren
und tiber P,0, gefriergetrocknet. Zur Gewinnung einer Lipidfraktion aus diesem
Extrakt vergleiche Lit. 1. Auf die Hydrolyse der im Extraktionsriickstand verbleiben-
den radioaktiv markierten Stoffwechselprodukte und deren chromatographische Tren-
nung kann im Rahmen dieser Arbeit nicht néiher eingegangen werden.

In einigen Versuchen wurde die Extraktion auch mit 6 %iger Trichloressigséiure
(3 x 10 min, 0°) durchgefiihrt. In diesem Falle wurde ohne vorherige Neutralisation
die Trichloressigsdure (TCE) durch dreimaliges Ausschiitteln mit Ather entfernt,
bevor die Extrakte gefriergetrocknet wurden.

Diinnschichichromatographie

Die bis zur Trockne eingeengten Extrakte wurden mit H,O aufgenommen und
aliquote Teile davon (1/50-1/300 des Gesamtextrakts) mit geeichten Microkapillaren
(Microcaps, Fa. Drummond Scientific Co., Broomall, U.S.A.) auf die Diinnschicht-
platten aufgetragen.

Die Beschichtung der Platten (20 X 20 cm) erfolgte im Aufgussverfahren. Als
Trigerschicht diente Cellulosepulver (MN 300 ohne Bindemittel, Fa. Macherey
und Nagel, Diiren, B.R.D.). Das Fliichengewicht der Trigerschicht betrug 7 mg/cm?.
Die Platten wurden bei Zimmertemperatur getrocknet und ohne zusitzliche Akti-
vierung zur Auftrennung der Extrakte benutzt." o
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Laufmitielkombinationen

(A) 32P-markierte Verbindungen

I. Richtung!®: Isobuttersiure-NH;—~H,0-EDTA (1000:50:550:0.5, v/v/v/g);
Kammersédttigung 5 h, Laufzeit 8 h.

2. Richtung, 1. Lauf’: n-Butanol-#-Propanol-n-Propionsdure-H,0 (400:175:
285:373); Kammersittigung 3 h, Laufzeit 5 h.

2. Richtung, 2. Lauf4: n-Butanol-Essigsiure-H,0 (5:1:4) (obere Phase); Kam-
mersittigung 3 h, Laufzeit 5 h.

(B) MC-markierte Verbindungen

I. Richtung!?: Isobuttersiure—n-Butanol-Isopropanol-n-Propanol-H,O0-NH ,-
EDTA (1000:30:30:140:380:40:0.5, v/v/v/v/v/v/g).

2. Richtung: 1. und 2. Lauf wie bei (A), 2. Richtung.

Nach jedem Laufl wurden die Platten 6-8 h bei Zimmertemperatur getrocknet.
Zum Entwickeln der Chromatogramme (ebenfalls bei Zimmertemperatur) wurde eine
Glaskammer mit einem Einsatz aus V2A-Stahl (Fa. DeSaga, Heidelberg, B.R.D.)
benutzt, der gleichzeitig 24 Platten aufnehmen konnte. Nach dem Entwickeln wurden
die getrockneten Platten an den Ecken punktiérmig mit radioaktiver Tinte (38O,
eignet sich besonders gut) markiert und im Dunkeln zur Lokalisation der radioaktiv
markierten Verbindungen auf Réntgenpapier (Fa. Agfa-Gevaert, Leverkusen, B.R.D.)
exponiert. Die durchschnittliche Expositionszeit betrug sowohl bei Verwendung von
1C als auch von 32P eine Woche, weil neben den stark markierten Verbindungen auch
stets die Vielzahl der schwach markierten Verbindungen erfasst werden sollte. Nach
Entwicklung der Réntgenpapiere wurden die autoradiographisch lokalisierten Flecke
auf die Diinnschichtchromatogramme riickiibertragen, wobei die radioaktiv markier-
ten Tintenpunkte zur Orientierung dienten. Das Ausmessen der markierten Verbin-
dungen wurde direkt auf der Platte mit einem Methandurchflusszéhler vorgenom-
men”8, wobei die Strahlung benachbarter Flecke durch vorgefertigte Bleischablonen
abgedeckt wurde, bei #C geniigten Schablonen aus Pappe.

Identifizierung

Die Identifizierung der getrennten, radioaktiv markierten Verbindungen er-
folgte durch Mischchromatographie. Zur Lokalisation der authentischen Substanzen
wurden folgende Sprithreagenzien verwendet?!:

Phosphatester: Perchlorsiure-~Ammoniummolybdat-Reagens nach HANES UND
IsHERWOOD;

Kohlenhydrate: Perjodat—Permanganat-Reagens nach LEMIEUX AND BAUER!S;

Aldosen: Anilin~Phthalat-Reagens nach PARTRIDGE!?;

Ketosen: Anthron-Reagens nach JOHANSON1E;

Organische Sduren: Silbernitrat—-Phenol-Reagens nach LOFFLER UND REICHL1?;

Ketosiduren: Dinitrophenylhydrazin-Reagens nach MEHLITZ ¢f al.22;

Aminosiduren: Methanolische Ninhydrinlésung nach RUHEMANN15;

Prolin und Hydroxyprolin: Isatin-Reagens nach ACHER et al.20;

Nukleotide: Nachweis im U.V.-Licht und mit dem Perchlorsiure—Ammonium-
molybdat-Reagens nach HANES UND ISHERWOOD!,

Testsubstanzen wurden von den Firmen Boehringer, Mannheim, 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 fiir die Lage der Verbindungen auf den Chromatogrammen
wurde bei den 32P-markierten Phosphatestern das Orthophosphat (Rp-Wert), bei den

“C-markierten Produkten das Alanin (R4z4) gewdhlt, da beide Verbindungen in den
Extrakten stets markiert waren.

ERGEBNISSE

(A) Phosphatester

Fig. 1 und 2 zeigen Autoradiogramme diinnschichtchromatographischer Auf-
trennungen 32P-markierter Phosphatester, wihrend Fig. 3 ein Schema eines solchen
Chromatogramms wiedergibt. Das Chromatogramm in Fig. r wurde in der 1. Richtung
mit dem Isobuttersiure-NH;-H,0-EDTA-Gemisch entwickelt, das in der Regel zur
Auftrennung von Phosphatestern benutzt wurde. Aus Fig. 2 ist ersichtlich, dass aber
auch das Trennsystem, das normalerweise in der ersten Richtung zur Auftrennung

Fig. 1. Autoradiogramm einer diinnschichtchromatographischen Auftrennung 32P-markicrter
Phosphatester (Extrakt aus Ankistrodesinus braunii). 1. Richtung: Isobuttersiure — NH-H,0-
EDTA, 2. Richtung 1. Lauf: Butanol-Propanol-Propionsiiurc—H,O, 2. Richtung 2. Lauf: Butanol-
Lssigsiurc~H,0O. Abklirzungen vgl. Abkiirzungsverzeichnis,
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Fig. 2. Autoradiogramm einer diinnschichtchromatographischen Auftrennung 32P-markierter
Phosphatester (Extrakt aus Peltigera aphthosa). 1. Richtung: Isobuttersiure-~Butanol-Propanol-
Isopropanol-H,O-NH,~EDTA. Ubrige Laufmittel wic Fig. .
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WC-markierter Verbindungen dient, gute Auftrennungen gibt, wenn auch die Rp-
Werte (Rp-Werte bezogen auf Orthophosphat) vieler Verbindungen in diesem System
niedriger liegen. In Tabelle I sind die Rp-Werte der getrennten Verbindungen zusam-
mengefasst. (Die Rp-Werte stellen Mittelwerte aus 20 Chromatogrammen dar). Fiir
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 gehéren
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 Phosphodthanolamin liegt und das
Mannosephosphat, das in der Region des Fructosephosphats liegt. Die Verbindung
Nr. 24 in Fig. 3 ist mdéglicherweise mit Flavinadenindinucleotid (FFAD) identisch.
Ferner liegt direkt unterhalb des Orthophosphats in Fig. 3 das Phosphoglycolat
(Nr. 38), das durch die hiufig auftretende Schwanzbildung des Orthophosphats nicht
immer von dieser Verbindung abzutrennen ist. Phosphoserin und Phosphothreonin
liegen in der Region der Zuckermonophosphate.
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Tig. 3. Schema einer diinnschichtchromatographischen Auftrennung 32P-markierter Phosphatester.
Laufmittelsysteme wie in Fig. 1. Die Zahlen entsprechen der Bezifferung der Tabelle I. Die Ver-
bindungen Nr. 1, 2, 11, 16, 18, 26, 30, 32, 34, 36 und 39 sind noch nicht identifiziert. Der Fleck
Nr, 41 stellt cbenfalls Orthophosphat dar.

In Bezug auf die Zuckerdiphosphate muss noch bemerkt werden, dass deren
grosse Hydrolyseempfindlichkeit bei der Chromatographie hiufig zur teilweisen Ab-
spaltung einer Phosphatgruppe fithrt. 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 markiertes Glycerophosphat in grésseren Mengen nur nach der Extraktion
mit lipophilen Extraktionsmitteln, insbesondere mit MCA, anfiel. Es ist aber nicht
zu entscheiden, ob diese Verbindung nur als Spaltprodukt anfillt oder erst nach Ver-
inderungen der Membranstruktur extrahierbar wird.
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TABELLE 1

Rp-WERTE DER 3P-MARKIERTEN PHOSPHATESTER

Laufmittel wie in Fig. 1. Die Nummerierung der Verbindungen entspricht den Zahlen in Fig. 3.
(Dic Laufwerte stellen Mittel aus 20 verschiedenen Chromatogrammen dar.)

Nv. Verbindung * Rp-Wevrte

I. Ricktung 2. Richiung

3 Fructosediphosphat 57 32
4 Ribulosediphosphat 58 38
5 Uridindiphosphatglucose 68 42
6 Uridindiphosphat und Guanosin-
diphosphat 73 51
7 Phosphogluconat 65 62
8 Glucose-6-phosphat 77 61
o Fructose-6-phosphat 81 66
10 Fructose-1-phosphat 87 71
12 Uridinmonophosphat und Inosin-
monophosphat 92 86
13 Phosphoglycerinsiure 8o 88
14 Phosphoenolbrenztraubensiure 88 111
15 Dihydroxyacetonphosphat (?) 104 87
17 Cytidintriphosphat 86 36
19 Adenosintriphosphat 105 45
20 Ribose-5-phosphat 109 62
21 Adenosindiphosphatglucosc 113 49
22 Nicotinamidadenindinucleotid-
phosphat 104 36
23 Adenosindiphosphat 22 52
24 Flavinadenindinucleotid (?) —_— —
25 Nicotinamidadenindinucleotid 137 60
27 Phosphoithanolamin 129 91
29 B-Glyccrophosphat 121 114
31 a-Glycerophosphat 119 118
33 Adenosinmonophosphat 142 95
35 Phosphorylcholin 145 105
37 Orthophosphat 100 100
38 Phosphoglycolsiiure — —

Bei Nachextraktion des mit MCA und H,0 erschépfend behandelten Versuchs-
materials mit 6 %iger TCE liessen sich, abhingig von der vorangehenden Inkuba-
tionszeit mit 3P, noch gewisse Mengen markierter Verbindungen herauslésen, sodass
ein direkter Vergleich der Extraktion phosphorylierter Verbindungen mit dem MCA-
Gemisch und mit TCE nicht méglich ist. Bei den zusétzlich mit TCE herausgeldsten
Verbindungen handelte es sich im wesentlichen um Orthophosphat (wohl aus der

Hydrolyse von Polyphosphaten), kurzkettige Polyphosphate und in geringerer
Menge auch Nucleotide.

(B) MC-mavrkierte Verbindungen

Fig. 4 zeigt das Autoradiogramm einer Trennung der léslichen 4C-markierten
Verbindungen der Flechte Peltigera aphtosa nach 10 stiindiger Inkubation mit 1C-
Bicarbonat. Fig. 5 entspricht einer Auftrennung von ¥C-Markierungsprodukten der
einzelligen Griinalge Ankistrodesmus braunii. Fig. 6 zeigt schliesslich das Schema eines

solchen Diinnschichtchromatogramms. Die dazu gehérigen Laufwerte sind in Tabelle
ITI zusammengefasst.
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Tig. 4. Autoradiogramm einer diinnschichtchromatographischen Auftrennung MC-markierter
Stoffwechselprodukte (Extrakt aus Peltigera aphthosa). Laufmittelsysteme wie IFig. 2. 1 = Pentit,
2 == Mannit, 3 = Asparaginsiure-Saccharose, 4 = Alanin, 5 = Apfelsiure, 6 = Zitroncnséure,
P = Phosphatester, S = Startficck. ‘

Fig. 5. Autoradiogramm ciner diinnschichtchromatographischen Auftrennung UC-markierter
Stoffwechselprodukte (Extrakt aus Ankistrodesmus braunii). Lanfmittelsysteme wie Fig. 2,

LRI

Fig. 6. Schema eciner dﬁx.n.schichtchromatographischen Auftrennung ¥C-markicrter Stoffwechsel-
produkte. Lauimittelsysteme wie Fig. 2. Die Zahlen cntsprechen der Bezifferung der Tabelle II.

Folgende Kohlenhydrate sind der Ubersichtlichkeit halber nicht mit in dem
Schema, aufgefiihrt worden: Ribose, in der 2. Richtung mit Arabit iberlappend;
Galactose, gleiche Lage wie Phosphoédthanolamin; Arabinose, mit Mannit in der
zweiten Richtung iiberlappend; Sorbose, zwischen Glucose und Glutaminsiure;
Rhamnose, zwischen Oxalessigsdure und Erythrit. L P

Fiir einige Aminosduren kénnen keine Rara-Werte aufgefiithrt werden, da ihre
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Markierung auf den Chromatogrammen stets nur in Spuren vorlag: Cystein, Cystin,
Aminobuttersiure, sowie Diaminopimelinsidure.

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

Zu einigen der in Tabelle II aufgefiihrten C-Markierungsprodukte sollen noch
enige ergiinzende Bemerkungen gemacht werden.

B-Alanin: Nicht immer vom «-Alanin abgetrennt. Eindeutig markiert in IFlech-
ten nachgewiesen. Ninhydrinreaktion mehr blau als violett.

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

Asparaginsdure: Stets in grésseren Mengen markiert, hdufig nicht von der
Saccharose abgetrennt. Zur Bestimmung der Saccharose wurde in solchen Fillen
diese mit TCE hydrolysiert und die im Vergleich zum nicht hydrolysierten Extrakt
zusiitzlich auftretende Summe an Fructose und Glucose gemessen.

Trehalose: Trehalose wurde bisher von uns in einigen Blaualgenflechten,
Euglena gracilis, Isoetes sp. und Selaginella sp. nachgewiesen.

Maltose: Maltose wurde in unseren Versuchen nur selten und auch dann nur in
geringen Mengen markiert.

Mannit: Mannit wurde 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 durchgefithrt, in denen
Volemit angehduft wird.

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

Zitronensdure: Nicht immer von der Isozitronensiure und der cis-Aconitsidure
abgetrennt. Diese Verbindung wird bei Blaualgenflechten akkumuliert.

Glycolsiure: Bei fast allen niedrigen Pflanzen als wichtigstes Ausscheidungs-
produkt wiihrend der Photosynthese in 4C-Bicarbonat nachgewiesen. Wird durch
Luftsauerstoff oxydiert.

Brenztraubenséure: Gleiche Lage wie Glycolsidure. Unterscheidung durch Reak-
tion mit Dinitrophenylhydrazin nach Elution von der Platte mdglich.

Phosphatester: Gegeniiber der bereits im Teil A beschriebenen Chromatographie
der ®2P-markierten Phosphatester zeigten die gleichen Verbindungen in dem ILaui-
mittelsystem fiir die Chromatographie von 4C-markierten Verbindungen eine
geringere Wanderungsgeschwindigkeit (Fig. 2), vor allem bei den Nukleotiden und
den Zuckerphosphaten. Die Laufwerte der Phosphatester wurden deshalb bei dieser
Laufmittelkombination nicht gemessen. Bei Doppelmarkierungen mit #C und 3P
wurde allerdings dieses Laufmittelsystem verwendet. Zur Radioautographie bei Dop-
pelmarkierungen wurden zwei Lagen Réntgenpapier verwendet, sodass 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

Rara-WERTE MC-MARKIERTER STOFFWECHSELPRODUKTE

Die Nummericrung der Verbindungen entspricht den Zahlen in Fig. 6. (Die Laufwerte stellen
Mittel aus 20 verschiedenen Chromatogrammen dar.}) Lauimittelsystem wie in Fig. 4 angegeben,
Die Verbindungen Nr, 1, 2, 9, 65, 66, 69, 70, 71, 72, 75 und 76 sind noch nicht identifiziert. Die
Verbindungen Nr. 25, 26, 32 und 80 sind ebenfalls noch unbekannt, aber ninhydrinpositiv,
Laufwert des Alanins = xo00.

Nv, Verbindung Rara-Werite
I, Richtung 2. Richtung

3-8 Phosphatester — _
10 Phosphoglycerinsidure — —
11 Orotsiure — —
12 Phosphoenolbrenztraubensiure — —
13 Lactose und Raffinose — —
14 Maltose —_ —
15 Trehalose 53 73
16 Saccharose 54 78
17 Glucose 61 85
18 Fructose und Xylose 72 93
19 Mannit und Sorbit 79 o1
20 Arabit, Xylit und Ribit 82 ag
21 Volemit — —_
22 Glycolaldehyd — —
23 Phosphoédthanolamin —_ -
24 Asparagin 74 75
27 Serin 82 81
28 Glycin 82 81
29 Glutamin 8o 79
3o Hydroxyprolin —_ —_
3r’ Citrullin o8 87
33 Threonin o7 88
34 Asparaginsédure 54 79
35 Cystin — —_—
36 Diaminopimelinsiure — —_
37 Cystein —_ —
38 Lysin 108 65
39 Ornithin 112 (670
40 Histidin — —_—
41 Arginin _ —_
42 c-Alanin 100 100
43 f-Alanin — —_
44 Prolin 118 112
45 Tyrosin 109 115
46 Valin —_ —
47 Aminobuttersdure —_ —_
48 Methionin — —
49 Leucin —_ —_
50 Phenylalanin — —
51 Glutaminsiure 69 8g
52 Zitronensdure 45 99
53 Aconitsiure —_— —
54 Glyoxylsédure — —_—
55 Apfelsiure 60 107
56 Fumarsiure 63 120
57 Ketoglutarsiure — —_
58 Glycerinséure 69 —_
59 Glycolsiiure und Brenztraubensfiure 79 114
60 Oxalessigsiure —_— —_—

J. Chvomatog., 41 (1969) 8o~go



AUFTRENNUNG VON MARKIERTEN STOFFWECHSELPRODUKTEN 89

TABELLE II (Fortsetzung)

Nvr. Verbindung Rora-Werte

I, Rickhtung 2. Richiung

61 Bernsteinsdure 105 128
62 Milchsdure — _
63 Glukuronsiure und Galakturonsiure — —
64 Weinsiure _— —
67 Glycerinaldehyd —_— —_
73 Erythrit 93 113
74 Ribulosediphosphat — —
77 Floridosid — —_
78 Glycerin —_— —
79 Taurin — —
DISKUSSION

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 gegeniiber anderen Inter-
medidrprodukten oder im TFalle der Lebermoose oder héheren Pflanzen der sterke
Anteil der Apfelsiure, dieses nur geringfiigige Auswirkungen auf die Wanderungs-
geschwindigkeit der Verbindungen und damit auf die Reproduzierbarkeit der Trenn-
schirfe hat. Gleichzeitig fanden wir eine grosse Wirtschaftlichkeit des Verfahrens
infolge Zeit- und Kostenersparnis gegeniiber der herkémmlichen papierchromato-
graphischen Methode. Ein gewisser Nachteil der Methode ist, dass bei extrem nie-
drigen spezifischen Aktivititen, wie sie sich z.B. bei der Dunkelfixierung von 4C
kaum vermeiden lassen, die zum autoradiographischen Nachweis erforderliche Auf-
tragsmenge leicht die Kapazitit der Platte {ibersteigt.

Durch die ausgezeichnete Eignung fiir Versuche mit grossen Serien ergibt sich

fiir diese Methode ein umfangreiches Anwendungsfeld mit unterschiedlichsten Frage-
stellungen.

DANK

Fiir die sorgfiltige technische Assistenz danken wir Frl. INGE EILMANN. Der
Deutschen Forschungsgemeinschaft sind wir fiir personelle und materielle Unter-
stlitzung zu Dank verpflichtet.

ABKURZUNGSVERZEICHNIS

ADP Adenosindiphosphat MCA Methanol-Chloroform—

ADPG Adenosindiphosphatglukose 7 M Ameisensiiure (12:5:3)
AS Apfelsiure NAD Nicotinamidadenindinukleotid
ALA Alanin , NADP Nicotinamidadenindinukleotid-
AMP Adenosinmonophosphat phosphat

ASP Asparaginsiiure ORN Ornithin

ASP-NH, Asparagin PAA Phosphoithanolamin

ATP Adenosintriphosphat PC Phosphorycholin

CTP Cytidintriphosphat Pa Orthophosphat

EDTA Athylendiamintetracssigsiure PEP Phosphocnolbrenztraubensiure
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FDP Fruktosediphosphat PGS Phosphoglycerinsiure
FP Fruktosephosphat PRO Prolin
GLC Glukose P-15 bisher nicht identifizicrter
GIP Glycerophosphat Phosphatester
GLU Glutaminsédure S Startfleck
GLY Glycin SACCH Saccharose
GP Glukosephosphat SER Serin
IMP Inosinmonophosphat THREO Threonin
LYS Lysin
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