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It is apparent from the data in Table I that  the Hill-reaction activity to 
2,3',6-trichlorophenolindophenol and photophosphorylation as elicited by several co- 
factors is not affected by the above freezing and thawing technique nor by storage 
under liquid nitrogen for at least a month. Storage of similar preparat.ons at - -8  ° 
resulted in a complete loss of phosphorylation activity within 72 h. 

TABLE I 
EFFECT OF FREEZING GF CHLOROPLAST SUSPENSION ON HILL-REACTION ACTIV1TV 

AND PHOTOPHOSPHORYLATION 
All values are pmoles/mg chlorophyll/h. 

Chloroplast preparation 

Untreated Frozen, stored 
/or • month 

Hill-reaction activity to 
2,3',6-trichlorophenolindophenol 129 129 

Photophosphorylation with as cofactor 
phenazine methosulfate 49" 477 
FMN i49 181 
menadione 208 t 70 

This technique has proved extremely useful in the storage of chloroplasts ex- 
tracted with heptane to remove the plastoquinone. Thus, a uniformly depleted chloro- 
plast preparation which could be consistently reactivated by the readdition of plasto- 
quinone was available for numerous comparative studies. 

This investigation was supported by Grant GM 07658-03 from the U.S. Public 
Health Service. 
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~strogen¢ und anti6strogene Wirkung einiger Ostranabk6rnmlinge 
in vitro und in vivo 

Vor kttrzem walrde tiber die Darstellung neuer, in 3-Stellung s,Jbstituierter 0s t ran-  
abk6mmlinge berichtetL Diese und einige andere Derivate des 0s t rans  werden in vitro 
an der 6strogenabh~tngigen Transhydrogenase aus menschlicher Placenta sowie in vivo 
im Allen-Doisy-Test  auf ihre 6strogene und  anti6strogene Wirkung geprlift. 

Die Transhydrogenase aus menschlieher Placenta ~-5 wird nach einem modifi- 
zierten Verfahren angereichert und als Trockenpulver in lagerfithiger Form erhalten. 

Biochim. Biophys. Acla, 7 x {x963) I96--t98 
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198 SHORT COMMUNICATIONS 

Zur Priifung der Enzymakrivierung verfolgt man die Kinetik der Bildung yon DPNH 
aus DPN + in einem optischen Test. Der Ansatz besteht aus: 5.o ml Substratmischung 
(pH 7.4) (diese enth~ilt in IOO ml: ro/zMol TPN +, Ioo t ,  Mol DPN +, 75 ~Mol EDTA, 
250 #Mol MgCla, 6 mMol Tris als Tris-HC1-Puffer), i.o ml Glukose-6-phosphat-L6sung 
(Na*rium-Saiz Boehringer, 3 mg/ml Wasser), o.o 5 ml Zwischenfermentl6sung (Pr~ip. 
Boehrmger, o.i ml verdtinnt mit Puffer ad 3 ml) und 1.8 ml Proteintroekenpulver- 
L6sung (12 mg/ml Puffer). Pro Vei'such werden 2.56 ml der angegebenen Mischung 
(pH 7.4) mit o.04 ml einer geeignet konzentrierten L6sung der zu testenden Vet- 
bin ".ung in Dimethylformamid versetzt. Von diesem Moment an verfolgt mall die 
,~nderung der optischen Dichte bei 34 ° m/z 3o Min fang bei 32 ~. Als Mass fiir die 
aktivier,~nde \Vi~kung der geprtiften Substanz gilt die zwischen der IO. und 3o. Ver- 
suchsminute (linearer Anstieg) gebildete DPNH-Menge. Bei der Priifung auf anti- 
62trogene Wirksamkeit in, vitro en*h~ilt der Ansatz jeweils neben dem fragliehen Anti- 
~strog(;n gleichzeitig 0stradiol-r7~8 in einer Konzentration yon 2.8-Io -* Mol/1. Der 
mff letzterem allein erzielte Effekt ist in Tabelle I Spalten a und b gleich Ioo % gesetzt. 

Der Alten-Doisy-Test wird an kastrierten M~iusen in Gruppen zu ie 12 Tieren 
ausgeffihrt. Man injiziert die zu prtifende L6sung des 0strogens in Sesam6l u.rlter 
die Rtickenhaut. o.z t*g 0stradiol-(ITfl) pro Maus gibt bei 8o-Ioo % tier Tiere den 
typischen Vaginalabstrich. Diese 0sti-ogenmenge ist in Tabelle I gleich Ioo % ge:~etzt. 
Ftir die iib,'igen 0straaabk6mmlinge wird in einer Verdtinnungsreihe dieienige Menge 
ermittelt, die bei mindestens 80 °o der MAuse einer Gruppe den positiven Vaginal- 
abstrich gibt. Wenn dazu die Io-f~che Substanzmenge verglichen mit 0stradioI-(I7fl ) 
ben6tigt wird, so besitzt die Substanz nut io % der Wirksamkeit des 0stradiols-(rT/3 ) 
(vgl. Tabelle I, Spalte c, 0stron). Auf anti6strogene Wirkung in vivo wird durch gleich- 
zeitige Iniektion "<on o.I ~g 0stradiol-(I7/3 ) und der maximaien, noch nicht 6strogen- 
wirk~amen Dosis der zu testenden Substanz geprt~ft 

:\u.sser 0stron verm6gen auch die Verbindungen 3-7 die 6strogen-abhiingige 
Transhydrogenase zu aktivieren,was besonders bei Anwendung einer h6heren Konzen- 
tration deutlieh wird. Sie hemmen jedoch die Wirkung des 0stradiols-(IT~ ) nur wemg 
odor gar nicht, auch wenn sie in Io-fach h6herer Konzentration als dieses anwesend 
sind. Gr6ssere Hemm- oder Anti6strogen-Wirkung i~ vitro zeigen die Verbindungen 
8-I4;  sie aktivieren das Enzym nicht, wie es fiir ein ideales Anti6strogen zu fordern ist. 

I~  vivo erweiser~ sich die 0stranabk6mml,.'nge 3--12 als schwache 0strogene. Die 
Verbindungen 13 und 14 sind wirksamer. Anti6stl'ogene Wirkung in vivo wurde bei 
den Substanzen 3-~) nicht beobachtet. 
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