
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  

I (~. I I. I IOI:E BOOM aild I.%' C. ~l.'ll N I';1 lll.:ll, S/'il'lit'~ > I 1.7, .'l.~t.~t ( I ~.ffl I ). 
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sod ium d i e t h y l b a r b i t u r a t e  buffer ,  p H  8.6, ionic  s t r e n g t h  
0-1, for  12 h. The  s t r ips  were t h e n  s t a i ned  w i t h  amylo-  
schwarz.  U n d e r  the  p r e s e n t  condi t ions ,  4 p r o t e i n  com-  
p o n e n t s  were seen (Fig.). T h e i r  p e r c e n t a g e  d i s t r i b u t i o n  
(average  of 10 d e t e r m i n a t i o n s )  was  r e spec t ive ly  26-1, 
18.4, 33.2, a n d  22.3. 

MARIA ASSUNTA DIANZANI MOR 

[stituto di Patologia generale della Universit~ di Genova 
(Italia), Ju l y  26, 1959. 

Riassunto 

Viene  desc r i t t a  la presenza ,  nel  succo dei sa rcosomi  del 
muscolo  di r a t to ,  di  4 c o m p o n e n t i  p ro te ic i  sepa rab i l i  me-  
d i a n t e  e le t t ro fores i  su ca r l a .  I 4 c o m p o n e n t i  sono rap-  
p r e s e n t a t i  nel la  m i s u r a  di r i s p e t t i v a m e n t e  26.1, 18-4, 33-2 
e 22.3 pe r  100 delle p ro t e ine  to ta l i .  

~ 3 b e r  die Aktivit~it der  T y r o s i n a s e  
in T a b a k s a m e n  

Bei  U n t e r s u c h u n g e n  f iber  die V e r b d i u n u n g  des T a b a k s  
wi rd  of t  au f  die Rol le  de r  Ty ros inase  h ingewiesen .  
BXBLERi k o n n t e  zeigen, dass  die T y r o s i n a s e  de r  T a b a k -  
b l i i t t e r  die Chlorogensi iure  zu oxyd ie r en  ve rmag ,  wobei  
b r a u n e  oder  u n t e r  E i n w i r k u n g  a n d e r e r  S t o f f k o m p o n e n t e n  
r o t b r a u n e  bis sehwarze  P i g m e n t e  e n t s t e h e n .  E r  erklf i r te  
die Chlorogensgure  n e b e n  R u t i n  als das  ffir die Verbr / tu -  
n u n g  wich t igs te  S u b s t r a t .  Diese wa r  bei  u n t e r  Glas  ge- 
zogenen  T a b a k p f l a n z e n  in viel  ge r inge re rMenge  v o r h a n d e n  
als bei  F r e i l a n d t a b a k ,  u n d  die B1/i t ter  v e r b r l i u n t e n  in de r  
Folge sehr  unvo l l s t i tnd ig  oder  i i b e r h a u p t  n ich t .  Die ge- 
t inge  Ch lo rogens~ iu rekonzen t ra t ion  k o n n t e  d u r c h  k i ins t -  
l iche B e l i c h t u n g  auI  den  n o r m a l e n W e r t  g e b r a e h t  w e r d e n  2. 
EICHENBERGER 3 s te l l te  lest ,  dass  die A k t i v i t i t t  de r  Tyro-  
s inase s t a r k  yon  de r  I n s e r t i o n s h 6 h e  u n d  yore  Al te r  de r  
B l g t t e r  abh~Lngt. E i n e  B e d e u t u n g  ffir die T e r m i n a l o x y -  
d a s e n t g t i g k e i t  sp r i ch t  er  ih r  bei  T a b a k b l / i t t e r n  ab, weis t  
j edoch  auf  die Rolle bei  de r  P i g m e n t b i l d u n g  bin.  

D a  in den  g e n a n n t e n  A r b e i t e n  unseres  I n s t i t u t e s  die 
\ ¥ i c h t i g k e i t  des Sys t ems  Tyros inase -Ch lo rogensgure  irn- 
mer  wieder  in E r s c h e i n u n g  t r a t ,  wa r  es y o n  In teresse ,  die 
Tyros inase  in T a b a k s a m e n  n a e h z u w e i s e n  u n d  i h r  Ver -  
h a l t e n  gegent iber  Chlorogensgure  u n d  a n d e r e n  P h e n o l e n  
zu cha rak te r i s i e ren ,  sowie A u s k u n f t  f iber die L e b e n s d a u e r  
zu e rha l t en .  Es  wurde  d a h e r  ein Vergle ich  de r  Tyros inase -  
ak t iv i t l i t  in  f r i schen  ( E r n t e  1958) u n d  ge lage r t en  ( E r n t e  
1955) S a m e n  anges te l l t .  

Die w~isserigen u n d  gepuf fe r t en  E n z y m e x t r a k t e  erhiel-  
t en  wir  n a c h  e iner  ffir S a m e n  v o n  Secale cereale beschr ie -  
b e n e n  Methode  ~,5. 4 g S a m e n  der  Var ie t i t t  M o n t  Calme 
brun w u r d e n  m i t  \,Vasser oder  1/15 M P h o s p h a t p u f f e r  
p H  5,6 w g h r e n d  3 ra in  im H o m o g e n i s a t o r  (d3tihler,) zer- 
schlagen u n d  in der  (&,Vifug~>Zentrifuge bei  6000 T o u r e n /  
ra in  w~Lhrend 5 ra in  zen t r i fug ie r t .  Die f ibe r s t ehende  L6- 
sung  f i l t r ier te  m a n  d u r c h  e inen  Sei tzf i l ter ,  u n d  das  Mare,  
farblose  F i l t r a t  wurde  m i t  SVasser bzw. Puf fe r  auf  200 ml 
ve rd i inn t .  

1 S. I3~,BLER, Diss. ETH, Ztirich 1957. 
2 A. FREY-WYSSLING und S. B&BLER, Exper. 13, 399 (1957). 
3 t~. EICHENBERC-ER, Diss. ETH, Zfirich 195~. 
4 j .  W. SZARKOWSKI, Aeta biochim. Polon. 4, 1°9 (1957). 
s j .  W. SZARKOWSKt, Bull. Aead. Polon. Sci. C1. II, 5, 1 (1957). 

Z u r  B e s t i m m u n g  de r  Creso laseak t iv i t i i t  v e r w e n d e t e n  
w i t  p-Cresol,  ffir die C a t e e h o l a s e a k t i v i t g t  L-3, 4 -Dihydro -  
x y p h e n y l a l a n i n  (DOPA)  oder  Chlorogensl iure .  Die  I n k u -  
b a t i o n  erfolgte  bei  30 oder  37°C. Die Akt ivi t~i t  des E n -  
z y m e x t r a k t e s  wurde  d u r c h  per iodische  E x t i n k t i o n s m e s -  
sung  m i t  Hilfe eines P u l f r i c h - P h o t o m e t e r s  (Fi l te r  $47, 
"Wellenl~inge 463 roll ) e r m i t t e l t .  Die  l e t z t e  Ab le sung  
wurde  bei  p-Cresol  n a c h  24 h , bei  D O P A  n a c h  1 h ge- 
m a c h t .  Die Z u n a h m e  d e r  E x t i n k t i o n  m i t  de r  Zei t  zeigen 
die D i a g r a m m e  d e r  A b b i l d u n g e n  i u n d  2. 
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Abb. 1. CresolaseaktivitSt. 10 ml gepufferter Enzymextrakt, 8 ml 
1]15 M Phosphatpuffer, I0 nag p-Cresol, pH 5,6, Temperatur 30°C. 

Kfivettentiefe 5 cm 

A u s s e r d e m  h a b e n  wir  d en  Einf luss  des T h i o h a r n s t o f f s  - 
e in  m i t  K u p f e r  s t ab i l e  K o m p l e x e  b i ldendes  Reagens  - als 
I n h i b i t o r  de r  Ty ros inase  a au f  die Akt ivi t~i t  des E n z y m -  
e x t r a k t e s  u n t e r s u c h t .  Die R e s u l t a t e  s ind in Tabel le  I 
zu s ammen g e fa s s t .  
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Abb. 2. Catecholaseaktivitiit. 15 ml gepufferter Enzymextrakt, 5 ml 
1115 M Phosphatpuffer, 15 mg DOPA, pH 5,6, Temperatur 30°C. 

Kiivettentiefc 5 cm 

D a  T a b a k s a m e n  sehr  l ange  keimfi ih ig  ble iben,  w a r  es 
v o n  b e s o n d e r e r  B e d e u t u n g  fes tzus te l len ,  ob  31/2 J a h r e  
a l te  S a m e n  d u r c h  die L a g e r u n g  eine E i n b u s s e  i h r e r  Tyro-  
s inaseak t iv i tAt ,  ve rg l i chen  m i t  f r i schem Saa tgu t ,  e r l i t t en  

6 C. R. DAWSON und W. B. TARPLEY, The Enzymes, Vol. II, P. I 
(J. 13. SO~tNER and K. ]~][YRBACK, Academic Press, New York 1951), 
p. 454. 


