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Fig. 1. a) Elektrophorese-Gradient yon isoelektrisch prSzipitierteln 
c~-Crystallin, lt;5 V, 12 mA, 8°C, 40 rain, 0,l  M NaOAe, 0,05 M 
Glycin, pH 7,8 (NaOH). b) Sedimentations-Gradient yore gleichen 

k t ' raparat.  50000 rpnl, 1501} sec, 17°C, 15 ° --~, 1,1% Colic. 

Fig. 2. a) und b) Sedimentationsgradienten yon ein- und zweimal prti- 
zipitiertenl ~-Crystallin. ,12000 rpm, 1500 sec, 45 ° --/, 1,2% Cone., 

Temp.: a: 21,1°C; b: 20,0~C. 

k Fig. 3. Sediment ationsgradient 
yon zweimal isoclektrisch 
pr~izipitiertem a-Crystallin, 
wieder aufgelSst in 0,1 3I 
NaOAc, 0,05 M Glycin, pH 7,1 ; 
1,4~o Cone.; 47,760 rpm, 2820 

sec, 12,1~C, 45 ° --~. 

zwei Grad ien ten  in der  Ul t razen t r i fuge  bildet ,  deren  Sedi- 
m e n t a t i o n s k o n s t a n t e n  sich wie 1 zu 2 verha l ten ,  w/ ihrend 
sich bei  der  E lek t rophorese  dieser LOsung nur  ein Gradien t  
b i lden muss,  wie dies be im e-Crysta l l in  der  Fall  ist. Dass 
es sich beim ct-Crystallin um einen E n t a r t u n g s v o r g a n g  
hande l t ,  worin m e h r  oder  weniger  globul/ire, na t ive  Teil- 
chen  einer  S t r eckung  un te rzogen  werden,  ehe die weitere  
Dena tu r i e rung  for t schre i ten  kann,  wird du rch  die obr igen 
theore t i schen  IJber legungen wahrsche in l ich  g e m a c h t  und 
wird un te r s t i i t z t  durch  die Kr i s t a l l i sa t ionsversuche  von  
WOOD et al. ea. Diese Forscher  a rbe i t e t en  mi t  Pr~iparaten, 
welche durch  ihre Bere i tungsweise  e n t a r t e t e  Linseneiweisse 
en th ie l ten .  Die N a d e l s t r u k t u r  der  ~ ) B - K r i s t a l l e  weis t  auf  
eine Iangges t reekte  F o r m  dieser  e n t a r t e t e n  Eiweiss te i lchen 
bin.  

Die bisherige phys ika l i sch-chemische  U n t e r s u c h u n g  des 
Linseneiweisses  ~-Crystal l in ergibt  ein Bild, das, obgleich 
noch  haupts / ich l ich  quat i ta t iv ,  doch  den W'eg zeigt, nach  
we lchem wei tere  q u a n t i t a t i v e  U n t e r s u c h u n g e n  erfolgen 
miissen, um die S t r u k t u r  dieses besonders  in t e res san ten  
Eiweisses zu kl/iren. 

\V. F. BON 

Labora tor ium liar B iochemie  u n d  Toxikologie  der Uni -  
versitdt A m s t e r d a m  (Niederlande) ,  7. A p r i l  1960. 

S u m m a r y  

Ul t racen t r i fuga l  and  e lee t rophore t ic  inves t iga t ions  of 
the  eye lens p ro te in  :~-crystallin show the  p robab i l i t y  t h a t  
th is  p ro te in  exis ts  in the  lens and  in i ts  solut ions  (be tween 
p H  3.5 and  9.5) in two  sub-un i t s  only  differ ing in shape :  
a g lobular  and  a s t r e t ched  unit ,  

\Venn  m a n  (tie L6sung  yon  ~-Crystal l in bis p H  2.5 an-  
s/iuert, e n t s t e h t  eine klare  L6sung,  die in der  Ul t r azen t r i -  
fuge nur  einen Grad ien ten  b i lde t  mi t  e iner  Sed imen ta -  
t i onskons t an t e  von S ~ 1. Dies bedeu te t ,  dass  beide K o m -  
ponen t en  zu einer  e inzelnen Verb indung  dissoziieren. Die- 
ses S p a l t u n g s p r o d u k t  bes i tz t  noch  alle t yp i schen  Eiweiss-  
e igenschaf ten  und ist serologisch ident i sch  mi t  e-Crystal l in .  

\Venn m a n  das  isoelektr ische Pr / iz ip i ta t  bei p H  7.8 auf- 
16st und  diese L6sung wiederhol t  durch  Ans/ iuern bei 
pH 5.0 prgz ip i t ie r t  und  diesen Niedersch lag  e rneu t  bei 
p H  7.8 aufl6st,  so i inder t  sich das  Sed imen ta t ionsd ia -  
gramm.  Die K o n z e n t r a t i o n  der  schnel len K o m p o n e n t e  
n i m m t  ab, die der  l angsamen  K o m p o n e n t e  n i m m t  zu. 
(Fig. 2a und  2b.) 

Nach l angdaue rnden  Arbeitsg~ingen sowie nach  fort-  
gese tz ter  Sed imen ta t ion  erg ib t  sich 6fters  eine Aggrega-  
t ion der  c tB-Komponente:  F igur  3. 

Der  verb te ibende  H a u p t g r a d i e n t  r i ihr t  yon  der  aA- 
K o m p o n e n t e  her.  Dies weis t  da rau f  hin, dass  der  Un te r -  
schied zwischen den zwei K o m p o n e n t e n  in der  F o r m  der  
Teilchen zu suehen ist, dass  also die (native) CtA-Kompo- 
nen te  en t f a l t e t  worden  ist. 

Die gleichm/issige Abf lachung  des %4-Gradienten w/th- 
rend  der  Sed imen ta t ion  weist  da rauf  hin,  dass  die na t ive  
K o m p o n e n t e  kugelfSrmige Ges ta l t  hat .  E ine  exak t e  Mes- 
sung der  Di f fus ionskons tan te  ist j edoch vSllig ausgeschlos-  
sen, well wir die zwei K o m p o n e n t e n  n ich t  q u a n t i t a t i v  
t r ennen  k6nnen,  so dass es unm6gl ich  ist, eine homogene  
Lbsung  der  eA-Kom ponen t e  zu erhal ten .  

Rein  theore t i sch  konn t en  wir aber  beweisen ~2, dass  
eine L6sung,  welche kugelf6rmige und  ges t reckte  Tei lchen 
von  gleichem Molekulargewicht  enth~l t ,  wobei  das Ach- 
senverhSAtnis der  ges t reck ten  Teilchen 11/10 = 20 betr/ igt ,  

-~2 \V. F. BON, Rec. Tray. chim. Pays-Bas 78, 75 (1959). 
~13 ])ON C. WOOD et al., J. biol. Chem. 2:14, 329 (1959). 

T h e  I n v e s t i g a t i o n  o f  t h e  A c t i o n  o f  U l t r a s o u n d  o n  

s o m e  P r o t e i d  S u b s t a n c e s .  P a r t  I I .  ~ 
T h e  A c t i o n  o f  U l t r a s o u n d  o n  D i a s t a s e  

Numerous  publ ica t ions  which  have  ap p ea red  in recent  
years  2 show t h a t  in add i t ion  to engineering,  medic ine  and 
biology, c h e m i s t r y  and  pa r t i cu la ry  b iochemis t ry  represen t  
a b road  field of appl ica t ion  for u l t rasound .  I t s  ac t ion  on 
f e rmen t s  has  been  es tab l i shed  on oxidases  3, blood ca ta-  
lase 4, yeas t  f e rmen t s  ~, peps in  6, sa l ivary  d ias tase  ~, and  
t r ips in  s. 

1 Part I : Bull. Soc. chim. Belgrade (in press). 
2 L. BEROMANN, Ultraschall und seine Anwendung in Wissen- 

schaJt und Technik (Ztirich t954). 
a R.J. CHRISTENSEN and R. SAMtSCU, Plant Physiol. 9, 385 (1934). 
4 H. SImvA and J. TOHUKU, Exp. Med. 3o, 181 (1936). 
5 H. VON EULER and B. SKARZYNNKI, Naturwissensehaften 3l, 

389 (19,13). 
6 G. MILHAUD a n d  R. O. PRUDHOMME, AIIII. Ins t .  P a s t e u r  76, 333 

(1943). 
'2 M. BUONSANTO, Boll. Soc. ital. Biol. sper. 28, 950 (1952). 
8 V. STEFANOVI(", I. I~OSTIC, M. BRESJANAC, a n d  D. ~IVANOVId, 

Bull. Soc. chim. Belgrade, in press. 
9 R. WILLSTATTER et al., Z. physiol. Chem. 126, 1.13 (1923). 
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Time of ultrasonic Enzyme activity in pH values of 
treatment Willsttitters units solution 

0 min 
5 min 

10 rain 
15 min 
20 rain 
30 min 

9.9 × 10 -4 
8.5 × 10 -4 
7,0 × 10 -4 
5.6 × 10 -4 
4.8 × 10 -4 
2.7 × 10 -4 

5.50 
5.50 
5.20 
5.05 
4.90 
4.70 

The results obtained show that the activity of 0.5% diastase 
solutions and the pH values have been decreasing gradually 

but regularly. 

These inves t iga t ions  are of s ignif icance for appl ica t ion  
of u l t r a sound  in prac t ica l  medic ine  as well. The mecha-  
n i sm of the  ac t ion  of u l t r a sound  being still insuff ic ient ly  
expla ined,  it  is necessary  to  be careful  when  app ly ing  it 
for t he r apeu t i c  purposes .  J u s t  for t h a t  reason,  the  in- 
ves t iga t ion  of its act ion on subs tances  con ta ined  in h u m a n  
b o d y  is of grea t  impor tance ,  since it offers the  poss ibi l i ty  
of avoid ing  mis takes  and  acc idents  when  app ly ing  ul t ra-  
sound  for t he r apy .  We have  inves t iga ted  the  act ion of 
u l t r a sound  on d ias tase  solut ion (0.5% B. D. H. make) and  
in each  e x p e r i m e n t  we h a v e  used 10 ml  of it. 

The  u l t r a sound  of f requency  3 Mc/s and  i n t ens i t y  of 
1.5 W/sq . cm.  has  been  ob ta ined  f rom a Yugos lav  make  
of genera tor .  The solut ions  h a v e  been  placed in a flask, 
t h e  b o t t o m  of t he  f lask being m a d e  of t h in  gum.  The 
samples  were exposed  for the  per iod of 0, 5, 10, 20, and  
30 min  respect ive ly .  Dur ing  the  exposure  t he  solut ions  
have  been  cooled in t a p  w a t e r  in such a way  t h a t  the  t em-  
pe r a tu r e  has  never  been  al lowed to  rise above  30°C. The 
act iv i t ies  of the  solut ions  were  d e t e r m i n e d  by  \VILL- 
STXTTER'S m e t h o d  ~ 5 h a f t e r  the  t r e a t m e n t .  The p H  va-  
lues were  measured  i m m e d i a t e l y  a f t e r  exposure  (Table). 

V. STEFANOVId, A. DJUKANOVId, 
K. VELAgEVI6, and D. 2IVANOVld 

Institute o/ Tuberculosis o/ the P. R. o/Serbia, Belgrade, 
Institute o/ Inorganic and Analytical Chemistry, Pharma- 
ceutical Faculty, Belgrade, and Institute o/ Biology, Vete- 
rinary Faculty, Belgrade (Yugoslavia), March 11, 7960. 

Zusammen/assung 

Die Ul t r a scha l lwi rkung  auf  Dias tase  wurde  an deren  
Akt iv i t / i t s -  und  p H - A n d e r u n g  un te r such t .  Versch ieden  
lang beschal l te ,  0 .5%ige wSsserige Dias tase l6sungen  er- 
gaben  s tufemveises  und  regelm~ssiges Abs inken  der  Akt i -  
v i t / i ten  und  p H - W e r t e .  

Fig. 1. 6-Azauracil (4.4 × 10 -I  M, incompletely dissolved). No zone 
of inhibition or toxicity. 

T h e  I n h i b i t o r y  E f f e c t  o f  6 - A z a u r a c i l  R i b o s i d e  

o n  t h e  M u l t i p l i c a t i o n  o f  V a c c i n i a  V i r u s  

6-Azauracil ,  and  par t i cu la r ly  its riboside, are known  to  
inh ib i t  the  g rowth  of a n u m b e r  of microorgan isms  t, 2 and 
e x p e r i m e n t a l  tu rnou ts  3-5. We  now wish to repor t  t es t s  on 
the  ant i -v i rus  ac t iv i ty  of the  two  compounds .  

In  our  screening t e s t  (diffusion of the  tes ted  subs t ance  
t h rough  agar  using Dulbecco ' s  p laque  m e t h o d  for virus  
giving a posi t ive  cy topa thogen i c  effect) 6-azauracil  p roved  
inac t ive  bu t  its r iboside exh ib i t ed  no tab le  ac t iv i ty  on the 
mul t ip l i ca t ion  of vaccinia  virus  c o m p a r e d  wi th  benz imid-  
azole (Figures 1-3). 

Fi~. 2. Benzimidazole (8.5 x 10 -~ M, Fluka, Switzerland). Zone of 
toxicity around the cylinder and further away narrow zone of in- 

hibition. 
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