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deoxyguanyl ic  acid bound  in the  D N A  molecule is respon- 
sible ~ -~. 

The course of hea t  dena tura t ion  of D N A ' s  men t ioned  
above  has been followed quan t i t a t ive ly ,  because the  
anodic inden ta t ion  becomes deeper  by  denatura t ionS-% 
The increasing depth  of the  anodie  inden ta t ion  was then  
p lo t ted  as a funct ion of t empe ra tu r e  of the  D N A  solut ion 
(Figures 2 and 3, curve  1). The  hea t  dena tu ra t ion  of 
D N A  samples after  60 rain of the  UV- i r rad ia t ion  followed, 
using the  same method .  The  s teep por t ion  of the hea t  
dena tu ra t ion  curves  of bo th  D N A ' s  s tudied  were shif ted 
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Fig. 3. Heat denaturation curves of Escherichia coli B DNA, de- 
rived from the oscillopolarographic measurements. Curve 1: DNA 
before the UV-irradiation. Curve '2: DNA after 60 rain of UV- 

irradiation. 

to a lower t e m p e r a t u r e  af ter  t he  UV- i r rad ia t ion  as corn- 
pared  wi th  the  dena tu ra t i on  curves  of non-irradiated 
samples :0 (Figures 2 and 3, curve  2). Similar  changes i~ 
the  course of the  dena tu ra t i on  curves  of several  bacteria 
D N A ' s  a f te r  the  UV- i r rad ia t ion  h a v e  been  found earlie~ 
spec t ropho tomet r i ca l ly  2. 

U V d i g h t  causes pho tochemica l  a l te ra t ions  of pyrirni" 
dine residues ol  D N A  which  weaken  the  s tab i l i ty  of the 
double-s t randed  D N A  molecule.  This  effect was followed 
by a n u m b e r  of t echniques  2 up to  the  present  t ime.  The 
above  results  publ i shed  by  us yield fu r the r  exper imental  
possibili t ies for the  physido-chemical  assay of nucleic 
acids based on the  osci l lopolarographic es t imat ions  t~. 

Zusammen[assung. Die Dena tu ra t i onsku rven  yon Des- 
oxyribonukleinsAuren aus K a l b s t h y m u s  und  Eseherichia 
coil wurden  m i t  Hilfe  der  oszi l lographischen Polarogra" 
phie untersucht .  Nach  UV-Bes t r ah lung  der  Nuklein- 
sAuren erfolgte  eine Versehiebung des AnstiegbereicheS 
nach  niedr igen Tempera tu ren .  
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D i i n n s c h i c h t s t ~ i r k e ~ , e l e l e k t r o p h o r e s e  

Seit  der ers ten Ver6ffent l ichung von  SMITHIES im Jah re  
1955: ist  die St~rkegele lektrophorese  in j edem biochemi-  
schen Labor,  hauptsi ichl ich bei der Pept id-  und Prote in-  
forschung, zu e inem unerl i issl ichen Hi l f smi t te l  geworden.  

I m  folgenden soll eine vere infachte  Modif ika t ion  dieser 
Methode mi tge te i t t  warden, die darauf  beruht ,  dfinne 
Schichten  von  Sti irkegel (2-4 mm) auf  Glaspla t ten ,  die 
sonst  ffir die Dt innsch ich tchromatograph ie  ben/ i tz t  war- 
den, zu verwenden.  

Melhodik. 7 g StS.rke 2 warden  in e inem Er lenmeyer -  
kolben in 50 ml des zu bent i tzenden Puffers  au fgeschl~mmt,  
rasch un te r  Schwenken fiber einer offenen F l a m m e  erhi tzt ,  
bis der  Brei die yon SMITHIES angegebene Diinnflt issigkeit  
e r re icht  hat .  Anschl iessend wird sofort  der  E r l enmeyer -  
kolben an das V a k u u m  angeschlossen und durch rasches 
Schwenken kurz beim Sieden gehalten.  

5 Glaspla t ten  5 × 20 cm werden  so gelegt,  dass 3 den 
Boden  bi lden und 2 auI den beiden ~tusseren aufliegen 
(Figur). Der  freie Zwischenraum wird nun mi t  dem St~irke- 
brei  ausgefii l l t  und schnell  m i t  e inem Glasstab an  der  
Oberfl~che glat tgestr ichen.  Man kann selbstverst~tndlich 
an Stelle der  be iden Glaspla t ten ,  die die Schiehtd icke  be-  

s t imn:en,  en tsprechende  Schablonen  aus P las t ik  oder  an- 
derem Mater ia l  verwenden,  

Sehr  kurz  nach dem Aufstre ichen des St~irkegels auf  die 
Glasplat te ,  solange die Masse noch welch ist, wi rd  an  den 
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G Glasplatten 4 mm hoeh (5 x 20 cm); St Stfirkegel; P Papier ~ur 
Hersteltung des Kontakts zwischen dem St~rkegel and den puffern 

in den Kan:mern. 
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beiden Ext remen des Gels je ein Streifen yon Filterpapier 
aUfgelegt (wir benutzen Whatman  1), welche den Kontakt  
mit den Puffern in den Kammern  herstellen. 

Nach dem Erhal ten des St/irkegels wird darauf mit  
einer Rasierklinge ein ca. 4 cm langer Schlitz senkrecht 
zur Laufrichtung aufgebracht und mittels einer Pipette 
die Probe gteichm~ssig aufgetragen (20 ~ einer a0prozen- 
tigen Proteinl6sung). Man kann auch einen Papierstreifen, 
Welcher vorher mit  der Probe getrgnkt wurde, in den 
Schlitz einlegen. Selbstverstiindlich muss die H6he ca. 
¢ mm sein. (Wir verwendeten z. ]3. 10 aneinanderliegende 
Whatman-l-Stre i fen 4 cm × 4 mm.) Durch leichtes Driik- 
ken des St/~rkegels yon beiden Seiten wird der Schlitz 
Wieder dicht gemacht. Hierbei t r i t t  6fters, haupts/ichlich, 
wenn man die Probe direkt (ohne Papier) einfiihrt, ein 
Teil wieder heraus. Dieser wird mit  einem Filterpapier 
Vorsichtig abgetrocknet. 

Die Glasplatte wird genau wie bei der Papierelektro- 
phorese in die Elektrophoresekammern gelegt, wobei die 
Filterpapiere an den Seiten des Stiirkegels in dem Puffer 
der Kammer  getr~nkt werden, um den Kontakt  herzu- 
Stellen. 

Nach der Elektrophorese wird die Glasplatte in die L5- 
Sung des F/~rbemittels gelegt und genau wie ein Papier- 
Streifen behandelt. Zur AnfArbung mit Amido-Schwarz 
geniigt es, wenn man die Glasplatte mit dem St/irkegel 
30 sec in das Fiirbemittet legt. Schon bei dem zweiten 
Weehseln des Entflirbers lbst sich das Stlirkegel yon der 
Glasplatte und verliert  nicht mehr seine Konsistenz. 

Prtiparative Stiirkegel-Elekt~ophorese. Von 2 gleieh be- 
handelten Glasplatten wird eine zur Anfiirbung und die 
andere zur Eluierung der Fraktionen benfitzt. Dabei soll 
Iolgendes beachtet  werden: (1) Jeder Oberschuss der 

Probe (Heraustreten aus dem zusammengeschobenen 
Schlitz) muss vermieden werden; sonst zeigt sich nur auf 
der auf der Glasplatte aufliegenden Seite eine gute Tren- 
hung, w/ihrend sich oben e i n ,  Schwanz~) bildet. (2) Bei der 
Anfiirbung zieht sich das St~rkegel zusammen. Die Lage 
der entsprechenden Fraktionen kann auf dem ungef/irbten 
Streifen mit  HiKe eines Gummibandes festgestellt werden, 
auf das die Lage der Fraktionen yon dem angefiirbten 
Streifen fibertragen wurde und das dann auf die L~inge 
des ungef/~rbten Streifens ausgezogen wird. 

Diese IvIethode bietet folgende Vorteile: (1) Kurze 
Dauer der Elektrophorese, Dutch die geringe Schicht- 
dicke wird die Dauer der Elektrophorese auf die der Pa- 
pierelektrophorese reduziert. Fiir  eine Trennung des Se- 
rums in 15 Fraktionen wird eine Laufzeit  in Boratpuffer 
(nach SMITHIES) yon 15 h bei 100 V benbtigt, (2)Geringer 
Verbrauch von Stiirke. (3) Bidimensionale Elektrophorese 
auf St£rkegelglasplatten yon 20 × 20 cm. (4) Keine Son- 
derapparaturen werden ben6tigt. (5) Es konnten gegen- 
tiber der Methode yon SMITHIES keine Nachteile in bezug 
auI den Trenneffekt festgestellt werden. (6) Das kompli- 
zierte Halbieren des Stgrkegels entf/illt. 

Summary. A modification of SMITHIES starch gel electro- 
phorese is presented. Thin starch gel layers (4 mm thick) 
were prepared on glass plates and used for analytical or 
preparative electrophorese. 
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A Method for Turbidimetric  Measurement  of 
Heparin: Its Application to the Est imation of 

Heparin in Aortic Tissue 

Our previous studies '-3 suggested the possible role of 
sulfated polysaccharides in the metabolism of aortic tissue 
during the atherosclerotic process. The presence of hyal- 
Uronic acid, heparitin sulfate and chondroitin sulfates in- 
eluding fl-heparin4 in aortic tissue is well established6'% 
but only a few reports ~'s have so far described the occur- 
rence of heparin in the aortic walls. Since heparin is a 
trace material scattered through connective tissues, the 
question as to whether heparin is present in aortic tissue 
is still unanswered. A selective method for measurement 
of heparin, therefore, offers a possibility for estimation of 
heparin contents in connective tissues by use of the 
quaternary ammonium salt fractionation methods for 
acid mucopolysaccharides (AMPS)% This paper deals 
With the quant i ta t ive  measurement of heparin by a tur- 
bidimetric method and its application to the estimation of 
heparin in aortic tissue. 

As standard AMPS, heparin and heparitin sulfate 
(Upjohn Co.) and hyaluronic acid and chondroitin sul- 
fates (Sigma Chemical Co.) were purified through Dowex 
l-X2 columns by the stepwise elution method of SCHILLEg 
et al l0,  followed by dialyzation and lyophilization. 
AMPS were extracted from the int ima-media layers of 
5 adult human thoracic aortae and 10 bovine thoracic 

aortae according to the method of DYRBYE and K1RKll; 
average AMPS yields of 0.19 g per 100 g of start ing wet 
tissue weight were obtained in both species. The extracted 
AMPS were then passed through Dowex 50 columns. 

Quantities of heparin ranging from 20 to 200/,g per ml 
of I M  acetate buffer (1~4 sodium acetate-acetic acid, 
pH 5.2) were added to test tubes in 1 ml aliquots; 1 ml 
of acetate buffer was used as a blank. 4 ml of 1.6M NaC1 
in 0.1% cetylpyridiuium chloride (CPC) were added to 
each tube to bring to 5 ml the total  volume (the final 
NaC1 concentration was 1.28M in 0.08% CPC). After 
mixing the solutions, the tubes were warmed in a water 
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