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2-deoxy sugars~. Af te r  the  separa t ion  of  the  mixed  e- 
Components f rom the  h igher  molecular  weight  t -  and 
r 'po lymers  by f i l t ra t ion t h rough  Bio-gel  P-300 resin e, the  
%-, %-, and e3-chains were isolated by  free f low electro-  
Phoresis in 6 M  urea a t  p H  5.25 a t  4°C s, using the  
aPparatus described by  HANNm s. The  homogene i ty  of 
the a-fractions was assayed by  po lyac ry lamide  gel e lectro-  
Phoresiso a t  10oc in 6 M  urea  ~°, CM-cellulose chroma-  
t o ~ a p h y  n, and b y  amino  acid analyses.  

l iquor por t ions  of the  3 ~-chains which had  been de- 
salted by  f i l t ra t ion  t h rough  Bio-gel  P-10 resin were 
reacted wi th  anthrone*~ and the  absorp t ion  spec t rum 
measured be tween  460 n m  and 700 rim. The  hexose con- 
tent was computed  on the  basis of the  ex t inc t ion  coeffi- 
cient measured a t  625 nm using glucose as a s tandard .  A 
sample conta ining all  the  reagents,  bu t  no protein,  and 
one containing prote in  and  sulphuric  acid bu t  no an th rone  
reagent, gave  no reac t ion  measured  a t  625 nm. 

The hexose con ten t  of the  3 e-chains,  expressed as 
moles hexose/1000 amino  acid residues,  ca lcula ted  by  
analyses of known vo lume-a l iquo t s  of gela t in  for bo th  
hexoses and amino acids, and by  analyses  of hexose  and 
amino acids on known weights ,  is 3.9 for ~l-, 2.5 for ca-, 
and 4.3 for e~-chains. The  moles of hexose/col lagen macro-  
reel COmputed on the  basis of a molecular  weight  of 
320,000 and an average  residue weight  of 92 ~ is approxi -  
mately  12 moles of hexose/collagen mol. The  absorp t ion  
spectrum of the  3 a-chains af ter  react ion wi th  an th rone  
gave a single symmet r i ca l  peak  wi th  a m a x i m u m  at  625 
am, similar  to glucose, and showed no o the r  peaks.  
l~urthermore, no 2-deoxy sugars ~ and no hexosamines  
COuld be de tec ted  color imetr ica l ly  1~, and no hexosamine  
peaks were seen in the  ch romatographs  of large samples  
obtained on the  au toma t i c  amino  acid analyzer .  I t  seems 
likely, therefore,  t h a t  the  an th rone- reac t ing  substances  
Were hexoses. 

The content of hexoses has been calculated using glu- 
Cose as a s tandard ,  whereas  bo th  glucose and galactose, 
which have  dif ferent  ex t inc t ion  coefficients af ter  react ion 
With anthrone,  have  been ident i f ied in ich thyocol  4 There-  
It~ re a direct  compar ison  be tween  the  values  repor ted  in 
t~e present  s t udy  and those  ob ta ined  by  BLU~ENFELD 

et al. * for i eh thyocol  is no t  en t i re ly  val id,  since the  distr i-  
bution of hexoses m a y  be d i f ferent  for di f ferent  tissues. 

Nonetheless ,  based on the  an th rone  react ion,  t he  hexose 
con ten t  of ich thyocol /co l lagen  mac romol  (~-~9 moles  
hexose /mol  collagen)4 and of ch icken-bone  col lagen ( ~  12 
moles  hexose/col lagen macromol)  are similar.  Moreover ,  
f rom the  p resen t  s tudy  i t  m a y  be concluded t h a t  hexoses 
are  an in tegra l  componen t  of the  s ingle-s t randed e-chains 
of a t  least  one col lagen ~4. 

Rdsumd. Les 3 chafnes x du collaggne de l 'os  de pou le t  
on t  6t6 isol4es en c o m b i n a n t  les t echniques  de f i l t ra t ion  
sur gel e t  d'61ectrophor~se en  ve ine  libre. Des substances  
d o n n a n t  une r6act ion d ' a n t h r o n e  posi t ive,  avec  spectre  
d ' absorp t ion  caract6r is t ique des hexoses,  on t  6t6 mises 
en 4vidence dans  ces 3 chMnes. E n  ut i l i sant  le glucose 
comme s tandard ,  la d6 te rmina t ion  des hexoses  fourn i t  
une va leur  de 12 moles d 'hexoses  par  molecule  de colla-  
g~ne. 
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Einfluss des Licht-Dunkel-Wechsels  auf den 
0 2 - U m s a t z  der Rattenleber 

In  einer fr t iheren Arbe i t  haben  KIKUCHI und WEIHE1 
tiber eine Tagesper iodik  des Sauers tof fverbrauchs  der  
Leher yon Sp rague -Dawley -Ra t t en  berichtet ,  die in bezug 
auf die m6gl ichen tageszei t l ichen Schwankungen  der  ver-  
Sehiedenen F u n k t i o n e n  der  Leber  und der  W ~ r m e p r o d u k -  
~on wicht ig  ist. J e t z t  wurde  die Tagesper iodik  des 0 :  

msatzes der  Leber  bei VVistar R a t t e n  bei no rma lem and  
nmgekehr tem K u n s t t a g  untersucht .  

Material and Methoden, M~nnliche W i s t a r - R a t t e n  wur- 
~1 n verwendet ,  die be im TSten  zur Un te r suchung  60-70 

ge al t  waren. Die Tiere  wurden  in e iner  kt inst l ichen 
hmakammer ,  R a u m t e m p e r a t u r  24 zt~ 0,25°C, t~F 60 ~ 3%, gehalten.  Sie erhie l ten  W'asser a n d  S t a n d a r d f u t t e r  

( E-2, J apan  C L E A  Co.) ad l ibi tum.  Bei  no rma lem Kuns t -  
tag war  die L ich tze i t  yon 07.00 bis 19.00 h u n d  bei  um- 
gekehrtem K u n s t t a g  yon  19.00 bis 07.00 h, Die Licht-  

in tens i t~ t  fiber d e m  K/~fig war  50-60 Lux .  Bei  j edem 
Versuch wurden  die Tiere  u m  07.30 h, 14.00 h u n d  
17.00 h i m  leichten h t h e r r a u s c h  du tch  Ausb lu ten  aus 
der  Bauchao r t a  getOtet. Schneiden der Leber,  Schni t t -  
dicke ca. 0,5 mm,  war  nach DEUTSCHZ; Messung des O,- 
Verbrauchs  nach der  Warburg -Methode ;  Medium : Krebs-  
Ringer-Phosphat lOsung,  p H  7,3; Gasphase :  100% 03; 
YVasserbadtemperatnr :  37,5 °C. Das Glykogen  der  Leber  
wurde  nach der  An th ron-Methode  3 und St icks tof fgehal t  
der  Leber  nach  Mikro-Kje ldah l  bes t immt .  

Zu j edem Versuchsze i tpunk t  wurden  8-12 Tiere  unter-  
sucht.  Zur  Qo2-Messung wurden  yon jeder  Leber  Doppel-  
be s t immungen  vo rgenommen .  

1 M. KIKucm und W. H. WEn~E, Experientia 20, 706 (1964). 
X%7 DEUTSC~, J. Physiol. 87, 56P (1936). 
J. VAN DER VIEs, Biochem, J. 57, 410 (1954). 
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Ergebnis. Unter  dem normalen Wechsel von Licht- und 
Dunkelzeit (Kunsttag: 07.00-19.00 h), nach dem ein- 
w6chigen Aufenthalt  in der Klimakammer,  zeig~e der 
Verlauf des O,-Verbrauchs der Leberschnitte yon Wistar- 
Rat ten die gleiche Kurve wie sic bei Sprague-Dawley- 
1Ratten gefunden wurde. Der Qo, pro mg Trockengewicht 
war 6,83 4- 0,08 am Morgen, 8,07 4- 0,15 am Mittag und 
8,76 4- 0,19 am Abend. Die Signifikanz der Differenz 
zwischen den Messzeiten war p < 0.01 (Figur la). Wenn 
O,-Verbrauch auf N-Gehalt der Leber bezogen wird, 
waren die Werte der Reihe nach 48,36 4- 0,97, 54,30 
q-2,12 und 54,91 4- 1,25; dabei ergab sich eine Sig- 
nifikanz yon p < 0.001 zwischen Morgen und Abend 
(Figur tb). Der tageszeitliche Verlauf des Glykogen- 
gehaltes der Leber, der gleichzeitig mit  Qo, gemessen 
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Fig. 1. Normaler Kunsttag. Mittelwert mit S.E. und Extrembercich. 
Abszisse: Tageszeit, Lichtzeit helI und Dunkelzeit sehwarz. (a) Qo2, 
mm 80zlmg Trockengewicht/h. (b) Qoa(N), mm ~ %/mg N/h, Ziffern 
auf der rechten Seite. (c) Glykogengehalt, mg Glykogen/g Feueht- 

gewieht. 
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Fig. 2. Umgekehrter Kunsttag. (Legende siehe Figur 1.) 

wurde, zeigte eine umgekehrte Kurve beim Vergleich mif 
der des O,-Verbrauchs, und zwar war der h6chste Wert, 
87,80 ± 3,51 rag/g, am Morgen und der tiefste Weft, 
45,36 + 4,51 rag/g, am Abend (p < 0.001) (Figur lc). 

Bei den Ratten, die ca. 1 Monat lang bei umgekehrtern 
Kunst tag  gehalten waren, war der Verlauf yon Qoz ver- 
schoben; morgens war der Weft am h6ehsten und sank 
bis zum tiefsten Wert  am Abend ab. Die Werte waren 
7,23 4- 0.12 (07.30 h), 6,56 4- 0,18 (14.00 h) und 5,97 
4- 0,10 (19.00 h). Die Signifikanz war zwischen 7.30 h 
und 14.00 h p < 0.005, zwischen 07.30 h und 19.00 h 
p < 0.001 (Figur 2a). 

Die Kurve des O,-Verbrauchs pro mg N zeigte eine im 
wesentlichen gleiche Phasenverschiebung. Die ~rerte be- 
trugen 45,99 4- 0,96, 43,68 4- 0,72 und 42,65 4- 0,94, 
dabei war die Signifikanz zwisehen Morgen und Abend 
p < 0.025 (Figur 2b). 

Der tageszeitliche Verlauf des Glykogengehattes der 
Leber war ebenfalls umgekehrt. Die Werte waren der 
Reihe naeh 23,63 4- 3,16, 42,29 4- 4,77 und 51,54 4- 2,75. 
Die Differenz zwischen Morgen und Mittag sowie zwischen 
Morgen und Abend war signifikant (p < 0,005 und 
p < 0.001) (Figur 2c), 

Diskussion. Aus diesen Resultaten ergibt sich, dass bei 
beiden St&mmen, den Sprague-Dawley- und den V¢ist~r- 
Ratten,  die Tagesperiodik im Sauerstoffverbraueh der 
Lebersehnitte vorhanden ist, und zwar mit  niedrigen 
Werten am Morgen nnd  hohen %Verten am Abend. 

Den Sauerstoffverbrauch der Leber und einiger anderer 
Organe w~thrend 24 h haben HOLMGREN und NAUMANN 4 
untersueht, ohne eine regelmitssige Periodik zu linden. In  
einigen Punkten  der Versuchsbedingungen unterscheidet 
sich die Arbeit yon der unseren. Bei ihrer Untersuchung 
sind die Zeitpnnkte der Messung 02.00, 08.00, 14.00 und 
20.00 h; nach unserer Erfahrung l~uft die Kurve nach 
dem tiefsten Punk t  um 17.00-18.00 h schon um 20.00 h 
aufw~trts. Im Bericht yon HOLMGREN und NAUMANN ist 
der Tierstamm nicht angegeben. 

Nach der ungef~hr 30t&gigen Akklimatisation an den 
umgekehrten Kunst tag  war die Tagesperiodik yon Qo2 
und diejenige des Leberglykogengehaltes umgekehrt yon 
demjenigen bei normatem Licht-Dunkel-WechseL Aus 
dieser Erscheinung wird geschlossen, dass die genannte 
Periodik vom Licht-Dunkel-Wechsel abh~tngig ist. 

Die Phasenlagen von Qo~. und des Glykogengehaltes 
verliefen bei beiden Versuchsbedingungen in gegens~,tz- 
licher Richtung. 

Summary. Similar diurnal periodicity in oxygen con- 
sumption of liver slices in \¥is tar  rats was observed as 
tha t  previously found in Sprague-Dawley rats. The rate 
of oxygen consumption was low in the morning and high 
in the evening. After inversion of lighting regimes, the 
phase shifted and reached the reversal curve in about 30 
days. On the basis of these findings, it is estimated that  
diurnal periodicity in oxygen consumption of liver slices 
is influenced by alteration of the periods of light and 
darkness. Liver glycogen rhythm showed a reversed cor- 
relation to that  of oxygen consumption in both lighting 
regimes. 
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