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the t ime for the formation of mixed anhydride with ethyl 
chloroformate was shortened to less than 10 miD. Our ex- 
periments made under the same conditions (experiment 2) 
and under conditions that  are known to diminish race- 
mization (experiment 3) could not entirely confirm this 
statement.  

The ' inverse method '* leads on our model also to race- 
mization. The procedure of ANDERSON ~0 performed with 
N-methylmorpholine and not with N E t  3 gave, however, 
peptides with retained configuration (experiment 5). 

T h e - O S u  n and the 8-OQ x~ esters of N-protected di- 
peptides undergo aminolysis without  being racemized. 
Such esters cannot be obtained in an optically pure form 
when they are prepared directly through reactive inter- 
mediates (experiments 7 and 9). The esterification of N- 
protected dipeptides with bromoacetonitril  4, however, 
gives optically homogenous cyanomethylesters which 
undergo aminolysis without  racemization (experiments 10 
and II).  

No loss of optical act ivi ty  has been found when the acid 
azide method was used (experiments 12 and 13). 

By the stepwise elongation of the peptide chain from 
the carboxyl end, the extent  of racemization of each newly 
formed peptide bond (experiments 6a and 6b) can be con- 
trolled in a microscale by the presently proposed method. 

Zusammenfassung. Empfindliche Methode zur Bestim- 
mung der Racemisierung im Laufe der Peptidsynthese: 

N-Acylaminosiiure oder Peptide werden als Schutz der 
Aminogruppe der acylierenden SAute benutzt.  
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Best immung der Transferrintypen bei Rindern durch vertlkale Polyacrylamidgel-Elektrophorese 

Bisher wurde die Untersuchung der Transferrintypen 
auf Polyacrylamid durch Disk-Elektrophorese beschrie- 
ben 1. Der Vorteil dieser Methode gegeniiber der St~rke- 
gelelektrophorese liegt darin, dass das synthetische Poly- 
acrylamidgel chemisch besser definiert ist, teilweise aber 
auch eine bessere Auftrennung der Proteine stattfindet.  
Der Nachteil  der Disk-Elektrophorese liegt in der 
schwierigen Vergleichbarkeit der Proben untereinander. 

Um diesen Nachteil  auszuschalten, verwenden wir das 
Verfahren der Disk-Elektrophorese in einer Apparatur, die 
ein direktes Vergteichen der Serumtransferrintypen unter- 
einander und mit  einem Standard erlaubt. 

Methodik. Als Elektrophoreseapparatur wurde eine 
Vertikalelektrophorese nach RAYMOND * (E-C Apparatus 
Corporation, Philadelphia), als Puffer fiir die Elektroden- 
kammern ein Tris-Glycinpuffer (6,0 g Tris, Glycin 28,8 g/l) 
pH  8,5 verwendet. Das Gesamtgel besteht aus 3 ver- 
schiedenen Gelen, das unterste zum leitenden Abdichten 
der unteren Elektrodenkammer gegen den Pufferraum, 
das mitt lere zum Auftrennen der Probe und das oberste 
zum Vortrennen der Probe. 

Fiir diese Gele sind folgende L6sungen notwendig: 
(A) Acrylamid (Schuchardt) 150 g, Bis (N,N'-Methylen- 
bis acrylamid) 2 g, Tris 45,7 g, 1N HC1 60 ml, gel6st in 
500 ml H20. (B) Acrylamid 25 g, Bis 3 g, Tris 8 g, 
1N HCI 60 ml, gel6st in 500 ml HzO. (C) Ammonium- 
persulfat 1,4 g in 100 ml H~O. 

12,5 mlA werden mit  dem gteichen Volumed Wasser, 
0,4 ml TMED (N, N,N' ,  N'-Tetramethyl~tthylendiamin, 
Fa. Fluka) und 0,5 ml C vermischt. Diese L6sung wird 
blasenfrei in die schrgg gestellte Apparatur  gegossen. 

Nach dem Auspolymerisieren dieser Mischung (10 bis 
15 miD) wird die mittlere Gell6sung bestehend aus 25 ml A, 
25 ml H00, 0, 8 ml TMED, 1 ml C und 0,16 ml Terti~rbutyl- 
amino~ithylacrylat (Rohm und Haas, Philadelphia) in die 
vert ikal  gestellte Apparatur  eingebracht. 

Der das Gel enthaltende Spalt wird bis 1 cm unter die 
H6he der inneren Kfihlplatte mit  dieser L6sung angefiillt. 
In den freibleibenden Raum wird vorsichtig Wasser ein- 
gebracht, ohne dass eine Vermischung mit der Gell6sung 
stattfindet.  Dadurch wird der direkte Kontakt  mit Luft  
vermieden und eine glatte Oberflache der Gelschicht er- 
reicht. Polymerisationsdauer 20-25 min. 

Aus der nun waagrecht gelegten Apparatur  wird das 
Wasser m6glichst vollst/indig entfernt, Wasserreste auf 
der Geloberfl~che k6nnen ein Anpolymerisieren des ober- 
sten Gels an das mitt lere verhindern. Die L6sung fiir das 
oberste Gel wird in die Apparatur  gegossen (25 ml B, 
25 ml H20, 0,8 ml TMED, 1 ml C). In diese Fliissigkeit 
wird der Probenteiler eingesetzt. Nach dem Auspolymeri- 
sieren des Gels (20-25 min) wird das an der Riickseite des 
Probenteilers befindliche Gel entfernt, der Apparat  senk- 
recht gestellt und die Kammern mit  Puffer geffillt. Der 
Probenteiler kann dann vorsichtig herausgezogen werden. 

Die Proben k6nnen mittels einer Mikropipette in die 
vorgeformten Schlitze gebracht werden, das Serum ist 
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spezif isch schwere r  als  de r  Puf fe r  u n d  leg t  s ich a m  B o d e n  
in  gleichm/iss ig d i i nne r  Sch i ch t  an.  

Die  E t e k t r o p h o r e s e  wi rd  bei  e iner  S t roms tArke  y o n  
100 m A  u n d  e iner  A n f a n g s s p a n n u n g  y o n  250 V, die inne r -  
h a l b  v o n  3 h au f  400 V ans te ig t ,  du rchge f i ih r t .  Die  
S t roms t i i r ke  wird  w ~ h r e n d  de r  V e r s u c h s d a u e r  k o n s t a n t  
geha l t en .  

Fig. 1. Probente i ler  aus Plexiglas, fiir 21 Proben mi t  konisch zu- 
laufenden Schlitzformen. Diese Form erleichtert das Herausziehen 
des Teilers wesentlieh. 

Das  Gel wi rd  n a c h  b e e n d e t e r  E l e k t r o p h o r e s e  m i t  
A m i d o s c h w a r z  10 B in MethanoI-Eisessig-VVasser  ge fg rb t  
u n d  m i t  d e m  re inen  L 6 s u n g s m i t t e l  en t f i i rb t .  

Ergebnisse. F i g u r  2 s te l l t  die e r h a l t e n e  A u f t r e n n u n g  de r  
S e r u m p r o t e i n e  d e r  R i n d e r  d a r :  Die  s t a r k e n  B a n d e n  i m  
f l -Globul in-Bere ich  s ind  die v e r s c h i e d e n e n  gene t i sch  de te r -  
m i n i e r t e n  T r a n s f e r r i n t y p e n .  Der  au f  P o l y a c r y l a m i d g e l  
e r h a l t e n e  T y p  s t i m m t  in j e d e m  Fa l l  m i t  d e m  auf  St~trke 
e r h a l t e n e n  i iberein.  

N a c h  dieser  M e t h o d e  w u r d e n  b i she r  997 R i n d e r  u n t e r -  
such t .  D a v o n  g e h 6 r t e n  583 de r  Rasse  F l e c k v i e h  u n d  414 
de r  Rasse  P i n z g a u e r  an. D a b e i  e rgab  s ich  die in  de r  
Tabe l l e  da rges te l l t e  Genve r t e i l ung .  

Die  E rgebn i s se  be i  d en  P i n z g a u e r n  s ind  a b w e i e h e n d  y o n  
d en  ki i rz l ich g e f u n d e n e n  3. U m  zu e i n e m  endg i i l t igen  
R e s u l t a t  bei  d ieser  Rasse  zu ge langen ,  w e r d e n  wei te re  
U n t e r s u c h u n g e n  du rchge f t ih r t .  

Rasse Anzahl TfA TfD TfE 

Fleckvieh 583 0,2102 0,7538 0,036 
Pinzgauer 414 0,3901 0,5072 0,1027 

TfA, TfD, TfE, Frequenzen der Genotypen des Transferrins. 

+ 

AA DD EE AE DE AD 

Fig° 2. Von links nach rechts die drei Homozygoten AA, DD, EE 
und die zugehSrigen Heterozygoten AE, DE, AD. 

Summary. 997 samples  of c a t t l e  s e rum were  s e p a r a t e d  
b y  m e a n s  of po lyac ry l amidge l e l ec t rophore s i s  a n d  t h e  
f r e q u e n c y  of t r a n s f e r r i n  p h e n o t y p e s  were  d e t e r m i n e d .  
T h e  e lec t rophores i s  was  ca r r ied  o u t  in  o u t f i t  for ve r t i ca l  
gel e lec t rophores i s  acco rd ing  to  RAYMOND z. Fo r  b e t t e r  
r e so lu t ion  of p r o t e i n s  2 gets of d i f f e ren t  d e n s i t y  were  used  
for  s epa ra t i on .  T h e  m e t h o d  offers  t h e  poss ib i l i ty  to  
c o m p a r e  t h e  s amples  d i rec t ly .  
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