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physio logica l  b a t h i n g  m e d i u m  has  t he  m u c h  lower po tas -  
s ium c o n c e n t r a t i o n  of 4.7 m M  ~, u n d e r  n o r m a l  condi t ions  
m o s t  of t he  s t r oma l  p o t a s s i u m  would be  found  in t h e  
ke ra tocy tes .  A l t h o u g h  t he  l im i t  of r eso lu t ion  of analys is  
is as low as 0.1 ~tm, t h e  p o t a s s i u m  in our  sect ions  appea red  
to  be  un i fo rmly  d i s t r i bu t ed  a n d  no t  localized in t h e  

ke ra tocy tes .  Th i s  s t rong ly  suggests  t h a t  d u r i n g  t r a n s f e r  
of t h e  sect ions  t h e y  m a y  become  r e h y d r a t e d  w h e n  t h e  
p o t a s s i u m  would  diffuse t h r o u g h  t h e  t issue.  I t  is n o t  
possible  to  k n o w  t h e  p e r m e a b i l i t y  of t h e  k e r a t o c y t e  cell 
m e m b r a n e  in a n  u l t r a t h i n  sec t ion  b u t  if one calcula tes  a n  
e x t r e m e  case w h e n  t h e  p e r m e a b i l i t y  of t h e  m e m b r a n e  is 
so h igh  t h a t  i ts  p resence  m a y  be  ignored,  t h e n  i t  can  
easi ly  be  shown  t h a t  in a cell 1 btm th ick ,  50% of the  
p o t a s s i u m  would  diffuse o u t  in  a b o u t  10 -~ sec. 

Two p rob l ems  r e m a i n  to  be  solved before in t r ace l lu l a r  
d i s t r i bu t i ons  of sod ium an d  p o t a s s i u m  m a y  be de t e rmined .  
Firs t ,  t h e  sens i t i v i ty  of t h e  X - r a y  a c t i v a t i o n  ana lyze r  to  
p a r t i c u l a r  a t o m s  m u s t  be  ca l i b r a t ed  a n d  Secondly t h e  
sect ions  m u s t  r e m a i n  f rozen or dess ica ted  t h r o u g h o u t  t h e  
p r e p a r a t i o n  procedure .  I t  is to  be  hoped  t h a t  t h e  di f fus ion 
of sa l ts  t h r o u g h  dess ica ted  biological  m a t e r i a l  is negli-  
gible s. 

2~dsumg. U n e  nouvel le  t e c h n i q u e  p o u r  d6couvr i r  sod ium 
e t  p o t a s s i u m  en sect ions  glac4s de t i ssus  biologiques  est  
d6criv6e. 
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Fig. 3. Ultrathin section through unfixed, frozen corneal stroma 
showing the lamellae of collagen fibres. • 2500. 

H. DAVSON, in The Eye (Academic Press, NewYork and London 
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Die  I s o l i e r u n g  v o n  R i b o n u k l e i n s / i u r e n  a u s  m e n s c h l i c h e n  K n o c h e n m a r k z e l l e n  

Die hohe  A k t i v i t g t  v o n  R i b o n u k l e a s e n  in den  Zellen 
des b l u t b i l d e n d e n  Sys tems  is t  die Ur sache  daftir,  dass  
u n a b g e b a u t e  iRibonukle insguren  n a c h  den  h e r k 6 m m l i c h e n  
M e t h o d e n  aus  diesen Zellen n i c h t  isol ier t  werden  konn-  
t en  1. E r s t  die A u f f i n d u n g  yon  Subs tanzen ,  die dieses 
E n z y m  b i n d e n  (Benton i t )  oder  i n a k t i v i e r e n  (Na t r i um-  
dodecylsul fa t ) ,  h a t  die Pr~ipara t ion h o c h m o l e k u l a r e r  
1Ribonukleinsguren aus  mensch l i chen  L e u k o z y t e n  erm6g-  
l icht2, K N a c h  ~ihnlichen V e r i a h r e n  k o n n t e n  wir  n u n  
e rs tmaIs  we i tgehend  u n a b g e b a u t e ,  biologisch ak t ive  Ri-  
bonukle ins~iuren aus  mensch l i chen  K n o c h e n m a r k z e l l e n  
e rha l t en .  

Die E n t n a h m e  des K n o c h e n m a r k s  gesunde r  Spende r  
erfolgte  in  I n t u b a t i o n s n a r k o s e  aus  d e m  r e c h t e n  u n d  
l inken  D a r m b e i n  u n d  aus  d e m  S te rnum.  I n s g e s a m t  27 
Asp i r a t i onen  e rgaben  420 ml  Mark,  die in e inem eis- 
gek i ih l t en  Gemisch  aus  2 0 0 m l  NaC1 0 ,15M,  6 1 0 m l  
P h e n o l  90% und  16 ml  B e n t o n i t  ~ (10%, ge16st in  NaC1 
0 ,15M) g e s a m m e l t  wurden .  Die E x t r a k t i o n  der  cyto-  
p l a s m a t i s c h e n  R N S  erfolgte  d u r c h  15 ra in  langes R i ih ren  
bet  4 ~ N a c h  d e m  Abzen t r i fug ie ren  de r  P h e n o l p h a s e  u n d  
zweimal igen  Ente iwe iss6n  des ~ b e r s t a n d e s  (340 ml) m i t  
je  170 ml  P h e n o l  u n d  Chloroform fiel bet  Zusa tz  v o n  
340 m g  NaCI u n d  720 m l  A t h a n o l  96 m g  R N S  aus. Die 
bet  der  e r s t en  Zen t r i f uga t i on  e rha l t ene  I n t e r p h a s e  (290 ml) 
wurde  d a n n  zur  I so l ie rung der  m - R N S  m i t  218 ml  P h e n o l  
90%,  290 ml  NaC1 0 , 1 5 M  u n d  2,9 g N a t r i u m d o d e c y l s u l f a t  
15 mil l  be t  65 ~ n a c h e x t r a h i e r t .  Die wei tere  A u f a r b e i t u n g  

erfolgte  wie ftir die c y t o p l a s m a t i s c h e  R N S  besch r i eben  
u n d  e rgab  26 m g  RNS.  

Die  d u r c h  P h e n o l e x t r a k t i o n  in der  Kgl t e  e rha l t ene  
Ribonukleins~Lurefrakt ion wies bet de r  T r e n n u n g  im 
Saccha roseg rad ien ten  Gipfel  bei  e twa  30S, 19S u n d  5S 
auf  (Figur) u n d  is t  somi t  in i h r e m  S e d i m e n t a t i o n s v e r -  
h a l t e n  we i tgehend  m i t  den  P r ~ p a r a t i o n e n  aus  a n d e r e n  
Geweben  verg le ichbar .  Das  Verhg l tn i s  der  E x t i n k t i o n e n  
bet  260 u n d  280 n m  h a t t e  bere i t s  n a c h  der  zwei ten  E n t -  
e iweissung m i t  Pheno l -Ch lo ro fo rm e inen  W e r t  (E~s0: 
Ez60 = 0,48), der  auf  we i tgehende  P ro t e in f r e ihe i t  schlies- 
sen liess 8. 

Die Untersuchung der 65~ im Saccharose- 
gradienten ergab das Vorliegen eines polydispersen Pro- 
duktes, das vorwiegend aus Fraktionen bestand, die 
Sedimentationskoeffizienten zwisehen 2 und 19S hatten 
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(Figur).  Der  Zusa tz  dieser F r a k t i o n  zu e inem zellfreien 
Sys t em aus  Schweine leber  s t imul i e r t e  den  E i n b a u  yon  
[14C]-Leucin in Trichloressigs~ture-fgl lbare P o l y p e p t i d e  
zu 25%. Dieser  Befund ,  sowie das  S e d i m e n t a t i o n s v e r -  
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Trennung der cytoplasmatischen und m-RNS dureh Zentrifugation 
im Saccharosegradienten (5-20%). Beckman Spineo L4, SW 65 Ti, 
!7 h bei 33000 U/min. Aus der Lage der Gipfel wurde unter Zuhilfe- 
nahme der Tabellen yon MeEWEN 5 der angen/iherte Weft der Sedi- 
mentationskoeffizienten bestimlnt. 

h a l t e n  dieser P r / ipa ra t ion  weisen d a r a u f  hin,  dass  es sich 
hier  v o r n e h m l i c h  u m  R N S  m i t  m e s s e n g e r - C h a r a k t e r  
hande l t .  Die n a c h  einer  i h n l i c h e n  Methode  yon  CLIIVE 2 
aus  pa tho log i s chen  mensch l i chen  L e u k o z y t e n  e rha l t ene  
60~  weist  eine sehr  ghnl iche  S e d i m e n t a t i o n s k u r v e  
auf. Bei  I n k u b a t i o n  der  L e u k o z y t e n  m i t  [aH]-Urid in  
b a u t e  diese F r a k t i o n  die Radioak t iv i t~ i t  besonders  r a sch  
ein 7. 

Summary. B y  use of b e n t o n i t e  and  sod ium dodecyl-  
sulfate,  wh ich  b i n d  or i n h i b i t  r ibonucleases ,  pu re  R N A  
p r e p a r a t i o n s  were o b t a i n e d  f rom h u m a n  bone  mar row.  
P h e n o l  e x t r a c t i o n  a t  4~ yielded cy top la smic  RNA,  
which  could be  s epa ra t ed  in to  3 m a i n  peaks  b y  sucrose  
dens i ty  g r ad i en t  cen t r i fuga t ion .  S e d i m e n t a t i o n  coeffi- 
c ients  of these  peaks  were a b o u t  30S, 19S, a n d  5S, 
respect ively .  R e - e x t r a c t i o n  of t h e  phenol ic  i n t e r p h a s e  a t  
65~ gave a polydisperse  r ibonucle ic  acid, s e d i m e n t i n g  
be tween  2S and  19S. This  R N A  is cha rac t e r i zed  b y  
t e m p l a t e  a c t i v i t y  and  is supposed  to be  biological ly  
ac t ive  m - R N A .  
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B e s t i m m u n g  der  E i w e i s s b i n d u n g  von  P h a r m a k a  

Zur  B e s t i m m u n g  de r  E i w e i s s b i ndung  v o n  A r z n e i m i t t e l n  
bei  37 ~ u n d  p H  7,4 in b i k a r b o n a t g e p u f f e r t e n  L 6 s u n g e n  
s ind  die zur  Ze i t  z uve r l i s s i g s t en  q u a n t i t a t i v e n  Bes t im-  
m u n g s m e t h o d e n  wie U l t r a z e n t r i f u g a t i o n  1, 2, Gleichge- 
wich t sd ia lyse  3-~ u n d  S e p h a d e x - G e l f i t r a t i o n  2,s-9 n i c h t  gleich 
g u t  geeignet .  Die A n w e n d u n g  der  U l t r a z e n t r i f u g a t i o n  
u n d  der  Gle ichgewich tsd ia lyse  s t6ss t  u n t e r  diesen Bedin-  
gungeI1 au f  m e t h o d i s c h e  Schwier igkei ten .  I n  de r  U l t r a -  
zen t r i fuge  e n t w e i c h t  CO 2 aus  den  zu u n t e r s u c h e n d e n  
P r o b e n  u n d  de r  p H - W e r t  s t e ig t  an. Die Gle ichgewichts -  
d ia lyse  e r fo rde r t  grossen a r b e i t s t e c h n i s c h e n  Aufwand ,  da  
infolge der  l angen  Dia lyseze i t  yon  1 2 - 1 6 h  bei  37 ~ ste-  
riles A r b e i t e n  er forder l ich  is t  5. N i t  der  Sephadex-Gel -  
f i l t r a t i on  k a n n  die E i w e i s s b i n d u n g  ohne  grosse Schwierig-  
ke i t en  bei  37~ u n d  pI{  7,4 in  b i k a r b o n a t g e p u f f e r t e n  
L 6 s u n g e n  b e s t i m m t  werden.  Die B r a u c h b a r k e i t  dieser 
Me thode  soil a m  Beispiel  der  P r o m a z i n - A l b u m i n b i n d u n g  
d e m o n s t r i e r t  werden .  

Material und Methodik. Es wurde  das  B i n d u n g s v e r -  
m 6 g e n  e iner  A l b u m i n l 6 s u n g  (A lbumin  v o m  Rind ,  t roeken ,  
, r e i n s t , ;  Beh r ing -Werke ,  Marburg)  fiir P r o m a z i n  be- 
s t i m m t .  J ede r  V e r s u c h s a n s a t z  en th i e l t  in  e inem Gesamt -  
v o l u m e n  yon  25 ml  1,5 • 1 0 - 4 M  P r o m a z i n  u n d  2 g/100 ml  
A lbumin .  Als L6sungs-  u n d  E l u t i o n s m i t t e l  w u r d e n  Phos-  
p h a t p u f f e r l 6 s u n g  n a c h  S6rensen  u n d  I ( r ebs -R inge r -  
B i k a r b o n a t p u f f e r l 6 s u n g  v e r w e n d e t .  Die C h r o m a t o g r a -  
ph ie roh re  w a r e n  yon  e inem G l a s m a n t e l  umgeben ,  der  
w g h r e n d  der  Ge l f i l t r a t ion  m i t  W a s s e r  yon  37 ~ durch-  
s t r 6 m t  wurde.  

in b ikarbonatgepuf f er t en  L f s u n g e n  

Die B e s t i m m u n g  der  E i w e i s s b i n d u n g  v o n  P r o m a z i n  
in P h o s p h a t p u f f e r l 6 s u n g  erfolgte  bei  p H  7,4 n a c h  der  
Me thode  yon  ~RIEGLSTEIN u n d  KUSCttINSKY 6. 

Die Ver suchsansg tze  m i t  K r e b s - R i n g e r - L 6 s u n g  w u r d e n  
in 50 ml  E r l e n m e y e r k o l b e n  d u r c h  ~ b e r l e i t e n  yon  Car-  
bogen  (5% CO 2 u n d  95% 02) u n t e r  r o t i e r e n d e n  Bewe-  
gungen  1 5 r a i n  bei  37~ gqui l ibr ier t .  S c h a u m b i l d u n g  
wurde  in de r  p r o m a z i n h a l t i g e n  A l b u m i n l 6 s u n g  auf  diese 
Weise  ve rmieden .  N a c h  d e m  Aqu i l ib r i e ren  wurde  u n t e r  
s t i n d i g e m  l~ber le i ten  yon  Carbogen  der  p H - W e r t  des 
Ver suchsansa t ze s  kon t ro l l i e r t  u n d  er forder l iche  Kor rek-  
t u r e n  d u r c h  Zufi igen e iniger  Mikro l i t e r  1 N  Soda l6sung  
v o r g e n o m m e n .  20 ml  des auf  p H  7,4 e inges te l l t en  Ver-  
suchsansa tzes  w u r d e n  auf  eine S e p h a d e x - G  50-S~tule v o n  
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