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physiological bathing medium has the much lower potas-
sium concentration of 4.7 mAM 7, under normal conditions
most of the stromal potassium would be found in the
keratocytes. Although the limit of resolution of analysis
is as low as 0.1 pm, the potassium in our sections appeared
to be uniformly distributed and not localized in the

Fig. 3. Ultrathin section through unfixed, frozen corneal stroma
showing the lamellae of collagen fibres. x 2500.
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keratocytes. This strongly suggests that during transfer
of the sections they may become rehydrated when the
potassium would diffuse through the tissue. It is not
possible to know the permeability of the keratocyte cell
membrane in an ultrathin section but if one calculates an
extreme case when the permeability of the membrane is
so high that its presence may be ignored, then it can
easily be shown that in a cell 1 um thick, 509, of the
potassium would diffuse out in about 10-4 sec.

Two problems remain to be solved before intracellular
distributions of sodium and potassium may be determined.
First, the sensitivity of the X-ray activation analyzer to
particular atoms must be calibrated and secondly the
sections must remain frozen or dessicated throughout the
preparation procedure. It is to be hoped that the diffusion
of salts through dessicated biological material is negli-
gibles,

Résumé. Une nouvelle technique pour découvrir sodium
et potassium en sections glacés de tissus biologiques est
décrivée.
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Die Isolierung von Ribonukleinsduren aus menschlichen Knochenmarkzellen

Die hohe Aktivitit von Ribonukleasen in den Zellen
des blutbildenden Systems ist die Ursache dafiir, dass
unabgebaute Ribonukleinsduren nach den herkémmlichen
Methoden aus diesen Zellen nicht isoliert werden konn-
ten!l. Erst die Auffindung von Substanzen, die dieses
Enzym binden (Bentonit) oder inaktivieren (Natrium-
dodecylsulfat), hat die Prdparation hochmolekularer
Ribonukleinsduren aus menschlichen Leukozyten ermog-
licht%3. Nach &hnlichen Verfahren konnten wir nun
erstmals weitgehend unabgebaute, biologisch aktive Ri-
bonukleinsduren aus menschlichen Knochenmarkzellen
erhalten.

Die Entnahme des Knochenmarks gesunder Spender
erfolgte in Intubationsnarkose aus dem rechten und
linken Darmbein und aus dem Sternum. Insgesamt 27
Aspirationen ergaben 420 ml Mark, die in einem eis-
gekiihlten Gemisch aus 200ml NaCl 0,15M, 610 ml
Phenol 90%, und 16 ml Bentonit* (109, gelost in NaCl
0,150) gesammelt wurden. Die Extraktion der cyto-
plasmatischen RNS erfolgte durch 15 min langes Riihren
bei 4 °C. Nach dem Abzentrifugieren der Phenolphase und
zweimaligen Enteiweissen des Uberstandes (340 ml) mit
je 170 ml Phenol und Chloroform fiel bei Zusatz von
340 mg NaCl und 720 ml Athanol 96 mg RNS aus. Die
bei der ersten Zentrifugation erhaltene Interphase (290 ml)
wurde dann zur Isolierung der m-RNS mit 218 ml Phenol
90%,, 290 ml1 NaCl 0,15 und 2,9 g Natriumdodecylsulfat
15 min bei 65 °C nachextrahiert. Die weitere Aufarbeitung

erfolgte wie fiir die cytoplasmatische RNS beschrieben
und ergab 26 mg RNS.

Die durch Phenolextraktion in der Kilte erhaltene
Ribonukleinsdurefraktion wies bei der Trennung im
Saccharosegradienten Gipfel bei etwa 30S, 19S und 5S
auf (Figur) und ist somit in ihrem Sedimentationsver-
halten weitgehend mit den Priparationen aus anderen
Geweben vergleichbar. Das Verhéltnis der Extinktionen
bei 260 und 280 nm hatte bereits nach der zweiten Ent-
eiweissung mit Phenol-Chloroform einen Wert (Egq:
E,e = 0,48), der auf weitgehende Proteinfreiheit schlies-
sen liess®.

Die Untersuchung der 65°-Fraktion im Saccharose-
gradienten ergab das Vorliegen eines polydispersen Pro-
duktes, das vorwiegend aus Fraktionen bestand, die
Sedimentationskoeffizienten zwischen 2 und 19S hatten
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(Figur). Der Zusatz dieser Fraktion zu einem zellfreien
Systemi aus Schweineleber stimulierte den Einbau von
[*C]-Leucin in Trichloressigsdure-fillbare Polypeptide
zu 25%,. Dieser Befund, sowie das Sedimentationsver-

070 308 193 a8

060

cyloplasmatische RNS

S

B 20 25 W 3}/ 4 &S

fraklionsnummer
Trennung der cytoplasmatischen und m-RNS durch Zentrifugation
im Saccharosegradienten (5-20%). Beckman Spinco L4, SW 65 Ti,
17 h bei 33000 U/min. Aus der Lage der Gipfel wurde unter Zuhilfe-
nahme der Tabellen von McCEwEN?® der angeniherte Wert der Sedi-
mentationskoeffizienten bestimmt.

Specialia

1285

halten dieser Priaparation weisen darauf hin, dass es sich
hier vornehmlich um RNS mit messenger-Charakter
handelt. Die nach einer dhnlichen Methode von CLINE?
aus pathologischen menschlichen Leukozyten erhaltene
60°-RNS weist eine sehr dhnliche Sedimentationskurve
auf. Bei Inkubation der Leukozyten mit [*H]-Uridin
baute diese Fraktion die Radioaktivitit besonders rasch
ein?,

Summary. By use of bentonite and sodium dodecyl-
sulfate, which bind or inhibit ribonucleases, pure RNA
preparations were obtained from human bone marrow.
Phenol extraction at 4°C yielded cytoplasmic RNA,
which could be separated into 3 main peaks by sucrose
density gradient centrifugation. Sedimentation coeffi-
cients of these peaks were about 30S, 19S5, and 58S,
respectively. Re-extraction of the phenolic interphase at
65° gave a polydisperse ribonucleic acid, sedimenting
between 25 and 195. This RNA is characterized by
template activity and is supposed to be biologically
active m-RNA.
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Bestimmung der Eiweissbindung von Pharmaka in bikarbonatgepufferten Lésungen

Zur Bestimmung der Eiweissbindung von Arzneimitteln
bei 37°C und pH 7,4 in bikarbonatgepufferten Losungen
sind die zur Zeit zuverldssigsten quantitativen Bestim-
mungsmethoden wie Ultrazentrifugations?, Gleichge-
wichtsdialyse?- und Sephadex-Gelfitration?#-#nicht gleich
gut geeignet. Die Anwendung der Ultrazentrifugation
und der Gleichgewichtsdialyse stosst unter diesen Bedin-
gungen auf methodische Schwierigkeiten. In der Ultra-
zentrifuge entweicht CO, aus den zu untersuchenden
Proben und der pH-Wert steigt an. Die Gleichgewichts-
dialyse erfordert grossen arbeitstechnischen Aufwand, da
infolge der langen Dialysezeit von 12-16.h bei 37°C ste-
riles Arbeiten erforderlich ist5. Mit der Sephadex-Gel-
filtration kann die Eiweissbindung ohne grosse Schwierig-
keiten bei 37°C und pH 7,4 in bikarbonatgepufferten
Losungen bestimmt werden. Die Brauchbarkeit dieser
Methode soll am Beispiel der Promazin-Albuminbindung
demonstriert werden.

Matevial und Methodik. Es wurde das Bindungsver-
mogen einer Albuminiésung (Albumin vom Rind, trocken,
«reinst»; Behring-Werke, Marburg) fiir Promazin be-
stimmt. Jeder Versuchsansatz enthielt in einem Gesamt-
volumen von 25 ml 1,5 X 10~*M Promazin und 2 g/100 ml
Albumin. Als Losungs- und Elutionsmittel wurden Phos-
phatpufferldsung nach. Séremsen und Krebs-Ringer-
Bikarbonatpufferldsung verwendet. Die Chromatogra-
phierohre waren von einem Glasmantel umgeben, der
wihrend der Gelfiltration mit Wasser von 37°C durch-
stromt wurde.

Die Bestimmung der Eiweissbindung von Promazin
in Phosphatpufferlosung erfolgte bei pH 7,4 nach der
Methode von KRIEGLSTEIN und KuscHINSKY S, ’

Die Versuchsansitze mit Krebs-Ringer-Losung wurden
in 50 ml Erlenmeyerkolben durch Uberleiten von Car-
bogen (5% CO, und 959% O,) unter rotierenden Bewe-
gungen 15min bei 37°C &quilibriert. Schaumbildung
wurde in der promazinhaltigen Albuminlésung auf diese
Weise vermieden. Nach dem Aquilibrieren wurde unter
stindigem Uberleiten von Carbogen der pH-Wert des
Versuchsansatzes kontrolliert und erforderliche Korrek-
turen durch Zufiigen einiger Mikroliter 1N Sodaldsung
vorgenommen. 20 ml des auf pH 7,4 eingestellten Ver-
suchsansatzes wurden auf eine Sephadex-G 50-Sdule von
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