
(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 .  

K. LETNANSKY 

Institut /#r Krebs/orschung der Universitiit Wien, 
Borschkegasse 8a, A-7090 Wien (Osterreich), 20 April 7970. 

Ftir die Durchifihrung der Punktionen danken wir Herrn Doz. Dr. 
A. PRIESCHING yon der I. Chirurg. Universitfitsklinik, Wien, 
herzlieh. 

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  

1H. B~TTNER und F. PORTWICH, Arzneimittel-Forsch. 17, 1133 
(1961). 
W. SCHOLTAN, Arzneimittel-Forseh. 75, 1433 (1965). 

a B. D. DAvis, J. din. Invest. 22, 753 (1943). 
4 W. SCHOLTAN, Makromolek. Chem. 54, 24 (1962). 
s p. SPRING, Arzneimittel-Forseh. /6, 346 (1966). 
s j .  KRIEGLSTEIN und G. KUSCHINSKY, Arzneimittel-Forseh. 18, 

287 (1968). 
7 p. F. COOPER and G. C. WOOD, J. Pharm. Pharmac. 20, Suppl. 

150 S (1968). 
s C. W. BURKE, Biochim. biophys. Aeta 176, 403 (1969). 
9 p. HOFMANN, J. KRIEGLSTEIN, E. MUTSCHLEE und U. WOLLERT, 
Arzneimittel-Forsch. 20, 681 (1970). 
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20 cm H 6 h e  u n d  1,2 cm D u r c h m e s s e r  gebrach t .  WS.hrend 
der  g e s a m t e n  Ver suchsdaue r  wurde  Carbogen  t iber  die 
zu c h r o m a t o g r a p h i e r e n d e  L 6 s u n g  gelei tet .  Vor-  u n d  
Nache lu t i on  w u r d e n  m i t  Carbogen  ~tquilibrierter Krebs-  
R inge r -L6sung  in der  gle ichen Weise  v o r g e n o m m e n .  Der  
pH-u der  L6sul lg b l ieb  auf  der  so p r / ipa r i e r t en  S~ule 
k o n s t a n t .  

Z u m  Vergle ich  w u r d e n  bei  Ver suchen  in IZrebs-Ringer-  
L 6 s u n g  u n t e r  sons t  gle ichen V e r s u c h s b e d i n g u n g e n  die 
S~iulen n i c h t  m i t  Carbogen  begast .  

Ergebnisse und Diskussion. Bei  A n w e n d u n g  der  Sepha-  
dex-Gel f i l t r a t ion  zur  B e s t i m m u n g  der  E iwe i s sb ind~ng  
k a n n  im Gegensa tz  zur U l t r a z e n t r i f u g a t i o n  der  p H - W e r t  
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Gelfiltration einer bikarbonatgepufferten, promazinhaltigen 2%igen 
RinderserumalbuminlSsung. Abszisse: Zahl der Fraktionen (1 Frak- 
tion = .3 ml). Ordinate : % der Ausgangskonzentration yon Albumin 
bzw. Promazin. a) Beispiel einer Elutionskurve, die durch CIber- 
leiten yon Carbogen fiber die zu untersuchende LSsung w~ihrend der 
Gelfiltration gewonnen wurde. Die Plateauzone v6n Fraktion 13-18 
entsprieht der bei pH 7,4 vorliegenden freien Arzneimittelkonzen- 
tration, b) BeispieI einer Elutionskurve, die ohne Carbogenbegasung 
gewonnen wurde. In den Fraktionen 13-18 stellt sieh kein Plateau ein. 

e iner  m i t  Carbogen  ~Lquilibrierten u n d  auf  p H  7,4 e in-  
ges te l l ten  b i k a r b o n a t g e p u f f e r t e n  L6sung  k o n s t a n t  gehM- 
t en  werden.  E in faches  ~ b e r l e i t e n  yon  Carbogen  fiber die 
zu c h r o m a t o g r a p h i e r e n d e  L6sung  v e r h i n d e r t  ein E n t -  
weichen  yon  CO 2 w/~hrend der  Gel f i l t ra t ion .  Die u n t e r  
diesen B e d i n g u n g e n  in B i k a r b o n a t p u f f e r l 6 s u n g  gewon- 
n e n e n  E l u t i o n s k u r v e n  (Figur  1, a) zeigen ebenso wie die 
in  P h o s p h a t p u f f e r l 6 s u n g  e r h a l t e n e n  K u r v e n  11 ein P l a t eau  
( F r a k t i o n  13-18 in F igu r  1, a), das  der  be i  p H  7,4 vor-  
l i egenden  K o n z e n t r a t i o n  an  f re iem A r z n e i m i t t e l  en t -  
spr icht .  W i r d  ke in  Carbogen  fiber die zu c h r o m a t o g r a -  
ph i e r ende  b i k a r b o n a t g e p u f f e r t e  L6sung  geleitet ,  so 5mdert  
s ich w~Lhrend der  Ge l f i l t r a t ion  de ren  Wasse r s to f f ionen-  
konzen t r a t i on .  Die so gewonnene  E l n t i o n s k u r v e  zeigt 
ke ine  P l a t e a u z o n e  (Figur  1, b). E ine  B e s t i m m u n g  de r  
E iwe i s sb indung  is t  u n t e r  diesen B e d i n g u n g e n  n i c h t  
m6glich.  

Die in  B i k a r b o n a t p u f f e r l 6 s u n g  u n t e r  Ca rbogenbegasung  
und  in P h o s p h a t p u f f e r l 6 s u n g  ge fundenen  W e r t e  s t i m m e n  
gu t  fiberein. So wird  in e iner  B ika rbona tpu f f e r l 6 sung ,  die 
2 g/100 ml  A l b u m i n  u n d  1,5 • 1 0 - 4 M  P r o m a z i n  enth/ i l t ,  
bei  p H  7,4 u n d  37~ ein p rozen tua l e r  Ante i l  an  freier  
S u b s t a n z  yon  38,0% • 0,7 (angegeben als N •  n = 6) 
b e s t i m m t .  I n  e iner  P h o s p h a t p u f f e r l 6 s u n g  e rg ib t  s ich 
u n t e r  den  gle ichen B e d i n g u n g e n  ein W e r t  yon  36,2% -4- 0,8 
(angegeben als ~ •  n = 6). Die W e r t e  u n t e r s c h e i d e n  
sich bei  e inem Vergle ich  m i t  d e m  t-Test  n i c h t  s igni f ikant .  
Andere r se i t s  s ind in  ve r sch i edenen  Puf fe r l6sungen  geringe 
U n t e r s c h i e d e  zu erwartenZ~ K o n s t a n t e  p H - B e d i n g u n g e n  
k 6 n n e n  in  pr inzipie l l  gleicher  V~Teise a u c h  bei  der  Gleich- 
gewich tsd ia lyse  geschaffen  werden  ~. Die Sephadex-Ge l -  
f i l t r a t ion  bes i t z t  j edoch  gegenfiber  der  D i a l y s e m e t h o d e  

d e n  Vor te i l  e iner  r e l a t i v  ku rzen  t3es t immungsze i t% Ste- 
ri le A r b e i t s b e d i n g u n g e n  e rsche inen  desha lb  n i c h t  erfor- 
derl ich.  

Summary. A gel f i l t r a t ion  m e t h o d  is descr ibed  for 
q u a n t i t a t i v e  e s t ima t ion  of p r o t e i n  b i n d i n g  of d rugs  a t  
37~ and  p H  7.4 in so lu t ions  c o n t a i n i n g  b i c a r b o n a t e  
buffer .  

E. J.&HNCHEN 

Pharmakologisches Institut der Universitiit, 
D-6500 M a i m  (Deutschland), 8. April 7970. 
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C i n e p h o t o g r a p h i c  S u p e r p o s i t i o n  as  a T e c h n i q u e  

A given  s ignal  c o n t a i n i n g  m u c h  r a n d o m  i n f o r m a t i o n  
in t h e  fo rm of 'noise ' ,  and  n o n - r a n d o m  i n f o r m a t i o n  in 
t h e  shape  of a c o n s t a n t  s ignal  t h a t  c a n n o t  i n s t a n t a n e o u s l y  
be  d i f f e r en t i a t ed  f rom i ts  backg r ound ,  c an  be  d i scerned  
b y  t he  i n t e g r a t i o n  of t he  whole  s ignal  over  a per iod  of 
t ime.  The  r a n d o m  i n f o r m a t i o n  t h e n  becomes  self-cancel-  
ling, whereas  t h a t  wh ich  is c o n s t a n t  is add i t ive ,  a n d  is 
t h u s  re inforced 1, 2. 

S imi lar  cons ide ra t ions  can  be appl ied  to microscopic  
as well  as to  o the r  v i sua l  in fo rmat ion ,  a n d  r a n d o m  
s a l t a t o r y  m o v e m e n t s  of sub-cel Iular  par t ic les  shou ld  
cancel  ou t  should  i t  p rove  possible  to  i n t eg ra t e  th i s  
i n f o r m a t i o n  over  a suff ic ient  per iod  of t ime.  

Such  a poss ib i l i ty  is p rov ided  b y  t he  t e chn ique  of 
t ime- lapse  m i c r o c i n e m a t o g r a p h y ,  and  t h i s  was the re fore  

for the  A n a l y s i s  of Sub- ,Cel lular  M o v e m e n t  

t e s t ed  us ing  t he  c leav ing  eggs of t he  serpul id  worm 
Pomatoceros triqueter. 

Eggs and  spe rm were col lected a f te r  r e m o v a l  of t h e  
worms  f rom t h e i r  h a r d  l i m y  tubes ,  and  fer t i l iza t ion  was 
ach ieved  in v i t ro  a. Cleaving  eggs were t h e n  f i lmed b y  
t ime- lapse  us ing  a Re iche r t  Z e t o p a n  microscope  w i t h  a 
Bolex  H16  c inecamera .  T ime  in t e rva l s  were  d e t e r m i n e d  
b y  a P r io r  t i m i n g  un i t  a n d  a local ly devised  s h u t t e r  
release. 
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