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6.0 N a O H  and  g 20 NaC1) 1. The  red  spot  of G was e lu ted  
f rom the  p a p e r  wi t t l  5 ml  of N H 3 / a c e t o n  m i x t u r e  (4/1) 
a n d  read  a t  530 n m  aga ins t  a b l a n k  o b t a i n e d  b y  d u r i n g  
a n  equa l  piece of sp rayed  p a p e r  where  no  colour  was 
presen t .  Recover ies  of G added  to  n o r m a l  a n d  u remic  
s e rum a n d  ur ine  in a m o u n t s  f rom 5 to  30 ~zg/100 ml,  
r anged  f rom 7 6 %  to  9 4 %  (mean  8 4 % )  a n d  t he  m i n i m a l  
a m o u n t  wh ich  could be  de t ec t ed  (by us ing  100 m l  of 
fluid) was  0.5 ~xg. The  m e a s u r e m e n t s  in  muscle  t i ssue  a n d  
in solid foods were pe r fo rmed  on t he  w a t e r  ex t r ac t s  
o b t a i n e d  w i t h  t h e  p rocedure  we h a d  p rev ious ly  used  for 
MG 2. Eggs  a n d  mi lk  were d ia lyzed  in Visk ing  ce l lophan  
bags  aga ins t  d is t i l led  w a t e r  for  48 h a t  4 ~ a n d  measure -  
m e n t s  were m a d e  on t he  d ia lyza te .  CR was measu red  
w i t h  an  A u t o - A n a l y z e r  and  MG us ing  t he  p rocedure  
p rev ious ly  descr ibed  a. 

Results. The  m e a n  se rum G c o n c e n t r a t i o n  in 8 n o r m a l  
persons  was 1.41 -t- 0.49 ~tg/100 ml  a n d  i ts  da i ly  u r i n a r y  
excre t ion ,  382 4- 221 ~tg. I n  28 chronic  r ena l  p a t i e n t s  t he  
s e rum G levels increased  in accordance  w i t h  t he  seve r i ty  
of r ena l  i m p a i r e m e n t ,  as i nd i ca t ed  b y  t he  s e rum CR 
c o n c e n t r a t i o n s  (Figure),  whi le  da i ly  u r i n a r y  o u t p u t  was  
459 4- 229 ~xg, wh ich  is no t  s ign i f i can t ly  d i f fe ren t  f rom 
t h a t  of n o r m a l  subjects .  The  s e rum G levels in  7 dogs on 
t he i r  3 rd  d a y  a n u r i a  fol lowing t he  l ega tu re  of t he  ureters ,  
was  8.4 4- 1.9 vtg/100 ml  a n d  t h e  c o n t e n t  in t h e i r  c rued  
f resh musc le  t i ssue  was 21.0 4- 6.8 ~zg/100 g. T he  corre- 
spond ing  c o n c e n t r a t i o n s  in  2 n o r m a l  dogs were:  0.8-1.0 
~zg/100 ml  a n d  3.2-3.5 ~g/100 g, r e spec t ive ly  (Table)~ The  
2 vege tab le  foods (whea t  mea l  and  po ta toes)  e x a m i n e d  
did no t  con t a in  apprec iab le  a m o u n t s  of G a n d  t h e  uncook-  
ed a n i m a l  foods (milk, eggs, mea t )  were found  to  con t a in  
t races  of i t  (less t h a n  5 ~zg/100 g) ; boi led m e a t  and  b r o t h s  
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The relationship between the serum creatinine and the serum gua- 
nidine concentrations in 28 chronic renal patients (r = 0.78, p 
0.01) The figures concerning 8 normal subjects are also reported. 

on  the  con t ra ry ,  con t a ined  a m o u n t s  r ang ing  f rom 20 to  
50 ~g/100 g or ml,  respect ively .  

Discussion. The  lack of specific colour  r eac t ions  ha s  
been  t h e  m a i n  obs tac le  p r e v e n t i n g  G f rom be ing  measured .  
W e  ove rcame  th i s  d i f f icul ty  b y  us ing  a c o m b i n a t i o n  of 
c o l u m n  and  p a p e r  c h r o m a t o g r a p h y  to  isola te  G f rom the  
o the r  subs t ances  r eac t i ng  to  d iace thy l .  The  p rocedure  
t h u s  ob ta ined ,  t h o u g h  requ i r ing  re l a t ive ly  large a m o u n t s  
of b o d y  fluids, is s imple  enough  to be  used in a n y  cl inical  
l abo ra to ry ,  and  is abso lu t e ly  specific. W e  can  n o w  s ta te ,  
therefore ,  t h a t  t he  a c c u m u l a t i o n  of G in r ena l  p a t i e n t s  is 
in d i rec t  p r o p o r t i o n  to  func t iona l  i m p a i r e m e n t  a n d  t h a t  
i t  is p re fe ren t i a l ly  r e t a i n e d  in muscle  t i ssue  r a t h e r  t h a n  in 
serum,  as occurs  for MG2. H i g h  se rum G levels  h a d  b e e n  
p rev ious ly  found  in anur ic  dogs b y  CARR et  al. 4 who  
employed,  however ,  an  unre l i ab le  p rocedure  and,  more  
r ecen t ly  in  7 rena ls  pa t i en t s ,  b y  STEIN e t  al. 5 who  did  n o t  
descr ibe  t he  a n a l y t i c a l  m e t h o d  employed.  

The  i m p o r t a n c e  of G as a n  u remic  t o x i n  c a n n o t  be  
e s t ab l i shed  on t he  g rounds  of t he  p r e sen t  results .  I t  can  
on ly  be  po in t ed  ou t  t h a t  i ts  a c c u m u l a t i o n  inside t he  cells, 
t o g e t h e r  w i t h  MG, is l ikely to  be  respons ib le  for  e n z y m a t i c  
inh ib i t ions .  Indeed ,  i t  is k n o w n  t h a t  b o t h  these  s u b s t a n -  
ces p roduce  such  a n  effect  in  v i t ro  ~. 

As to  t he  me tabo l i c  origin of G, i ts  inges t ion  c lear ly  
c a n n o t  a ccoun t  for i ts  u r i n a r y  excre t ion  even  in  t he  case 
of a d ie t  r i ch  in those  foods wh ich  c o n t a i n  i t  in  r e l a t ive ly  
large a m o u n t s  (cooked mea t ,  b r o t h ) ;  i t  m a y  the re fo re  be  
conc luded  t h a t  t he  or igin of G is largely  endogenous .  

Riassunto. Si descr ive  un  m e t o d o  pe r  la d e t e r m i n a -  
zione del la  guan id ine  nei  l iquid i  biologici  e si r i l eva  che 
essa a u m e n t a  nel  siero u remico  f ino a 30 vo l te  la n o r m a  
(valore medio  n o r m a l e :  1.41 4- 0.49 ~g/100 ml) e che nei  
cani  uremic i  la concen t r az ione  musco la re  ~ di quas i  3 vo l te  
super iore  a quel la  p lasmat ica .  L a  e l iminaz ione  u r i n a r i a  
n o n  ~ d iversa  fra no rma l i  ed uremic i :  382 i 221 e 459 ~- 
229 ~g/24 h, r i s p e t t i v a m e n t e .  
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V e r k i i r z t e  M e t h o d e  z u r  I s o l i e r u n g  r a d i o c h e m i s c h  r e i n e n  C h l o r o p h y l l s  

H y d r o p h o b e  V e r u n r e i n i g u n g e n  (Wachse,  Fe t t e ,  Karo-  
t eno ide  u n d  andere) ,  die bei  de r  s p e k t r o p h o t o m e t r i s c h e n  
B e s t i m m u n g  de r  Chro lophyl le  n i c h t  s t6ren ,  bee inf lussen  
die  Messungen  ih re r  Radioakt iv i t~ i t ,  da  sie se lbs t  rad io-  
a k t i v  sind. Sic w u r d e n  b i she r  rac is t  d u r c h  m e h r f a c h e s  
C h r o m a t o g r a p h i e r e n  auf  P a p i e r  e n t f e r n t  (SCHLYCK1; 

GAPONENKO3). I n  de r  vorge leg ten  A r b e i t  wi rd  eine ver-  
k i i rz te  Me thode  zur  semipr~ipara t iven  G e w i n n u n g  radio-  
chemisch  r e inen  Chlorophyl l s  a u n d  b beschr i eben .  

Als V e r s u c h s m a t e r i a l  wurde  S o m m e r g e r s t e  (Hordeum 
sativum L.) der  Sor te  ~cDonaumarkb~ (S lovensky  dunajsk3~ 
t rh)  ve rwende t ,  im  D r e i b l a t t s t a d i u m .  R a d i o a k t i v e r  14C- 
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Ver~nderungen der spezifischen Radioaktivit~it der Chlorophylle naeh den einzelnen Reinigungsstufeu 

EXPERIENTIA 29/4 

Reinigungsart (Stufe) Spezifische Radioaktivit~it (dpm/txg Chlorophyll) 
Chlorophyl! a + b Chlorophyll a 
X 4- s. X =t= s. 

Chlorophyll b 
X 4- s~ 

Azeton 
Hexan 
S~iulenehromatographie (Polyamid) Stufe I 
Papierehromatographie I, Stufe II 
Diinnschichtchromatographie (Kieselgel) Stufe III 
Papierehromatographie II, Stufe IV 
Papierchromatographie III, Stufe V 

13044-13,4 
7574-18,7 
4574-14,0 

310 -4- 12,4 243 4- 11,72 
313 4- 18,2 235 4- 10,5 
316 4- 14,5 239 4- 16,6 
305 4- 11,3 268 :[: 24,4 ~ 

Chlorophyll b in sehr kleinen Mengen. 

Kohlenstoff wurde in die intakten Pflanzen durch die 
phot0synthetische Assimilation yon markiertem CO 2 
inkorporiert. Die Konzentration des I*CO 2 in der herme- 
tisch abgeschlossenen Kammer betrug 0,5%, seine 
Gesamtaktivit~it 0,5 mCi. Die Assimilation ~/erliei bei 
einer Beleuchtung yon 5000 Lux und bei einer Tempera- 
tur yon 22 ~ 2 ~ sowie bei einer relativen Luftfeuchtig- 
keit yon 60-65% ffir die Dauer yon 90 rain. 

Die Pflanzen wurden 24 h nach der Inkorporation VOll 
I~CO2 entnommen und nach der geliiufigen Methode in 
wasserloses Azeton extrahiert. Nach mehrmaligem Aus- 
waschen mit dest. Wasser wurden die Pigmente in n- 
Hexan fibergeffihrt; dutch diese Prozedur wird ein 
Grossteil der radioaktiven Ballaststoffe aus der Oesamt- 
pigmentl6sung entfernt. Die unerwiinsehten, gleichfalls 
radioaktiven Pigmente (Karotine und Xanthophylle, 
sowie eventuelle Degradationsprodukte der Chloro- 
phylle) werden zusammen mit eventuell noch vorhandenen 
]3allaststoffen durch Chromatographie an einer Polyamid- 
s~iule abgetrennt (Reinigungsstufe I). Die S~iulenchroma- 
tographie auf Polyamid (FRI~ und HASPEL-HoRVATOVI~ 3) 
hat ausser ihrer hohen Trennfiihigkeit den weiteren Vor- 
tell einer hohen Adsorptionskapazitiit, die es ermSglicht, 
verh~ilnism~issig grosse Mengen yon Chlorophyll6sungen 
bis zu 10fach durch Elution in Methanol einzuengen. 

Die weitere Purifikation, sowie auch die Trennung yon 
Chlorophyll a und Chlorophyll b wurde mittels Papier- 
chromatographie (Whatman No. 3) in einem L6sungs- 
mittelsystem yon Toluen, Methanol und n-Hexan 
(400:3:3)  durchgeffihrt .  Reinigungstufe  I I ;  HASPEL~ 
HORVATOVI~ 4. Zur Kontro l le  der radiochemischen Rein-  
hei t  der so erhal tenen L6sungen yon Chlorophyl l  a und 
Chlorophyll  b wurden  die L6sungen noch nacheinander  
in den folgenden Sys temen chromatograph ie r t :  1. Diinn-  
sch ich tchromatographie  auf Kieselgel im L6sungsmit te l -  
sys tem Benzen,  Isopropanol ,  Wasser  (120:10:0,25). 
Reinigungsstufe III; HASPEL-HORVATOVI~ und FRI~ s. 
2. Pap ie rchromatograph ie  (Wha tman  Nr. 3) im L6sungs- 
mi t t e l sys tem Isopropanol .  Petrol i i ther  (1:99). Reini-  
gungsstufe IV ;  SCHLYCK 1, 3. Pap ie rchromatograph ie  
(Wha tman  Nr. 3) im L6sungsmi t te l sys tem Chloroform, 
Petrol i i ther  (1 : 3). Reinigungsstufe  V; SCHLYCK 1. 

Die Konzen t ra t ion  der  Chlorophylle  wurde  in Azeton-  
16sung im Verlauf  der  Pur i f ika t ion  spekt rophotomet r i sch  
b e s t i m m t  (VERNOZ~S; SMITH und BENITEZ~). Die Radio-  
aktivit~it der  Chlorophylle  wurde  in Azetonl6sungen 
mi t te ls  des Scint i l la t ionsspektrometers  ~Liquid scin- 
t i l la t ion  spec t rometer  T R I  CARB, Typ  3375~ der  Fa.  
Packard  gemessen. Vor der Messung wurden  die Chloro- 
phyl l6sungen durch die E inwi rkung  yon  UV-Lich t  1-2 h, 
je nach Konzent ra t ion ,  dekolor ier t  (DEROCH~ und 
DUFOURS). Als Scinti l lat i0nsl6sung wurde  eine L6sung 
der  folgenden Zusammense tzung  ve rwende t :  4 g P P O  

(2,5 Diphenyloxazol)  und 50 mg P O P O P  (p-bis-2/5- 
Phenyloxazol / -Benzen  in 1 1 Toluen). Zu 5 ml  der Scin- 
t i l la t ionsl6sung wurden  genau 1,0 ml  der  dekolorier ten 
Pigment l6sung in Azeton beigegeben, wobei  der Chloro- 
phyl lgehal t  zwischen 15 und 60 ~g/ml betrug.  

Die Anzahl  der gemessenen Impulse  (cpm) wurde auf 
die absolute  Aktivit~it  (dpm) umgerechnet .  Die Abh~Lngig- 
kei t  der Wi rksamke i t  der  Messungen der Chlorophyl-  
16sungen in Azeton (starkes L6schungsmit te l )  v o n d e r  
A E S  oder yore  Kanalverh~iltnis s tel l ten wir  durch Bei-  
gabe einer S tandardl6sung yon r ad ioak t ivem Toluen 
bekann te r  absoluter  Akt iv i t i i t  lest.  

Die t I e rabse tzung  der spezifischen Aktivit~it  im 
Verlauf  der einzelnen Reinigungss tufen  zeigt die Tabelle.  
Aus ihr ist  ersichtlich, dass die Pur i f ika t ion  prakt i sch  mi t  
der  Stufe I I  endet,  da im VerlauI  der wei teren Reinigungs-  
s tufen die spezifische Akt iv i t i i t  schon gleich bleibt .  
T ro tzdem empf ieh l t  es sich, auch noch die Trennstufe  I I I  
auf Kieselgeldi innschichten durchzufi ihren,  vor  a l lem um 
die Re inhe i t  der Chlorophyllpr~Lparate zu kontroll ieren.  
Trennstufe  IV und V zeigte sich in unseren Versuchs- 
bedingungen als iiberfliissig. 

Ausdri ickl ich sei bemerkt~ dass sich die obenerw~hnte  
Methode auf normalgr i ine  Gers tenbl~t ter  als Mater ia l  
bezieht.  Fi i r  abweichendes Pf lanzenmater ia l  muss die 
Anzahl  der notwendigen Trenns tufen  jeweils exper imen-  
tel l  e rmi t t e l t  werden.  

Summary .  Radiochemica l ly  pure  chlorophyl l  a and b 
have  been separated f rom bar ley  by  a rapid two-s tep  
pur i f ica t ion procedure.  I t  is based on chromatographic  
separat ion of p igments  on po lyamide  columns a n d  by  
paper  chromatography .  
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