15.4.1973

6.0 NaOH and g 20 NaCl). The red spot of G was eluted
from the paper with 5 ml of NHj/aceton mixture (4/1)
and read at 530 nm against a blank obtained by eluting
an equal piece of sprayed paper where no colour was
present. Recoveries of G added to normal and uremic
serum and urine in amounts from 5 to 30 pg/100 ml,
ranged from 76 9%, to 949, (mean 84 9,) and the minimal
amount which could be detected (by using 100 ml of
fluid) was 0.5 ug. The measurements in muscle tissue and
in solid foods were performed on the water extracts
obtained with the procedure we had previously used for
MG2. Eggs and milk were dialyzed in Visking cellophan
bags against distilled water for 48 h at 4°C and measure-
ments were made on the dialyzate. CR was measured
with an Auto-Analyzer and MG using the procedure
previously described?.

Results. The mean serum G concentration in 8 normal
persons was 1.41 + 0.49 pug/100 ml and its daily urinary
excretion, 382 + 221 pg. In 28 chronic renal patients the
serum G levels increased in accordance with the severity
of renal impairement, as indicated by the serum CR
concentrations (Figure), while daily urinary output was
459 + 229 pg, which is not significantly different from
that of normal subjects. The serum G levels in 7 dogs on
their 3rd day anuria following the legature of the ureters,
was 8.4 + 1.9 pg/100 ml and the content in their crued
fresh muscle tissue was 21.0 + 6.8 ug/100 g. The corre-
sponding concentrations in 2 normal dogs were: 0.8-1.0
©g/100 mland 3.2-3.5 ug/100 g, respectively (Table). The
2 vegetable foods (wheat meal and potatoes) examined
did not contain appreciable amounts of G and the uncook-
ed animal foods (milk, eggs, meat) were found to contain
traces of it (less than 5 pg/100 g); boiled meat and broths
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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.
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on the contrary, contained amounts ranging from 20 to
50 pg/100 g or ml, respectively.

Discussion. The lack of specific colour reactions has
been the main obstacle preventing G from being measured.
We overcame this difficulty by using a combination of
column and paper chromatography to isolate G from the
other substances reacting to diacethyl. The procedure
thus obtained, though requiring relatively large amounts
of body fluids, is simple enough to be used in any clinical
laboratory, and is absolutely specific. We can now state,
therefore, that the accumulation of G in renal patients is
in direct proportion to functional impairement and that
it is preferentially retained in muscle tissue rather than in
serum, as occurs for MG 2. High serum G levels had been
previously found in anuric dogs by CARRrR et al.¢ who
employed, however, an unreliable procedure and, more
recently in 7 renals patients, by STEIN et al.® who did not
describe the analytical method employed.

The importance of G as an uremic toxin cannot be
established on the grounds of the present results. It can
only be pointed out that its accumulation inside the cells,
together with MG, is likely to be responsible for enzymatic
inhibitions. Indeed, it is known that both these substan-
ces produce such an effect in vitro$. 3

As to the metabolic origin of G, its ingestion clearly
cannot account for its urinary excretion even in the case
of a diet rich in those foods which contain it in relatively
large amounts (cooked meat, broth); it may therefore be
concluded that the origin of G is largely endogenous.

Riassunto. Si descrive un metodo per la determina-
zione della guanidine nei liquidi biologici e si rileva che
essa aumenta nel siero uremico fino a 30 volte la norma
(valore medio normale: 1.41 -+ 0.49 pg/100 ml) e che nei
cani uremici la concentrazione muscolare ¢ di quasi 3 volte
superiore a quella plasmatica. La eliminazione urinaria
non & diversa fra normali ed uremici: 382 L 221 e 459 -+
229 pg/24 h, rispettivamente.
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Verkiirzte Methode zur Isolierung radiochemisch reinen Chlorophylls

Hydrophobe Verunreinigungen (Wachse, Fette, Karo-
tenoide und andere), die bei der spektrophotometrischen
Bestimmung der Chrolophylle nicht stéren, beeinflussen
die Messungen ihrer Radioaktivitdt, da sie selbst radio-
aktiv sind. Sie wurden bisher meist durch mehrfaches
Chromatographieren auf Papier entfernt (ScHLyck?!;

GAPONENKO?2). In der vorgelegten Arbeit wird eine ver-
kiirzte Methode zur semipriparativen Gewinnung radio-
chemisch reinen Chlorophylls 2 und b beschrieben.

Als Versuchsmaterial wurde Sommergerste (Hovdeum
sativum L.) der Sorte « Donaumarkt» (Slovensky dunajsky
trh) verwendet, im Dreiblattstadium. Radioaktiver 4C-



508

Specialia

ExPERIENTIA 29/4

Veranderungen der spezifischen Radioaktivitit der Chlorophylle nach den einzelnen Reinigungsstufen

Reinigungsart (Stufe)

Spezifische Radioaktivitit (dpm/ug Chlorophyll)

Chlorophyll @ + b Chlorophyll a Chlorophyll &
X 4 sz X 4 sz X 4 sz
Azeton 1304 £ 134
Hexan 757 + 18,7
Saulenchromatographie (Polyamid) Stufe I 457 + 14,0
Papierchromatographie I, Stufe IT 310+ 124 245 + 11,72
Dunnschlchtchromatographle ( Kleselgel) Stufe III 313 18,2 235 £ 10,5
Papierchromatographie II, Stufe IV 316 4 14,5 239 4 16,6
Papierchromatographie III, Stufe V 305 + 11,3 268 4 24,4»

3 Chlorophyll b in sehr kleinen Mengen.

Kohlenstoff wurde in die intakten Pflanzen durch die
photosynthetische Assimilation von markiertem CO,
inkorporiert. Die Konzentration des #CQO, in der herme-
tisch abgeschlossenen Kammer betrug 0,5%, seine
Gesamtaktivitdt 0,5 mCi. Die Assimilation werlief bei
einer Beleuchtung von 5000 Lux und bei einer Tempera-
tur von 22 + 2°C, sowie bei einer relativen Luftfeuchtig-
keit von 60-659%, fiir die Dauer von 90 min.

Die Pflanzen wurden 24 h nach der Inkorporation von
1CO, entnommen und nach der geldufigen Methode in
wasserloses Azeton extrahiert. Nach mehrmaligem Aus-
waschen mit dest. Wasser wurden die Pigmente in #-
Hexan fibergefithrt; durch diese Prozedur wird ein
Grossteil der radioaktiven Ballaststoffe aus der Gesamt-
pigmentlosung entfernt. Die unerwiinschten, gleichfalls
radioaktiven Pigmente (Karotine und Xanthophylle,
sowie eventuelle Degradationsprodukte der Chloro-
phylle) werden zusammen mit eventuell noch vorhandenen
Ballaststoffen durch Chromatographie an einer Polyamid-
sdule abgetrennt (Reinigungsstufe I). Die Sdulenchroma-
tographie auf Polyamid (Fri¢ und HaspEL-HoOrRVATOVIE?)
hat ausser ihrer hohen Trennfihigkeit den weiteren Vor-
teil einer hohen Adsorptionskapazitdt, die es ermoglicht,
verhdlnismissig grosse Mengen von Chlorophyllésungen
bis zu 10fach durch Elution in Methanol einzuengen.

Die weitere Purifikation, sowie auch die Trennung von
Chlorophyll 4 und Chlorophyll & wurde mittels Papier-
chromatographie (Whatman No. 3) in einem L&sungs-
mittelsystem von Toluen, Methanol und #-Hexan
(400:3:3) durchgefiihrt. Reinigungstufe II; HAaSPEL-
Horvarovi€t. Zur Kontrolle der radiochemischen Rein-
heit der so erhaltenen Losungen von Chlorophyll ¢ und
Chlorophyll b wurden die Losungen noch nacheinander
in den folgenden Systemen chromatographiert: 1. Diinn~
schichtchromatographie auf Kijeselgel im Lésungsmittel-
system Benzen, Isopropanol, Wasser (120:10:0,25).
Reinigungsstufe III; Hasper-Horvatovic und FRricCS.
2. Papierchromatographie (Whatman Nr. 3) im Ldsungs-
mittelsystem Isopropanol. Petrolither (1:99). Reini-
gungsstufe IV; ScaLvck!. 3. Papierchromatographie
(Whatman Nr. 3) im Lésungsmittelsystem Chloroform,
Petroldther (1:3). Reinigungsstufe V; ScHLyck?!.

Die Konzentration der Chlorophylle wurde in Azeton-
16sung im Verlauf der Purifikation spektrophotometrisch
bestimmt (VERNONS®; SmiTH und BeNITEZ?). Die Radio-
aktivitdit der Chlorophylle wurde in Azetonlosungen
mittels des Scintillationsspektrometers «Liquid scin-
tillation spectrometer TRI CARB, Typ 3375 der Fa.
Packard gemessen. Vor der Messung wurden die Chloro-
phylidsungen durch die Einwirkung von UV-Licht 1-2 h,
je nach Konzentration, dekoloriert (DErocHE und
Durour?®). Als Scintillationslésung wurde eine Losung
der folgenden Zusammensetzung verwendet: 4 g PPO

(2,5 Diphenyloxazol) und 50 mg POPOP (p-bis-2/5-
Phenyloxazol/-Benzen in 11 Toluen). Zu 5 ml der Scin-
tillationslésung wurden genau 1,0 ml der dekolorierten
Pigmentlosung in Azeton beigegeben, wobei der Chloro-
phyllgehalt zwischen 15 und 60 pg/ml betrug.

Die Anzahl der gemessenen Impulse (cpm) wurde auf
die absolute Aktivitdt (dpm) umgerechnet. Die Abhingig-
keit der Wirksamkeit der Messungen der Chlorophyl-
lésungen in Azeton (starkes Ldschungsmittel) von der
AES oder vom Kanalverhiltnis stellten wir durch Bei-
gabe einer Standardlosung von radioaktivem Toluen
bekannter absoluter Aktivitit fest.

Die Herabsetzung der spezifischen Aktivitdt im
Verlauf der einzelnen Reinigungsstufen zeigt die Tabelle.
Aus ibr ist ersichtlich, dass die Purifikation praktisch mit
der Stufe IT endet, da im Verlauf der weiteren Reinigungs-
stufen die spezifische Aktivitdt schon gleich bleibt.
Trotzdem empfiehlt es sich, auch noch die Trennstufe II1
auf Kieselgeldiinnschichten durchzufithren, vor allem um
die Reinheit der Chlorophyllpriparate zu kontrollieren.
Trennstufe IV und V zeigte sich in unseren Versuchs-
bedingungen als iiberfliissig.

Ausdriicklich sei bemerkt;. dass sich die obenerwdhnte
Methode auf normalgriine Gerstenblidtter als Material
bezieht. Fiir abweichendes Pflanzenmaterial muss die
Anzahl der notwendigen Trennstufen jeweils experimen-
tell ermittelt werden.

Summary. Radiochemically pure chlorophyll ¢ and b
have been separated from barley by a rapid two-step
purification procedure. It is based on chromatographic
separation of pigments on polyamide columns and' by
paper chromatography.

E. HaspEL-HorvaTtovi¢, F. Fri¢ and
B. Hori¢kovA

Botanisches Institut der Slowakischen Akademie
d. Wissenschaften, Dibrovskd cesta 26, Bratislava
(T'schechoslowaket), 21. August 1972.
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