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Abstract—Seed germination of Agrostemma githago is prevented by inhibitors of protein and RNA synthesis. Thus
protein as well as RNA synthesis are essential prerequisites for germination. Early protein synthesis of Agrostemma
embryos can be completely inhibited by cycloheximide and cordycepin. During the aging of seeds there is a consider-
able decrease in germination capacity and protein synthesis. In dormant and afterripened embryos of Agrostemma
githago '*C-leucine and **C-uracil are incorporated in protein and RNA respectively with nearly the same intensity,
whereas RNA and protein synthesis of dormant seeds and embryos starts earlier than in those subjected to afterripen-
ing. *H-uracil-labelled RNA from dormant and afterripened embryos are able to hybridize on oligo-dT-cellulose
to the same extent. There is a similarity in the protein pattern of dormant and afterripened embryos revealed
by electrophoresis in polyacrylamide gels of double-labelled proteins. According to these results dormancy of Agros-
temma githago is not caused by a general but by a specific metabolic block.

EINLEITUNG

Entwicklungsbiologische =~ Prozesse  werden  nach
modernen Konzeptionen durch differentielle Genexpres-
sion gesteuert, wobei unter diffefentieller Genexpression
neben der Regulation auf Transcriptionsebene auch die
im Bereich der Posttranscription, der Translation oder
der Posttranslation zu verstehen ist. Blockierte und akti-
vierte pflanzliche Samen stellen dabei geeignete Objeckte
dar, an denen molekularbiologische Interpretationen von
Entwicklungs- und Differenzierungsprozessen gepriift
werden konnen. Die Annahme, daB die Dormanz pflanz-
licher Verbreitungseinheiten generell durch eine Repres-
sion des Genoms und damit durch eine erheblich vermin-
derte RNA-Synthese verursacht wird [1,2], ist nach
neueren Untersuchungen, die mit Samen durchgefiihrt
wurden, nicht zu veraligemeinern. Obwohl bei stratifika-
tionsbediirftigen Samen eine positive Korrelation
zwischen der Hohe der RNA-Synthese (und z. T. der
Proteinsynthese) und der physiologischen Aktivitdt der
Samen beschrieben wurde [3-7], sind dormante Kary-
opsen von Avena fatua [8], dormante Embryonen von
Lactuca sativa [9,10] oder von Agrostemma githago
[11,12] weder durch eine verminderte RNA- noch Pro-
teinsyntheserate zu charakterisieren. Nach diesen
Befunden miiSte die Expression nur weniger Gene am
keimungsauslosenden Mechanismus beteiligt sein. Durch
eine Analyse der Regulation der Proteinbiosynthese in
dormanten und nachgereiften Embryonen von A. githago
sollen diese Vorstellungen verifiziert werden.

ERGEBNISSE UND DISKUSSION

RNA- und Proteinbiosynthesen in quellenden Embry-
onen. In dormanten Embryonen von A. githago set-
zen RNA- und Proteinbiosynthesen unmittelbar nach

Quellungsbeginn ein, so daB die enzymatischen und
strukturellen Voraussetzungen fiir die Aufnahme dieser
Makromolekiilsynthesen schon in trockenen Embryonen
vorhanden sein miissen (Abb. 1, 2, vgl. [13]). Dagegen
ist in quellenden Embryonen des Roggens [14], der
Bohne [15] oder der Erbse [16] die Proteinbiosynthese
deutlich vor der RNA-Synthese nachzuweisen. In nach-
gereiften, d. h. physiologisch aktiven Agrostemma-
Embryonen erfolgt der Uracil- bzw. Aminosduren-Ein-

bau verzogert (Abb. 1, 2, vgl. [11,12]). Gealterte
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Abb. 1. '*C-Leucin-Einbau durch dormante und nachgereifte

Agrostemma-Embryonen wihrend der frithen (0 + 2) und

spiiten (17 + 1) Quellungsstadien (Ernte 1970, Versuchs-

durchfiihrung 1971). In Form von Sidulen sind die Aufnahme

(A)- und Finbau (E)-Raten dargestellt, der dazugehdrige pro-

zentuale Einbau bezogen auf die Aufnahme ist unterhalb der
Abbildung angegeben.
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Tabelle [, Proteinbiosynthese und Keimung gealterter Samen
von Agrostemma githago

Jahrgang 14C-Leucin-Einbau o/ Keimung
6+ 1 nach 40 hr
1970 2150 86%
1968 1168 72%
1966 236 20%

Zur Bestimmung der Proteinbiosynthese wurden die
Embryonen nach 6 h Quellung isoliert und in 3 uCi '*C-pL-
Leucin-(1) (spez. Akt. 25 mCi/mmol) inkubiert. Die Einbaurate
wurde in Impulsen pro Minute und Embryo angegeben (alle
drei Varianten zeigten hnliche '*C-Leucin-Aufnahmeraten).
Die Experimente wurden im Herbst 1971 durchgefiihrt.

Embryonen von A. githago bauen in den ersten Quel-
lungsstunden praktisch keine Aminosduren in Proteine
ein (Tab. 1), der verzogerte Start der Proteinsynthese
diirfte mit der verminderten Keimungsgeschwindigkeit
diesér Samen in Zusammenhang stehen [17].

Die frithe Proteinsynthese quellender Agrostemma-
Embryonen kann durch Cycloheximid und Cordycepin
vollstindig unterbunden werden (Tab. 2). Diese Befunde
veranlassen uns anzunehmen, daB die frithe Proteinsyn-
these ausschlieBlich an cytoplasmatischen 80 S-Ribo-
somen ablduft und von einer Poly(A)}-mRNA-Synthese
bzw. einer Polyadenylation stabiler mRNA [18] abhin-
gig ist, wenn man von moglichen Nebenwirkungen des
Cordycepins absieht. Auf diese Problematik soll an
anderer Stelle ausfiihrlich eingegangen werden.

In spéteren Quellungsstunden bauen Embryonen aus
dormanten und nachgereiften Agrostemma-Samen mar-
kiertgs Leucin und Uracil mit anndhernd gleicher Inten-
sitit in Protein bzw. RNA ein (Abb. 1, 2).

Dlé erhaltenen Finbauraten koénnen durch einige
StdrgroBen beeintrichtigt werden; insbesondere ist hier-
bei an sich verdndernde PoolgroBen und an eine Konta-
mination durch Bakterien zu denken. Da prinzipiell
dhnliche Ergebnisse nach einer “Verdiinnung” der ange-
botenen radioaktiven Vorstufen mit nicht markierten
Verbindungen (L-Leucin bzw. Uracil) erhalten wurden
(Ernigdrigung der spezifischen Radioaktivitit bei stark
ansteigender Konzentration der applizierten Vorstufen),
sind gréBere Unterschiede im Aminoséuren- und Uracil-
Pool dormanter und nachgereifter Samen und
Embryonen im Untersuchungszeitraum nicht
anzunchmen. Erst nach erfolgtem Radiculadurchbruch
kommt es—wahrscheinlich infolge der einsetzenden Hyd-
rolyse von Reserveproteinen [201—zu einer Ubersch-
wemmung des Pools mit freien Aminosduren [21], so
daB die erhaltenen Einbauraten eine zu geringe
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Abb. 2. '*C-Uracil-Einbau durch dormante und nachgereifte

Agrostemma-Embryonen wihrend der frithen (0 4+ 2) und

spiten (17 + 2) Quellungsstadien (Ernte 1973). In Form von

Sdulen sind der absolute (E) und prozentuale (%;) Einbau dar-

gestellt, die dazugehorigen Leucin-Aufnahme-Raten sind un-
terhalb der Abbildung angegeben (A).

Syntheseintensitit vortduschen [11]. Diese Stadien
wurden jedoch in der vorliegenden Arbeit nicht unter-
sucht.

Durch den Einsatz von Antibiotika (Chloramphenicol,
Streptomycin, Oxytetracyclin, Ampicillin sowie verg-
leichsweise Cycloheximid als Hemmstoff der cytoplasma-
tischen Proteinsynthese) konnte eine Beteiligung von
Bakterien am Uracil- und Leucin-Einbau durch isolierte
Agrostemma-Embryonen ausgeschlossen werden.

BEDEUTUNG DER RNA- UND PROTEINSYNTHESEN
FUR DIE KEIMUNG

Fine nach Applikation von spezifischen Inhibitoren
verminderte RNA- und Proteinbiosynthese bewirkt in
jedem Fall eine Hemmung der Samenkeimung von
Agrostemma, woraus eine direkte Abhdngigkeit der
Samenkeimung von bestimmten Protein- und RNA-Syn-
thesen sichtbar wird (Abb. 3). Ahnliche Befunde wurden
auch von anderen Autoren erhalten [21-25]. Dagegen
sollen die fiir die Keimung der Baumwollsamen essen-
tiellen Proteine an langlebiger mRNA gebildet werden,
da Inhibitoren der RNA-Synthese die Keimung nicht
hemmen ([26], vgl. auch [27]).

Actinomycin D vermindert in hohen Konzentrationen
weder die Keimung noch die RNA-Synthese von Agro-
stemma-Samen; wahrscheinlich gelangt der Inhibitor
nicht an die Orte der RNA-Synthese, oder er wird iiber-
haupt nicht aufgenommen (Abb. 3). Versuche iiber den

Tabelle 2. Einfluff von Cordycepin (5 mM) und von Cycloheximid (10 pg/ml) auf die frithe Pro-
teinbiosynthese nachgereifter Agrostemma githago-Embryonen (1974)

% Inhibition

Aufnahme Einbau % Einbau des Einbaus
Kontrolle 10404 1232 11,8 0
Cordycepin 9904 272 238 76%
Cycloheximid 10134 124 1,2 90°,

5 Embryonen wurden aus trockenen Agrostemma-Samen isoliert und 3h in 1 uCi '“C-L-Leu-
cin-(u) {spez. Akt. 185 mCi/mmol Volumen 0,5 ml) bei 20°C inkubiert. Die Leucin-Aufnahme-
bzw. Einbau-Rate wurde in Impulsen pro Minute und Embryo oder in % Einbau bezogen
aif die Gesamtaufnahme angegeben.
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Abb. 3. EinfluB von 6-Methylpurin (MP, 200 ug/ml} auf den 3H-Uracil-Einbau und von Cycloheximid (CH,
50 und 100 pg/ml) auf den **C-L-Leucin-Einbau durch nachgereifte Agrostemma githago-Embryonen (Ernte
1973). Vergleichsweise wurden die Keimprozente nach 40 Quellungsstunden unter dem EinfluB der Inhibitoren
ermittelt. Die Wirkung der Inhibitoren auf die Pricursor-Aufnahme {A), auf den Einbau (E) und auf den
prozentualen Einbau (%) wurden in % der Kontrolle (Kontrolle gleich 1002} angegeben. Die relativ hohen
Wirkstoffkonzentrationen waren erforderlich, da die Samenschale die Inhibitorenaufnahme stark beeintriichtigt
(vgl. Tab. 2). Zur Bestimmung der RNA- und Proteinbiosynthese wurden die Agrostemma-Samen 18 h dunkel
bei 20° angequollen und die isolierten Embryonen 2hr in 10 uCl *H-Uracil-(5) (spez. Akt. 27,3 Ci/mmol)
bzw. 1hr in 1 uCi **C-1-Leucin-{u) (spez. Akt. 185 mCi/mmol} inkubiert. Actinomycin D {Act) iibt in einer
Konzentration von 100 ug/ml weder auf die Keimung noch auf dic RNA-Synthese einen meBbaren Einflufl
aus.

EinfluB von spezifischen Inhibitoren auf die Samenkei-
mung ohne gleichzeitige Bestimmung der Makromo-
lekiilsynthesen miissen daher mit Vorsicht interpretiert
werden.

POLY(AymRNA-SYNTHESEN IN DORMANTEN UND
NACHGEREIFTEN EMBRYONEN

Wihrend der Quellung von A. githago-Samen findet
eine intensive mRINA-Synthese statt; die frithen Protein-
synthesen quellender Embryonen werden sowohl durch
neu synthetisierte als auch durch stabile, in trockenen
Samen vorhandene mRNA gestevert ([19], vgl. aber
27D

In den letzten Jahren ist der Nachweis von Poly(A)-
Sequenzen an pflanzlicher mRNA gelungen [28]. Durch
Affinitdtschromatographie von radioaktiv markierter
RNA an Oligo-dT-Cellulose oder Poly(U)-Sepharose
konnen die Poly{A)haltigen mRNA relativ rein gew-
onnen werden {29]. Mit Hilfe der Hybridisierung
3H-Uracil- und !*C-Adenin-markierter RNA an Oligo-
dT-Cellulose konnten wir aus quellenden Agrostemma-
Embryonen mRNA isolieren, deren Poly(A)-Sequenzen
durch Behandlung mit pankreatischer RNase und ansch-
lieBender Basenanalyse nachgewiesen wurden. Etwa 309
der '*C-Adenin-Markierung erwiesen sich als RNase-sta-
bil, dagegen wurde die >H-Uracil-markierte RNA
vollstindig abgebaut [19]. Die Charakterisierung der
Poly(A)-Sequenzen erfolgt an anderer Stelle.

3H-Uracil-markierte RNA aus quellenden dormanten
und nachgereiften Embryonen von A. githago vermag un-
ter vergleichbaren Bedingungen an Oligo-dT-Cellulose
zu gleichen Anteilen zu hybridisieren; nach Vorbehan-
diung der Oligo-dT-Cellulose mit Poly(A) erfolgt keine
Hybridisierung (Abb. 4). Diese Befunde bekriiftigen un-
sere Vorstellung, daB in dormanten, d. h. entwicklungs-
blockierten Embryonen nicht nur rRNA- und fRNA,
sondern auch mRNA bzw. HnRNA mit unverminderter

Intensitdt transcribiert werden [12] (Der Anteil der
Poly(A)~-mRNA [29, 30] bleibt bei diesen Vorstellungen
unberiicksichtigt).

TRENNUNG DER RADIOAKTIV MARKIERTEN PROTEINE
DURCH POLYACRYLAMID-DISK-ELEKTROPHORESE

Nach unseren FErgebnissen diirfte die Ursache der
Entwicklungshemmung dormanter Embryonen und
Samen nicht in einer generell verminderten Protein- und
RNA-Synthese zu suchen sein. Es gilt jedoch als gesi-
chert, dal die Synthese einiger “keimungsessentieller
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Abb. 4. Hybridisierung von 3H-Uracil-markierter RNA aus
quellenden dormanten und nachgereiften Agrostemma githa-
go-Embryonen an Oligo-dT-Cellulose Die Hybridisierungsrate
wurde in % bezogen auf die Gesamt-RNA angegeben. Wurde
die Sdule vor dem Experiment mit 100 ug Poly(A) versetzt,
erfolgte keine Hybridisierung (gestrichelte Linie).



1108

Proteine™ in der Quellungsphase ablaufen mufl, um die
Radicula zum Durchbruch der Testa anzuregen (vgl.
Abb. 3). Akzeptiert man die Vorstellungen von der Regu-
lation des Aktivitdtswechsels auf Genniveau [31] als
Arbeitshypothese, miiiten mit der Nachreife der Samen
nur wenige RNA- und Proteinsynthesen eingeschaltet
werden, die durch das Gesamt-Einbau-Experiment nicht
zu erfassen sind. Entsprechend dieser Hypothese diirften
sich dormante und nachgereifte Agrostemma-Embryonen
bei einem insgesamt einheitlichen Grundstoffwechsel nur
in wenigen EiweiB- und RNA-Synthesen unterscheiden,
die jedoch fiir die weitere Entwicklung der Embryonen
von entscheidender Bedeutung sein miifiten [11]. Um
derartig spezifische Unterschiede im Synthesemuster
blockierter und aktivierter Embryonen zu erfassen, ers-
chien es uns aussichtsreich, die wihrend der Quellung
dormanter und nachgereifter Embryonen synthetisierten
Proteine durch Polyacrylamidgel-Elektrophorese aufzu-
trennen. Zum exakten Vergleich der in dormanten und
nachgereiften Embryonen gebildeten Proteine auf dem
Gel war eine Doppelmarkierung (dormante Embryonen
wurden mit '#C- und nachgereifte mit H-L-Leucin gefiit-
tert) erforderlich, so daf} die unterschiedlich markierten
Proteine auf einem Gel gemeinsam aufgetrennt werden
konnten. Abbildung 5, die als Beispiel fiir eine typische
Trennung ausgewidhlt wurde, 148t ein nicht vollig iden-
tisches, aber doch sehr &dhnliches Markierungsmuster
beider Varianten erkennen. Diese Resultate—allein noch
nicht beweiskriftig—machen es jedoch wahrscheinlich,
daB in blockierten und aktivierten Embryonen wihrend
der Quellung im wesentlichen die gleichen Proteine
gebildet werden, wobei Unterschiede nur in wenigen Pro-
teinfraktionen zu erwarten sind. Auch diese Befunde
bestirken uns in der Auffassung, daB die Samenruhe von
A. githago nicht durch einen generellen, sondern durch
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Abb. 5. Trennung radioaktiv markierter Proteine durch
Polyacrylamidgel-Disk Elektrophorese. Dormante und nach-
gereifte Samen von Agrostemma githago wurden 15 h bei 20°C
dunkel angequollen; anschhieBend wurden je 10 Embryonen
isoliert. Die nachgereiften Embryonen wurden 5hr in 60 uCi
3H-L-Leucin-(4,5) (spez. Akt. 55Ci/mmol), die dormanten
Embryonen in 4 uCi '“C-L-Leucin-(u) (spez. Akt. 185 mCi/
mmol) inkubiert. Die 3H- und !#C-markierten Proteine
wurden gemeinsam extrahiert und elektrophoretisch aufge-
trennt. Die Messung der 3H- und '*C-Aktivititen der | mm
starken Gelscheiben erfolgte getrennt im Tri Carb. —0O—:
*H-markierte Proteine aus nachgereiften Embryonen; —@—:
'4C-markierte Proteine aus dormanten Embryonen.
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einen spezifischen Block bedingt wird. Allerdings miifite
diese SchluBfolgerung durch eine diskelektrophoretische
Auftrennung einzelner Proteinfraktionen weiter erhiértet
werden. Eine Untersuchung der Kernproteine ist in Vor-
bereitung.

Durch die Suche nach solchen spezifischen metabo-
lischen Blocks kénnten die Schaltstellen, an denen iiber
Ruhe und Aktivitit der Samen entschieden wird,
gefunden werden. Neben der RNA- und Proteinbiosyn-
these laufen in dormanten Embryonen von A. githago
auch Prozesse des Grundstoffwechsels, beispielsweise die
Atmung [32], mit unverminderter Intensitét ab. Dagegen
weisen dormante Embryonen noch vor dem Radicula-
durchbruch einen geringeren *H-Thymidin-Einbau in
DNA als nachgereifte auf [33, 34]. Moglicherweise ist die
DNA-Synthese an der Uberwindung der Samenruhe von
A. githago direkt oder indirekt beteiligt. Da die Replika-
tion des Genoms heute im Zusammenhang mit der
Steuerung von Differenzierungs- und Entwicklungspro-
zessen betrachtet wird [35-37], erscheint es uns lohnens-
wert, diese Hypothese zu iiberpriifen.

Ansatzpunkte hierfiir diirften u. a. eine genaue Analyse
der an der Initiation der DNA-Synthese beteiligten Pro-
teine und ihrer Synthese wihrend der Quellung bloc-
kierter und aktivierter Samen bieten (Initiatorproteine,
Thymidinkinase, Thymidylatsynthetase, DNA-Polymer-
asen [38]). Diese Vorstellungen wiirden allerdings stark
erschiittert werden, wenn es sich herausstelite, daB die
DNA-Synthese fiir die Keimung der Agrostemma-Samen
unwesentlich ist, wie das von Haber et al. [39, 40] (vgl.
auch [41]) fiir Weizenkaryopsen und Salatfriichte wahr-
scheinlich gemacht wurde. Unsere Untersuchungen iiber
den EinfluB von spezifischen Inhibitoren auf die Kei-
mung und DNA-Synthese sprechen jedoch dafiir, daB die
Aufnahme der DNA-Synthese eine wesentliche Voraus-
setzung fiir den KeimungsprozeB darstellt [33].

EXPERIMENTELLES

Bestimmung der RNA- und Proteinbiosynthese. Als Untersu-
chungsmaterial dienten dormante und nachgereifte Samen von
Agrostemma githago, Sorte Gatersleben, Ernten 1973 und 1974
(vergleichsweise auch 1966, 1968, 1970). Wihrend nachgereifte
Agrostemma-Samen bei 20°C nach kurzer Quellungszeit (etwa
24-30 hr) zum Radiculadurchbruch gelangen, ist die Entwick-
lung der dormanten Samen vollstiindig blockiert (zur Kei-
mungsphysiologie der Agrostemma-Samen vgl. [42]). Die
RNA- und Proteinbiosynthesen wurden wie friiher besch-
rieben [17] modifiziert nach Mans und Novelli {43] bestimmt.
Je 20 Samen wurden in Petrischalen auf feuchtem FlieBpapier
bei 20° dunkel angequollen. Nach einer bestimmten Quel-
lungszeit wurden die Embryonen isoliert und 1hr mit
3 uCi/2,5ml **C-pL-Leucin-(1) (spezifische Aktivitit 25 mCi/
mmol, Dresden, DDR) bzw. 2 hr mit 2,5 uCi/2,5 mt *4C-Ura-
cil-(2) (spez. Akt. 53 mCi/mmol, Prag) inkubiert. Die Extrak-
tion der Proteine erfolgte mit 0,1 M Tris-HCI-Puffer, pH 7,5
und 1% Na-Dodecylsulfat (SDS), dic der RNA mit 0,01 M
Tris~HCl-Puffer, pH 7.5, 0,5% SDS, 0,1%, 8-Hydroxychinolin
und 0,05% Bentonit. Die Incorporationsrate wurde in der
Uberstands und Sedimentfraktion der zentrifugierten Extrakte
nach Mans und Novelli [43] ermittelt. Die Messung der
Radioaktivitdt erfolgte mit Hilfe eines Fliissigkeitsszintilla-
tionsspektrometers Tri Carb (Packard). Die Aufnahme- bzw.
Einbaurate wurde in Impulsen pro Minute und Embryo oder
in % Einbau bezogen auf die Gesamtaufnahme angegeben.
Abweichungen von den hier mitgeteilten experimentellen Bed-
ingungen werden in den Abbildungsiegenden angegeben.
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RN A-Hybridisierung an Oligo-dT-Cellulose. 40 Embryonen
wurden aus 19 hr bei 20°C gequollenen dormanten und nach-
gereiften Samen isoliert und 3 h in 100 xCi 3H-Uracil<(5) (spez.
Akt. 27,3 Ci/mmol, Prag) inkubiert. Die *H-Uracil-markierte
RNA wurde mit Tris-HCl-Puffer, 0,1 M, pH 9,0, 1% SDS,
0,01 M MgCl,, 0,5% Bentonit, 0,25% 8-Hydroxychinolin extra-
hiert und nach Brawerman [44] und Perry et al. [45] prdpar-
tert (Das erhaltene RNA-Priparat war frei von Bruchstiicken,
wie vergleichende gelelektrophoretische Trennungen ergaben).
Die mit Athano! gefillte RNA wurde in 0,05M Tris~HCl-
Puffer, pH 7.6, 0,005M Na,-EDTA, 04 M Na(l, 0,19, SDS
(Bindungspuffer) aufgenommen. Zur Gewinnung der Poly(A)
mRNA wurde ein Teil der RNA bei Zimmertemperatur auf
eine  Oligo-dT-Cellulose-Sdule gegeben, deren Kapazitit
vorher mit Poly(A) iiberpriift wurde. Durch sorgfiltiges
Waschen mit Bindungspuffer konnte die nicht hybridisierte
RNA vollstindig von der Sdule gelost werden. Die Elution
der Poly(A)-mRNA gelang mit 0,05M Tris-HCl-Puffer, pH
7,0, 0,0005 M Na,-EDTA, 0,1% SDS (Elutionspuffer) bei 50°C.
Die RNA wurde auf Filterpapierscheiben (¢2 cm) aufgetragen
und nach Mans und Novelli [43] gewaschen (ohne Hydrolyse
mit 5%iger Trichloressigsdure), anschlieBend wurde die
Radioaktivitit gemessen.

Polyacrylamidgel-Disk-Elektrophorese. Zur elektrophore-
tischen Auftrennung der Embryoproteine wurden je 10
Embryonen aus dormanten und nachgereiften Agrostemma-
Samen, die 17 hr bei 20° im Dunkelin gequollen waren, isoliert
und 5h mit 60 uCi *H-L-Leucin{4,5) (spez. Akt. 55 Ci/mmol,
Amersham) bzw., mit 4uCi '*C-L-Leucin<{u) (spez. Akt.
185 mCi/mmol, Prag) inkubiert. Die mit '#C-(dormant) und
mit 3H-L-Leucin (nachgereift) gefiitterten Embryonen wurden
gemeinsam in 1 ml 0,005 M Tris-Glycin-Puffer, pH 8,3 homo-
genisiert (Doppelmarkierung). Je 100 ul der mit Sephadex G
50 gelfiltrierten Extrakte wurden auf 7.5%ige Polyacrylamid-
gele (vgl. [46], p. 42, Gelsystem 1, GelmaBe 0,8 x 8 cm) aufge-
lagert und etwa 3hr bei 6 mA/Gel elektrophoretisch aufge-
trennt. Die Anfirbung der Proteine erfolgte mit Coomassie-
Blau G 250. Die kurze Zeit bei —20° eingefrorenen Gele
wurden mit einem Gelschneider nach Matsumura et al. [47]
in 1 mm dicke Scheiben zerschnitten, die durch die Zugabe
von 250 ul 30%iges H,0,, das 1% konz. NH,OH enthielt,
nach 2 bis 3 hr bei 50° aufgeldst werden konnten. In den ersten
Versuchen wurden 0,1 ml dieser Losung auf Filterpapiers-
cheiben aufgetragen, getrocknet und die H- und *C-Aktivitiit
getrennt mit einem Toluol-Szintillator im Tri Carb-Szintilla-
tions-Spektrometer gemessen. Hierbei zeigte sich jedoch, daB
nach Auflosung der Gelscheiben durch ammoniakalisches
H,0, und nachfolgendes Auftrocknen auf Filterpapiers-
cheiben ein Teil der Radioaktivitiit verloren geht. Wir haben
deshalb die Gelscheiben in gut verschlieBbaren LSC-Kiivetten
aufgelost und die 3H- und !*C-Radioaktivitit nach Zugabe
von 10 ml Aquasol gemessen, wobei Korrekturfaktoren wegen
der nicht volligen Trennung der *H- und !4C-Aktivitit
eingefiigt worden sind.

Anerkennungen—Herrn Dr. E. Serfling danken wir fiir die
freundliche Uberlassung einiger Chemikalien und fiir meth-
odische Hinweise, Frau 1. Bernschein fiir zuverléssige tech-
nische Assistenz.
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