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regu la r ly  shaped  and  t e n d e d  to  fuse w i t h  a d j a c e n t  b a n d s  
of vesicles (Figure 2), fo rming  pa t ches  w i t h  a dens i ty  of 
a b o u t  170 vesicles pe r  [~m ~. 

The  vesicles h a v e  of ten  been  t e r m e d  p inocy to t i c  
imp ly ing  a physiologic  func t ion  upon  which  the re  is no  
genera l  a g r e e m e n t  a t  t he  p r e s en t  t ime.  As DEVINE et  a I )  
po in t ed  out ,  one  v e r y  r a re ly  observes  vesicles a w a y  f rom 
the  cell m e m b r a n e ,  a nd  t he  ques t ion  w h e t h e r  t h e y  are 
i nvo lved  in a n y  t r a n s p o r t  process  is st i l l  open,  a l t h o u g h  
t he  vesicles could d i s in teg ra te  ve ry  r ap id ly  a f te r  de tach-  
m e n t  f rom t h e  p l a s m a  m e m b r a n e .  I n  r ecen t  s tudies ,  t he  
poss ib i l i ty  was  discussed t h a t  t he  i n v a g i n a t i o n s  are in  
some way  ana logous  to t h e  T - s y s t e m  of s t r i a t ed  mus-  
cle s,~,l~. A t  presen t ,  t he  s ignif icance of t he  a r r a n g e m e n t  
of m e m b r a n e  areas  in to  b a n d s  w i t h  a n d  w i t h o u t  vesicles 
is even  less unde r s tood .  PROSSER et  a l )  m a d e  a f i rs t  
reference to a s t r i a t e  p a t t e r n  of vesicles in s m o o t h  muscle  
of t he  i n t e s t i na l  a n d  u rogen i t a l  t r ac t ,  and  r ecen t ly  lon- 
g i t ud ina l  rows of m e m b r a n e  i n v a g i n a t i o n s  h a v e  been  
r epo r t ed  on  s m o o t h  muscle  cells f rom mesen te r i c  a r te r ies  
a n d  vas  deferens  of guinea-pigs  a as well  as f rom a v i a n  
ar ter ies  6. i t  has  been  d e m o n s t r a t e d  t h a t  the  dense  areas  
which  are l ike ly  to  r ep resen t  a t t a c h m e n t  si tes for t he  
m y o f i l a m e n t s  ~,6 are on ly  found  in t he  l ong i tud ina l  sur-  
face regions in wh ich  no vesicles are  p resen tS-L  This  

f i nd ing  has  p r o m p t e d  DEVINE et  a l )  to  r ega rd  t he  vesicle- 
free areas  of t he  cell m e m b r a n e  as the  a t t a c h m e n t  areas  
of t he  myof i l amen t s .  W h a t e v e r  the  i n t e rp r e t a t i on ,  t he re  
is inc reas ing  ev idence  t h a t  t h e  a r r a n g e m e n t  of m e m b r a n e  
i n v a g i n a t i o n s  and  areas  of m e m b r a n e  devoid  of i nvag ina -  
t ions  in to  bands ,  is a c o m m o n  fea tu re  of s m o o t h  muscle  
ceils. 

Zusammen/assung. Mit  Hilfe  der  Gef r i e rg tzung  wurde  
die Oberf l / iche g l a t t e r  Muskelzel len  yon  K a n i n c h e n a r t e -  
r ien  (A. ilica) darges te l l t .  Die Aufs ich t  zeigt  ein cha rak te -  
r i s t i sches  Mus te r  v o n  para l le l  zur  Zel lachse ve r l au fenden  
Streifen,  welche aus  e iner  bis  m e h r e r e n  R e i h e n  e inhe i t  
l ich grosser M e m b r a n e i n s t i i l p u n g e n  (Caveolae in t ra -  
cellulares) bes tehen .  
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Zum Schliipfprozess bei Fischen: II. Gewinnung 
Regenbogenforelle (Salmo gairdneri Rich.) 

Das abgelegte  Fore l lene i  i s t  w ~hr end  seiner  ge samten  
E m b r y o n a l e n t w i c k l u n g  yon  e iner  d e r b e n  Schale  (Chorion) 
umgeben ,  d ie  vo rd r ing l i ch  e inen  sch i i t zenden  C h a r a k t e r  
h a t  u n d  n a c h  e igenen B e o b a c h t u n g e n  aus  drei  S c h i c h t e n  
a u f g e b a u t  i s t  I. Diese S c h i c h t e n  b i lden  z u s a m m e n  eine 
Hiille, die das  Fore l lenei  bef~higt ,  e inen  D r u c k  yon  2,5 bis  
3,5 kg  auszuha l t en ,  w o m i t  es den  na t i i r l i chen  Bed ingun-  
gen bes t ens  angepas s t  i s t  2. Z u m  Z e i t p u n k t  des Schl i ipfens 
is t  de sha lb  ein besonde re r  Prozess  zu e rwar ten ,  der  es d e m  
h e r a n g e w a c h s e n e n  E m b r y o  ges ta t t e t ,  diese Hfille zu 
sprengen,  u m  in das  freie Wasse r  zu gelangen.  I m  einzel- 
h e n  se tz t  s ich dieser  V or gang  aus  den  fo lgenden  Teil-  
schr i t~en z u s a m m e n :  der  B i l d u n g  eines Sch15pfsekretes,  
se iner  A u s s c h i i t t u n g  u n d  seiner  W i r k u n g  auI  die Eihii l le.  

Zur  G e w i n n u n g  des Schl i ipfsekretes  6 f fne ten  wir  Eier ,  
die u n m i t t e l b a r  vor  dem  Schl t ipfen s t anden ,  weft ers t  zu 
d iesem Z e i t p u n k t  die GewXhr bes teh t ,  dass  die per iv i te l -  
l ine Fl t i ss igkei t  a u c h  ak t ives  Schl i ipfsekre t  e n t h ~ l t  1. 
W/~hrend die pe r iv i t e l l ine  Fl t iss igkei t  in  den  f r t ihen  u n d  
m i t t l e r e n  E n t w i c k l u n g s s t a d i e n  diinnflf issig ist, n i m m t  
ihre  Viskosi t / i t  zum Schlf ipfen h i n  f ramer  m e h r  zu, so dass  
m a x i m a l  n u r  5 [zl g e w o n n e n  werden  k6nnen .  Diese Menge 
is t  I i ir  b iochemische  U n t e r s u c h u n g e n  abe r  zu gering. -Wir 
en tw icke l t en  desha lb  eine Methode ,  die yon  der  Be- 
o b a c h t u n g  ausging,  dass  Saue r s to f f en t zug  bei  ku rz  vo r  
d e m  Schl i ipfen s t e h e n d e n  Fore l len  zu e iner  Beschleuni -  
gung  des Schl i ip fvorganges  f i ihr t .  Die Eier ,  die a m  b e s t e n  
wenige S t u n d e n  vo r  d e m  na t t i r l i chen  Schl i ipfen s t ehen  
sollen, w u r d e n  zu 100 St t ick  in eine Pe t r i s cha l e  gegeben,  
auf  E i h 6 h e  m i t  v e r s c h i e d e n e n  Puf fe rn  i i be r sch ich te t  u n d  
vors i ch t ig  m i t  S t icks tof f  begast .  Der  g t ins t igs te  W i r k u n g s -  
g rad  de r  B e g a s u n g  l iegt  i m  r i ch t i gen  Verh / i l tn i s  des noch  
v o r h a n d e n e n  zum schon  v e r d r ~ n g t e n  Sauerstoff ,  e rkenn-  
b a r  a n  den  he f t igen  B e w e g u n g e n  der  E m b r y o n e n ,  die 
dabe i  sehr  wah r sche in l i ch  die das  Schl i ipfsekre t  en t -  
h a l t e n d e n  Dri i sen  a n  der  E ischa le  au f re iben  und  d a m i t  den  
Sch t i ip fvorgang  einle i ten.  Das  i iberschiissige Sekre t  ge- 
l a n g t  n a c h  d e m  A u f b r e c h e n  der  Scha len  in den  Puf fe r  

und Charakterisierung des Schliipfsekretes bei der 

u n d  k a n n  z u s a m m e n  m i t  der  pe r iv i t e l l i nen  Fl i iss igkei t  ab-  
g e t r e n n t  werden  (im fo lgenden  als R o h e x t r a k t  beze ichnet ) .  
A m m o n i u m c a r b o n a t - P u f f e r  (0, t M ;  p H  8,0) u n d  Verona l /  
HC1-Puffer  (0,05 M ;  p H  8,0) erwiesen s ich a m  gi ins t igs ten  
u n d  e rgaben  eine Schl i ip fquote  von  wen igs tens  95%,  
w/ ihrend  P h o s p h a t - P u f f e r  (0,1 21J; p H  8,0) den  u n  
gf ins t igs ten  W i r k u n g s g r a d  erzielte.  Die Schl f ipfquote  be- 
t r u g  hier  n u r  u m  35%, well  die i ibr igen  E m b r y o n e n  ihre  
B e w e g u n g e n  vorze i t ig  e ins t e l l t en  u n d  noch  im E i  ab-  
s t a rben .  Der  so gewonnene  E x t r a k t  wurde  bei  - -20  ~ ein- 
gefroren.  

Die A k t i v i t ~ t  des so g e w o n n e n e n  Schl t ipfsekre tes  
k o n n t e  d u t c h  V e r d a u u n g s v e r s u c h e  m i t  E i e r scha t en  ge- 
s i cher t  werden,  die im A u g e n p u n k t s t a d i u m  prS~pariert 
wa ren  u n d  in dest .  Wasse r  i m  K i i h l s c h r a n k  a u f b e w a h r t  
wurden .  Mi t  Hi l fe  solcher  Eihi i l len  als na t i i r l i chem Sub-  
s t r a t  k o n n t e  fiir das  bei  - -20~  e ingef rorene  Sekre t  eine 
M i n d e s t h a l t b a r k e i t  yon  e inem J a h r  fes tges te l l t  werden.  
Dass  d iesem Sekre t  ein e n z y m a t i s c h e r  C h a r a k t e r  zu- 
gebi l l igt  we rden  kann ,  liess sich d u r c h  E r h i t z u n g  vo r  der  
Zugabe  zum S u b s t r a t  zeigen. Versch iedene  T e m p e r a t u r e n  
zwischen 5 bis  60~ e rgaben  eine v611ige I n a k t i v i e r u n g  
a b  40 ~ 

Fi i r  U n t e r s u c h u n g e n  zur  Z u s a m m e n s e t z u n g  des Sch l i ip f -  
sekretes  k a m e n  e l ek t ropho re t i s che  M e t h o d e n  u n d  enzy-  
m a t i s c h e  Tes ts  zur  A n w e n d u n g .  Mi t  Hilfe  yon  Cellulose- 
A c e t a t - F o l i e n  ge lang  es, den  R o h e x t r a k t  in  v ie r  B a n d e n  
au fzu t r ennen .  U n t e r z i e h t  m a n  den  E x t r a k t  j edoch  d e r  
besser  auf lSsenden  A c r y l a m i d - G e l - E l e k t r o p h o r e s e  (7%iges  
Gel, Tris-Glycin-Puffer, p H  8,3), so e rgeben  s ich bei  pro-  
gress iver  AnfXrbung  m i t  Coomassie  Br i l l an t  Blue  R 2503 
s ieben B a n d e n ,  w o v o n  s ich in  anod i sche r  L a u f r i c h t u n g  
b e t r a c h t e t  die ers te  B a n d e  yon  den  i ibr igen  deu t l i ch  ab- 
setzt .  

1 H. E. HAGENMAIER und R. WILHELM, Experientia 28, 605 (1972) 
A. I. ZOTIN, J. Embryol. exp. Morph, 6, 546 (1958). 
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Gelfiitration des Schltipf-Sekretes (s. Text). Sephadex G-75 in 0,1M NHaHC03-Puffer , pH 8.0. S~ute: 2.8 • 74 cm. Jede Fraktion enth~tlt 
3 ml, Durchflussrate 15 ml/h. I, I I I =  inaktives Material, II = Schliipf-Protease. Linke Ordinate --, Durehl/issigkeit im Eluat bei 
280 rim; reehte Ordinate .. . . . .  , proteolytisehe Aktivit~it Init Casein als Substrat in O.D. bei 280 rim. 

A u f g r u n d  yon  l a u f e n d e n  U n t e r s u c h u n g e n  fiber die 
S t r u k t u r  u n d  die chemische  Z u s a m m e n s e t z u n g  de r  Ei-  
hiille sol l te  m a n  b ~ s t i m m t e  E n z y m e ,  wah r sche in l i ch  
Glycos idasen  u n d  Pro teasen ,  i m  Schl t ip fsekre t  e rwar ten .  
Da  fiir e n t s p r e c h e n d e  e n z y m a t i s c h e  Tes ts  der  R o h e x t r a k t  
he rangezogen  w e r d e n  muss,  d i i r fen pos i t i ve  Be f unde  
abe r  ers t  d a n n  d e m  Schl i ip fsekre t  zuge rechne t  werden,  
wenn  s ich eine enge S u b s t r a t b e z o g e n h e i t  zur  Eiht i l le  auf-  
zeigen lgss t  bzw.  w e n n  die Stoffe  in  i so l ier ter  u n d  ge- 
re in ig te r  F o r m  ihre  W i r k s a m k e i t  auf  die Eiht i l le  als 
na t i i r l i ches  S u b s t r a t  beweisen.  E n t s p r e c h e n d e  Versuche  
in dieser  R i c h t u n g  weisen das  V o r h a n d e n s e i n  e iner  
~ -Amylase  auf, die m i t  Amylose  als S u b s t r a t  (0.02 M 
P h o s p h a t - P u f f e r ,  p H  7,1; 0.008 N Jod l6sung ,  bei  623 nm,  
d = 1 cm) zu 6 S t ree t -C lose -E inhe i t en /100  ml  bzw. 34,2 
m U / m l  b e s t i m m t  w e r d e n  konn te .  

Bei  der  v o r g e n o m m e n e n  P r t i fung  auf  H e x o s a m i n i d a s e n  
b e d i e n t e n  wir  uns  der  e n t s p r e c h e n d e n  N i t r o p h e n y l s u b -  
s t r a t e  u n d  b e s t i m m t e n  das  f re igese tz te  N i t r o p h e n o l  i m  
S p e k t r a l p h o t o m e t e r  bei  430 n m  ~. Nachwe i sen  l iessen s ich 
h i e rbe i  die ace ty l i e r t en  F o r m e n  der  f l -D-glucosaminidase 
u n d  der /~- I ) -ga lac tosaminidase .  

D a  s ich die E inh i i l l en  besonders  d u r c h  e inen  r e l a t i v  
h o h e n  P r o t e i n g e h a l t  ausze ichnen ,  vor  a l l em die Zona  
r ad i a t a ,  e r sch ien  uns  das  V o r h a n d e n s e i n  e iner  P ro t ease  
als sehr  wahrsche in l i ch .  Ti ipfe l  Versuche  m i t  d e m  Roh-  

e x t r a k t  auf  e ine G e l a n t i n e - S c h i c h t  u n d  de ren  T r a n s p a -  
rent-~vVerden a n  diesen S te l len  e rh / i r t e t en  die R i c h t i g k e i t  
der  V e r m u t u n g .  Bei  der  Suche  n a c h  we i t e r en  S u b s t r a t e n  
erwiesen s ich  n e b e n  de r  G e l a n t i n e  das  Casein u n d  die 
B - K e t t e  des InsuI ins  als posi t iv .  E ine  ers te  iReinigung des 

R o h e x t r a k t e s  mi t t e l s  e iner  Ge l f i l t r a t ion  t iber  S e p h a d e x  
G-75 in A m m o n i u m b i c a r b o n a t - P u f f e r  (0,1 ?dr; p H  8,0) 
e r b r a c h t e  eine einzige p ro teo ly t i s che  F rak t i on ,  die Casein 
u n d  die B - K e t t e  als S u b s t r a t e  spa l t e t e  u n d  d a m i t  die 
E i n o r d n u n g  als E n d o p e p t i d a s e  e r laub t .  

L/isst  m a n  n u n  diese isol ier te  P r o t e i n a s e  auf  E ie r scha len  
e inwirken,  so erfolgt  wie b e i m  na t i i r l i chen  Schl t ipfen eine 
Auf l6sung  der  t l t i l le ,  die den  G e d a n k e n  nahe leg t ,  dass  
diese P r o t e i n a s e  m6gl icherweise  a l le in  die einzige, wirk-  
same  K o m p o n e n t e  des Schl i ipfsekre tes  da r s t e l l en  k6nn te .  
I n  d e m  Fa l l  w~tre die B e z e i c h n u n g  <~Schliipfsekret~> in 
<~Schltipfenzym, zu gndern .  

Summary. A m e t h o d  is descr ibed  to  get  t he  secrete  of 
t he  h a t c h i n g  g lands  t o g e t h e r  w i t h  t he  per iv i t e l l ine  f luid 
b y  s t i m u l a t i n g  t he  eggs of Salmo gairdne~i w i t h  dissolved 
gaseous n i t rogen  in va r ious  buffers .  Cha rac t e r i z ing  t h i s  
f luid b y  va r ious  m e t h o d s  t h e r e  could be  s h o w n  some 
enzymes  of those  a p ro t e inase  a lone  seems to  be  t h e  rea l ly  
' h a t c h i n g  enzyme ' .  
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Sequential Appearance of a, fl, and 7-Crystallins 

The  r epo r t ed  t i m e s  of f i r s t  a p p e a r a n c e  of t h e  lens-  
specific p ro te ins ,  t he  crys ta l l ins ,  in  v e r t e b r a t e  deve lop-  
m e n t  h a v e  h a d  a con t rove r s i a l  h i s t o r y  (for reviews see 1, 2). 
I t  is c u r r e n t l y  accep ted  t h a t  in  birds3,  ~, ~ c rys ta l t ins  are 
t he  f i rs t  to  appear ,  whi le  ill m a m m a l s  t h e  f i rs t  c rys ta l l in  
class to  be  d e t e c t a b l e  is ~ crystal l ins~,~;  however ,  
c rys ta l l ins  are p r e d o m i n a n t  in  t he  m a m m a l i a n  em- 
b ryon i c  lens 5, ~. 

The  s i t u a t i o n  w i t h  a m p h i b i a n s  is less clear.  X~rAMADA8 
has  sugges ted  w i t h  r e se rva t ions  t h a t  ~-andf l -c rys ta l l ins  
a p p e a r  before  7-crys ta l l ins  in  t he  r egene r a t i ng  n e w t  lens. 
I n  t he  n o r m a l  deve lop ing  n e w t  lens, OGAWA 9 found  c~ and  
f l -crystal l ins  f i r s t  to  appear ,  a l t h o u g h  t he  an t i s e r a  and  

in Embryonic and Metamorphic Rana pipiens 

t e s t  an t igens  ut i l ized were no t  specific (discussed in 10). 
I m m u n o f l u o r e s c e n c e  resul t s  o b t a i n e d  wit t l  t h e  deve lop ing  
lens of t h e  a n u r a n  Rana pipiens, t h e  A m e r i c a n  grass  
frog 1~ suggested,  however ,  t h a t  7-crys ta l l ins  are  a m o n g  
t he  first ,  if n o t  t he  f i rs t  c rys ta l l ins  to  a p p e a r  in  n o r m a l  
a m p h i b i a n  lens d e v e l o p m e n t .  To b e t t e r  def ine  t h e  
o n t o g e n y  of t he  c rys ta l l ins  in  t h i s  a m p h i b i a n ,  classical 
d i r ec t  i m m u n o l o g i c a l  t e chn iques  h a v e  been  emp loyed  in  
t he  p re sen t  s t u d y  to  co r robo ra t e  a n d  e luc ida te  t he  im- 
munof luorescence  profi les  p rev ious ly  o b t a i n e d  10. 

Materials and methods. A d u l t  R. pipiens were k e p t  in  
t a p  w a t e r  a t  5~ u n t i l  used. R. pipiens eggs were ob- 
t a i n e d  b y  t he  m e t h o d  of i nduced  o v u l a t i o n  11, a r t i f ica l ly  


