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on ly  I nucleolus .  These  cells h a v e  a n  ave rage  l e n g t h  of 
13.4 :~= 1.8 ~zm a n d  were 4.8 4- 0.2 tzm wide,  a n d  t h e i r  
nuclei ,  a n  ave rage  d i a m e t e r  of 3.2 4- 1.2 ~xm. T he  second 
or  ']3' t y p e  cells (Figure 3) are  cons ide rab ly  smal le r  t h a n  
the  A cells, a n d  t h e i r  nuclei,  o f t en  mul t i - I lucleola te ,  h a v e  
a n  ave rage  l e n g t h  of 5.8 4- 1.0 txm a n d  are 2.4 4- 0.4 v m  
wide. 

The  re la t ive  d i s t r i b u t i o n  of t he  two  cell t ypes  emigra t -  
ing f rom y o u n g  a n d  old mouse  k i d n e y  exp l an t s  is shown  
in F igures  4 a n d  5. I t  can  be  seen t h a t  A cells m a k e  up  
8 0 - 9 0 %  of t h e  e m i g r a t i n g  p o p u l a t i o n  f rom y o u n g  ex- 
p l a n t s  for t he  f i rs t  16 days,  a f t e r  w h i c h  t h e y  decl ine a n d  
13 cells r ap id ly  become  t h e  domii la i l t ,  b u t  n e v e r  t he  only,  
cell type .  

I n  expla i l t s  t a k e n  f rom old mouse  k idneys  t he  A cells 
n e v e r  are  t h e  p r e d o m i n a n t  cell type ,  on ly  r each ing  50% 
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Fig. 5. Abscissa: Time (days); ordinate: average number of ceils 
growing out of explants of old mouse kidney. - - - -, A cells; A----A, 
B cells. 

of t h e  t o t a l  p o p u l a t i o n  a f t e r  8 days,  a n d  dec l in ing  the re -  
af ter .  The  B cells are  d o m i n a n t  f rom t h e  s t a r t  a n d  con-  
t i n u e  to  e m i g r a n t e  f rom t h e  e x p l a n t  a f te r  A cells no  longer  
emigra te .  

W h e n  s u b c u l t u r e d  in t h e  same  m e d i u m  in w h i c h  t h e  
e x p l a n t s  were placed,  t he  A ceils were capab le  of a l eas t  
7 popu la t io i l  doubl ings ,  whereas  t he  13 t y p e  cells could 
on ly  double  2, or a t  m o s t  3, t i m e s  in th i s  med ium.  These  
cells m a i n t a i n e d  t h e i r  s ingu la r  morpho log ies  d u r i n g  
g r o w t h ;  we did  n o t  observe  a n y  morpho log ica l  i n s t a b i l i t y  
in  e i the r  cell isolates.  

Our  obse rva t i ons  lend s u p p o r t  to  t h e  sugges t ion  f i r s t  
m a d e  b y  SOUKUPOVA and  HOLECKOVA 7 t h a t  ' . . .  e x p l a n t e d  
t i ssue  looks like a mosaic  of more  or less ac t ive  a n d  inac-  
t i ve  pa r t s ,  a n d  t h e  p e r c e n t a g e  of i nac t i ve  p a r t s  increases  
w i t h  inc reas ing  age of t he  donor  of t he  o rgan ' .  

The  differences  in t he  in  v i t ro  g r o w t h  ab i l i t y  of t he  A 
a n d  ]3 cells suppo r t s  t he  h y p o t h e s i s  t h a t  t he  mosaic  
refers  to a c o m b i n a t i o n  of cells w i t h  low a n d  h igh  g r o w t h  
po ten t i a l ,  c o n s o n a n t  w i t h  t h e  h y p o t h e s i s  e x p o u n d e d  b y  
HAYFLICK S for t h e  cel lular  bas is  for  aging. 

Before  accep t ing  th i s  h y p o t h e s i s  in  t o t o  one shou ld  
r e m e m b e r  t h a t  t he  m e d i u m  used  a n d  t he  r a t i o  b e t w e e n  
t h e  n u m b e r  of cells in  t he  i l loculum a n d  t h e  v o l u m e  of 
m e d i u m  has  a powerfu l  effect  oil t h e  ab i l i t y  of cells to  
grow in v i t ro  9. F u r t h e r m o r e ,  some cell t ypes  h a v e  b e e n  
s h o w n  to  be  u n a b l e  to  su rv ive  in t he  absence  of o t h e r  cell 
t ypes  10. Our  d a t a  are s imi la r  to  those  r epo r t ed  b y  FRANKS 
a n d  COOPER 11 who r epo r t ed  t h a t  two p r e d o m i n a n t  cell 
t ypes  were found  in cell l ines o r i g ina t i ng  f rom h u m a n  
lung  embryos .  
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Untersuchungen fiber stabile und w~ihrend der frfihen i Quellungsstadien neu,,synthetisierte Poly(A)- 
RNA yon tA~rostemma-Samen 
Studies orr'Stable and During Early Imbibition Phases Synthesized P o l y ( A ) - R N A  of  Agrostemma 
githago Embryos 
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Sektion Biologic der Ernst-Moritz-Arndt-UniversitEt, Grimmer Strasse 88, DDR-22 Grei/swald (Deutsche Demokratische 
Republik, DDR), 30. Juni 7975. 

Summary. R N A  isola ted  f rom d r y  e m b r y o s  of Agrostemma githago seeds con ta ins  poly(A)-sequei lces ,  b u t  in  v e r y  smal l  
a m o u n t s .  I n  t he  ea r ly  p h a s e  of imb ib i t i on ,  a n  i n t ens ive  syn thes i s  of po ly (A) -con ta in ing  R N A  is b r o u g h t  abou t .  The  
i m p o r t a n c e  of t h i s  syn thes i s  of p o l y ( A ) - R N A  is discussed.  

Die N a t u r  der  f r i ihen  l ~ N A - S y n t h e s e  que l lender  Sa- 
m e n  uild ihre  B e d e u t u n g  fiir die S a m e n k e i m u n g  is t  um-  
s t r i t t e n  ~. N a c h  13efunden m e h r e r e r  A u t o r e n  se tz t  die 
tZNA-Syn these  e rs t  in de r  sp / i ten  Quel lungsphase ,  m6-  
gl icherweise e rs t  ku rz  vo r  d e m  1Radiculadurchbruch  ein, 
so dass  die Prote i l le  in  d iesem Z e i t r a u m  ausschl iess l ich 
an  langleb iger  m R N A  gebi lde t  werden  di i r f tena-% I n  
ungequolleneI1 Samei l  s ind  solche s tabi le i l  mIRNA, die 
bere i t s  w g h r e n d  de r  Embryoge l l e se  t r a n s k r i b i e r t  w u r d e n  7, 
e indeu t ig  nachgewiesen  s-10. U n m i t t e l b a r  n a c h  Quel lungs-  
b e g i n n  w u r d e n  dagegen  b e i m  W e i z e n  11-1a, Roggen  1~, 

MAIS 15 oder  bet  Phaseolus angularis 16 R N A - S y n t h e s e n  
gemesseI1, l J b e r  die N a t u r  de r  f r t ihen  tZNA-Syn these  g i b t  
es ke ine  e inhe i t l i che  Auffassung.  CItEN e t  al. 11 h a b e n  bet  
W e i z e n e m b r y o n e n  in den  erstei l  Q u e l l u n g s s t u n d e n  Pr~i- 
r R N A -  u n d  r R N A - ,  abe r  ke ine  m R N A - S y n t h e s e n  ge- 
funden .  A u c h  n a c h  ih r en  Vor s t e l l ungen  soll die u n m i t t e l -  
ba r  m i t  Que l lungsbeg inn  e inse tzende  P ro t e i i l b io syn these  I7 
d u r c h  lai lglebige m R N A  ges t eue r t  werden.  Ai ldererse i t s  
w u r d e n  yon  e inigen A r b e i t s g r u p p e n  a u c h  N e u s y n t h e s e n  
yon  H n -  bzw. m R N A  w ~ h r e n d  de r  f r i ihen  Quel lungs-  
s t ad i en  yon  S a m e n  wahrsche in l i ch  g e m a c h t  12,15,16. 
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In  den le tz ten  J ah ren  ist  der  Nachweis  yon  Poly(A)-  
Sequenzen  an pf lanzl icher  m R N A  gelungen ~-~~ Es  
sollte m6glich sein, die u m s t r i t t e n e  Frage,  ob m R N A  in 
den ers ten  Quel lungss tunden  gebi tde t  werden  oder  n icht ,  
m i t  Hilfe der  Affinit~Ltschromatographie yon  R N A  an 
Oligo-dT-Cellulose oder  Po ly- (U)-Sepharose  e indeut ig  
zu klS~ren. Dabei  kann  nat t i r l ich n u t  Poly(A)-hal t ige  
m R N A  erfass t  werden ;  nach  j t ingsten Befunden  muss  
auch  bei P f lanzen  mi t  d e m  Vorhandense in  yon  Po ly(A)- -  
m R N A  gerechne t  werden  ~, ~. In  diesem Z u s a m m e n h a n g  
erscheinen Un%ersuchungen y o n  BUCHOWieZ e~ al. ~,~a 
bemerkenswer t ,  nach  denen  die friih synthetisier%en 
m R N A  quel lender  W e i z e n e m b r y o n e n  keine Poly(A)-  
Sequenzen en tha l t en  sollen. In  der  vor l iegenden  Arbe i t  
werden  erste  Ergebnisse  i iber P o l y ( A ) - R N A - S y n t h e s e n  
quel lender  P f l a n z e n e m b r y o n e n  mi tge te i l t  ~4, ausse rdem 
gal l  es zu priifen, ob sieh in ungequol lenen  E m b r y o n e n  
gespe ich te r te  Poly(A)-hal t ige  R N A  naehweisen  lassen. 

Material und Methoden. Die U n t e r s u c h u n g e n  wurden  
mi t  Samen  yon  dgroslemma githago, Sorte  Gaters leben,  
E r n t e  1974 durchgef i ihr te~,~t  Zur Gewinnung  Poly(A)-  
ha l t iger  R N A  wurden  E m b r y o n e n  aus t rockenen  Samen  
isoliert  und  3 h bei  20~ im Dunke ln  un te r  s teri len Be- 
d ingunge n mi t  (8-~4C)-Adenin-Sulfat (spez. Akt .  12 mCi/  
m M ,  Dresden) n n d  all-Uracil-(5) (spez. Akt .  27,3 Ci /mM,  
Prag) inkubier t .  Die E x t r a k t i o n  der  R N A  erfolgte mi% 
e iska l tem Tris-HCl-Puffer,  0,1 M, p H  9,0, 1% Na-  ~ 
Dodecyl -Sul fa t ,  0,01 M MgCI~, 0,5% Bentoni t ,  0,25% 1~ 
8-Hydroxychino l in ,  die Pr/~paration der  R N A  nach  
BRAWERMAN ~7 und  PERRY et  al. ~s. Die mi t  A thano l  ge- ~ 
f i l l t e  (und zum Tell durch  Gelf i l t ra t ion mi t  Sephadex  ~s 
G 50 gereinigte) R N A  w u r d e  in 0,05 M Tris-HC1, p H  ~ 
7,6, 0,0005 M Na~-EDTA, 0,4 M NaC1, 0,1% Na-Dodecyl -  
sulfat  (Bindungspuffer  ftir Hybr id i s i e rung  an Oligo-dT- ~0 
Cellulose) au fgenommen .  Zur Anre icherung  der  Poly(A)-  
m R N A  wurden  die Nuk le in s iu r en  auf  eine Oligo-dT- 2~ 
Cellulose-S~ule (etwa 100 rag) gegeben.  Die Kapazit~Lt ~ 
der  S~Lule wurde  mi t  Poly(A) t iberprtif t .  Die E lu t ion  der  ~ 
Po ly (A) -RNA gelang m i t  0,05 M Tris-HC1, p H  7,6, ~ 
0,0005 M Na~-EDTA, 0,1% Na-Dodecy l su l fa t  (Elut ions-  ~, 
puffer) bei  50 ~ Al iquote  Teile der  gebundenen  und  nichs , ~ 
gebundenen  R N A  wurden  auf F i l t e rpap ie rsche iben  auf- 
getragen,  die vor  der  R a d i o a k d v i t / i t s b e s t i m m u n g  wie ~s 
frt iher beschr ieben  2~ mi t  Trichloressigs~Lure, A thano l  

und  Athe r  gewaschen wurden .  Die ~aC- und  aH-Aktivi-  
t~ ten  wurden  getrenn~c im Fl i iss igkei tsszint i l la t ionsspek-  
t r o m e t e r  Tri Carb (Packard) gemessen (weitere exper i -  
mente l le  Detai ls  vgl. Tabel len und  Figur).  
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Hybridisierung yon RNA aus trockenen und quellenden Agrostemma-Embryonen all Oligo-dT-Cellulose. A) Die aus trockenen Embryonen 
(400 rag) pr~iparierte RNA wurde auf eine Otigo-dT-Cellulose-S~iule gegeben. Die nicht gebundene RNA wurde mit Bindungspuffer von 
der S~iule gewasehen. Naeh 6 Fraktionen (je 2 ml) wurde die Poly(A)-RNA mit Elutionspuffer eluiert (Fraktionen 7 und 8, mit Pfeil 
gekennzeichnet). Wird die RNA vor der Hybridisierung 10 rain bei Zimmertemperatur mit 100 ~xg Poly(U) geschiittelt, erfolgt keine 
Hybridisierung (gestrichelte Linie). B) Aus trockenen Samen isolierte Agostemma-Embryonen wurden unter sterilen Bedingungen 3 h mit 
200 ptCi all-Uracil-(5) inkubiert. 8% der naeh BRAWERMAN ~7 gewonnenen radioaktiv markierten RNA hybridisieren an Oligo-dT-Cellulose. 
C) Die Poly(A)-RNA-Fraktion (vgl. B) wurde mit dem gleiehen Volumen Bindungspuffer (0,8 statt 0,4 M NaC1) versetzt und erneut auf 
eine Oligo-dT-Cellulose-S~iule aufgetragen; es erfolgt natiezu vollsttindige Hybridisierung (gestrichelte Linie). Wird die S~iule vor dem 
Experiment mit Poly(A) (100 ~xg in 1 ml Bindungspuffer) beladen, erfolgt keine Hybridisierung (durchgezogene Linie). 
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Tabelle I. Hybridisierung all-Uracil- und 14C-Adenin-markierter RNA an Oligo-dT-Cellulose 

EXPERI~NTZA 32/1 

Fraktion cpm 14C_Adenin % Hybridisiernng 

all-Uracil  14C-Adenin 3H-Uracil zH-Uraeil l~C-Adenin 

Nicht gebundene RNA 5729 4766 0,83 

Gebundene RNA 590 1116 1,9 9,3% 19% 

30 Embryonen warden aus ungequollenen Agrostemma-Samen isoliert and 3 h in 100 [xCi all-Uracil-(5) und in 2 btCi 14C-Adenin-(8)-Sutfat 
bei 20 ~ im Dunkeln inkubiert. Die Extraktion der RNA und die Hybridisierung erfolgten wie beschrieben (vgl. auch Figur). 

Tabelle II. Behandlung von all-Uracil- und 14C-Adenin-markierter Poly(A)-RNA mit RNase - Naehweis von Poly(A)-Sequenzen 

Fraktion epm 14C-Adeninanteil (%) 

all-Uracil *~C-Adenin 

a4C-Adenin 
all-Uracil 

1 Poly(A)-RNA 763 1211 100 1,6 
2 RNase-behandelt 23 750 62 31,9 

(Papierseheiben nicht gewaschen) 
3 RNase-behandelt 0 456 38 oo 

(Papierscheiben gewaschen) 

Die Pr~iparation der 3H-Uracil- und 14C-Adenin-markierten Poly(A)-RNA erfolgte wie in Tabelle I beschrieben. Die Poly(A)-RNA wurde 
nach Zugabe yon 100 btg Poly(A) and 200 bag Hefe-RNA dutch 3 Volumen Athanol bei --20~ gef~tllt. Die pr~izipiti6rte IRNA wurde in 1 ml 
0,01 M Tris-HCI-Puffer, pH 7,5; 0,3 M NaCI aufgenommen und mit 100 bag Pankreas-RNase (Worthington, Biochem. Corpor.) 1 h bei 37~ 
inkubiert. Die RNase wurde dureh Schfitteln mit Chloroform/Phenol (1:1) entfernt und die resistente RNA nach Zugabe yon 100 bag Hefe- 
RNA und 3 Volumen _/_thanol bei --20 ~ gef~illt. Die pr/izipitierte RNA wurde in 0,01 M Tris-HC1-Puffer, pH 7,5 aufgenommen and auf 
Filter papierscheiben aufgetragen. Die all-Uracil- and laC-Adenin-Aktivit~it wurde sofort (Variante 2) und naeh Triehloressigsaure-, A-thanol- 
und Ather-Behandlung der Seheiben (vgl. 24, Variante 3) im Tri Carb getrennt bestimmt. 

Ergebnisse und Diskussion. I n  t rockene l t  Agrostemma- 
Samel t  gespe icher te  R N A  v e r m a g  a n  Oligo-dT-Cellulose 
n u r  zu 0,3 bis  0,4~ zu hybr id i s i e ren ,  dagegen  werden  
e twa  10 bis  20~ (10% bei  8-H-Urac i l -Markierung,  20% 
bei  14C-Adeltm-Markierung,  vgl. Tabel le  I) der  in den  
erstel t  3 Que l lu l tgss tunden  gebi ldete l t  R N A  a n  Oligo- 
dT-Cellulose gebunden .  D a b e i  e r h S h t  s ich  die op t i sche  
Dich te  der  g e b u n d e n e a  F r a k t i o n  l tur  geringft igig u n d  die 
der  ungebul tdene l t  i i b e r h a u p t  n ich t ,  so dass  die neu  
syn the t i s i e r t e  R N A  a n  der  in  t rocke l t en  S a m e n  gespei- 
cher te l t  mengenm~ss ig  n u r  e inen  ger ingen  An te i l  h a b e n  
diirf te.  Bei  Verwendu l tg  VOlt Po ly (U) -Sepha rose  w a r e n  
die Mengelt  h y b r i d i s i e r b a r e r  R N A  ghnl ich ,  wobei  s ich 
j edoch  die a n  P o l y ( U ) - S e p h a r o s e  be i  h o h e n  Ionens t~ rke l t  
gebul tdene  R N A  sehwerer  e x t r a h i e r e n  liess als bei  Ver-  
we l tdung  yon  Oligo-dT-Cellulose.  D es ha l b  h a b e n  wir  fiir 
unse re  U n t e r s u c h u n g e l t  Ol igo-dT-Cel lu lose-Sgulen vor-  
gezogen. 

Fo lgende  Befunde  schl iessen eine unspezi f i sche  Bin -  
d u n g  y o n  R N A  an  die Oligo-dT-Cellulose aus  u n d  sollelt 
fiir den  Nachwe i s  y o n  P o l y ( A ) - S e q u e n z e n  he r angezogen  
we rden :  1. I m  Doppe l m ar k i e r u l t g s expe r i m e l t t  i s t  das  
l~C-Adenin /aH-Urac i l -Verhi i l tn i s  der  gebunde l t en  F r a k -  
t i o n  im Vergle ich  zur  n i c h t  gebundene l t  deu t l i ch  e r h 6 h t  
(1,9 zu 0,83, Tabe l l e  I) .  2. W i r d  P o l y ( A ) - R N A  auf  eine 
Oligo-dT-Cellulose-Sgule geb rach t ,  die v o r h e r  m i t  100 [zg 
Poly(A) b e l a d e n  wurde,  e r fo lg t  ke ine  I-Iybridisierng,  im 
a n d e r e n  Fa l l  (ohne Poly(A))  n a h e z u  vo l l s t~ndige  B i n d u n g  
(Figur  C). 3. W i r d  die n i c h t  g e b u n d e n e  R N A  ein zwei tes  
Mal  auf  eine Oligo-dT-Cellulose-S~iule gegebelt,  er folgt  
ke ine  wei tere  B i n d u n g  (grgebl t i sse  n i c h t  darges te l l t ) .  
4. W i r d  die g e b u n d e n e  F r a k t i o n ,  in  der  ] ?o ly (A) -mRNA 
zu e r w a r t e n  ist, m i t  pa l t k r ea t i s che r  R N a s e  b e h a n d e l t ,  
k a n n  l tach  der  F g l l u n g  der  h o e h m o l e k u l a r e l t  R N a s e -  

r e s i s t en t en  Ante i le  n u r  n o c h  ~ C - A d e n i n  u n d  n i c h t  m e h r  
zI I -Uraci l  nachgewiesen  werdel t  (Tabel le  I I ) .  E t w a  30 
bis  40% der  in  der  g e b u n d e n e n  F r a k t i o n  vo r l i egenden  
~4C-Adenil t-Aktivi t i i t  we rden  n i c h t  yon  p a n k r e a t i s c h e r  
R N a s e  a b g e b a u t .  D i e  genaue  Charak te r i s i e ru l tg  der  
Po ly (A) -Sequenzen  er fo lg t  a n  ande re r  Stelle ~9. 

Die H y b r i d i s i e r u n g s e x p e r i m e n t e  ve rdeu t l i chen ,  class 
in den  e r s t en  Q u e l l u n g s s t u n d e n  y o n  Agrostemma-Samen 
eine i n t ens ive  Syn these  yon  P o l y ( A ) - R N A  (e twa 10% der  
Synthesekapazi t~ t t )  s t a t t f i l t d e t ;  a l tdererse i t s  d t i r f te  in  
t rockene l t  S a m e n  n u r  sehr  wenig  P o l y ( A ) - m R N A  (etwa 
0 ,4% der  Gesamt -Menge  oder  weniger)  gespe icher t  wet -  
den.  

Ungequo l l ene  B a u m w o t l e m b r y o n e n  e n t h a l t e n  lang-  
lebige m R N A ,  die wi ih rend  der  i r i ihen  E m b r y o e n t w i c k l u n g  
t r a n s k r i b i e r t  wurde l t  7. B e f u n d e n  yon  WALBO'r 23 zufolge 
sollen diese s t ab i l en  m R N A  ke ine  P o l y ( A ) - S e q u e n z e n  
e l t tha l ten .  WALBOT et  a12 ~ v e r t r e t e n  die Auffassung,  dass  
die fiir eine P r o t e a s e  cod ie rende  s tab i le  m R N A  n a c h  der  
T ransk r ip t i o l t  im K e r n  gespe ieher t  wi rd  ul td d o r t  bis  z u m  
K e i m u n g s b e g i n n  v o r  e iner  T r a n s l a t i o n  gesehi i tz t  i s t  ~1, a2. 
E r s t  n a c h  Absch luss  der  Samenre i fe  u n d  n a c h  Ei l t se tzen  
de r  Quel lul tgsprozesse soll im  K e r n  die P o l y a d e n y l a t i o n  
der  s tabi le l t  m R N A  (bzw. H n R N A )  erfolgen, m6gl icher -  
weise als V o r a u s s e t z u n g  Iiir den  T r a n s p o r t  der  m R N A  in  
das  C y t o p l a s m a  u n d  Iiir ihre  Trans la t io l t .  Dabe i  erschei-  

29 ~[. I-[ECKER, in Vorbereitung. 
30 V. WALBOT, A. CAPDEVILLA und L. S. DURE, Biochem. biophys. 

Res. Commun. 60, 103 (1974). 
al j .  N. IHLE und L. S. DURE, Biochcm. biophys. Res. Commun, 38, 

995 (1970). 
a2 B. HARRIS und L. S. DURE, Biochemistry 13, 5463 (1974). 
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h e n  uns  U n t e r s u c h u n g e n  y o n  SLATER e t  al.  33,84 bemer -  
kenswer t ,  n a c h  d e n e n  die w/ ih rend  de r  E n t w i c k l u n g  des 
Seeigeleis t r a n s k r i b i e r t e  langlebige  m R N A  fiber wenig  
Poly(A)-lReste ve r f i ig t ;  e r s t  n a c h  de r  A k t i v i e r u n g  u n d  
D e m a s k i e r u n g  de r  s t ab i l en  m R N A ,  die m i t  de r  Be-  
f r u c h t u n g  des Eis  e insetzen,  werden  die Oligo(A)- 
Sequenzen  im C y t o p l a s m a  (n ich t  im K e r n  3~ ver l / inger t .  

I n  d iesem Z u s a m m e n h a n g  e r h e b t  s ich die Frage ,  ob  
im que l l enden  Agrostemma-Embryo die Poly(A)-Se-  
q u e n z e n  an  neu  t r a n s k r i b i e r t e  H n - m R N A  oder  an  gespei- 
che r t e  P o l y ( A ) - - m R N A  angef i ig t  werden .  U m  diese 
ak tue l l e  P r o b l e m a t i k  e ther  K1/irung n / ihe rzubr ingen ,  
h a b e n  wi r  die I - tybr id is ie rung ~ I t -Urac i l -mark ie r t e r  u n d  
~ C - A d e n i n - m a r k i e r t e r  R N A  m i t e i n a n d e r  verg l ichen.  
Da  auf  die P o l y ( A ) - S e q u e n z e n  e twa  30 bis  40% der  ~C- 
A d e n i n - M a r k i e r u n g  en t f a l l en  (Tabel le  I I ) ,  i s t  v o n  vo rn -  
here in  ein e rheb l i ch  h 6 h e r e r  H y b r i d i s i e r u n g s g r a d  de r  
A d e n i n - m a r k i e r t e n  R N A  zu e rwar ten .  Die e r h a l t e n e n  
Be funde  (9% bet  3H-Urac i l -mark ie r t e r  RNA,  19% bet 
l {C-Aden in -mark ie r t e r  RNA,  Tabel le  I) sp rechen  unseres  
E r a c h t e n s  daftir ,  dass  die Mehrzah l  de r  Po ly (A) -Res t e  a n  
neu s y n t h e t i s i e r t e  t t n - m R N A  angef i ig t  wi rd ;  andere r -  
sei ts  schl iessen unsere  vor l / iuf igen R e s u l t a t e  die M6glich-  
ke i t  e iner  P o l y a d e n y l a t i o n  s tab i le r  m R N A  n i c h t  v611ig 
aUS. 

Zu kl/ i ren b l iebe  wei te rh in ,  ob  m R N A  aus  t r o c k e n e n  
Agrostemma-Samen tats/~chlich Po ly (A) -Sequenzen  en t -  
h/ i l t  oder  ob  die B i n d u n g  a n  Oligo-dT-Cellulose nnspez i -  
f ischer N a t u r  tat. W i r d  R N A  aus  t r o c k e n e n  E m b r y o n e n  
vo r  der  H y b r i d i s i e r u n g  m i t  Poly(U)  geschi i t te l t ,  e r fo lg t  
ke ine  Hybr id i s i e rung .  Dieses E x p e r i m e n t  (siehe F igu r  A) 
k a n n  m a n  als Hinweis  au f  die E x i s t e n z  lang leb iger  

P o l y ( A ) - m R N A  gel ten  lassen, de r  e x a k t e  Nachweis  w/ire 
beispielsweise d u r c h  H y b r i d i s i e r u n g  m i t  3H-Poly(U) 
zu e rb r ingen  aS. 

Der  ger inge Ante i l  yon  P o l y ( A ) - R N A  a n  de r  Gesamt -  
R N A  t r o c k e n e r  S e m e n  muss  n i c h t  zwangslS~ufig bedeu ten ,  
dass  n u r  wenig  langlebige  m R N A  in  Agrostemma-Samen 
gespe icher t  wird.  D u r c h  die Af f in i t / i t s ch roma tog raph i e  
wi rd  ledigl ich Po ly (A)ha l t ige  R N A  erfasst .  Ob d a n e b e n  
noch  P o l y ( A ) - - m R N A  e n t h a l t e n  ist, wie des  yon  WAL- 
BUT 2a bet  B a u m w o l l s a m e n  v e r m u t e t  wird,  muss  of ten 
ble iben.  

Die Syn these  Po ly (A) -ha l t ige r  RNA,  die im Gegensa tz  
zu B e f u n d e n  a n d e r e r  A u t o r e n  ~, ~3, ~8, 36 bet  Agrostemma 
u n m i t t e l b a r  m i t  der  S to f fwechse l ak t iv i e rung  que l lender  
Samen  einsetz t ,  1/isst eine wesen t l i che  physiologische  
B e d e u t u n g  v e r m u t e n .  A n  ande re r  Stelle soll gezeigt  
werden ,  dass  die fr i ihe P r o t e i n b i o s y n t h e s e  que l l ender  
Agrostegama-Embryonen yon  e iner  v o r a n g e g a n g e n e n  
R N A - S y n t h e s e  u n m i t t l e b a r  abh/ ing ig  is t  87. I nwiewe i t  a n  
de r  f r i ihen  P r o t e i n s y n t h e s e  n e b e n  neu  s y n t h e t i s i e r t e r  
m R N A  a u c h  stabi le ,  in r u h e n d e n  S e m e n  gespe icher te  
be te i l ig t  ist, i s t  G e g e n s t a n d  de r  zur  Zei t  l au fenden  l l n t e r -  
suchungen .  
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Levels of/5-Trace Protein and Lysozyme in Human Amniotic Fluids 

1V[. ADINOLFI, SUSAN A. HADDAD, SUSAN 2 .  BECK, ISABELLA LAM FUNG I a n d  2 .  OSSERMAN 1 
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Summary. The  levels of fl-trace p r o t e i n  a n d  ly sozyme  were e s t i m a t e d  in a m n i o t i c  f luids f rom n o r m a l  fe tuses  a n d  f rom 
fetuses  w i t h  n e u r a l t u b e  defects .  T he  va lues  of these  p ro t e in s  in n o r m a l  a m n i o t i e  f luids  were  f o u n d  to  be  s imi la r  to  
t hose  de t ec t ed  in fe tuses  w i t h  a n e n c e p h a l y  a n d  sp ine  bif ida.  The  levels of l y sozyme  were  s h o w n  to  be  co r re la t ed  
w i t h  ge s t a t i ona l  age. 

S tudies  f rom BROCK et  el.2, 3 h a v e  s h o w n  t h a t  h igh  
levels of e - f e top ro t e in  (AFP)  a re  p r e s e n t  in  t h e  a m n i o t i c  
f luid of fe tuses  w i t h  a n e n c e p h a l y  a n d / o r  sp ina  bi / ida .  
Consequen t ly ,  t he  e s t i m a t i o n  of t h i s  fe ta l  p r o t e i n  in  
a m n i o t i c  f luid is wide ly  used as a d iagnos t ic  t e s t  for  t h e  
a n t e n a t a l  de t ec t i on  of n e u r a l - t u b e  defects4. 

Since t he  levels of A F P  are e l eva ted  in t he  ce reb rosp ina l  
f luid (CSF) f rom h u m a n  fe tuses  less t h a n  25 weeks old 5 
i t  h a s  been  sugges ted  t h a t  t h e  a b n o r m a l ,  h i g h  va lues  of 
th i s  p ro t e in  in  t h e  a m n i o t i c  f luids of fe tuses  w i t h  ' open '  
n e u r a l - t u b e  defects  are  caused  b y  t he  t r a n s f e r  of A F P  
f rom C S F  in to  t h e  a m n i o t i c  cav i ty .  

R e c e n t l y  h i g h  c o u n t s  of m a c r o p h a g e s  h a v e  been  detec-  
t ed  in a m n i o t i c  f luids of fe tuses  w i t h  CNS defects6, 7 a n d  
i t  app ea r s  t h a t  th i s  t e s t  m a y  be  useful  for  t h e  d iagnosis  of 
such  abno rma l i t i e s .  These  o b s e r v a t i o n s  h a v e  p r o m p t e d  
us to  e s t i m a t e  t he  a m n i o t i c  levels  of fl-trace pro te in ,  a 
m a j o r  c o m p o n e n t  of CSFS, ~ a n d  c o m p a r e  t h e m  w i t h  
those  of A F P ,  l y sozyme  (LZM) a n d  a l b u m i n .  

Materials and methods. 46 samples  of a m n i o t i c  f luids 
were col lected b y  amniocen te s i s  in t he  course  of a n  in- 

v e s t i g a t i o n  on  t he  inc idence  of fe ta l  c h r o m o s o m e  ab-  
normal i t i e s .  On ly  samples  f rom fetuses  wh ich  were found  
free f rom c h r o m o s o m e  a b n o r m a l i t i e s  were t es ted .  Soon 
a f t e r  be ing  collected,  t he  a m n i o t i c  f luids were cen t r i fuged  
a n d  t he  p rec ip i t a t e s  d iscarded.  
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