
126 Kurze  Or ig ina lmi t t e i lungen  Nat~rwissenscha]ten 

Fig. t. a) Dense  core vesicles bu lg ing  into the  ext race l lu lar  
space,  b) Ext race l lu la r  dense  core vesicles, c) Aggrega t ion  of 
osmiophil ic  dropIets  su r rounded  b y  the  basa l  l ami na  of h u m a n  
eccrine swea t  glands,  d) Osmiophi l ie  g r ana  in the  due tu s  
deferens of the  ra t .  al axo lemma ,  dc dense  core vesicle, 
mc muscle  cell, bm basal  lamina ,  ax  axon  

of a probable  new aspec t  ill t h e  release of " s y n a p t i c  ves ic les" .  
We agree wi th  Grillo, t h a t  ext racel lu lar  vesicles m a y  be 
" a  special  fea ture  where  close neuroeffec tor  j unc t i ons  are in- 
f r equen t  or a b s e n t " .  F u r t h e r  s tudies  in our  labora tor ies  are 
being carr ied ou t  t ak i ng  t he  fea ture  of the  t e rmina l  a x o l e m m a  
into pa r t i cu la r  considera t ion.  
The  resu l t s  d e m o n s t r a t e d  seem to be no t  mere ly  ar t i fac ts  due  
to the  f ixat ion.  The  occurrence  of e x t r a a x o n a l  synap t i c  vesicles 
should  be  sub jec ted  to fu r the r  in tens ive  inves t iga t ions .  
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Bet V e r w e n d u n g  yon  E n z y m e n  als Marker  fiir genet ische  
Ana lysen  ist  die V e r w e n d n n g  yon  M i k r o m e t h o d e n  yon  Vorteil,  
da  es oft  ein P rob l em ist, aus re ichende  Mengen  von  einhei t-  

lichem Ausgangsmaterial fiir quantitative Analysen zu ge- 
winnen. Mit der Mikro-Disk-Elektrophorese an 20 proz. Poly- 
acrylamid-Gelen in 2- oder 5-[zl-Kapillaren [I] k6nnen aus 
verdi~nnten Gewebsextrakten sowie aus einzelnen Eizellen yon 
Maus oder Kaninehen Dehydrogenasen, ihre Isoenzyme und 
Varianten fraktJoniert und ihre enzymatische Aktivii~t durch 
Inkubation der Gele im Tetrazolium-System [2] quantitativ 
bestimmt werden. Untersucht wurden besonders G6P-DH 
und LDH. Der Nachweis weiterer Enzyme (SDH, ADH, MDH, 
6PG-DH, PGI) ist gleichfalls m6glich. 

Nachweisgrenze. Die Aktivit~it yon I bl (Verdflnnung 1:106) 
reiuer Hefe-G6P-DH (Boehringer, ca. 10 -17 Mol G6P-DH) kann 
nach  Elek t rophorese  in 5-~I-Kapil iaren (~ 0,45 mm)  sicher  
als einzelne e n z y m a t i s c h  ak t ive  Bande  nachgewiesen  werden.  
F~r  die F r ak t i on i e rung  und  den Nachweis  yon  LDIK bzw. 
G 6 P - D H  aus  Gewebe oder Zel lkul turen  geni igen 0,2 bis wenige 
~g Feuch tgewich t .  D e m e n t s p r e c h e n d  ist  eine einzelne Eizelle 
von  Maus  oder K a n i n c h e n  aus re ichend  f~r den  s icheren Nach-  
wets von  G 6 P - D H  oder L D H .  Die LDH-Akt iv i t~ i t  in unbe-  
s a m t e n  Eizellen der  Maus  ist  so hoch,  dab  der  E x t r a k t  einer 
Eizelle fiir mehre re  Mikroe lek t rophoresen  u n d  L D H - B e s t i m -  
m u n g e n  ausre icht .  

Trennung von I soenzymen bzw. Enzym-var ianten .  Die Frak t io-  
n ie rung  der L D H - I s o e n z y m e  aus  O r g a n e x t r a k t e n  is t  ebenso 
m6gl ich  wie die T r e n n u n g  yon  G 6 P - D H - V a r i a n t e n  aus  ge- 
m i sch t en  O r g a n e x t r a k t e n  yon  Mensch  und  R a t t e  bzw. yon  
Ze l lku l tu ren  yon  Mensch  und  Maus.  D u r c h  die Mikro-Disk-  
E lek t rophorese  s ind  die I soenzyme  bzw. E n z y m - V a r i a n t e n  so 
wei t  v o n e i n a n d e r  ge t rennt ,  dab  m i t  den  einzelnen E n z y m -  
B a n d e n  k ine t i sche  U n t e r s u c h u n g e n  m6gl ich  sind. 

Kine t ik  im  Mikro-Gel. Fiir kinet i sche  U n t e r s u c h u n g e n  wird 
in einer Spez i a lkammer  die B i ldung  des b lauen  Farbs tof fes  
a m  e n z y m a t i s c h  ak t iven  GeI-Ort  in def inier ten Zei tabstSmden 
mi t  e inem Mikro -Dens i tomete r  registr iert .  W e r d e n  die ptani-  
me t r i sch  b e s t i m m t e n  Peak -F lgchen  gegen die Zeit  aufge-  
t ragen,  resu l t ie r t  eine Gerade mi t  s t r eng  l inearer  Korre la t ion ,  
die bet einer A u f t r a g s m e n g e  yon  ca. 0,6 • t0-1e g reiner HeIe- 
G 6 P - D H  his zu 80 rain verfolgt  werden  konnte .  Die Ste igung 
der Regress ionsgeraden  ist  ein MaB fiir die E x t i n k t i o n s z u n a h m e  
pro Zei te inhei t  und  k a n n  somi t  als Mat3 fiir die enzyma t i s eh e  
Aktivit~it dienen.  Werden  die S te igungen  aus  E inze lve r suchen  
(Korre la t ionskoeff iz ienten  r = 0 , 9 9 9  bis 0,981) gegen die ein- 
gese tz ten  E n z y m - M e n g e n  aufge t ragen ,  k 6 n n e n  f~r jedes E n z y m  
E i c h k u r v e n  aufgeste l l t  werden.  E n z y m p r o t e i n e  gehen  w~ihrend 
der Inkuba t ionsze i t  n ich t  du rch  Diffus ion in das  I n k u b a t i o n s -  
m e d i u m  verloren.  Das  Gel verhii l t  sich d e m n a c h  wie eine 
Mikroki ivet te .  Die mi t t le re  Brei te  yon  2 0 - - 1 0 0 b i n  einer 
P ro t e in -Bande  in ether  5-lxI-KapiIIare en t sp r i ch t  e inem ,,K~i- 
v e t t e n v o l u m e n "  yon  0 ,003--0 ,015 [xl. D a d u r c h  wird es m6g-  
lich, auch  B i n d u n g s k o n s t a n t e n  nach  F rak t ion i e rung  im Mikro- 
Gel zu b e s t i m m e n ,  wie am Beispiel  von  Glucose-6-phospha t  
und  H e f e - G 6 P - D H  flberpri~ft wurde.  Die S t imul ie rung  der 
G6P-DH-Akt iv i t i i t  du rch  Mg 2+ lieB sieh ebenfalls  nachweisen .  
Diese Mikromethode  ist  fiir die genet ische  Analyse  yon  inter-  
spezif ischen s o m a t i s c h e n  Hybr idze l lk lonen  sowie die AnaIyse  
von  Gen-Akt iv ie rungsprozessen  individuel ler  Ke ime  in der 
fr i ihen S~iuger-Embryogenese  geeignet .  

Die Methode  wurde  w~ihrend des 2 nd EMBO-Conrse  on Micro- 
m e t h o d s  in Molecular  Biology [3] im Oktober  197t demon-  
str iert .  E ine  ausf i ihr l iche Mi t te i lung  ist  in Vorbere i tung .  
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