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Electron micrographs of three types of giant synaptosome seen in purified preparations from guinea-pig cerebellar cortex. 1, Type 
similar to those seen in whole tissue sections. 2, Type showing tubules. 3, Type with few vesicles and crenellated margins. Per- 

manganate fixation, Araldite embedding and lead staining, x 35,000. 

guinea-pig ,  r a t ,  a n d  pigeon,  b u t  n o t  for t he  ca t ,  t h i s  con-  
c lus ion  is c o n s i s t e n t  w i t h  t h e  r e c e n t l y  r e p o r t e d  h i s to -  
chemica l  d i s t r i b u t i o n  of cho l ines t e ra se  in thc~se species ~. 
However ,  in  t h e  cat ,  t h e  e lec t rophys io log ica l  ev idence  9 
ind ica t e s  t h a t  t h e  g ranu le  cells w i t h  w h i c h  t he  mossy  
f ibre  end ings  synapse  are  n o t  cho l inocep t ive  whereas  t he  
P u r k i n j e  cells are, 

Morphologica l  s tud ies  on  t h e  large s y n a p t o s o m e  frac- 
t i on  in t h e  e lec t ron  microscope  revea led  t h r e e  m a i n  t y p e s  
of s y n a p t o s o m e  (Figure)  w i t h  m a n y  i n t e r m e d i a t e  forms.  
T y p e  1, s imi la r  in  a p p e a r a n c e  to  t he  end ings  seen in  whole  
t i ssue  sect ions ,  is c o m m o n e s t  in p r e p a r a t i o n s  m a d e  w i t h  
good re f r ige ra t ion  a n d  c o n t a i n s  n u m e r o u s  s y n a p t i c  vesi-  
cles in i ts  cy top l a sm,  S h o r t  t u b u l e s  (arrow) are also a l m o s t  
i n v a r i a b l y  p resen t .  Type  2 c o n t a i n s  few or  no vesicles b u t  
m a n y  tubu les ,  occas iona l ly  seen o p e n i n g  o u t  t h r o u g h  t h e  
e x t e r n a l  m e m b r a n e ,  Type  3 end ings  c o n t a i n  few or no  
vesicles a n d  t h e  e x t e r n a l  m e m b r a n e  is o f ten  c rene l la ted .  
On s l igh t  w a r m i n g  (to 8 °) t y p e  2 a n d  3 s y n a p t o s o m e s  a re  
m u c h  more  f r equen t ,  s o m e t i m e s  w i t h  cons ide rab le  dis- 
i n t e g r a t i o n  of  t he  e x t e r n a l  m e m b r a n e .  T h e  t u b u l a r  s t ruc-  
t u r e  m a y  in p a r t  be  de r ived  f rom au to lys ing  m i t o c h o n -  
dr ia ,  b u t  i t  seems l ikely t h a t  i t  r esu l t s  m a i n l y  f rom the  
i n t r a c y t o p l a s m i c  fus ion of t he  s y n a p t i c  vesicles. Type  3 
s y n a p t o s o m e s  m a y  r e p r e s e n t  t hose  in wh ich  t he  t u b u l a r  
s y s t e m  has  evag ina t ed .  The  i n t r a c y t o p l a s m i c  fusion of 
vesicles in th i s  way  m a y  p rov ide  t h e  m e c h a n i s m  for t h e  
release of ace ty lcho l ine  f rom t h e  vesicles w h i c h  is k n o w n  

to  occur  o n  w a r m i n g  10. A reve r s ib le  fus ion  a n d  r e fo rma-  
t ion  of vesicles could p ro v i d e  a m e c h a n i s m  for  t r a n s m i t t e r  
re lease in r i v e  ~t 

Rdsumd. Les b o u t o n s  t e r m i n a u x  des f ibres moussues  du  
ce rve le t  o n t  6t6 separ6s  des p e t i t s  b o u t o n s  de la eouche  
mol6cula i re  apr~s  h o m o g 6 n 6 i s a t i o n  et  f r a c t i o n n e m e n t .  L a  
fus ion i n t r a c y t o p l a s m i q u e  des v~sicules s y n a p t i q u e s  se 
p r o d u i s a n t  sous l 'e f fe t  de  la cha l eu r  i n d i q u e r a i t  u n  m6-  
can i s me  de l i b6 ra t i on  du  m6d ia t eu r .  
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Lokal l sa t ion  zus~tz l i cher  R N S - S y n t h e s e  in 
T r y p s i n - b e h a n d e l t e n  R i e s e n c h r o m o s o m e n  yon 

Chironomus thummi 

A u s g e h e n d  yon  de r  A n n a h m e L  d a s s e s  H i s tonmolek i i l e  
s ind,  die in  e iner  d i f f e renz ie r t en  Zelle d u r c h  B lock ie rung  
de r  R N S - S y n t h e s e  den  gr/Sssten Tell  de r  gene t i s chen  Loci  
i n a k t i v  ha l t en ,  v e r s u c h t e n  ALLFREY, L1TTAU u n d  MIRSKY 
diese B lock ie rung  d u r c h  T r y p s i n  (das spezif isch bas i sche  
P ro t e ine  hydro lys ie r t )  a u f z u h e b e n  2. Tats~ichlich ge lang  es 
i h n e n  zu zeigen, dass  in i so l ie r ten  K a l b s t h y m u s - Z e l l k e r -  
n e n  die par t ie l le  E n t f e r n u n g  v o n  H i s t o n e n  die R N S -  
S y n t h e s e  au f  e twa  das  Mache e r h 6 h t .  Wi r  h a b e n  v e r s u c h t  
fes tzus te l len ,  y o n  we lchen  Tei len  des G e n o m s  diese zu- 
s~itzliche R N S - S y n t h e s e  ausgeh t .  

Als O b j e k t  d ien te  die l a rva le  Speicheldr i i se  de r  Zuck-  
mficke Chironomus thummi, in de ren  R i e s e n c h r o m o s o m e n  

die A k t i v i t ~ t  eines Locus  d i r e k t  auf  G r u n d  e iner  S t r u k t u r -  
m o d i f i k a t i o n  (,,puff,,), bzw, a u t o r a d i o g r a p h i s c h  fests tel l -  
b a r  ist. Die Zel lkerne  unseres  O b j e k t e s  l iessen s ich n i c h t  
isolieren,  u n d  die E x p l a n t a t i o n  g a n z e r  Dr i i sen  in T r y p s i n -  
ha l t ige  Medien  ff ihr te  n i c h t  z u m  Ziel;  d a h e r  w u r d e  eine 
0 ,05%ige  T r y p s i n l 6 s u n g  (gepuffer t  au f  p H  7,3) v e r m i t t e l s  
e iner  n e u e n t w i c k e l t e n  M i k r o i n j e k t i o n s t e c h n i k  3 d i r e k t  in 
die Zel lkerne  inj iz ier t .  2-3  h n a c h  de r  I n j e k t i o n  w u r d e n  
die I)rf isen f ixiert ,  m i t  Orcein  gef / i rbt  u n d  g eq u e t s ch t .  Es  
zeigte sich eine e rheb l iche  Vers t~ . rkung des ,puff ing, ,  in 
den  Ch ro mo s o men .  E r s t au n l i ch e rw e i s e  war  diese Ver-  
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s t i i rkung v611ig auf  die berei ts  v o r h a n d e n e n  c~puffs~ be- 
schrAnkt;  diese wurden  in Mien Pr~iparaten - z .T  recht  
e r h e b l i c h -  vergr6sser t  (Figur a); neue ~puffs~> t auch ten  
jedoch  n ich t  auf. Als Kontro l le  d i en t en  jeweils nicht  
inj iz ier te  Zetlkerne derse lben Driise. 

U m  festzustel len,  ob es sich bei dieser Vergr6sserung der  
b e s t e h e n d e n  ~puffs~, ta tsAchlich um den Ausdruck einer  
v e r m e h r t e n  R N S - S y n t h e s e  und  n ich t  e twa um Quellung 
hande l t ,  wurde  bei e inem wei teren  Versuch nach der  

Tryps in in jek t ion  der E inbau  yon H3-Uridin au to rad io -  
graphisch  dargestel l t .  Ausz~hlen der  S i lberk6rner  ergi~l~, 
dass  die ,,puffs~ in den T r y p s i n - b e h a n d e l t e n  K e rn en  tat,- 
sitchlich v e r m e h r t  R N S  produzieren,  und  zwar  e twa  3mal 
m e h r  als in den  Kon t ro l lke rnen  (Tabelle, F igur  b). E ine  
e rh6hte  Inkorpor ie rung  ausserha lb  der  ,,puffs~ war  n i c h t  
zu beobachten .  

Wir  wissen, dass  in den ak t iven  Chromosomens te l l en  
das His ton  in e twa  gleicher K o n z e n t r a t i o n  vor l iegt  wie in 
inakt iven  Abschni t t en4 ;  of fenbar  liegt es abe r  do r t  in 
einer F o r m  vor, in der  es die R N S - S y n t h e s e  n i c h t O d e r  
nu t  part iel l  blockiert .  Zur  Charak te r i s i e rung  dieses ~ n ich t -  
blockierenden Zustandes~l tr~tgt unser  E x p e r i m e n t  bei. ~Es 
ist nAmlich bekann t ,  dass  Tryps in  vorwiegend  Pro te ine  
angreift ,  die in ihrer  sekundAren oder  ter t i i i ren S t r u k t u r  
ver~indert s ind;  dass  of fenbar  immer  nur  die H i s t o n -  
molekiile in den gerade ~gepufften,~ Chromosomen-  
abschn i t t en  auf  Tryps in  reagieren,  legt  nahe ,  dass  sie 
dor t  in einer  F o r m  vorliegen, die sie e inersei ts  besonder s  
angreifbar  ftir Trypsin ,  andererse i t s  unfAhig mach t ,  die 
R N S - S y n t h e s e  zu blockieren,  l )er  erste  Schr i t t  bei de r  
Akt iv ierung eines Locus dt irf te  also in einer  J~nderung 
der  sekundRren oder  tert i i i ren S t r u k t u r  seiner  Histort-  
molekiite bes tehen  ~. 

Vermehrte RNS-Synthese der *puffs* in Trypsin-behandelten Zell- 
kernen 

Chromosomen- 
abschnitte mit 
*puffs** 

IIlkorporiertmg yon HS-Uridin: 
Zahl der Silberk6rner b 

Kontrolle Experiment Erh6h ung 
(naeh Trypsin- der RNS- 
behandlung) Synthese 

I I i a4 / 5  774- 6 234± 17 3,0real 
IIl b 1 75 4- 12 179 ~ 1t 2,4 real 
1I a3 6 0 i  5 253+ 13 4,2real 
II b3 55± 12 1 5 8 !  5 2,9mal 
11 d 3/4 96 4- 10 280 ± 19 2,9 mal 

Durchschnittliche Erh~ihung der RNS-Synthese: 3,1 mal 

Nach der Chromosomenkarte yon KEYL 8. b Mittelwerte von je 
vier *puffs*; im Experiment wie in der Kontrolle wurden in ]eder 
Driise die vier *puffs* mit der starksten Inkorporierung ausge- 
wertet. Kontrolle und Experiment jeweils aus Zellkernen derselben 
DriJse. 

Summary. After  in jec t ion  of buf fe red  t ryps in  in to  
nuclei of sal ivary gland cells of Chironomus thummi, t he  
exist ing puffs in the  g ian t  ch romosomes  are enlarged.  
Autorad iography  shows an  increase in R N A  syn thes i s  of 
app rox ima te ly  3-fold in these  puffs.  I t  is a rgued  t h a t  
his tones  in puffed ch romosome  s eg men t s  are  in a s t ruc-  
tura l  s t a t e  t h a t  renders  t h e m  unable  to  p r e v e n t  R N A  
synthes is  and at  the  same t ime  causes t h e m  to be a t t a c k e d  
earlier by  t rypsin ,  
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Vergr6sserte *puffs* mit vermehrter RNS-Synthese in Trypsm- 
behandelten Speicheldrtisenzellkernen yon Chironomus tkummi. 
a, der *puff~ in I a 2 ohne Behandhmg (Kontrolle), bzw. a', nach 
Trypsinbehandlung. b, Autoradiographie der *puffs* in l | I  a 4/5 
und Ilt  b 1 ohne Behandlung (Kontrolle), bzw. b', nach Trypsin- 
behandlung. Autoradiographien auf Ilford G 5 Emulsion. Exposi- 
tionszeit : 34 Tage. Kontrolle und Experiment jeweils aus Zellkernen 

derselben Driise. 
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