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ExperienTiA XXI/6

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, rat, and pigeon, but not for the cat, this con-
clusion is consistent with the recently reported histo-
chemical distribution of cholinesterase in these species®,
However, in the cat, the electrophysiological evidence?®
indicates that the granule cells with which the mossy
fibre endings synapse are not cholinoceptive whereas the
Purkinje cells are,

Morphological studies on the large synaptosome frac-
tion in the electron microscope revealed three main types
of synaptosome (Figure) with many intermediate forms.
Type 1, similar in appearance to the endings seen in whole
tissue sections, is commonest in preparations made with
good refrigeration and contains numerous synaptic vesi-
clesin its cytoplasm. Short tubules (arrow) are also almost
invariably present. Type 2 contains few or no vesicles but
many tubules, occasionally seen opening out through the
external membrane. Type 3 endings contain few or no
vesicles and the external membrane is often crenellated.
On slight warming {to 8°) type 2 and 3 synaptosomes are
much more frequent, sometimes with considerable dis-
integration of the external membrane. The tubular struc-
ture may in part be derived from autolysing mitochon-
dria, but it seems likely that it results mainly from the
intracytoplasmic fusion of the synaptic vesicles. Type 3
synaptosomes may represent those in which the tubular
system has evaginated. The intracytoplasmic fusion of
vesicles in this way may provide the mechanism for the
release of acetylcholine from the vesicles which is known

Lokalisation zuséitzlicher RNS-Synthese in
Trypsin-behandelten Riesenchromosomen von
Chironomus thummi

Ausgehend von der Annahme?, dass es Histonmolekiile
sind, die in einer differenzierten Zelle durch Blockierung
der RNS-Synthese den grossten Teil der genetischen Loci
inaktiv halten, versuchten ALLFREY, L1TTAU und MIrRsKY
diese Blockierung durch Trypsin (das spezifisch basische
Proteine hydrolysiert) aufzuheben 2. Tatsédchlich gelang es
ihnen zu zeigen, dass in isolierten Kalbsthymus-Zellker-
nen die partielle Entfernung von Histonen die RNS-
Synthese auf etwa das 3fache erhtht. Wir haben versucht
festzustellen, von welchen Teilen des Genoms diese zu-
siatzliche RNS-Synthese ausgeht.

Als Objekt diente die larvale Speicheldriise der Zuck-
miicke Chivonomus thummsi, in deren Riesenchromosomen

to occur on warming!®. A reversible fusion and reforma-
tion of vesicles could provide a mechanism for transmitter
release in vivo !l

Résumé. Les boutons terminaux des fibres moussues du
cervelet ont été separés des petits boutons de la couche
moléculaire aprés homogénéisation et fractionnement. La
fusion intracytoplasmique des vésicules synaptiques se
produisant sous l'effet de la chaleur indiquerait un mé-
canisme de libération du médiateur.
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die Aktivitit cines Locus direkt auf Grund einer Struktur-
modifikation («puff»), bzw. autoradiographisch feststell-
bar ist. Die Zellkerne unseres Objektes liessen sich nicht
isolieren, und die Explantation ganzer Driisen in Trypsin-
haltige Medien fiihrte nicht zum Ziel; daher wurde eine
0,059%,ige Trypsinlosung (gepuifert auf pH 7,3) vermittels
einer neuentwickelten Mikroinjektionstechnik? direkt in
die Zellkerne injiziert. 2-3 h nach der Injektion wurden
die Driisen fixiert, mit Orcein gefirbt und gequetscht. Es
zeigte sich eine erhebliche Verstarkung des «puffing» in
den Chromosomen. Erstaunlicherweise war diese Ver-
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starkung vollig auf die bereits vorhandenen «puffs» be-
schriinkt; diese wurden in allen Priparaten — z.T recht
erheblich — vergrossert (Figur a); neue «puffs» tauchten
jedoch nicht auf. Als Kontrolle dienten jeweils nicht
injizierte Zellkerne derselben Driise.

Um festzustellen, ob es sich bei dieser Vergrosserung der
bestehenden «puffs» tatsichlich um den Ausdruck einer
vermehrten RNS-Synthese und nicht etwa um Quellung
handelt, wurde bei einem weiteren Versuch nach der

Vergrosserte «puffs» mit vermehrter RNS-Synthese in Trypsin-
behandelten Speicheldriisenzellkernen von Chironomus thumma.
a, der ¢puff» in I a 2 ohne Behandlung (Kontrolle), bzw, a’, nach
Trypsinbehandlung. b, Autoradiographie der «puffs» in III a 4/5
und I1I b 1 ohne Behandlung {Kontroile), bzw. b’, nach Trypsin-
behandlung. Autoradiographien auf Ilford G 53 Emaulsion, Exposi-
tionszeit: 34 Tage. Kontrolle und Experiment jeweils aus Zellkernen
derselben Driise.
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Trypsininjektion der Einbau von H3-Uridin auntoradio-
graphisch dargestellt. Auszidhlen der Silberkérner ergab,
dass die «puffs» in den Trypsin-behandelten Kernen tat-
sdchlich vermehrt RNS produzieren, und zwar etwa 3mal
mehr als in den Kontrollkernen (Tabelle, Figur b). Eine
erhohte Inkorporierung ausserhalb der «puffs» war nicht
zu beobachten.

Wir wissen, dass in den aktiven Chromosomenstellen
das Histon in etwa gleicher Konzentration vorliegt wie in
inaktiven Abschnitten¢; offenbar liegt es aber dort in
einer Form vor, in der es die RNS-Synthese nicht oder
nur partiell blockiert. Zur Charakterisierung dieses «nicht-
blockierenden Zustandes» tragt unser Experiment bei. Es
ist nimlich bekannt, dass Trypsin vorwiegend Proteine
angreift, die in ihrer sekundiren oder tertidren Struktur
verdndert sind; dass offenbar immer nur die Histon-
molekiile in den gerade «gepufftens Chromosomen-
abschnitten auf Trypsin reagieren, legt nahe, dass sie
dort in einer Form vorliegen, die sie einerseits besonders
angreifbar fir Trypsin, andererseits unfihig macht, die
RNS-Synthese zu blockieren. Der erste Schritt bei der
Aktivierung eines Locus diirfte also in einer Anderung
der sekundiren oder tertidren Struktur seiner Histon-
molekiile bestehen?®.

Vermehrte RNS-Synthese der «puffs» in Trypsin-behandelten Zell-
kernen

Inkorporierung von H3-Uridin:
Zahl der Silberkérner®

Chromosomen-
abschnitte mit

wpuffsss
Kontrolle Experiment Erhéhung
{nach Trypsin- der RNS-
behandlung) Synthese
111 a2 4/5 774 6 234 + 17 3,0 mal
b1 75 4 12 179 4+ 11 2,4 mal
11 a3 604 5 253 4- 13 4,2 mal
I b3 55412 1584 5 2,9 mal
11 d3/4 96 4- 10 280 4- 19 2,9 mal
Durchschnittliche Erhéhung der RNS-Synthese: 3,1 mal

s Nach der Chromosomenkarte von Keyr® b Mittelwerte von je
vier «puffs»; im Experiment wie in der Kontrolle wurden in jeder
Driise die vier «puffs» mit der stirksten Inkorporierung ausge-
wertet. Kontrolle und Experiment jeweils aus Zellkernen derselben
Driise.

Summary. After injection of buffered trypsin into
nuclei of salivary gland cells of Chironomus thummi, the
existing puffs in the giant chromosomes are enlarged.
Autoradiography shows an increase in RNA synthesis of
approximately 3-fold in these puffs. It is argued that
histones in puffed chromosome segments are in a struc-
tural state that renders them unable to prevent RNA
synthesis and at the same time causes them to be attacked
earlier by trypsin,
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