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Fig. 1. a) Dense core vesicles bulging into the extracellular
space. b) Extracellular dense core vesicles, ¢) Aggregation of
osmiophilic droplets surrounded by the basal lamina of human
eccrine sweat glands. d) Osmiophilic grana in the ductus
deferens of the rat. al axolemma, dc demnse core vesicle,
mc muscle cell, b basal lamina, ax axon

of a probable new aspect in the release of ““synaptic vesicles .
We agree with Grillo, that extracellular vesicles may be
‘“a special feature where close neuroeffector junctions are in-
frequent or absent”’. Further studies in our laboratories are
being carried out taking the feature of the terminal axolemma
into particular consideration.

The results demonstrated seem to be not merely artifacts due
to the fixation. The occurrence of extraaxonal synaptic vesicles
should be subjected to further intensive investigations.
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Bei Verwendung von Enzymen als Marker fiir genetische

Analysen ist die Verwendung von Mikromethoden von Vorteil,
da es oft ein Problem ist, ausreichende Mengen von einheit-
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lichem Ausgangsmaterial far quantitative Analysen zu ge-
winnen. Mit der Mikro-Disk-Elektrophorese an 20 proz. Poly-
acrylamid-Gelen in 2- oder 5-ul-Kapillaren {1} konnen aus
verdiinnten Gewebsextrakten sowie aus einzelnen Eizellen von
Maus oder Kaninchen Dehydrogenasen, ihre Isoenzyme und
Varianten fraktioniert und ihre enzymatische Aktivitidt durch
Inkubation der Gele im Tetrazolium-System [2] gquantitativ
bestimmt werden. Untersucht wurden besonders G6P-DH
und LDH. Der Nachweis weiterer Enzyme (SDH, ADH, MDH,
6PG-DH, PGI) ist gleichfalls moglich. ’

Nachweisgrenze. Die Aktivitat von 1 pl (Verdiinnung 1:10)
reiner Hefe-G6P-DH (Boehringer, ca. 10717 Mol G6P-DH) kann
nach Elektrophorese in 5-yl-Kapillaren (@ 0,45 mm) sicher
als einzelne enzymatisch aktive Bande nachgewiesen werden.
Far die Fraktionierung und den Nachweis von LDH bzw.
G6P-DH aus Gewebe oder Zellkulturen genfigen 0,2 bis wenige
vg Feuchtgewicht. Dementsprechend ist eine einzelne Eizelle
von Maus oder Kaninchen ausreichend fir den sicheren Nach-
weis von G6P-DH oder LDH. Die LDH-Aktivitit in unbe-
samten Eizellen der Maus ist so hoch, dafl der Extrakt einer
Eizelle fiir mehrere Mikroelektrophoresen und LDH-Bestim-
mungen ausreicht.

Trennung von Isoenzymen bzw. Enzym-vavianien. Die Fraktio-
nierung der LDH-Isoenzyme aus Organextrakten ist ebenso
moglich wie die Trennung von G6P-DH-Varianten aus ge-
mischten Organextrakten von Mensch und Ratte bzw. von
Zellkulturen von Mensch und Maus. Durch die Mikro-Disk-
Elektrophorese sind die Isoenzyme bzw. Enzym-Varianten so
weit voneinander getrennt, daB mit den einzelnen Enzym-
Banden kinetische Untersuchungen moglich sind.

Kinetik im Mikvo-Gel. Fiir kinetische Untersuchungen wird
in einer Spezialkammer die Bildung des blauen Farbstoffes
am enzymatisch aktiven Gel-Ort in definierten Zeitabstanden
mit einem Mikro-Densitometer registriert. Werden die plani-
metrisch bestimmten Peak-Flichen gegen die Zeit aufge-
tragen, resultiert eine Gerade mit streng linearer Korrelation,
die bei einer Auftragsmenge von ca. 0,6 X 10712 g reiner Hefe-
G6P-DH bis zu 80 min verfolgt werden konnte. Die Steigung
der Regressionsgeraden ist ein Ma0 fiir die Extinktionszunahme
pro Zeiteinheit und kann somit als Maf3 fiir die enzymatische
Aktivitdt dienen. Werden die Steigungen aus Einzelversuchen
(Korrelationskoeffizienten # = 0,999 bis 0,981) gegen die ein-
gesetzten Enzym-Mengen aufgetragen, kOnnen fir jedes Enzym
Eichkurven aufgestellt werden. Enzymproteine gehen wihrend
der Inkubationszeit nicht durch Diffusion in das Inkubations-
medium verloren. Das Gel verhilt sich demnach wie eine
Mikrokiivette. Die mittlere Breite von 20-—100 pm einer
Protein-Bande in einer 5-pl-Kapillare entspricht einem ,,Kii-
vettenvolumen’ von 0,003—0,015 pl. Dadurch wird es mog-
lich, auch Bindungskonstanten nach Fraktionierung im Mikro-
Gel zu bestimmen, wie am Beispiel von Glucose-6-phosphat
und Hefe-G6P-DH fiberpriift wurde. Die Stimulierung der
GOP-DH-Aktivitat durch Mg?+ lie sich ebenfalls nachweisen.
Diese Mikromethode ist fiir die genetische Analyse von inter-
spezifischen somatischen Hybridzellklonen sowie dis Analyse
von Gen-Aktivierungsprozessen individueller Keime in der
frithen Sduger-Embryogenese geeignet.

Die Methode wurde wihrend des 2nd EMBO-Course on Micro-
methods in Molecular Biology [3] im Oktober 1971 demon-
striert. Eine ausfithrliche Mitteilung ist in Vorbereitung.
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