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A EINLEITUNG

Charakteristisches Merkmal polyt&ner Chromosomen ist das durch aperio-
disch aufeinanderfolgende Abschnitte unterschiedlicher Massendichte ge-
bildete Querscheibenmuster. Koltzoff (1934) postulierte als erster, die

Speicheldriisen=Chromosomen von Chironomus und Drosophila seien aus homo=

logen Einzelchromatiden zusammengesetzt; Bauer (1935, 1936) und Bridges
(1935) haben die Richtigkeit dieser Hypothese bewiesen. 1938 ordnete
Muller auf Grund theoretischer Uberlegungen dieser elementaren Fibrille,
der Chromatide, maximal 200 A Durchmesser zu. Kontrovers sind bis heut=
zutage die Ansichten liber die tats&chlichen Fibrillendimension. 100 -
300 A Durchmesser werden diskutiert (s. Ris, 1969; Wolfe, 1969; Ris und
Kubai, 1970; Huberman, 1973; Ris, 1975; Felsenfeld, 1978).

Der DNA-Gehalt in den Banden und Zwischenbanden variiert betrdchtlich;
htchstens 5 % der DNA befinden sich in den Zwischenbanden (Beermann,
1972). Da die DNA jeder Chromatide als langes Fadenmolekll vorliegt, das
die Chromosomenldnge bei weitem tbertrifft (Kavenoff und Zimm, 1973), so
ist ein unterschiedlich strukturelles Arrangement der Chromatide in den
Banden und Zwischenbanden zu erwarten. Ris und Crouse (1945) haben zuerst,
spater auch andere, z.B. Beermann (1959) die Hypothese vertreten, daB
das einzelne Chromamer, als kleinste Struktureinheit polyt@ner Chromoso-
men, durch die differentielle Kn&uelung der Chromatide im Bandenbereich

entsteht.

Phasen genetischer Aktivitdt und Inaktivit&dt fihren zu anderem Verhalten
der Chromatide. An Stelle kondensierter Querscheiben bzw. Banden entste-
hen lokal begrenzte Anschwellungen wechselnden AusmaBes, die man seit

ihrer Beschreibung bei Sciara coprophila durch Poulson und Metz (1938)




traditionell "puffs" nennt. Schon Balbiani (1881) &uBerte bei seiner

Schilderung der Speicheldriisen-Chromosomen von Chironomus, daB deren

Riesenpuffs "renflement discoide" = spdter zu Ehren Balbianis als dem

Entdecker der Riesenchromosomen Balbianiringe genannt = sich in ihrer

stofflichen Zusammensetzung von anderen Chromosomenabschnitten unter—

scheiden. BR 2 als groBter Puff im Speicheldriisen-Genom von Chironomus
tentans enthdlt 75 mal mehr RNA als Nicht-=BR=Puffs (Edstrém et al.,

1978).

Unentschieden ist allerdings noch immer der genaue strukturelle Aufbau

der Balbianiringe und welcher Mechanismus die Entstehung der Balbiani-

ringe und anderer Puffs steuert.

Zwei Hypothesen zum Problem des Puffing gibt es:

a) Puffing ist das Resultat des Transkriptionsprozesses selbst. Es ist
vermutlich bedingt durch die Anhdufung z.B. von Verpackungsproteinen,
sowie der kurzfristigen Akkumulierung von Transkriptionsprodukten (5.
Beermann, 1966, 1967).

b) Puffing ist die Voraussetzung fir die Initiation der RNA=Synthese.
Erst durch den DekondensationsprozeB wird die DNA des Chromomers von
assoziierten Proteinen befreit, sodaB sie den RNA-Polymerasen zur
Verflgung steht und diese transkribieren kdnnen (s. Pelling, 1966,
1969, 1972).

Bisher zur Verflgung stehende Arbeitsweisen erlaubten die endgliltige Kl&-

rung des Zusammenspiels von Chromosomenstruktur und =Funktion nicht. Um

herauszufinden, in welcher Weise Puffing und BNA=Synthese ursdchlich mit-
einander verbunden sind, war es notwendig: (1) Genetische Informations—
trdger intakt und nativ aus Speicheldriisen zu isolieren. (2) Anhand von

Ultradinnschnitten und Spreitungsprédparaten eine genauere Kenntnis von

der submikroskopischen Struktur transkriptionell t&tiger und unt&tiger

Genloci in situ, d.h. in Speicheldrisen und im zellfreien System befind-

licher Riesenchromosomen zu haben. (3) Genaktivitdten in vivo so verdn—

dern zu kiénnen, daB es im Fall positiver transkriptioneller Regulation



zur gesteigerten RNA=Synthese kommt und im Fall negativer transkrip-
tioneller Regulation die Aktivit&t einzelnmer Gene unterbindet. (4) Das
aktuelle BH—(PuFF—)Muster, welches gerade im Tier vorliegt, in vivo zu
studieren. Zum anderen isolierte Speicheldriisen—Chromosomen mit gleichem
BR—(Puff-)Muster, in unterschiedlichem Ionenmilieu und dementsprechend
abgewandelter Struktur im zellfreien System radicaktiv zu markieren, um
sie den im Tier markierten Chromosomen gegeniliberzustellen.

In der vorliegenden Untersuchung werden solche Mdglichkeiten (I—Iv) und

die Befunde sowie SchluBfolgerungen beschrieben.



B Ergebnisse

1w Lichtoptische Morphologie kernverpackter und freier Riesenchro-
mosomen

1.1. Prdparation polytédner Kerne

Explantierte, genze Speicheldrlisen von Chironomus tentans sind relativ

kompakt gebaut und lassen sich deshalb nicht direkt spreiten. Stdrend
ist auch das klebrige, visk&ise Sekret im Driisenlumen. Deshalb wurde
zundchst versucht, die Spreitung der Chromosomen an isolierten Kernen

vorzunshmen.

In der Literatur sind zahlreiche Methoden, Kerne zu isolieren, ausfiihr—
lich beschrieben, vgl. Behrens (1932), Busch (1967) und Muramatsu (1970),
doch allein die Vielfalt dieser Methoden verdeutlicht bereits, daB die
Isolationstechniken auf die jeweils untersuchten Organe oder Gewebe ab-
gestimmt werden missen. Ein allgemein verwendbares Isolationsmedium

gibt es nicht. Zundchst soll daher ein IS-Verfahren beschrieben werden,
das sich filir die Isolation der Speicheldriisen=Kerne von Chironomiden

als glinstig und im Vergleich zu der von Robert (1971) entwickelten Me-
thodik flr die Isolation und Manipulation auch von nativen Riesenchro-—

mosomen (s 1.2.) als besser geeignet erwies.

Folgende Kriterien wurden bei der Ausarbeitung der IS-~Medien beachtet:

1. Die Kerne sollten bei mBglichst geringer Verunreinigung mit Speichel-
sekret in groBer Zahl aus den Kerntaschen der Driisenzellen herauszu-—
lisen sein.

2. Dimension und Morphologie der Kerne, sowie die Struktur der kernver-
packten Chromosomen und ihrer Syntheseprodukte (RNP) sollten anné—
hernd der in vivo=S5ituation entsprechen.

3. Die Fdhigkeit der isolierten Kerne zu biologischer Aktivitdt, d.h.
zur Transkription und Replikation sollten erhalten bleiben.
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Die Isolation fand in einem wésserigen Salzmilieu statt, das nur die
im Kationenhaushalt des Zellkernes am hdufigsten vertretenen Elektro-
lyten: Nat, K7, Mg, ca™ (Langendorf et al. 1961; Naora et al. 1961)
enthdlt. Die Bestimmung der optimalen Konzentration erfolgte nach mor—
phologischen Kriterien, d.h. sie richtete sich nach den beobachteten
Anderungen der Kernstruktur in explantierten Speicheldriisen als Folge
der Einwirkung verschiedener Katiaonen in wechselnder Konzentration
(vglu Tab. 1, I—IX). Die folgende Zusammensetzung hat sich als optimal

erwiesen und dient als Standard=IS=Medium:

NaCl: 8 mM; KC1 SO mM; MgClz: 0,5 mM; CaGlZ: 0,5 mM; Na HPD4/KH2P04:

2
15 mM; NONIDET P 40: 0,2 % pH 6.0,
Phosphatpuffer in einer Konzentration von 15 mM verringert wegen seines
chelatisierenden Charakters die Viskosit&dt des durch 2+-Elektrolyten
(wie z.B. Mg++, Ga++) vernetzten Speichelsekrets, was eine hohe Ausbeu=
te an Kernen erlaubt (s.u.). Durch Zusatz des stérker chelatisierenden
Athylendiamino—tetra—acetat (EDTA; 1 mM) kann die Viskosit#dt des Sekre=
tes noch stdrker herabgesetzt werden. In der Regel wurde jedoch auf die
Verwendung von EDTA in den IS=Medien verzichtet, da es gleichzeitig den
Erhaltungszustand der Ribonukleoproteine (HNP) unglinstig beeinfluBt.

Dies geschieht vor allem durch die Komplexierung van Magnesium.

Der pH des Standard=IS-Mediums wurde auf den Wert 6.0 eingestellt. In
diesem schwach sauren pH=Bereich besitzen die Kerne eine festere Struk-—
tur als in vivo bei 1BDC, wodurch sie weitaus besser gegen mechanische
Beschddigungen geschiitzt sind, als im schwach alkalischen pH=Bereich.
Bei pH 6.8 (in 0,1 mM PIPES) oder pH 7.0 (in 0OJ mM HEPES) isolierte Ker-—

ne sind weniger kompakt und leicht verletzlich. Die Isolationsprozedur
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ergibt dann hidufig deformierte Kerne mit geschddigten, meistens Uber=
dehnten Riesenchromosaomen. Zugleich wird bei pH 6.0, in Kombination mit
einem grenzfldchenaktiven Agens (s.u.), das Verklumpen der isolierten
Zellkerne miteinander und das Kleben an GefdB= und Gerdtwandungen ver-
hiitets SchlieBlich werden bei pH 6.0 nur wenig Nicht=Histon=Proteine
extrahiert, widhrend nach Spelsberg und Hnilica (1971) bei pH 8.0 ein
betrdchtlicher Anteil der Histone in L8sung geht. Auch niedrigere pH-
Werte zwischen 2 = 4, wie sie von einigen Arbeitsgruppen flr die Iso=
lation von Metaphasechromosomen bevorzugt werden (eine zusammenfassen—
de Darstellung geben Hearst und Botchan (1970)), wurden vermieden. Es
zeigte sich, daB bei pH 2 = 4 auch Nicht=Histon=Proteine aus polyténen

Chromosomen entfernt werden.
Flir die Isolationsprozedur als solche, wie flr die Reinigung der freien

Kerne von cytoplasmatischen Verunreinigungen ist die Gegenwart eines

nicht=-ionogenen Detergens im IS=Medium absolut notwendig. Von den ge=

testeten Detergentien: Triton X=100; Brij 58; Digitonin; SPS=15 (Serva
—Heidelberg), erwies sich NONIDET P 40 als am besten geeignet. NP 40
ist ein Isooctylphenol, chemisch in seiner Struktur &hnlich Triton X-
100 und van diesem lediglich in der Anzahl der Athylenoxidgruppen der
Seitenketten unterschieden, (Shell Chemical Co.). Der Effekt ist deut—
lich von der Konzentration und der Einwirkungsdauer abhéngig. Mit O,2%,
welche flir die Isolation am glinstigsten waren, ist nach 20 Minuten Vor-
behandlung bei 1=2DG eine saubere Kernfraktion zu gewinnen. Unter glei-=
chen Bedingungen, aber mit 0,01 % NONIDET, sind die Kerne (wie in Abb.
1a sichtbar) stets mit nichtlysierten Zellen umgeben. Die Einwirkungs-—
dauer des Detergens muB auf 50 = 60 Minuten verléngert werden, um Ker—

ne von gleichem Reinheitsgrad wie bei 0,2 % (in 20 Min.) zu isolieren.



Derartige lange Inkubationszeiten verschlechtern aber das morphologi=-
sche Erscheinungsbild der Riesenchromosomen. Auf der anderen Seite ver=
kiirzen NP=40 Konzentrationen (ber 0,2 % die notwendige Prdinkubation
nur unwesentlich, beeintrdchtigen aber dann wiederum den Erhaltungszu=
stand der Chromosomen. 1=5 % NONIDET P 40 im Standard=IS-Medium indu=
zieren eine extreme Kondensation der Riesenchromosomen. Von &hnlichen
Effekten berichten auch Tata et al. (1972) flr das dem NP=40 chemisch
verwandte Triton X=100 bei Rattenleber=Chromatin. Ionische Detergentien
wie Natriumlaurylsulfat oder Desoxycholat, die Ristow und Arends (1968)
als geeignet empfehlen, verdndern die Kern= und Chromosomenmorphologie,
verglichen mit deren in situ=Erscheinungsbild jedoch erheblich. Ein Zu=
satz von Saccharose in isotonischer Konzentration erwies sich flr die
Speicheldriisen von Chironomus wegen der Zucker=induzierten Sekret-= und
Cytoplasmaverhértung ebenfalls als nicht glinstig. Diese Verhdrtung kann
auch durch DetergenseinfluB nicht beseitigt werden.

In einigen F&llen wurde der Phosphatpuffer im Standard=IS-=Medium durch
nicht Metall~bindende Puffer ersetzt (vgl..Tab. 1, Med. II=IV), um even=
tuell mégliche, aus dem Entzug von Metallionen resultierende Struktur—=
abwandlungen des Chromatins auszuschlieBen; Ris und Kubai (1970); Ris
(19758) berichten von signifikanten Schwankungen des Chromatin-Fibril=
lendurchmessers im elektronenoptischen Bild unter PDA—EinFiuB. Als gute
Alternativen zum PO,-Puffer haben sich die von Good et al. (1966) ent=
wickelten Hydrogenion=Puffersubstanzen PIPES [Piperazin—N, N'=bis (2—
Athansulfonsdure, pK 6.8); MES (2=N=Morpholinopropansulfonsdure, pK
6.15) und HEPES (N—2—HydrnxyéthylpiperazinnN—z—AthansulFDnséure, pK
7.55) erwiesen. PIPES und HEPES binden lberhaupt keine Metalle, ledig-
lich MES ist durch eine sehr kleine Metall=Puffer=Bindungskonstante cha—
rakterisiert. Chemisch handelt es sich bei diesen Puffern um zwitterio-

nische Aminosduren. Es ist jedoch nicht glinstig, diese organischen Puf=
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fer in gleicher Konzentration wie den anorganischen Phosphatpuffer

(15 mM) einzusetzen, da das aus nicht geklérten Grinden hiufig dazu
fihrt, daB die kernverpackten Riesenchromosomen wihrend der Driisenpré-
inkubation zu einem Knduel kollabieren. Als geeignet erwies sich die
bereits von Wray und Stubblefield (1970) fiir die Isolation der Meta=
phasenchromosomen aus Kernen von Hamster-=Fibroblasten verwendete Kane
zentration von 0,1 mM PIPES bzw. MES und HEPES in einem Ionenmilieu,

das im Ubrigen dem des Standard-=IS-=Mediums entspricht.

Das Drisensekret bleibt in diesen GOOD=Puffern bei einer Konzentration
von Oy1 mM visk&s. Von praktischer Bedeutung ist die Beobachtung, daB
bei Verwendung der genannten Puffer, verbunden mit einer relativ ho=
hen Magnesiumkonzentration (4 mM) und Caleciumchlorid (1 mM) das Spei=
chelsekret im Driisenlumen zu einem kompakten Pfropf verfestigt wird,
ohne daB dabei die Morphologie der Riesenchromosomen nachteilig ver-—
dndert wurde. Diese selektive Sekretverfestigung erlaubt es auf ein-
fache Weise, kontaminationsfreie Kerne zu isolieren, was vor allem fiir

die chemische Analyse der chromosomalen Proteine von Vorteil sein sollte.

In einem typischen Experiment werden die Drilisen—=Paare von 20 - 30 Lar-
ven der Stadien 3 und 4 explantiert, in 2 ml eiskalten IS=Mediums Uber=
tragen und darin flr 20 Minuten bei 1 = ZDC inkubiert. Ein vorheriges
Zerkleinern der Drisenkdrper empfiehlt sich wegen des hohen, viskdsen
Sekretanteils nicht und erilibrigt sich, da die leichtdurchlédssige Mem=
bran der Drisen eine rasche Medieneinwirkung gestattet. Nach einer Pri-—
inkubation von 20 Minuten werden die Speicheldriisen in kurzen Zeitabe
stdnden (2 = 3 Min.) durch wiederholtes Pumpen (2 = 4 mal) mit einer

silikonisierten, mehrfach gebogenen Pasteurpipette aufgelockert. Da=
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Abb. 1:

Nativ isolierter Speicheldriisen—Kern von Chironomus pallidivittatus.
Die Kern— und Chromosomen=Morphologie stimmt mit derjenigen in situ,
also in Speicheldriisen vorhandenen, gut Uberein, jedoch sind bei zu
gering gewihlter Detergenskonzentration (0,01 % an Stelle der als op-
timal ermittelten 0,2 % NONIDET P 40) die Kerne stets mit nicht lysier-
tem Zellmaterial kontaminiert.

b—d) In weniger als 30 Sekunden unmittelbar aufeinander folgende Kon-
formationsabwandlungen nativ isolierter Kerne von Chironomus tentans
in niedrigem Salz (30 — 20 mM NaCl, 10 mM TRIS-=HCl, pH 7.3). Lediglich
die Nukleolen und vakuolisierte Heterochromatin-Blécke hleiben im Fal-
le maximaler Kern-Expansion noch sichtbar; die Riesenchromosomen sind
strukturlos.

Phasenkontrast. MaBstab 10 pm.

durch gelingt es, die etwa 40 Kerne jeder Speicheldriise (vgl. Abb. 2d

- Inset) in einer Ausbeute von 85 - 100 % freizusetzen. Die isolierten
Kerne erscheinen licht- und elektronenoptisch frei von cytoplasmatischen
Verunreinigungen. Bel der Betrachtung der Kerne im Phasenkontrast (Abb.
1la - d) zeigt sich eine weitgehende Ubereinstimmung ihres Erscheinungs—
bildes mit demjenigen in situ, trotz der eben dargestellten Vorbehand-.
lung und notwendigerweise relativ groben, mechanischen Belastungen. Ei-
ne Quellung oder Schrumpfung ist nicht festzustellen. Die meisten iso-—
lierten Kerne sind von ungefdhr kugelfdrmiger Gestalt. In Larven der
Stadien 3 und 4 liegt ihr Durchmesser zwischen 30 - 100 um (s. Block-
diagramm Abb. 2), wogegen fiir die Stadien 1 und 2 Durchmesserwerte von
6 = 24 pm kennzeichnend sind. Diese Daten stimmen mit den Kerngr&Ben

in den Drisen, s. Beermann (1952), gut Uberein.

Die kernverpackten Riesenchromosomen bewahren in diesem Tonenmi- -
lieu ihr charakteristisches, geb&ndertes Aussehen. Ihr Querschnitt
schwankt zwischen 7 - 15 yum. Auch die Lénge der Chromosomen scheint

den Normalwerten zu entsprechen, doch ist diese wegen der Uberlage—
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n,: GrédBenverteilung der im Standard=Medium, d.h. unter anndhernd
isotonischen Bedingungen (s. Tab. 1), nativ isolierten Speichel-
driisen=Kerne von Chironomus tentans (Larvenstadium 4)

[ %1 GréBenverteilung der in einem hypotonischen Medium (Tab. 1, VIII)
nativ isolierten Speicheldriisen=Kerne (Larvenstadium 4)

rung der Chromosomen in mehreren Ebenen schwieriger zu bestimmen.

Nach der Fixierung in Athanol-Eisessig (3:1) und dem Quetschen in Kar—
minessigsdure bieten die Kerne bzw. die Chromosomen ein morphologisches
Erscheinungsbild, das dem in gewShnlichen Drilisen=Quetschprdparaten an=
ndhernd vergleichbar ist.

Verwendet man an Stelle des Standard-=IS-Mediums Salzl@sungen hiherer
sowie niedrigerer Ionenstdrke (s. Tab. V = IX), dann zeigen die freige-—
setzten Speicheldriisen=Kerne medienspezifisch, unterschiedliche Ver&n-

derungen der Kerndimension und Kerninnenstrukturen. In einem Ca++, Mg++

=freien Ionenmilieu, dessen Ionenstédrke gleichzeitig fast doppelt so
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hoch ist (= 0,26 M) wie die des Standard-Mediums (= 0,118 M), sind die
duBeren Dimensionen der Kerne kaum verdndert. Auffédllig ist die inten-
sive Vakuolisierung der Nukleolen [ND) und die ungewShnliche Transpa-
renz der Balbianiringe. In den BR sind die verdstelten Oligoténfibril-
len gut erhalten. Die normal lichtoptisch dichtere, diffuse Zone an der
Peripherie der Balbianiringe, wie in Abb. 10 erkennbar, ist verloren ge-
gangen. Ver#dnderungen der librigen Chromosomenstruktur sind weniger deut-
lich. Im elektronenoptischen Bild bestédtigt sich, daB die Nukleolen-Va-
kuoplisierung, sowie der geringe Balbianiring-Kontrast auf den Verlust
von BNA, Proteinen bzw. Ribonukleoproteinen (HNP) zuriickgehen. Vor allem
fehlen in den Balbianiringen 1 und 2 die in Abb. 18, 20 sichtbaren charak-
teristischen RNP=Grana.

Eine Verringerung der Ionenstdrke auf 0,02 M KCl (NaDl) oder weniger,
wirkt sich noch drastischer auf die Kernstruktur aus. In weniger als 60
Sekunden nach Einbringen der explantierten Speicheldrisen in dieses Io=-
nenmilieu kommt es zu einer betrdchtlichen Schwellung der Kerne, welche
auch die isolierten Kerne beibehalten. Die vollstdndige Verguellung der
Chromosomen fiillt den Kernraum vollst&dndig aus und macht die Identifika-
tion einzelner Riesenchromosomen unmdglich. Lediglich die Nukleolen und
einzelne, nach morphologischen Kriterien, z.B. die Vakuolisierung und
vielleicht als heterochromatisch anzusprechende Strukturen, heben sich
stets deutlich von dem homogen, strukturlosen Kerninnern ab [Abb. 1d).
Das Maximum der induzierten Schwellung liegt bei den gréBten Kernen bei
gtwa 120 um Durchmesser (vgl. Blockdiagramm, Abb. 2). Eine Verl&ngerung
der Inkubation um 5 = 10 Minuten fihrt zu keiner weiteren Ausdehnung der
Kerne, eher beginnt deren GrdBe allmdhlich abzunehmen. Werden solche in
niedrigem Salz (0,02 M KCl oder NaCl) dekondensierten Kerne abzentrifu-

giert, anschlieBend mit einer Salzldsung mittlerer Tonenstérke (0,14 wm
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KC1 oder NaCl {iberschichtet und dadurch rekondensiert (s. Abb. 3), dann
erscheinen die Riesenchromosomen wieder, aber als sehr schmale, stark
kandensierte Strukturen. Das De= und Rekondensieren kann 3 = 5 mal wie=
derholt werden, wobel die Reaktionsfédhigkeit aber sténdig abnimmt, so-
daB die Kerne ein immer geringeres Volumen erreichen. Diese Tatsache,
zusammen mit der starken Reduktion des Chromosomendurchmessers deutet
auf einen Substanzverlust der Kernstrukturen. Hierbei sollten hauptsédch=
lich heterogene Nicht=Histone-=Proteine betroffen sein, da nach den Be-
funden von Ohlenbusch et al. (1966) die selektive Dissoziation der His—
tone vom Chromatin erst bei einer Ionenstédrke von 0.5 = 0.6 M NaCl ein-
setzt. Im Standard=IS-=Medium bei einer anndhernd physiologischen Ionen-—
stidrke van 0.12 M gewonnene Kerne lberstehen dagegen die Drlsenprdinku=-
bation (20 Min.) und die Kernisolation ohne sichtbare Schédigung ihres

polyténen Chromatinse.

Spreitungsexperimente mit den isolierten Kernen hatten keinen Erfolg,

da die Kernmembran ungewBhnlich stabil ist. Diese Stabilit&t ist selbst
dann noch gegeben, wenn man die Kerne unmittelbar vor dem Spreitungs—
experiment in bidestilliertem Wasser zum Quellen (1/2 = 1 Min.) und an=
schlieBend auf eine wisserige, salzfreie Hypophase [pH 7 - 8,5) bringt.
Vielleicht ist die hohe Membranstabilit&t eine Besonderheit von poly-
tdnen Kernen. Mazeriert man die Kernmembran mit Harnstoff (10 M) und
Natronlauge (0,5 M), 1:1 fir 1 = 3 Minuten, so wie urspriinglich von Cal=
vin et al. (1940), Painter (1941) und neuerlich von Derksen und Sorsa
(1972) fur ganze Drosophila-Speicheldriisen angewandt, so gelingt es mit-
unter, die Kerne bzw. Riesenchromosomen zu spreiten. Allerdings besei-
tigen Harnstoff und NaOH gleichzeitig die Ribonukleoproteine, was eine

Interpretation der Befunde erschwert. Deshalb wurde dieses Verfahren
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nicht weiter verwendet.

1.2. I=solation nativer Riesenchromosomen

Fast alle in der Literatur beschriebenen Verfahren der Chromosomeniso-—
lierung beziehen sich auf Metaphase-Chromosomen. Der Versuch, Riesen-—
chromosomen mikrurgisch mit Nadeln aus dem Kern durch den Driisenkirper
herauszuziehen (D'Angelo, 194863 Lezzi, 1962) ergibt nur wenige Chromo-
somen. Lediglich die von Boyd et al. (1968); Robert (1971); Lezzi und
Robert (1972) entwickelte Methodik erlaubt eine héhere Ausbeute.
Allerdings ist bei diesem Verfahren die Manipulation freier Riesen—
chromosamen kompliziert und der chromosomale Erhaltungszustand flr die
hier gewlinschten Experimente nicht immer befriedigend, vgl. Robert
(1975). Aus diesen und den bereits genannten Griinden (s.o.) wurden Ver-
suche unternommen, aus freien Speicheldriisen-Kernen native Riesenchro-
mosomen zu isolieren. Dabei sollten die folgenden, auch fir die Kern—

isplation geltenden Forderungen erflllt sein:

1. Neben einer hohen Ausbeute sollte die strukturelle Integritdt der

freien Riesenchromosomen weitgehend dem in vivo-Zustand entsprechen.
e ——— \

2. Die Féhigkeit der Riesenchromosomen zu transkribieren und zu repli-

zieren, sollte erhalten bleiben.

Brundsdtzlich gilt, daB die Ispolation der Riesenchromosomen nur bei
ganz bestimmten Salz-Kombinationen und- Konzentrationen miglich ist;

bereits die morphologischen Indizien machen die Bedeutung einer sorg—



- P -

fdltigen Medienzusammenstellung offensichtlich. Gequollene Kerne kén-—
nen wegen der "weichen" Chromosomenstruktur und hohen Elastizitdt der
Kernmembran nicht verwendet werden. Besser eignen sich Kerne mit einer
spriiden, stark kondensierte Riesenchromosomen umschlieBenden Membran.
Allerdings erlauben die filir die Hartung bendtigten verhd@ltnisméBig ho-
hen Magnesiumkonzentrationen (3 — 4 mM), wegen der zus#itzlichen Ver—

festigung der Kernmembran nur wenig Ausbeute.

Wie Abb. 4 zu entnehmen ist, sind im Konzentrationsbereich unter 0,03M
KCl die Riesenchromosomen dekondensiert, bei 0,09 M KCL1 im 15 millimo-—
loren Phosphatpuffer (bei pH 6.0 ohne Detergens) kondensiert, wdhrend
bei 0,45 M KC1 die Chromosomen den gleichen Quellungszustand wie in
niedrigem Salz einnehmen. Demzufolge sind monovalente Kationen in ei-

ner Kanzentration von ca. 100 mM KC1/NaCl im 15 mM PO,~Puffer, die fir

a
die Erhaltung des chromosomalen Kondensationszustandes genligt, Haupt-
bestandteil des IS-=Mediums. Schon solche Puffer ohne zweiwertige Ka-
tionen k8nnen in Verbindung mi 0,2 % NONIDET P 40 fiir die Isolation

der Riesenchromosomen verwendet werden. FlUgt man geringe Mengen Mg++
und Ba++ (je 0,5 mM) flir die hihere Stabilitdt der Ribonukleoproteine
hinzu, so gleichen sich das Kern- und Chromosomen-IS—-Medium in ihrer
chemischen Zusammensetzung. Fir die Pr&paration befinden sich 2 -=

5 ml des IS-Mediums in silikonisierten Uhrgl&schen, die auf einem
Kihltisch sté&ndig auf 1 - 2%; temperiert werden. Fir das Gelingen

der Chromosamen — Isolation ist die Silikonisierung von besonderer
Bedeutung, da andernfalls die Driisen ebenso wie die Kerne wund Chro-
mosomen sehr leicht an den Glasgerdten haften. Zur Silikonisierung
diente in erster Linie DESICOTE (Beckman — Miinchen). Allein durch Uber-

wischen bzw. Einsaugen von DESICOTE und nachfolgendes Ab— bzw. Ausspii-
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Abb. 4:

Der Kondensationszustand kernverpackter Riesenchromosomen in Abhdngig—
keit von der Ionenstdrke (bei pH 6.0 in 15 mM NazHPD/KHZPDa —~Puffer).

Je 3-5 Messungen nahezu gleich groBer Chromosomen ergeben die eingezeich-
neten Punkte.

len der organischen Silikonl@isung mit Wasser oder Aceton sind die Glas—

sachen ausreichend prépariert.

Die Isolation der (Kerne und) Riesenchromosomen erfolgt im gleichen Ge-
F&dB. Zundchst werden die polyt&nen Kerne, wie in Kap. 1.1. ausgefiihrt,
durch Pumpen mit einer Pasteurpipette freigesetzt. Um die Masse der Rie-

senchromosomen zu isolieren, 1&Bt man das Medium 2-5 Min. auf die freien
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Kerne einwirken. Das flUhrt, wie elektronenoptische Bilder zeigen, zu
einem stidrkeren Abbau der &duBeren Kernmembran. Nach der Vorbehandlung
erfolgt ein mehrmaliges Einsaugen und AusstoBen der Kerne mittels einer
mehrfach abgebogenen Pasteurpipette mit verengter ffnung (ca. 0,5 mm).
Diese Modifikation der Pipette ist notwendig, damit die Kerne mdglichst
hdufig auf die Glaswandung auftreffen. Zusammen mit der in der vereng-
ten Pipettenspitze erzeugten, zusdtzlichen mechanischen Belastung der
Kerne gelingt es, die Kernmembran aufzureiBen und ca. 40 % der Riesen-
chromosomen aus den Kernen freizusetzen. Die Ausbeute kann innerhalb
von 5 —= 10 Minuten durch wiederholtes Pumpen bis auf 70 % gesteigert
werden. An Stelle der Pasteurpipetten kann man auch einen glédsernen
Dounce-Mikrohomogenisator verwenden. Die bereits beim ersten Pumpen
freigesetzten Riesenchromosomen werden wegen ihrer geringen GriéiBen =
1.3.) in der Regel mechanisch kaum belastet. Bei zu intensivem Pumpen
kommt es verschiedentlich zu Uberdehnungen der Chromosomen. Die lber—~
dehnung der Riesenchromosomen ist unter den genannten Isolierungsbe-
dingungen nicht reversibel. In Gegenwart zu hoher, strukturverhdrten-—
der Magnesiumkonzentrationen (3-5 mM) kann es auch zur Fragmentierung
der Riesenchromosomen kommen. Die freien Chromosomen verkleben im IS—
Medium nicht und kinnen bei einem geringen Verlust, der 10 % nicht
liberschreitet, in DESICOTE-silikonisierten, zugespitzten Mikropipetten
von 5 - 10 pl (DRUMMOND - U.S.A.) ohne Hilfe eines Mikromanipulators
aufgesogen und beliebig transferiert werden. Erst in dem Augenblick ih-
rer Ubertragung in ein anderes, detergensfreies Medium beginnen die Rie-
senchromosomen unmittelbar zu haften. Einmal festgeklebt, sind sie in
der Regel ohne Strukturschiddigung nicht mehr abzuldsen. Innerhalb von
1=-10 Minuten nach ihrer Freisetzung werden die Riesenchromosomen aus

dem IS-Medium entfernt. Bei ldngerem Verweilen leidet das Erscheinungs—
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bild der Chromosomen. Bleichzeitig wird die Spreitbarkeit durch Ver-
hdrtung der Chromosomen gemindert. Innerhalb von 30 - 60 Minuten Kk&n-
nen 100 einzelne Riesenchromoscomen I, II, III oder IV (aus verschiedenen

PréparationsgefdBen) gesammelt werden.

1.3. Das Verhalten nativer Riesenchromosomen in vitro

Die isolierten, nicht gequetschten Riesenchromosomen messen in der L&n=
ge: Chromosom I, II: = 18