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VORWORT

Diese Arbeit besteht aus zwei-Teilen. Dies hat folgenden
Grund: Am Anfang lag mein Interesse vor allem bei der drei-
dimensionalen Dérstellung von Riesenchromosomen. Das
Scanning~EM schien dafiir ein geeignetes Instrument zu sein,
‘obwohl mir bewusst war, dass ich mich an den Grenzen seines
Aufldsungsvermdgens bewegen wiirde. Erstes Ziel war die Dar-
stellung "nativer".isolierter Chromosomen; als zweites Ziel
wurde die Darstellung von experimentell nach ROBERT (1971)
induzierten "Riesenpuffs" ins Auge gefasst. Im Laufe der
Arbeit zeigte sich jedoch dieses zweite Ziel als zu hoch
gesteckt. Mit dem Scanning-EM kdnnen zwar sch&ne dreidimen-
sionale Bilder hergestellt werden, deren Informationsgehalt
der geringen AuflSsung wegen jedoch beschrédnkt ist. Deshalb
entschloss ich mich, die Arbeit mit dem Scanning-EM nach
Erreichen des ersten Ziels abzubrechen und die Struktur

der "Riesenpuffs" - leider nur zweidimensional, dafiir mit

grésserem Informationsgewinn - am Diinnschnitt zu studieren.

Dreidimensionalitdt und hoher Informationsgehalt wdren wahr-
scheinlich nur mit dem Hochspannungs-Elektronenmikroskop zu
erreichen; ein solches Instrument steht indessen in der

Schweiz nicht zur Verfiigung.



Darstellung isolierter Speicheldrilisenchromosomen

von Chironomus thummi und Chironomus tentans

im Scanning-Elektronen-Mikroskop



INHALT

1. Einleitung

2. Material und Methoden
2.1. Material
2.2. Methoden

2.2.1., Isolation von Chromosomen

2.2.2. Trocknung

2.2.2.1. Gefriertrocknung

Ae.

b.

C.
d.

Einfrieren mit Freon 22R

und fllissigem Stickstoff

Einfrieren mit fllissigem
Helium II

Lyophilisation
Bedamp fung

2.2.2.2, Kritischer - Punkt -
Trocknung (CPD)

A

mit CO

2

~b. mit N,O (Lachgas)

2.2.3. Auswertung
2.2.4. Kontrollen

3. Resultate

2

3.1. Einfrieren mit Freon 22R

3.2. Einfrieren mit fliUssigem Helium II

3.3. Kritischer - Punkt - Trocknung

4. Diskussion
5. Zusammenfassung

6. Literatur

Seite

W W o 0 ~N

10
10.
11

12

12
13
13
13

14
14
15
16

16
20

21




1. EINLEITUNG

Riesenchromosomen sind vorziligliche Objekte fiir Untersuchungen
der Genaktivitdt und -aktivierung. Solche Untersuchungen
wurden bislang meist im Lichtmikroskop (LM) (LEZZI 1967a, b,
LEZZI und GILBERT 1970) oder im Transmissions-Elektronen-
mikroskop (TEM) (BEERMANN 1954, BERENDES 1970, PEROV und
CHENTSOV 1971, SORSA 1969, STEVENS 1964, STEVENS und SWIFT
1966) durchgefihrt. Bis zu einem gewissen Grad ist das Auf-
l6sungsvermégen des LM geniigend, vor allem dann, wenn mas-
sive Verdnderungen der Struktur beobachtet werden kdnnen,

wie z.B. das Auftauchen oder Verschwinden eines grossen

puffs oder eines Balbiani-Ringes. Im Phasen- oder Inter-
ferenzkontrast lassen sich solche Verdnderungen an unfi-
xiertem Material sehr gut becobachten. Falls jedoch weniger
augenfidllige Effekte untersucht werden sollen, wird das
Chromosom im TEM betrachtet werden, was bisher bedingt,

dass es auf irgendeine Weise fixiert, entwdssert, in Plastik
eingebettet, diinngeschnitten und schliesslich kontrastiert
werden muss. Wie aus der Aufzdhlung der Schritte ersichtlich
ist, ist der Weg zwischen Effekt und Auswertung ziemlich
lang; das AuflSsungsvermdgen des TEM ist dafilir um einige

Grossenordnungen besser als dasjenige des LM.

Was jedoch das LM nur beschrdnkt und das TEM an Dinnschnit-
ten Uberhaupt nicht bieten k&nnen, ist eine r&dumliche Dar-
stellung des Objektes. Hier hingegen liegt die Stdrke des
Scanning-Elektronenmikroskops (SEM). Das Prdparat wird
nicht zerschnitten, sondern es wird seine Oberfldche be-
trachtet, wobei ein Bild von sehr grosser Tiefenschérfe
entsteht. Dies ist‘von Vorteil bei Pr&dparaten, die nicht mit

dem herkdmmlichen Verfahren der Gefrierdtzung im TEM




dargestellt werden kdnnen, z.B. welil sie keine Membranen
haben. Das Aufldsungsvermdgen des SEM ist heute an geeig-
neten Prdparaten ca. 100 X, und in einigen Jahren wird
es vielleicht nicht mehr viel schlechter sein als das-

jenige des TEM.

Die Trocknung von biologischen Objekten flir strukturelle
Untersuchungen sollte mechanisch m&glichst schonend sein.
Lufttrocknung kommt nicht in Frage, da das ganze Prdparat
von der Fliissigkeitsoberfldche durchwandert wird, wobei
die Oberfldchenspannung betrdchtliche Krdfte ausiiben kann.
Alternativen dazu sind Gefriertrocknung und Kritischer-
Punkt-Trocknung (engl. Critical Point Drying, CPD)
(ANDERSON 1951), die beide keine Oberfldchenspannungen
hervorrufen. - Zum Schluss muss die Prdparat-Oberfldche

noch elektrisch leitend gemacht werden.

In der vorliegenden Arbeit wurde versucht, Riesenchromo-

somen von C. tentans und C. thummi im SEM darzustellen. Die

Fragen, welche ich beantworten wollte, waren die folgenden:

1. Riesenchromosomen sind mechanisch sehr delikate Objekte.
Wie weit sind die heute gebr&duchlichen Routine-Prdpara-
tionsmethoden fiir ihre Pré&paration fiir das SEM geeignet?

2. Kann ein Unterschied in der dreidimensionalen Struktur
von Banden, Interbanden, puffs, Balbiani-Ringen fest-~
gestellt werden?

3. Dlnnschnitte lassen an Balbiani-Ringen (BR) periphere
loops vermuten. Lassen sich diese loops dreidimensional
bestitigen?

4. STEVENS (1964) zeigt in BR Granulen von ca. 250 % Durch-
messer. Lassen sie sich im SEM darstellen? Wie ist ihre

rdumliche Anordnung relativ zu den Fibrillen?



2. MATERIAL UND METHODEN (HOLDEREGGEPR 1974)

'2.1. Material

Tiere: Es wurden Chromosomen der Speicheldriisen von Larven

im 4, Stadium von C. tentans und C. thummi verwendet. Die

Tiere entstammten unserer Laborzucht und wurden jeweils
mindestens zwei Stunden vor dem Versuch bei 4°C in den
Kilhlschrank gestellt.

Medien: Als Isolationsmedium diente Glancy's (D'ANGELO
1946) Medium: 60 mM NaCl, 90 mM KCl. 5 mM Phosphatpuffer
pPH 7.3.

Zur Fixation wurde Glancy-Medium mit einem Zusatz von
2.5% Glutaraldehyd verwendet.

Instrumente: Die Isolation der Chromosomen erfolgte unter
einem Stereomikroskop (Leitz) mit Durchlichtbeleuchtung,
mit elektrolytisch gespitzen (FREY 1974) Wolframnadeln.

Zur lichtmikroskopischen Auswertung diente ein Zeiss Uni-
versal-Fotomikroskop mit Interferenzkontrast-System und
einer Wild MKa II Fotoausriistung. _

Die Prdparate wurden in einem Edwards 306-Gefrierdtzer lyo-
philisiert oder in einer CPD-Anlage nach KOLLER und BERN-
HARD (1964) getrocknet. Filir Experimente mit flilissigem
Helium II standen mir ein Kryostat nach FERNANDEZ - MORAN
(1960) von Prof. H. Moor und Helium vom Institut flir Fest-
kOrperphysik (ETH) zur Verfiligung.

Einige Prdparate wurden auf einer Edwards-Gewebetrocknungs-
anlage mit Peltier-Element getrocknet und auf einer Balzers
Mikro-BA-3 mit Gold bedampft.

Die Auswertung erfolgte auf einem Cambridge Sterecscan S4 -
SEM. Aufnahmen wurden auf Ilford FP4 Rollfilm gemacht.



Kontrollen wurden mit Epon/Araldit eingebettet, auf einem
LKB Ultrotome II dinngeschnitten und in einem Zeiss EM 9
betrachtet.

Zur Prdparation wurden ferner diverse Dewargefdsse sowie
folgendes Verbrauchsmaterial bendtigt: ParafilmR, silikoni-
sierte Objekttrdger, Deckglédser, CementitR, CO, und N_O von

2 2

Carba AG Zirich, N, lig., Freon 22R.

2

2.2. Methoden

2.2.1. Isolation von Chromosomen

Die Chromosomen wurden mit einer von LEZZI (LEZZI und GIL-
BERT 1970) abgeleiteten Methode isoliert.

Ein sauberes, kleines, asymmetrisches Stilick eines Deck-
glases wurde mit einem ParafilmR—Streifen auf einem sili-
konisierten Objekttrdger festgebacken und mit einem ca.

12 - 15 mm grossen Tropfen Glancy-Medium bedeckt. Bei einer
10-fachen Vergrdsserung wurden die Speicheldriisen einer

Larve von C. tentans oder C. thummi isoliert und in 2

Tropfen Glancy-Medium gewaschen. Eine davon wurde ca. 1 mm
neben dem Deckglasstiick im grossen Tropfen ausgebreitet
und mit einer Wolframnadel, deren dickes Ende in einem
Plastilinklimpchen ausserhalb des Tropfens steckte, nieder-
gehalten, wobei die Driise unter keinen Umstdnden verletzt

werden durfte.

Bei stérkerer Vergdsserung (100 x) sind die Kerne nun gut
sichtbar, und einzelne Chromosomen kdnnen unterschieden wer-—
den. Mit einer sehr feinen, spitzen Wolframnadel wurde nun

bis zum Kern ein Schlitz in eine Zelle gerissen. Nachdem



die Nadel durch Abstreifen am ParafilmR gereinigt worden
war, wurde sie durch den Schlitz in den Kern eingefiihrt
und mit den daranhdngenden Chromosomen sorgfdltig heraus-
gezogen. Die Chromosomen wurden auf dem Deckglas deponiert
und der ganze Vorgang wiederholt, bis der Zellkern leer
war. Auf diese Weise konnten aus mehreren Kernen einer
Driise die Chromosomen gewonnen werden. — Die Chromosomen
klebten am Deckglas und konnten in beschrdnktem Ausmass
mit der Nadel ausgebreitet werden. Sie waren nun auch zu
unterscheiden: das kleine IV. Chromosom sah man sofort,

ebenso Chromosomen mit Nukleolen (C. tentans).

Das Prdparat wurde nun durch dreimaligen Mediumwechsel ge-
waschen; dann wurde das Medium gegen Fixierldsung ausge-
tauscht, die Driisenreste entfernt und das Pridparat im
Interferenzkontrastmikroskop betrachtet. Das am besten
erhaltene IV. Chromosom wurde fotografiert; alle andern
wurden mit der Wolframnadel entfernt. Nach 30-miniitiger
Fixierzeit wurde das Priparat mit destilliertem Wasser ge-

waschen und auf eine der folgenden Arten getrocknet.

2.2.2. Trocknung

a) Einfrieren mit Freon 22R und fllissigem Stickstoff

Das Deckglas wurde sorgfdltig vom Objekttridger geldst, wo-
bei darauf geachtet wurde, dass das Priparat nicht aus-
trocknete. Mit Filterpapier wurde soviel Wasser wie méglich

abgesaugt und die Rilickseite des Deckglases getrocknet, um



spater einen guten thermischen Kontakt mit dem Prédparat-
halter des Gefriertrockners zu ermSglichen. Dann wurde

das Deckglas, Chromosomen voran, in schmelzendes Freon 22R
gestossen und anschliessend unter fliissigem Stickstoff

auf den eigens konstruierten Pr&dparathalter montiert.

Wenn der Halter mit 8 Prdparaten beladen war, wurde er auf

den vorgekihlten Tisch des Lyophilisators geklemmt.

In einigen Fdllen wurde 32%iger Aethanol als Gefrierschutz
verwendet (Gefrierpunkt -22°C, (Handbook)). (Methode a.l)

b) Einfrieren mit flissigem Helium II

Mehrere Pr&parate wurden in fllssigem He II bei 2%k einge-
froren. Dazu wurde ein Kryostat nach FERNANDEZ-MORAN (1960)
verwendet, der mit einem Korb zum Auffangen der Prdparate
versehen wurde. Die Prdparate wurden einzeln rasch in das
Vakuum ilber dem Helium eingeschleust und fallengelassen,
bevor das Wasser iliber den Chromosomen gefrieren konnte.
Normalerweise kochte das Helium w&hrend maximal 0.5 Sekun-
den um das Prédparat. - Wenn alle Prdparate eines Versuchs
eingefroren waren, wurde der Kryostat belliftet und der Korb
mit den Prédparaten rasch in fllissigen Stickstoff transfe-

riert. Die Montage war dieselbe wie oben.

¢) Lyophilisation

Um die Prédparate bei kontrollierbaren tiefen Temperaturen
trocknen und anschliessend bedampfen zu kOnnen, ohne sie
zwischendurch an Atmosphdrendruck und -feuchtigkeit zu
bringen, wurde ein modifizierter Edwards 306-Gefrierdtzer
benutzt. Die Modifikation war notwendig, um die erforder-
lichenlangen Trocknungszeiten zu ermdglichen.

Da Glas ein schlechter thermischer Leiter ist, musste in

Vorversuchen die Tischtemperatur ermittelt werden, die
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notig ist, um die Prdparate auf einer bestimmten Temperatur
zu halten. Dazu wurde statt der Chromosomen ein Mikro-
Thermoelement auf einem Deckglas festgefroren und wie ein
normales Prdparat montiert. Es wurde folgender Zusammen-

hang zwischen Tischtemperatur und Prdparattemperatur ge-

funden (Vakuum besser als 10—6Torr):
Tisch oC Prédparat oC
-180 -148
-150 -129
~114 - 99
-100 - 87 %
- 90 - 78

* nach 2 Std. -97°C

Es besteht die Tendenz des Prdparates, nach ldngerer Zeit
(Stunden) auf Tischtemperatur zu equilibrieren. Ein Ein-
fluss der Temperatur des Thermoelementes auf die Préparat-

temperatur konnte nicht festgestellt werden.

Bei einem Experiment wurde der stickstoffgekihlte Prédparat-
halter mit den Chromosomen auf den auf -150°C vorgekiihlten

Prdparattisch geklemmt und die Glocke evakdiert. Sobald

das Vakuum lO-'4 Torr erreicht hatte, wurde die Tischtempe-

ratur auf -100°C eingestellt und die Apparatur wdhrend drei

Tagen unverdndert laufengelassen.

d) Bedampfung
Normalerweise wurden die Prdparate mit Pt/C bedampft. Wdh-
rend der Bedampfung wurde der Tisch hin- und hergedreht, um

die Chromosomen allseitig dem Strahl auszusetzen.



Die Bedampfungsschicht war ca. 100 i dick; die Dicken-
bestimmung geschah durch bptischen Vergleich mit Schichten,
deren Dicke mittels Schwingquarz in einer Balzers-Gefrier-

dtzanlage gemessen wurde.

Nach der Bedampfung wurde der Tisch auf +30°%C aufgeheizt
und die Vakuumkammer mit Stickstoff beliiftet. Die Prdparate
wurden herausgenommen, mit CementitR auf SEM-Prdparathalter
aufgeklebt und die bedampfte Oberfldche mit einem Tropfen
Leitsilber mit dem Halter elektrisch leitend verbunden.

Bis zur Auswertung im SEM wurden sie dann in einem Exsik-

kator aufbewahrt.

Einige Pridparate wurden nach der Trocknung in einem Exsik-
kator zu einer Balzers Mikro-BA-3-Bedampfungsanlage trans-
poftiert und dort auf einem Tisch mit Planetenbewegung mit

250 & Gold bedampft.

a) mit CO2

Die Priparate wurden unter Wasser auf den Prédparathalter
der Trocknungs- und Bedampfungsanlage montiert (s. oben),
in Aethanol kontinuierlich entwdssert und tber Gemische
von 30% und 70% Amylacetat in Alkohol schliesslich in
100% Amylacetat gebracht. Der nasse Halter wurde in die
mir von Prof. W. Bernhard freundlicherweise zur Verfligung
gestellte Druckkammer gebracht und mit einem Deckel gegen
den Coz-Strahl geschiitzt. Das weitere Vorgehen ist bei
ANDERSON (1951) beschrieben. Kriterium fir den vollstdndigen
Ersatz des Amylacetats durch CO2 war Geruchlosigkeit des
Gases am Auslassventil. Der trockene Prédparathalter wurde

herausgenommen und zur Bedampfung in die Edwards—Anlage




gebracht. Die ndchsten Schritte waren dieselben wie oben.

b) mit N,O (Lachgas)

2

Lachgas hitte gegeniliber CO, den Vorteil, mit Wasser misch-

bar zu sein. Dies wiirde eiie Entwdsserung in Aethanol -
Amylacetat erilibrigen. Das Vorgehen war dasselbe wie bei
KOLLER und BERNHARD (1964) beschrieben; die Prédparate waren
immer auf dem Spezialhalter fiir die Bedampfungsanlage mon-
tiert,

Leider war in Zlirich kein in der Fliissigkeitsphase &lfreies
Lachgas erhdltlich; alle Prédparate waren nach der "Trocknung"
mit einem Oelfilm bedeckt. Deshalb wurde diese Methode

fallengelassen.

2.2.3. Auswertung

Die Prdparate wurden in einem Cambridge Stereoscan S4 SEM
bei einer Beschleunigungsspannung von 18 kV betrachtet.

Meist wurde der Tisch um 30° gegen die Vertikale geneigt.

2.2.4. Kontrollen

Als Kontrollen wurden Diinnschnitte angefertigt. Die Prd-
parate wurden in Epon/Araldit auf der Glasoberfliche ein-
gebettet. Die polymerisierten Bldcke wurden nit flilissigem
Stickstoff abgesprengt und wie liblich zu Dinnschnitt-
Prédparaten verarbeitet, die mit Uranylacetat und Bleicitrat

kontrastiert wurden. Die Auswertung erfolgte im Zeiss EM 9,

Es wurden nach folgenden Schritten Kontrollprdparate abge-

zweigt: Isolation, Lyophilisation aus Wasser, Lyophilisa-



tion aus 32 % EtOH, Kritischer-Punkt-Trocknung mit C02,

Auswertung im SEM.

3. RESULTATE

Die Morphologie gefriergetrockneter Chromosomen ist stark
ebhdngig von der Methode des Einfrierens, die mit zunehmen-
der Geschwindigkeit verbesserte Gefrierraten erwarten liess,
und der Temperatur wdhrend der Lyophilisation. In Anlehnung
an die Gefrierdtztechnik (BULLIVANT 1973) wurden mdglichst

rasches Einfrieren und tiefe Temperaturen angestrebt.

3.1, Einfrieren mit Freon 22R

Lyophilisation bei -60°C, Bedampfung mit ca. 250 % Gold:
(Fig. 2) )

Auffallend ist die relativ glatte Oberfldche des Nucleolus,
sowie die grobmaschige Struktur des Chromosoms. Banden und
Interbanden sind gut unterscheidbar. In BR sind die Struk-
turelemente eher zentrifugal und locker angeordnet. In Ban-
den scheinen sie sehr dicht zu liegen; die Oberfldche zeigt
wenige Details, da sie wahrscheinlich ganz mit Gold aufge-
flillt ist. Interbanden wiederum scheinen eher locker zu

sein, mit vorwiegend ldngs orientierten Fibrillenbiindeln.

Fig. 3 stellt ein IV. Chromosom von C. tentans dar, das im

Gegensatz zu Fig. 2 unter Zusatz von 1 mM MgCl, fixiert,

2
dann aber nach der gleichen Methode eingefroren und getrock-
net wurde. Auffallend ist die granuldre Struktur von BR 2, so-
wie die dichtere Beschaffenheit des Chromosoms. Die Fibril-

lenbiindel sind diinner, dafir zahlreicher.



Die Dlinnschnitt-Kontrolle (Fig. 5 b+c) zeigt massive Ver-
d&nderungen der Ultrastruktur von Chromosomen, die auf diese
Weise eingefroren, lyophilisiert, bedampft und im SEM be-
trachtet wurden, gegeniliber Chromosomen, die, wie iiblich

fliir Dinnschnitte, direkt nach der Fixation entwdssert und
eingebettet wurden (Fig. 5a). Die Vergrtberung der fibril-
ldren Struktur ist offensichtlich. Fig. 5c ist das identische
Chromosom wie in Fig. 3, das nach der Auswertung im SEM
ebenfalls via Aceton in Plastic eingebettet wurde. Die in
Erscheinung tretenden groben Maschen sind L&cher, die beim
Einfrieren entstandene Eiskristalle hinterlassen haben; sie

sind mit denjenigen in Fig. 5b vergleichbar.

a.l. Einfrieren mit Gefrierschutz, Weiterbehandlung gleich
wie oben. Unm mbglicherweise eine grdssere Gefrierrate zu
erreichen, wurden Versuche mit Gefrierschutzmitteln ange-
stellt. Glycerin fiel ausser Betracht, da es nicht subli-
mierbar ist (unterkiihlte Fliissigkeit). Als einfachstes
Mittel wurden verschiedene Konzentrationen von Alkohol
angewandt. 32 % Aethanol in dest. Wasser ergab gute Resul-
tate (Fig. 3), die sich durch ErhShung des Alkoholgehalts
nicht mehr verbessern liessen. Im Dlinnschnitt zeigte ein
Schwesterchromosom eine sehr dichte Struktur, die jedoch
Banden und Interbanden noch erkennen liess (Fig. 4d). ‘
Die BR sind sehr schdn erhalten. Bei der Verdichtung der
Struktur dilirfte es sich um ein Dehydrierungsartefakt han-
deln. |

3.2. Einfrieren mit fllssigem Helium II

Eine weitere Steigérung der Gefrierrate versuchte ich zu
erreichen, indem ich Chromosomen mit He II einfror. Wegen
seiner hohen thermischen Leitfdhigkeit bildet He II weniger

rasch einen isolierenden Gasmantel um das einzufrierende



Objekt als flissiger Stickstoff. Dazu ist das Temperatur-
gefdlle gr&sser (Zimmertemperatur — 2°K) als bei Freon 22R
(Zimmertemperatur —» 127°K). Offenbar sind jedoch Riesen-
chromosomen zu grosse Objekte, als dass sich die Gefrier-
rate auf diese Weise entscheidend steigern liesse; auf jeden
Fall wurde weder im SEM noch im Diinnschnitt ein Unterschied
in der Struktur gegeniiber mit Gefrierschutz (32 % Aethanol)

. R .
in Freon 22 eingefrorenen Chromosomen gefunden.

3.3. Kritischer-Punkt-Trocknung (CPD)

Mit der CPD-Methode wurde versucht, Gefrierartefakte 2zu
umgehen. Es liess sich jedoch kein Unterschied in der Ober-
fldchenstruktur zwischen auf diese Weise getrockneten und
mit 32 % Aethanol und Freon 22R eingefrorenen und lyophili-
sierten Chromosomen finden. Die Oberfldche ist, wie bei
diesen, glatt mit Buckeln iiber Banden und Dellen bei Inter-
banden. BR haben eine rauhe Struktur mit eher zentrifugal
orientierten Elementen, die jedoch keine Granulation zeigen.
Loops lassen sich nicht erkennen, ebenso sind Agglomerate
von BR-Granulen (STEVENS 1964) nicht auszumachen. Ueber die
Packung und Orientierung von Fibrillen in Banden oder’Inter-
banden ldsst sich keine Aussage machen, da sie wahrschein-
lich von der Metallschicht, in diesem Fall 100 X Pt/C,

zugedeckt sind.

4, DISKUSSION

Mit dem SEM lassen sich die eingangs gestellten Fragen nur
teilweise beantworten. Einmal ist das Aufldsungsvermdgen

des Instrumentes heute offenbar doch noch nicht so hoch,



dass diinne Fibrillen in der Gr&ssenordnung von 100 X,

wie sie in Chromosomen auftreten (BORNKAMM und SONNEN-
BICHLER 1973), einwandfrei dargestellt werden k&nnten.

Dazu kommt aber noch die Vorbehandlung, die sehr dazu ge-
eignet ist, mannigfache Artefakte einzufithren. Einerseits
missen die Objekte trocken, d.h. wasserfrei sein, weil

das SEM bei Vakuum arbeitet. Gefrier- und Trochnungsarte-
fakte sind nicht auszuschliessen. Andererseits muss die
Oberfldche elektrisch leitend gemacht werden, was bis jetzt
am leichtesten durch Aufdampfen einer sehr dliinnen Metall-
schicht geschah. Diese Metallschicht ist in meinen Versu-
chen ca. 100 & (Pt/C) oder ca. 250 : (Au) dick und wird
allseitig aufgebracht. Das bedeutet, dass Struktureinzel-
heiten, die ndher als die doppelte Dicke einer Bedampfungs-—
scﬁicht beieinanderliegen, im SEM nicht mehr unterschieden
werden k&nnen. Daraus resultiert eine weitere Verschlech-

terung des Aufldsungsvermbgens des Verfahrens.

Die gezeigten Bilder lassen sich auf folgende Weise inter-
pretieren: Als Mass fiir die Gefrierrate kann die Grosse

der beim Einfrieren entstehenden Eiskristalle genommen wer-
den. Die mit dem SEM erzielten Bilder veranschaulichen dies
deutlich. Fig. 2 stellt ein Chromosom dar, das relativ
langsam eingefroren wurde. Die Kristalldcher sind entsprechend
gross. Das gefrierende Wasser hat die feine Fibrillenstruk-
tur des Chromosoms zerstdrt und viele kleine Einzelfibrillen
und kleinere Bilindel zu groben Strdngen zusamrengeschoben.
Der Einfluss von Mg++ im Fixiermedium (Fig. 3) scheint die
diinne Fibrillenblindel etwas zu stabilisieren, so dass ein
feineres Maschenwerk entsteht als in Fig. 2. Der BR jedoch,
der aus vielen lockeren Einzelfibrillen besteht (Fig. 1),
scheint immer noch zu wenig stabilisiert zu sein, denn er

ist deutlich kleiner als im lichtmikroskopischen Bild. Das



Chromosom selbst hat eine relativ feinmaschige, schwammige
Struktur, deren L&cher wiederum wahrscheinlich ein Kristal-
lisationsartefakt sind, wie dies der Dinnschnitt (Fig. 5c)
sehr deutlich zeigt. - Die Granulen, mit welchen der BR
besetzt zu sein scheint, sind ca. eine Zehnerpotenz grés-—
ser als BR-Granulen (STEVENS 1964); es dirfte sich dabeil
um eingeschrumpftes Material von der Peripherie handeln,
das sich zu sphdrischen Partikeln aufspiralisiert hat
(TOCZKO und JAZWINSKI 1971).

Wie Fig. 5d zeigt, liess sich die Gefrierrate durch Gefrier-
schutz steigern: die Kristalldcher sind verschwunden; da-
flr resultiert eine so dicht gewobene Oberfl&che, dass

das oben erwdhnte Kriterium vom Abstand einzelner StrukturF
elemente Anwendung findet: die Oberfldche wird, mit Aus-
nahme des BR, zusammenhdngend glatt, bloss grdssere Un-
ebenheiten wie Banden treten als Buckel hervor, kleinere
Komponenten werden von der Bedampfungsschicht zugedeckt.

Es ist also unmdglich, n&here Aussagen iiber den Fibrillen-
verlauf im Chromosom zu machen. Im BR ist die Struktur
lockerer, daher auch profilierter; aber auch hier hat die’
Schrumpfung der peripheren Teile wieder zu einer wesentli-

chen Vergr&berung der Oberfldchenstruktur geflihrt.

Dass die Pr&dparation mit He II und CPD gleiche Resultate
lieferte, ist nun nicht anders zu erwarten: Kristall&cher
werden noch kleiner oder fallen weg, das Chromosom scheint
mehr oder weniger homogen; einzig die BR zeigen eine etwas
detailliertere Struktur, die jedoch ebenfalls noch unge-
nligend stabilisiert ist, wie fehlende loops und BR-Granulen

vermuten lassen.

SCHEID et al. (1972) haben meines Wissens erstmals isolierte

Riesenchromosomen von D. melanogaster im SEM dargestellt.
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Die Qualitdt ihrer Bilder lisst jedoch auf ungeeignete und
viel zu komplizierte Prdparation schliessen; (der Reihe nach:
Isolation in Glancy-Medium, Essigsdurefixation, Quetschung,
Gefrieren, Alkohol, Vakuumtrocknung, Fdrbung mit Orcein,
Alkohol, Wasser, Trypsin, 0.1 N Essigsdure, Wasser/Methanol
l:1, Wasser, Alkohol, Vakuumtrocknung, Bedampfung Kohle-Gold-
Kohle). Sdmtliche feineren Details sind verschwunden, sicht-
bar sind nur ganz starke Banden und Interbanden. Der fibril-

ldre Aufbau ist nirgends auch nur angedeutet.

Anders bei TROESCH et al. (1974): Die dort gezeigten Bilderx
von Chromosomen in situ haben grosse Aehnlichkeit mit meineﬂ
letzten Prdparaten (Fig. 3), wenn auch zu sagen ist, dass

die oft sehr starke Granulation der Chromosomenoberfldche

und vor allem das Nukleolus bei TROESCH wahrscheinlich auf
prdzipitierte Kernsaftproteine zurlickzufiihren ist. Trotzdem
ist der fibrillire Aufbau der Chromosomen unter den gegebenen
Umstidnden noch relativ gut erkennbar, und auch die BR haben
die gleiche Struktur wie bei isolierten Chromosomen. Aus dem
Vergleich dieser zwei Arbeiten ldsst sich schliessen, dass die
Morphologie der Chromosomen durch die Isolation nicht gestdrt
wird, ja sogar, dass uns dadurch mdglicherweise ein besserer
Einblick in die Chromosomenstruktur ermdglicht wird. Anders
verhdlt es sich natlirlich mit den Beziehungen der Chromosomen
zur Kernmembran, auf die in der vorliegenden Arbeit nicht ein-
gegangen wurde.

Es scheint mir im Augenblick wenig sinnvoll zu sein, SEM-Unter-
suchungen an Riesenchromosomen fortzusetzen; prdparative und
apparative MSglichkeiten miissen vorher entscheidend verbessert
werden. Die Fixation der Chromosomen bereitet noch Schwierig-
keiten, bei der Bedampfung mit Metall gehen Struktureinzel-
heiten verloren, und das Aufldsungsvermbgen des SEM kann be-
stimmt noch verbessert werden. Zumindest vorldufig werden wir
uns mit nur zweidimensionalen, dafiir besser aufldsenden Dar-

stellungen im TEM begniligen miissen.



5. ZUSAMMENFASSUNG

Ausgehend von der Tatsache, dass dreidimensionale Struk-
turen im Lichtmikroskop und im Transmissions-Elektronen-
mikroskop nur in beschridnkter Weise dargestellt werden
kénnen, wird in dieser Arbeit versucht, die Moglichkeiten
des Scanning-EM fiir die Darstellung von isolierten Polytdn-

chromosomen von C. tentans und C. thummi einzusetzen.

Die Chromosomen werden in Glancy-Medium auf ein Deckglas-

stiick isoliert. Die Fixation geschieht mit 2.5 % Glutaral-

dehyd im Medium. Anschliessend werden die Prdparate auf

eine der folgenden Arten getrocknet:

- Gefriertrocknung, wobei das Einfrieren mit Freon 22R mit
oder ohne Zugabe von Alkohol als Gefrierschutz geschieht;

- Gefriertrocknung; die Priparate werden mit fliissigem He II
eingefroren. Die eigentliche Lyophilisation geschieht in
allen Fillen in einer modifizierten Gefrierdtzanlage bei
-lOOOC und in einem Vakuum von ca. 10_6 TOYXTr.;

- Kritischer-Punkt-Trocknung mit C02, mit vorhergehender
Entwidsserung in Alkohol und Amylacetat;

- Kritischer-Punkt-Trocknung mit NZO' ohne vorhergehende

Entwdsserung.

Die getrockneten Pridparate werden mit ca. 100 R Pt oder

250 X Au bedampft, auf Probenhalter montiert und in einem
Cambridge Stereoscan S4 Scanning-EM ausgewertet. Als Kon-
trollen werden Diinnschnitte nach verschiedenen Prdparations-

schritten hergestellt und im Transmissions-EM betrachtet.

Die Gefrierrate bestimmt weitgehend die Struktur der lyo-
philisierten Chromosomen. Einfrieren ohne Gefrierschutz re-.
sultiert in einem groben Maschenwerk, vor allem in den Inter-

banden. Der Nucleolus hat eine relativ glatte Oberfldche; in




Balbiani-Ringen sind die Strukturelemente eher zentrifugal
angeordnet. Bei Zugabe von Mg2+ erscheinen sie grob gekdrnt.
Die Dlinnschnitt-Kontrolle l&dsst die Bildung von groben Eis-
kristallen vermuten. Bei Verwendung von Gefrierschutz oder
He II als Gefriermittel, sowie bei Kritischer-Punkt-Trocknung
mit CO2 bleibt die feine fibrilldre Struktur der Balbiani-
Ringe besser erhalten (Dlinnschnitt). Im SEM wirken sie fein
strukturiert, zeigen jedoch weder loops noch Granulen, wie
sie vom Diinnschnitt her vermutet werden. Die Chromosomen-
Oberfldche ist bucklig—glatt; die fibrilldre Struktur tritt
kaum zutage. Dieser Befund wird dadurch erkldrt, dass das
Fibrillennetz der Chromosomen so feinmaschig ist, dass es

von der Bedampfungsschicht zugedeckt wird.

Die Befunde werden mit den beiden meines Wissens einzigen
publizierten Arbeiten liber SEM an Polytdnchromosomen (SCHEID
et al. 1972, TROESCH und LINDEMANN 1974) verglichen und eine
gewisse Parallelitdt zu derjenigen von TROESCH und LINDE-
MANN (1974) festgestellt.
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" Elektronenmikroskopische Untersuchungen zur Ultra-
struktur von ioneninduzierten Dekondensationen
isclierter Speicheldriisenchromosomen von

Chironomus thummi
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l. EINLEITUNG

Ueber Struktur, chemische Zusammensetzung und Funktion von
Chromatin ist seit einiger Zeit viel Information zus ammen-
getragen worden. Man weiss, dass die Extraktion von Histon
aus Rattenleberchromatin von erhShter Matrizenaktivitdt der
nunmehr histonfreien DNS begleitet ist (HUANG und BONNER
1962, OHLENBUSCH et al. 1967, ZUEGER 1974). BRASCH et al.
(1972) zeigen, dass schrittweise Extraktion von Histon aus
Hihnererythrocyten- und -Leberkernen charakteristische Ver-
dnderungen der Ultrastruktur hervorruft. Die beobachteten
Verdnderungen erlauben aber keine Lokalisation der Reaktion,
da Chromatin nicht in gr8ssere, wiedererkennbare strukturelle

Einheiten gegliedert ist.

Strukturell gegliedertes Chromatin liegt in den Riesenchro-

mosomen von Dipteren, z.B. Chironbmus, vor. Deshalb eignen

sich diese Chromosomen besonders gut fiir Modellversuche, in
welchen die Lokalisation der Genaktivierungsreaktion von

Interesse ist.

Aufgrund von Versuchen an Riesenchromosomen stellt KROEGER
(1963) die Ionenhypothese auf: Ionen induzieren spezifisch
Genaktivitdt, die sich bei Riesenchromosomen als puffing
manifestiert. LEZZI und GILBERT (1970) zeigen, dass spezi-
fische Stellen auf isolierten Riesenchromosomen von Chirono-
mus selektiv auf Erh&hung der Konzentration von Na® oder K'
mit "fading" reagieren. ROBERT (1971) hat diesen Effekt noch
deutlicher gezeigt: Bei pH 4.3 reagieren die Chromosomenloci
auf Angebot von Salzldsungen Qerschiedener Ionenstdrken und
Zusammensetzungen mit Dekondesationen von noch viel grés-
serem Ausmass als bei neutralem pH. ZUEGER (1974) bestétigt“
an Rattenleberchromatin, dass bei Behandlung mit entsprechen-

den SalzlOsungen Histone freigesetzt werden und die Matrizen-
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aktivitidt steigt. In dieser Arbeit sollte versucht werden,

den Dekondensationsvorgang an nach ROBERT (1971) behandel-
ten Chromosomen im Elektronenmikroskop zu verfolgen, um

eventuell mit der Histonfreisetzung parallellaufende Ver-

dnderungen der Ultrastruktur selektiv auf verschiedene

Ionen reagierender Chromosomenloci festzustellen. Ausser-
dem sollten kinstlich induzierte Dekondensationen und an

| der gleichen Stelle auftretende puffs der Normalentwick-

lung verglichen werden. Im weiteren wurde versucht, folgende

Fragen zu beantworten:

- Korrelieren die Verdnderungen der Ultrastruktur von ionen-

induzierten Dekondensationen mit denjenigen, wie sie z.B.

BRASCH et al. (1972) an Chromatin festgestellt haben?

- Woher stammt das Material, das flir Dekondensationen von

solchen Ausmassen bendtigt wird?

- Manifestiert sich der Unterschied zwischen der Spezifitidt

auf Na+ und derjenigen auf K+ in der Ultrastruktur?

- Welches ist die Zusammensetzung der beobachteten Stellen
hinsichtlich DNS, RNS und Protein vor und nach der Salzbe-
handlung, und bestehen Unterschiede zu den Stellen, die

nicht dekondensieren?

Als TeStstellen wurden die Regionen III 4l und III d1l.1 von
C. thummi gewdhlt, die im Lauf der Normalentwicklung puffs
bilden, und die mit K+ resp., mit Na+ zum Dekondensieren ge-
bracht werden kOdnnen (ROBERT 1971).
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2. MATERIAL UND METHODEN

2.1. Material

Es wurden Speicheldrilisenchromosomen der Larven im 4. Stadium

von C. thummi verwendet.

2.1.1. Medien

" Als Isolationsmedium diente Glancy's (D'ANGELO 1946) Medium:
60 mM NaCl, 90 mM KC1l, 5 mM Phosphatpuffer pH 7.3

Folgende Testmedien wurden verwendet:

a. pH 7.3

"Glancy Mod. I": Glancy's Medium mit Zusatz von 1 mM MgCl2

b. pH 4.3 4
300 Na/2: 300 mM NaCl, 2 mM CaClz, 12.5 mM Veronalpuffer
pH 4.3 350 Na/2, 400 Na/2, 450 Na/2 analog.

Gleiche Konzentrationsreihe flir KCl anstelle von NaCl.

c. Fixiermedien
Als Fixiermedium wurde das Jjeweilige Testmedium mit Zusatz
von 0.1 % resp. 2.5 % Glutaraldehyd (GA) beniitzt.

2.1.2. Apparate

Die Chromosomen wurden unter einem Leitz-Stereomikroskop
isoliert. Die lichtoptische Auswertung erfolgte auf einem
Zeiss Universal-Mikroskop; Aufnahmen wurden mit einer Wild
MKa II Fotoautomatik auf Polaroid Typ 107 oder Typ 105 Film
gemacht. ’

Dlinnschnitte wurden auf einem LKB Ultrotome II hergeétellt.
Zur elektronenoptischen Auswertung wurde ein Siemens Elmiskop
101 beniitzt.



2.2. Methoden

Die Prédparation flir das Transmissions—-EM unterscheidet sich
von derjenigen fiir das SEM (s. 1. Teil) in der Weise, dass
anstelle des Deckglases ein silikonisierter Objekttrdger
verwendet wurde, auf den mit einem Diamanten ein Feld ge-
zeichnet wurde, in welches die Chromosomen deponiert wurden.

Anschliessend wurde der gesamte Objekttrdger weiterverarbeitet.

Unter dem Mikroskop wurde ein geeignetes Chromosom ausgesucht
und fotografiert (40x Wasserimmérsions—Objektiv). Sodann

wurde mit einer Pipette von der einen Seite her das Isola-
tionsmedium weggesaugt und gleichzeitig von der anderen

Seite her das Testmedium unter stédndiger Beobachtung im
Mikroskop zugefiligt. Dieser Vorgang wurde solange ausgefihrt,
bis sich der Zustand des Chromosoms nicht mehr verédnderte.
Sodann wurden ca. 3 ml Fixiermedium (0.1 % GA) zuge fligt und
bis auf einen Tropfen von ca. 0.5 ml abgesaugt. Das Prdparat
wurde dann fotografiert, numeriert und im Kihlschrank bei

4°C unter dem Deckel einer Deckglasschachtel liegengelassen.
Die Prdparate, bei denen niedrige Ionenstdrken angewandt
wurden, wurden so 24 Std. lang fixiert, solche, bei denen

hohe Ionenstdrken verwendet wurden, jedoch 48 Std.; dann wurde
das erste Fixiermedium gegen solches mit 2.5 % GA ausgetauscht
und das Prdparat flir weitere 24 Std. in den Kihlschrank ge-
legt. - Auf die Differenz der Fixierzeiten komme ich weiter
unten (Resultate) noch zurilick. - Nach der Fixation wurden die
Prdparate mit destilliertem Wasser gewaschen und mit Aethanol
kontinuierlich entwdssert: zu den in destilliertes Wasser
eingestellten Prédparaten wurde unter sténdigem Rilhren 100 %iger
Alkohol eingepumpt und das Gemisch mit der gleichen Pumprate
entfernt. Nachdem ca. das vierfache Volumen Aethanol aufge-
braucht war, wurden die Prdparate in absoluten Alkohol ge-

stellt, dann einzeln mit Alkohol lber CuSO, gewaschen und

4
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auf dem Objekttrdger in Epon/Araldit eingebettet. Die Poly-
merisation erfolgte bei 60°C tiber Nacht; anderntags wurden
die Blocke mit flissigem Stickstoff abgesprengt, um das
vorher fotografierte Chromosom die Pyramide getrimmt und

auf dem Ultramikrotom mit Glasmessern 600 % dicke Schnitte
hergestellt. Die B&ndchen wurden auf 75 mesh Netzchen mit
Formvarfilm und Kohleschicht aufgenommen. Kontrastiert wurde
mit Uranylacetat (5 %, 10 Min.) und Wismuth-Subnitrat (RIVA
1974). Im Hinblick auf zytochemische Kontrollversuche wurden
die Chromosomen auch nach BERNHARD in Butyl/Methyl-Metha-
crylat eingebettet.

Es wurden folgende Kontroll-Experimente durchgefiihrt:
Trypsinbehandlung nach BERNHARD.

RNase nach LEDUC et al. (1963) (2 Std.)

EDTA-Methode nach BERNHARD (1969).

Von einigen Prédparaten wurden anschliessend an die Diinn-
schnitte noch l/p dicke Schnitte hergestellt, auf Glasobjekt-
trdgern mit Orcein/Essigsdure angefdrbt und im Lichtmikroskop

mit Oelimmersion fotografiert.,

Im EM kSnnen die Chromosomen anhand der Polaroid-Aufnahmen
bei kleiner Vergr&sserung leicht wiedererkannt werden.
Als Standardvergrdsserung wurde 20'520x gewdhlt (errechnet

aufgrund eines Eichgitters mit 2160 Stegen/mm).
3. RESULTATE

3.1. Chromosomen bei pH 7.3

3.1.1. Ganze Chromosomen im LM

Phasenkontrastaufnahmen mit Wasserimmersion von isolierten
Chromosomen zeigten einen {ilberaus starken "Phasenhof", vor

allem wenn das Chromosom stark kondensiert war (s. unten).
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Deshalb wurde dazu Ubergegangen, die lichtoptische Kontrolle
im Interferenzkontrast (NOMARSKI) durchzufilhren. Die relief-
artige Erscheinung der Chromosomen darf jedoch nicht als
Oberfldchenbild interpretiert werden, sondern deutet auf
Dichte-Unterschiede hin. Dichte Zonen erscheinen erhaben,
weniger dichte evtl. als Einbuchtungen. Banden erscheinen
daher als "Berge", Interbanden als "Tdler". Mit einiger
Uebung l&dsst sich das Bandenmuster der Riesenchromosomen
wiedererkennen. (Fig. 1)

1,P dicke Orcein-gefarbte Plasticschnitte zeigen im Phasen-
kontrast die Bdnderung der Chromosomen sehr schdn und reich
detailliert.

3.1.2. Dinnschnitte im EM

Das charakteristische Bandenmuster tritt in der Uebersicht
schdn zutage. Es fd1lt jedoch auf, dass nicht alle Banden
gleich dicht sind (Fig. 2).'Es gibt sehr dichte Banden, aber
daneben auch relativ lockere und solche, die fast nicht mehr
als richtige Banden bezeichnet werden kdnnen. Feinste Banden
("Minibands", SORSA 1969) sind kaum zu erkennen. In Inter-
banden gleicht die Struktur einem relativ lockeren Netzwerk
von 150 - 300 R dicken Fibrillen, das sich in lockeren Ban-
den verdichtet., In dichten Banden ist kein fibrill&rer Auf-
bau mehr zu erkennen, sie scheinen mehr oder weniger homogen
fein gekdrnt zu sein. - In einigen lockeren Banden ist die
fibrilldre Struktur gut erhalten, und meist sind in diesen
Banden globuldre Partikel von ca. 500 i Durchmasser, oft in
Agglomeraten, vorhanden. Es wird vermutet, dass es sich dabei
um RNP-Partikel handelt.

Durch Isolation oder Inkubation in Mg++—haltigem Medium
(Glancy Mod. I) werden die meisten Banden dicht. Auf lahge

Strecken verfolgbare Stlicke von Fibrillen sind selten.
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Fig. 3 2zeigt eine Uebersicht {iber die Region. Sdmtliche
vorhandenen Banden geh8ren zur Art der lockeren, mit Mg++
verdichtbaren Banden. Die Interbanden zeigen ein lockeres,
ldngs orientiertes Maschenwerk aus 250 - 300 ® dicken Fi-
brillen, die jedoch meist deutlich sichtbar aus 2-3 dilinneren
Strdngen von ca. 150 2 bestehen. Dieses Maschenwerk verdich-
.tet sich, von III ¢4 her kommend, zu einer ca. 0.05/p breiten
lockeren Bande, die im Falle der Anwesenheit des puffs III dl
zahlreiche globul&dre Partikel von einem Durchmesser von ca.
500 % enthdlt. Nach einer ungefdhr ebenso breiten Interbande
folgt eine doppelt so breite, markant aus dichtem Maschen-~
werk bestehende Bande, die mit der lichtmikroskopisch sicht-
baren Bande in III dlg (HAEGELE 1970) identisch ist. Die
Fibrillenqualitdt ist die gleiche wie in den Interbanden,
jedoch liegen mehr Ld&ngs—- und vor allem mehr Querstrdnge vor.
Ganz selten kann man globuldre Partikel finden.

Vom Zentromer aus distal folgt wieder eine schmale Interbande
und darauf die z.T. dicht mit Granulen besetzte puff-bildende
Region dl.1l, die auf eine ganz schmale Bande zurlickgehen
dlirfte. Die Trennbande zur puff-bildenden Region dl.2 ist
wiederum schmal (ca. O.llp); der Ursprung des puffs dl.2
selbst ist schwer genau zu bestimmen. Die ganze Stelle be-
steht aus einem interbandenihnlichen Netzwerk von ca. 500 &
dicken Fibrillenbilindeln, die gelegentlich von Granulen be-
setzt sind. Die erste Bande in d2 endlich ist wieder von der
dichten Netzstruktur der dl-Bande.

Bei Zusatz von Mg++ (Fig. 4) zum Medium kondensieren alle
Banden stark; es ist keine fibrill&re Struktur mehr erkennbar.
Einzelne Banden 1l8sen sich im Schnitt in Schollen auf; die
Interbanden haben eine grdbere Struktur als ohne Mg++; sie

bestehen jetzt aus weniger, daflir dickeren Strédngen, an deren



Verkniipfungspunkten oft kleinere Schollen nicht-fibrilldren
Materials zu finden sind. Puffs sind von Interbanden auf

Grund ihres Gehalts an RNP-Partikel gut zu unterscheiden.

Die EDTA—Methode“néch BERNHARD (1969) ist allein nicht aus-
. sagekrdftig genug; in Verbindung mit Enzymversuchen kann
sie jedoch Hinweise geben. Die Resultate der Verdauungs?
versuche mit RNase und Trypsin sind nicht eindeutig, doch
scheinen sie mit der Erwartung teilweise Ubereinzustimmen.
LEDUC et al. (1963) beschreiben die Versuche an Metha-
crylat-Schnitten von Geweben. Versuche, isolierte Chromo-
somen in Methacrylat einzubetten, sind jedoch vor allem
bei ionenbehandelten Chromosomen fehlgeschlagen (s. unten).
Deshalb wurden sdmtliche Kontrollexperimente an Epon-einge-
betteten Chromosomen durchgefiihrt, was wegen der geringen
WasserlBslichkeit des Plastics zu weniger eindeutigen Resul-
taten fihrte.

Tabelle 1 gibt Auskunft liber die festgestellten Reaktionen:

Behandlung
keine | EDTA RNase Trypsin

RNP-Partikel + + -
Banden + - + +-
Interbanden + - + +-

Tab. 1. + = Kontrast,

= kein Kontrast.

Die Reaktionen traten gleichermassen in Gegenwart wie bei

Abwesenheit von MgCl2 ein. Vgl. STEVENS und SWIFT (1966)



3.2. Versuche bei pH 4.3

3.2.1. lichtmikroskopisch

Die Reaktion der Chromosomen auf die Medien von pH 4.3 er-
folgte in zwei Stufen: zuerst trat der "pH-Effekt" ein, eine
starke Kondensation des ganzen Chromosoms. Der Durchmesser
verringerte sich auf ca. die Hdlfte, und auch in der Ldnge
trat eine Kontraktion ein, die allerdings nur bei solchen
Chromosomen sichtbar war, die bloss an wenigen Stellen am
Glas klebten. In einer zweiten Phase erfolgte ein differen-
tielles, konzentrationsabhdngiges "swelling" (ROBERT 1971),
ebenfalls in allen drei Dimensionen. Ich beobachtete speziell
die Reaktion der Stellen IIIdl, dl.l und dl.Z2.

Tabelle 2 zeigt die lichtmikroskopisch sichtbaren Effekte in
der Region III dl - III dl.2 fir KCl (Vgl. Fig. 5):

Konz. mM III d1 — TIII 4 1.1 " III d1.2

300 erste Anzeichen einer be-
ginnenden Dekondensation

350 Beginn der Dekondensation -

400 deutliche Dekondensation erste Anzeichen
einer beginnenden
Dekondensation

450 starke Dekondensation deutliche Dekond.

500 sehr starke Dekondensation starke Dekondens.

Differentialitdt nicht mehr ausgeprdgt

Tab. 2

Bei der NaCl-Reihe traten dieselben Effekte auf, wobei ein
Unterschied zwischen der Wirkung von NaCl und derjenigen von

KC1l auf III dl.1 bzw. III dl nur in wenigen Fdllen vermutet
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werden konnte. Die Dekondensation ereignete sich in so starkem
Ausmass, dass immer beide Stellen davon erfasst wurden. Die
Reaktionen traten gleichermassen auf, ob die Konzentrationen
schrittweise gesteigert wurden, oder ob sogleich das end-
gliltige Testmedium angeboten wurde. Bis ca. 400 mM NaCl oder
KCl waren sie reversibel: wenn nach Angebot eines Testmediums
Glancy-Medium zugegeben wurde, verschwand das differentielle
swelling wieder, wobei jedoch das Chromosom am Ende eher "ver-
_klebt" aussah. 8

Na+- oder K+—Konzentrationen unter 300 mM erzeugten eine so
starke Kondensation der Chromosomen, dass eine sinnvolle
Auswertung unmdglich wurde. Ueber 450 mM setzte eine allge-
meine Dekondensation ein, die oberhalb 550 mM nur noch einzelne
starke Banden unberilihrt liess. Deshalb beschrédnkt sich diese
Untersuchung auf den Bereich zwischen 300 und 450 mM, in

dem die Reaktionen effektiv differentiell waren.

Die Fixation besonders derjenigen Chromosomen, die Ionen-
stdrken von ilber 350 mM ausgesetzt worden waren, bereitete
einige Schwierigkeiten. Wurde 2.5 % GA im Testmedium wd&hrend
30 Minuten angewandt, so quollen die Chromosomen bei an-
schliessendem Waschen mit Wasser bis zur Unsichtbarkeit auf.
Wurde die Fixationszeit auf 12 Stunden im Kilhlschrank aus-
gedehnt, so ergab sich eine Schrumpfung von mindestens 20 %
bereits im Fixationsmedium. Ebenfalls eine sehr deutliche
Schrumpfung trat bei Angebot von Uranylacetat oder Osmium-
tetroxid ein. Dies fiihrte dazu, dass eine mdglichst schonende
und dennoch griindliche Fixation entwickelt werden musste.

0.1 % GA bei 4°C wihrend 2 Tagen, gefolgt von 2.5 % GA
wdhrend 1 Tag erwies sich als geeignet; doch konnte eine

leichte Schrumpfung trotz allem nicht vermieden werden.



3.2.2. EM

Die Ultrastruktur von Chromosomen, die bei tiefem pH mit
Ionen behandelt worden waren, unterschied sich grundsdtzlich
von derjenigen bei pH 7.3. Die B&dnderung, die im Licht-
mikroskop noch durchaus vergleichbar war mit derjenigen bei
neutralem pH, war im Diinnschnitt nicht mehr zu finden. Bei
300 mM Né+oder ﬁ+(Fig. 6) bestand das ganze Chromosom aus
einer kompakten Masse, die durch LOcher und dichtere Stellen
'die frithere Struktur von Interbanden und dicken Banden er-
ahnen liess. Ein fibrilldrer Aufbau war hdchstens noch in
dlinn angeschnittenen Interbanden zu vermuten. Die Banden
manifestierten sich durch Reihen von dunkleren Punkten von
unregelmdssigem Durchmesser; sie waren oft auch viel schma-
ler als im nativen Zustand: die Bande in III dlg z.B. war

auf ca. 0'03,P vermindert. Die Stellen, an welchen bei h&heren
Ionenstidrken Dekondensationen auftraten, hatten aber schon
einen deutlich gr&sseren Durchmesser als Banden oder Inter-
banden; ein Anzeichen von Aufldsung in einzelne Struktur-
elemente war hdchstens die gelegentlich auftretende leichte
K6rnung. Wurde die Konzentration von Na+ odexr K+ auf 350 mM
erhéht, (Fig. 7) so wurden an prospektiven Dekondensations-
stellen die.eréten deutlichen Zeichen einer Aufldsung in
kleinere Struktureinheiten ersichtlich. Die Erscheinung war
nicht mehr amorph, sondern deutlich fein gekdrnt. Bei Stei-
gerung der Elektrolytkonzentration auf 400 mM konnten bereits
an.einigen Stellen feine Fibrillen vom Durchmesser von ca.
250 - 300 R erkannt werden (Fig. 8). Das ganze Chromosom mit
Ausnahme der Banden-"Reste" bestand nun aus einem sehr dichten
Netz von offenbar zufdllig orientierten Fibrillen.Regionen
Prospektiver ionenspezifischer Schwellungen hatten einen grods-
seren Durchmesser und waren ldnger als urspriinglich gleich-

+ + .
grosse Banden oder Interbanden. 450 mM Na oder K bewirkten
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eine noch weitergehende Dekondensation (Fig. 9/10). Es lagen
nun zufdllig orientierte Fibrillen vor, die gelegentlich eine
Lidngsorientierung bevorzugten. Die ehemals dichten Banden
bestanden noch aus einer Zone mit elektronendichten Konglo-
meraten von ca. 1000 2 im Durchmesser, die sich jedoch stel-
lenweise in Fibrillen aufzulSsen scheinen.

Es fehlte irgendeine Struktur, die eine bestimmte Bande

als Ursprung der ionenspezifischen Dekondensation hédtte
~erscheinen lassen. Die ganze Region III dl - III dl.l reagier-
te auf die Ionenbehandlung. Dieser Umstand verunmdglicht auch
praktisch die Unterscheidung zwischen Na+- und K+- spezifi-
schen Anschwellungen. Die Stelle auf dem Chromosom war auch
nur mit einiger Erfahrung und durch griindlichen Vergleich
mit der lichtmikroskopischen Aufnahme aufzufinden.
Ioneninduzierte puffs unterschieden sich von Interbanden, die
ebenfalls eine aufgelockerte Struktur aufwiesen, durch ihr
etwas dichteres Netzwerk. Ih Interbanden waren relativ mehr
lédngsorientierte Fibrillen anzutreffen.

In keinem Prdparat konnten globuldre Strukturen gefunden wer-
den, die Aehnlichkeit mit RNP-Partikeln in nativen Chromoso-
men aufwiesen. Bei Anwendung der EDTA-Methode (BERNHARD 1969)
wurde erwartungsgemdss das ganze Netzwerk kontrastlos, ein-
schliesslich der dichten Konglomerate in den "Banden". Durch
RNase-Verdauung konnte der Kontrast bei normaler Anfirbung
mit Uranylacetat und Wismuth-Subnitrat nicht abgeschwédcht
werden; ebenfalls trat kein bedeutender Kontrastverlust ein
bei Trypsinverdauung. - Diese Befunde sind jedoch, wie schon
welter oben erwdhnt, hOchstens als Hinweise zu werten, da
normalerweise flir enzymatische Versuche Methacrylat-Schnitte
verwendet werden. In Methacrylat-Schnitten zeigten die Chro-
mosomen jedoch eine andere Struktur als in Epon/Araldit ge-
schnittene Chromosomen; das Netzwerk sah "verklebt" aus. Um‘
jedoch bei allen Versuchen vom gleichen Strukturbild aus-

gehen zu kdnnen, war es also angezeigt, auch fiir die Enzym-
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versuche Epon/Araldit-Schnitte zu verwenden, obwohl bekannt
ist, dass in diesem Plastic wegen seiner geringen Durch-
dringbarkeit flir wdssrige Medien enzymatische Verdauungen

schlechter funktionieren als in Methacrylat.

4. DISKUSSION

‘4.1. Chromosomen bei pH 7.3

Isolierte Chromosomen zeigen in einem Medium, das keine
zweiwertigen Kationen enthdlt (Glancy-Medium) schon im
Lichtmikroskop ein anderes Bild als solche, die 2z.B. in
Gegenwart von Mg2+ préparierf wurden: Die Struktur sieht
lockerer aus, Banden scheinen weniger scharf gegen Inter-
banden abgegrenzt zu sein. Im EM bestdtigt sich dieses Bild
(Fig. 2): Die meisten Banden bestehen aus einem mehr oder
weniger dichten Netzwerk von Fibrillen, die aus den Inter-
banden herauskommen. Einige Banden sind sehr dicht. Wenn
die Chromosomen einem Mg2+—haltigen Medium ausgesetzt werxr-
den, verdichten sich noch weitere Banden und es entsteht
das Bild eines Chromosoms, &hnlich demjenigen, das z.B.
PEROV und CHENTSOV (1971) oder SORSA (1969) zeigen, wobei
jedoch im vorliegenden Prdparat das Chromosom viel schdner
dargestellt wird, da weder Kernsaft noch Zellbestandteile
einen stdrenden Hintergrund verursachen. Ich glaube also
sagen zu kdnnen, dass durch den Vorgang der Isolation die
Chromosomen in ihrer Struktur bei pH 7.3 nicht wesentlich
verdndert werden. Die Abwesenheit von zweiwertigen Kationen
erwies sich fir die Isolation als vorteilhaft, da sonst
Sekret und Plasma zdhfliissig wurden, das Chromosom bedeckten
und auch durch ein griindliches Waschen nicht mehr entfernt

werden konnten.




4,2, Chromosomen bei pH 4.3

Die meisten Versuche in dieser Arbeit wurden mit der KCl-
Konzentratidnsreihe gemacht. K" wirkt auf die Stelle III dl
(ROBERT 1971), die wihrend der Normalentwicklung nur in
Gegenwart von Ecdyson kurz vor und wdhrend der Hdutung "ge-
pufft" ist, wdhrend die Na+—empfindliche Stelle III dl.l in
Gegenwart von Juvenilhormon wdhrend fast des ganzen Larven-
stadiums einen mehr oder weniger starken puff bildet
(CLEVER 1962). Daher wurden vorwiegend junge Tiere ver-
wendet, deren puff III dl sicher abwesend ist; durch diese
Selektion konnte die Moglichkeit verringert werden, mit
Ionenwirkung einen prdexistierenden puff zu vergrdssern.
Anderseits muss berilicksichtigt werden, dass bei Jjungen Tie-
ren der puff III dl.l bereits vorhanden ist, und dass des-
halb keine Aussagen bezliglich der Spezifitdt der Na+- und
K+—Effekte auf diese Region gemacht werden konnen.

Die im Laufe der Dekondensation auftretenden Strukturver-

dnderungen entsprechen den Erwartungen:

4.2.1. Erniedrigung des pH von 7.3 auf 4.3: die freien

Carboxylgruppen der Aminosiuren werden neutralisiert, die
sauren Proteine befinden sich in der N&he ihres isoelek-
trischen Punktes, die Hydratation verschwindet: die Chromo-
somen kontrahieren sich. Im Lichtmikroskop ist diese maxi-
male Kontraktion sichtbar, begleitet vom Verlust einer deut-
lichen Gliederung in Banden und Interbanden. Im EM stellt
sich diese kontrahierte Struktur als undifferepzierte Masse
dar; das handenfdrmig auftretende elekrtronendichte Material
ist nicht ndher charakterisiert worden; es k&nnte sich dabei
tatsdchlich um Banden handeln, deren Protein verklumpt ist,

oder aber um puffs, deren RNP-Partikel aggregiert sind.
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4.2.2. ErhShung der Ionenstdrke bei pH 4.3: die Bindungen

zwischen DNS und Proteinen werden gelockert; durch Frei-

werden der Phosphatgruppen der DNS entstehen zunehmend

negative Ladungen im Ueberschuss. Dies filhrt schliesslich

zur Dekondensation. Tabelle 3 soll in Anlehnung an ROBERT

(1971) die bei der Dekondensation sich abspielenden Ver-

dnderungen der Ultrastruktur schematisieren:

Konzentration

Zustand des DNP

Kommentar

300 mM Na+_oder K+.

EM: homogene Er-
scheinung

350 mM Na' oder XK'

AblOsung der
Histone beginnt.
Fibrillire Struk-
tur wird sichtbar

400 mM Na+ oder K+

Weitere Abldsung
der Histone. Das
Netzwerk wird
lockerer,

450 mM Na+ oder K+

Histon Fl ist zum
gr&ssten Teil abge-
16st. Andere Histone
beginnen sich zu

.lockern. Die Maschen

des Netzes werden
weiter.

Tab. 3

Diese Erscheinungsbilder decken sich ziemlich genau mit den

Befunden von BRASCH et al. (1972): Bei schrittweiser Dissozi-

ation von Histonen geschieht eine graduelle Dekondensation

des Chromatins. Meine Befunde lassen sich vor allem mit den

Bildern von Erythrocytenkernen vergleichen. Die einzelnen
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Dekondensationsstufen entsprechen sich, obwohl die genannten
Autoren die Histone durch Senkung des pH allein entfernt ha-
ben. Die Dichte des Netzwerks und die Fibrillenqualitdt sind
gleich. Die beobachtete Reversibilitdt bei Ionenstdrken bis
ca., 400 mM NaCl oder KC1l ist aufgrund des obigen Schemas
verstdndlich: Bis zu dieser Ionenstdrke ist noch fast kein
Histon wirklich aus dem DNP-Komplex herausgel®&st; wenn nun
die Ionenstdrke wieder gesenkt und der pH erhdéht wird, kon-
nen lockere Bindungen wieder gefestigt, eventuell auch neue
geknlipft werden, da noch die n&tigen Bestandteile des Kom-

plexes in genligender Menge vorhanden sind.

4.2.3. Vergleich mit physiologischen puffs: Es stellt sich

die Frage, weshalb bei pH 4.3 die Dekondensation erst bei

einer Ionenstdrke von 300 mM beginnt. Nach ZUEGER (1974) dis-

soziiert Histon Fl bei dieser Ionenstdrke von Chromatin. Es

ist also anzunehmen, dass die Dekondensation eine Folge der

Abldsung von Histon Fl ist. Als ndchste Frage muss gestellt

werden: entstehen natiirliche puffs ebenfalls durch Abldsung

von Histon F1l? Es ist schwierig, hierauf eine Antwort zu

geben. Das Problem liegt darin, dass im Zellkern erstens

der pH hoher ist als 4.3, und dass zweitens die Ionenstdrke

sicher unter 300 mM liegt. LEZZI und GILBERT (1970) haben

an isolierten Chromosomen bei 150 mM und physiologischem

pH eine Dekondensation erreicht; ob diese jedoch von Dis?

soziation von Histon begleitet ist, wurde nicht untersucht.

Diese MOglichkeit ist aber mit Blick auf die Reversibilitdt

der Reaktion eher auszuschliessen {(s. oben).

Es ergeben sich nun folgende Schliisse:

1. Ioneninduzierte Dekcndensationen und natiirliche puffs haben
nichts Gemeinsames. Die beiden Anschwellungen entstehen
durch verschiedene Mechanismen und k&nnen nicht verglichen

werden.
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_’2. Sowohl bei natiirlichen wie bei ioneninduzierten Dekon-
densationen bei neutralem pH wird Histon nur teilweise
dissoziiert. Die bei tiefem pH erreichbare Situation,
dass die eine oder andere Histonfraktion quantitativ
extrahiert wird, tritt gar nie auf. Bei tiefem pH deckt
sich die Phase der teilweisen Dissoziation mit derjenigen
des Verbackens der Struktur und ist deshalb nicht sicht-

~bar. Die Dekondensation und das Freiwerden von Histonen
wdren damit die Fortsetzung eines Vorganges, der schon

bei niedriger Ionenstdrke eingesetzt hat.

Eine Erkldrung filir die grosse Ausdehnung der Dekondensation
bei 450 mM Na+ oder K+ wdre aufgrund der Versuche von JONES
und BEER (1970) an gespreitetem Kalbsthymuschromatin mdglich.
Frisch isolierte Chromatinfibrillen haben nach ihren Angaben
250 ® Durchmesser. Bei ErhShung dexr Salzkonzentration in

der Hypophase wird der Anteil an 100 ® messenden Fibrillen-
stlicken grdsser, begleitet von einer Elongation der einzelnen
Fiden. Weitere Erh8hung der Salzkonzentration bewirkt noch-
mals Verldngerung und Abnahme des Durchmessers auf 35 2. pie
Unwandlung einer 250 S-Fibrille in eine 35 S-Fibrille ist
von einer Verldngerung um das 20 - 30fache begleitet. -

Wenn nun im nativen Chromosom in Banden Fibrillen von 250 2
oder 100 % vorliegen, die bei Salzbehandlung in mehrheitlich
100 &% oder 35 R dicke umgewandelt wiirden, so wdre verstdnd-
lich, dass das daraus entstehende Netzwerk betrdchtliche Di-
mensionen annehmen kann.

Wegen der enormen Ausdehnung der dekondensierten stellen kann.
nicht mit Gewissheit eine lokale Spezifitdt der Reaktion er-
kannt werden. Unter den in dieser Arbeit angewandten Beding-
ungen ist es unmdglich, den Entstehungsort einer durch Na+
erzeugten Dekondensation von demjenigen einer durch K+ her-
vorgerufenen zu unterscheiden. Die beiden Stellen, die nach

LEZZI und GILBERT (1970) bei physiologischem pH spezifisch



- 48 -

auf die beiden Ionen reagieren, liegen ndmlich sehr nahe
beieinander. Das fiihrt dazu, dass immer beide Stellen von
der Dekondensation erfasst werden und deshalb nicht mehr
auseinandergehalten werden kdnnen. Dabei kdnnte das Fehlen
von Mg2+ im Medium, sowie die Gegenwart von puff III dl.l
eine Rolle spielen. Diese Beobachtungen erlauben keine Aus-
sagen bezliglich einen ionalen Spezifitdt der dekondensierten
-Stellen. Ein weiterer Unterschied zu in vivo puffs besteht
im Fehlen von RNP-Partikeln. Aus der Versuchsanordnung sind
solche jedoch nicht zu erwarten, da weder RNS-Vorldufer noch
Polymerase beigegeben wurden. Hingegen stellt sich die Frage,
ob die dichten "Bandenreste" eventuell Ueberbleibsel von
RNP-Partikeln und/oder puff-Proteinen von in vivo entstandenen
puffs sind. Die Ergebnisse der Versuche mit der EDTA-Methode
lassen ersteres eher unwahrscheinlich erscheinenj; letzteres
wdre mbglich, wenn ein Mechanismus der Dekondensation ange-
nommen wilirde, bei dem die Banden von der Mitte her nach der
einen oder andern Seite oder beidseitig aufgelockert werden,
wobel das aggregierte puff-Protein zur Seite gedrilickt wiirde.
puff-Protein ist nach LEZZI (1967b) zumindest in Gegenwart
von Mg2+ mit Trypsin schwer zu verdauen, was die zweideuti-
gen Resultate der enzymatischen Versuche wenigstens teil-
weise erkldrt. Ein solcher Mechanismus ist somit weder aus-

geschlossen noch bestdtigt.

4.3. Bilanz und Ausblick

Diese Arbeit bestdtigt am Modell von unter schonenden Be-
dingungen isolierten Polytdnchromosomen Beobachtungen, die
schon an isoliertem Interphasechromatin in analogen Versu-
chen gemacht wurden. Was das Verhalten bei schrittweiser i
Histonabldsung betrifft, dlirften Polytdnchromosomen und

Interphasechromatin gleichgesetzt werden, denn beide 2zeigen



- 49 -

dabei eine graduelle Dekondensation ihrer Ultrastruktur.

Bei den Polytdnchromosomen tritt dabei die Differentialitdt

zutage, d.h. es gibt neben Stellen, die auf Behandlung mit

einem bestimmten Ion reagieren, auch solche, die nicht de-
kondensieren. Dies ist ein Befund, der bei Chromatin nicht
méglich ist.

In dieser Arbeit wird hingegen keine Aussage iliber die Spe-

zifitdt einzelner Stellen flir ein bestimmtes Ion gemacht;

aufgrund der gewdhlten Bedingungen  ist eine solche nicht
mbglich. Der Entstehungsort einer Na+-bedingten Dekondensa~-
tion ist nicht von demjenigen einer K+—bedingten zu unter-
scheiden, da die beiden angesprochenen Stellen zu nahe bei-
einander liegen. Eine unterschiedliche Ultrastruktur ist
nicht zu erwarten. Mg2+ scheint eine nicht zu unterschdtzende

Rolle zu spielen, und schliesslich schafft die nicht kontrol-

lierbare Kontraktion der Chromosomen bei Senkung des pH zu-

sdtzliche Unklarheiten.

Es kann anhand der Bilder auch keine eindeutige Aussage Uber

die Fibrillenqualitdt gemacht werden. Im Rahmen dieser Ar-

beit ist eine solche auch nicht unbedingt ndtig, da die

Qualitit des Netzwerks genligend aufschlussreich ist.

Um diese Arbeit sinnvoll fortsetzen zu kénnen, miissten min-

destens folgende Bedingungen erfiillt werden:

1. miissten zwei weit auseinanderliegende Stellen auf dem
Chromosom fiir die Versuche gewdhlt werden, um Verwechs-
lungen von vornherein auszuschliessen.

2. miissten Bedingungen geschaffen werden, die die starke
Kontraktion bei der Senkung des pH verhindern.

3. sollten Mbglichkeiten bestehen, vor allem den Anfang der
Dekondensation genauer und mit besserer Aufldsung zu ver-
folgen. |

4. miisste Mg2+ in die Untersuchung miteinbezogen werden.

Wenn diese Bedingungen erfiillt sind, glaube ich, sollte man

auch der LOsung des Problems der Spezifitdt und der genauen

Lokalisation einen Schritt nd&her kommen.



5. ZUSAMMENFASSUNG

In dieser Arbeit wird die Ultrastruktur von ioneninduzier-
ten Verdnderungen isolierter Polytédnchromosomen von C. thummi
untersucht. Die dabei festgestellten Vorgédnge werden mit den
Ergebnissen analoger Versuche an Chromatin verglichen. Es
wird versucht, in der Ultrastruktur einen Hinweis auf die
Spezifitdt der Reaktion zu finden.

a) Chromosomen werden aus den Speicheldriisenkernen einzeln
von Hand in Glancy-Medium isoliert. Als Kontrolle des Aus-
gangsmaterials werden nach Fixation in 0.1 % und 2.5 %
Glutaraldehyd in Glancy-Medium die Chromosomen entwdssert,
in Epon/Araldit eingebettet und diinngeschnitten. Das
gleiche Experiment wird in Gegenwart von 1 mM MgCl2 wieder-
holt.

Die Ergebnisse dieser Versuche lassen vermuten, dass die
Chromosomen durch den Isolationsvorgang nicht wesentlich
geschddigt werden.

b) Die isolierten Chromosomen werden einer Reihe von Medien
ausgesetzt, die bei pH 4.3 Konzentrationen von NaCl resp.
KCl zwischen 300 mM und 450 mM nebst 2 mM CaCl2 enthalten.
Dabei entsteht nach anfédnglicher, pH-bedingter starker
Kontraktion, eine sukzessive Auflockerung bestimmter Stellen
auf dem Chromosom. Die Qualitdt dieser Auflockerung wird
mit der Lockerung der Struktur von Chromatin nach Histon-
extraktion in Hihner-Erythrocyten- und Leberkernen (BRASCH
et al. 1972) verglichen und weitgehende Uebereinstimmung
festgestellt. Ferner werden die im EM sichtbaren Struktur-
verdnderungen mit Experimenten von ZUEGER (1974) vergli-
chen, der an Rattenleberchromatin unter &hnlichen Salz-
bedingungen das Abldsungsverhalten von Histon und die
Matrizenaktivitdt untersucht hat. Die Resultate dieser

Arbeit korrelieren gut mit ZUEGERs Befunden, indem sie
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die  AblSsung von Histon in Form von Dekondensation wider-
spiegeln.

Aufgrund der Versuche von JONES und BEER (1970) wird ver-
sucht, die enorme Ausdehnung der ionenspezifischen Dekon-
densationen zu erkldren. Ueber die ionale Spezifit&t der
Reaktion kann keine Aussage gemacht werden, Es werden
Bedingungen genannt, die erfillt werden miissten, um eine

Spezifitdt im EM eventuell nachweisen zu kdnnen.
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SUMMARY

1.

The three-dimensional structure of isolated polytene

chromosomes of Chironomus thummi and Chironomus tentans

is investigated by Scanning-Electronmicroscopy. The
chromosomes are isolated by hand, fixed and dried by

one of the following methods: freeze-drying with and

without anti-freeze, freezing with Freon 22R, freezing

with HeII, Critical Point Drying with CO2 or N20. The
results are compared with thin sections of similarly

treated chromosomes. It is found that the information
obtained from these investigations is limited, mainly

because of the poor resolution power of the SEM.

The ultrastructure of ion-induced decondensations of

isolated giant chromosomes of Chironomus thummi sali-

vary glands is investigated on thin sections and compared

with the ultrastructure of physiological puffs. It is
also compared with the ultrastructure of chromatin, from
which the histones have been gradually removed by step-
wise lowering of the pH (BRASCH et al.), as well as with
the behavior of chromatin, from which the histones have
been extracted by raising the salt concentration at a
low pH (ZUEGER 1974). The results of this investigation
match with those of chromatin, and it is concluded that
giant chromosomes and chromatin are equivalent with

respect to histone dissociation.
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