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3. Schweizerische Gesellschaft fiir Vererbungsforschung
Société Suisse de Génétique
Societa Svizzera di Genetica

Moderne Chromosomenanalyse

1. Ursula Leemann (Institut fiir Allgemeine Botanik ETH Ziirich):
Quantitative Aspekte der Chromosomenanalyse

1. Einleitung

Die vonCaspersson und Mitarbeitern 1968° zum erstenmal beschriebenen Chro-
mosomenbanden sind in kurzer Zeit zum wichtigsten Hilfsmittel fiir die
Chromosomenidentifizierung geworden und haben eine grossartige Entwick-
lung auf zytogenetischem Gebiet eingeleitet. Quantitative zytochemische
Untersuchungen sind wesentlich fiir die Analyse der chemischen Grundlagen
des Bandings und damit des Baues und des Chemismus der Chromosomen
iiberhaupt. Casperssons urspriingliche Zielsetzung war iibrigens auch durch-
aus zytochemischer Natur gewesen, nidmlich die Suche nach DNA-basenspe-
zifischen Reagenzien; bereits seine ersten Banding-Arbeiten®->® enthalten
zytofotometrische Analysen der Quinacrin-Fluoreszenz im Vergleich zu UV-
oder Feulgen-Absorption der DNA. Quantitative oder doch semiquantitative
Auswertungen wurden sehr bald noch aus einem weiteren Grunde interes-
sant: die Identifizierung der menschlichen Chromosomen anhand der Banden
erlaubt im Prinzip die Automatisierung der Chromosomenanalysen’. Weder
das eine noch das andere Ziel, d.h. weder die restlose Erklirung der Banding-
phinomene noch die Automatisierung, ist bis heute erreicht worden.

Vom apparativen Standpunkt her ist eine Automatisierung durchaus
realisierbar, und verschiedene Systeme sind beschrieben worden!S > 16518521,
23 Die in diesen Arbeiten angegebenen Fehlerquoten bei der Chromosomen-
klassifizierung liegen in der Grossenordnung von 4 bis 7 %, wihrend die
Brauchbarkeit der automatisch ausgelesenen Metaphasen zwischen 10 und
90 % schwankt. Der Grund fiir diese bis heute unbefriedigenden Ergebnisse
liegt offensichtlich bei der Priparation (stark gekrimmte oder sich beriih-
rende Chromosomen, unvollstindige Metaphasen usw.) und bei der mangel-
haften Reproduzierbarkeit der Banding-Féarbungen. Dass die Firbungen spe-
ziell mit Giemsa, wo eine Vorbehandlung der Chromosomen notwendig ist,
meist recht unregelmissig ausfallen, diirfte jedem Praktiker bekannt sein.
Auf dem selben Objekttriger konnen sehr verschiedene Fiarbeintensititen
und sogar verschiedene Bandenmuster (G bis C) auftreten. Was sich bei vi-
sueller Untersuchung vielleicht etwas unangenehm, weil zeitraubend, aus-
wirkt, wird bei der automatischen Klassifizierung zu einem kaum zu iiber-
windenden Hindernis; quantitative Analysen sind unter solchen Umstédnden
natiirlich vollends unmoéglich. Die riesige Zahl der bis heute publizierten
Banding-Rezepte zeugt davon, dass immer wieder und mit nur sehr gerin-
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DNA Banden Zuordnung

schwache -

DNA/Protein- Extraktion ——»I:;I:::]g::l:m& ‘Heterochromatin
Bindung
c |-——--+ centromerisch
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(Maus)
Quanteneffizienz \/~ P X, Y
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/
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repetitiv  ——————p Renaturierung— Interkalation "™~ & Euchromatin

Tab. 1: Schema zur Entstehung und zytologischen Zuordnung der Chromosomenbanden

gem Erfolg versucht wurde, die Methodik zu verbessern. Dass die Untersu-
chung der Bandenerscheinungen trotzdem ihre Faszination nicht verloren
hat, ist wohl damit zu erkldren, dass die systematisch auftretenden (und
deshalb praktisch so eminent wichtigen) Banden ohne eine chemische oder
strukturelle Grundlage einfach nicht zu denken sind. Die Interpretationen
sind widerspriichlich geblieben: einerseits kann gezeigt werden, dass die
Banden in einem Zusammenhang mit dem Basengehalt und der Basen-
sequenz der DNA stehen (basenspezifische Farbstoffe, Antikoérper, De- und
Renaturierung der DNA); andererseits lassen sich die Banden auf Grund
von Massenunterschieden darstellen (elektronenmikroskopisch, Feulgen,
Phasenkontrast). In Tab. 1 sind diese Zusammenhinge vereinfacht darge-
stellt. '

Anhand von Kriterien und Resultaten aus der quantitativen Zyto-
chemie soll hier versucht werden, einige dieser Widerspriichlichkeiten zu
erklaren. Die Schwierigkeiten, die bei den Bandingmethoden auftreten,
diirften sich dabei von grundsitzlicherer Natur erweisen, als zumeist ange-
nommen wird. Ob wesentliche Fortschritte — wirklich reproduzierbare und
auch quantitativ verwertbare Banding-Prozeduren — auf der heutigen me-
thodischen Basis iiberhaupt moglich sind, muss bezweifelt werden. Fiir die
praktische Anwendung, d.h. die Chromosomenidentifizierung im Mikro-
skop oder auf der Fotografie, spielt das eine geringe Rolle; fiir die Untersu-
chungen iiber Chemismus und Struktur der Chromosomen aber sowie fiir die
Automation diirfte diese Frage von entscheidender Bedeutung sein.

2. DNA- und Trockengewichtsbestimmungen

DNA-Mengenbestimmungen kénnen zytofotometrisch mit recht grosser Zu-
verldssigkeit ausgefiihrt werden, sowohl mit Hilfe der UV- oder Feulgen-
Absorption wie mit Fluoreszenz-Schiffreaktionen®® . Menschliche Chromo-
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somen sind verschiedentlich untersucht worden'?> 22> 2% 29 Inperhalb der
Chromosomengruppen sind nur bei den Chromosomen 1-3 signifikante
Unterschiede gefunden worden; die verwendeten Methoden erlaubten aller-
dings auch keine Identifizierung der einzelnen Chromosomen. Unterschiede
im DNA-Gehalt entlang der Chromosomenachse wurden von keinem Autor
beobachtet (abgesehen vom Centromer). Caspersson wies an pflanzlichen
Chromosomen, die dank ihrer Grosse mit recht hoher Genauigkeit unter-
sucht werden konnen, eine DNA-Verteilung von erstaunlicher Konstanz
nach’+®, wihrend er mit Quinacrin an denselben Chromosomen eine auf-
fallende Binderung erhielt. Die fiir Chromosomenpriparate zumeist verwen-
deten Fixiermittel Carnoy oder Alkohol-Eisessig-Gemische werden in der
Literatur im allgemeinen als gut bezeichnet fir DNA-Bestimmungen; DNA-
Verluste bei Alkohol-Eisessig-fixierten, getrockneten Chromosomenpripa-
raten wurden aber von Gaillard et al.!' nachgewiesen und in eigenen Versu-
chen speziell an menschlichen Leukozyten wiederholt festgestellt (Abb. 1).
Dies legt den Schluss nahe, dass Chromosomenbanden, die nach einer Feul-
genreaktion beobachtet werden kénnen?’, auf DNA-Extraktion zuriickzu-
fiilhren sind, um so mehr, als die entsprechenden Bilder morphologisch nur
sehr schlecht erhaltene Chromosomen zeigen. Es ist ja auch bekannt, dass
verschiedene DNA-Fraktionen (Eu- resp. Heterochromatin) unterschiedliche
Léslichkeit zeigen.

104 M
—0
-
T T T T T T
104
—0
*7 ®
LI T T T T
10 .__.\.f -
0\% 0
5
F
LI T T T T
4 8 12 16 20 h

Abb. 1 Trockenmasse (a), Totalprotein (b) nach Sulfaflavinreaktion?® und DNA (c¢)
nach Bao-Reaktion?® in relativen Einheiten M, in Abhingigkeit von der Fixierdauer F.
Menschliche Leukozyten, in Suspension fixiert mit gepuffertem Formol 4 % (®) und
Aethanol-Eisessig 99:1 (O).
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Ahnliches lisst sich von der Trockenmasse resp. den Proteinen sagen,
obwohl hier lichtmikroskopisch wenig quantitative Angaben iiber Chromo-
somen vorliegen. Chromosomenbanden sind im Phasenkontrast weder an
lebenden Zellen noch nach zytologisch einwandfreier Fixierung zu beobach-
ten, ebensowenig nach Protelnfarbungen wie sie in der quantitativen Zyto-
chemie Anwendung finden?®. An suspensionsfixierten Leukozyten konnen,
vor allem bei kurzen F1x1erze1ten Proteinverluste nachgewiesen werden
(Abb. 1); Histonverluste an Chromosomenpraparaten — bis zu 80 % nach
Ess1gsaurebehandlung — sind von mehreren Autoren beschrieben worden® %

. Golomb und Bahr® bestimmten elektronenmikroskopisch die Trocken-
gew1chte von menschlichen Chromosomen und wiesen chromomerartige
Strukturen nach, die recht genau der Qumacrmbanderung entsprechen’
Dasselbe wurde fiir G- und C-Banden gefunden*. Aus anderen elektronen-
mikroskopischen Arbeiten sind aber auch Chromosomen mit Spiralstruktur
bekanntgeworden, wie wir sie aus vielen lichtmikroskopischen Untersuchun-
gen kennen.

Man darf aus diesen Beobachtungen also wohl den Schluss ziehen, dass
die bandenartigen DNA- und Proteinmassenunterschiede entlang der Chro-
mosomenachse durch die Priparation und die Behandlung hervorgebracht
werden. Dass solchermassen systematisch auftretende differenzielle Extrak-
tionen (und vielleicht auch Stoff-Umlagerungen) letzten Endes auf Eigen-
schaften der DNA selbst beruhen miissen, diirfte allerdings auch klar sein.
Fiir die praktischen Aspekte des Bandings sind diese Extraktionen sicher nur
von Vorteil, weil sie die offenbar vorhandenen feinen Strukturunterschiede
verstirken. Bei weitergehenden Interpretationen ist aber grosste Vorsicht
geboten.

3. Priparation

Nicht nur die Fixierung, sondern die Priparation iiberhaupt ist in der Zyto-
chemie von entscheidender Bedeutung. Besonders die Luft-Trocknung beein-
flusst Struktur wie Farbbarkeit der Zellen sehr wesentlich. Dieser Trock-
nungseffekt hiangt ab von verschiedenen dusseren Bedingungen, von der Fi-
xierung, vom Objekt und interessanterweise offenbar auch vom Grad der
Chromatinkondensation, was etwa am unterschiedlichen fiarberischen Ver-
halten von Mitosen und Interphasen festgestellt werden kann. Fiir gute
Giemsafirbung ist eine Trocknung wahrscheinlich wesentlich; be1 Histon-
reaktionen konnte zytofluorometrisch nachgewiesen werden?®, dass nur
ungetrocknete Priparate homogene Fiarberesultate liefern. Einen Ausweg
bieten fiir zytochemische Zwecke suspensionsfixierte Zellen, die auf Objekt-
triger aufzentrifugiert werden. Im Elektronenmikroskop wurde festgestellt,
dass Luft-Trocknung von unfixiert gespreizten Chromosomen eine vollstin-
dige Zerstérung der Struktur zur Folge hat; deshalb w1rd fir solche Unter-
suchungen meist die Critical-Point-Trocknung angewendet! .

4. Basenzusammensetzung der DNA

Banding ohne jede Vorbehandlung kann mit verschiedenen Fluoreszenz-
farbstoffen erreicht werden, z.B. mit Quinacrinmustard, Quinacrin, Pro-
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flavin oder der Hoechstverbindung 33 258. Im Modellversuch kann eindeu-
tig ein Zusammenhang zwischen Fluoreszenzintensitit und dem AT-Gehalt
der gefirbten Polynukleotide gezeigt werden®® 26 ® . Quinacrinmustard
farbt direkt basenspezifisch (alkylierend), bei Quinacrin und Proflavin da-
gegen ist nur die Quanteneffizienz des Farbstoffes basenabhiingig?®. Diese
Farbstoffe — es handelt sich um Acridinderivate — interkalieren, d.h. sie
lagern sich zwischen die Basen in den DNA-Doppelstrang ein. Andere Bin-
dungsarten spielen aber auch eine Rolle, vor allem die elektrostatische Bin-
dung an die Phosphatgruppen von DNA und RNA. Hier ist wohl die Er-
kldrung dafiir zu suchen, dass die Binderung nicht bei allen Priparaten gleich
deutlich ausfdllt. Der Bindungsmechanismus des Hoechstfarbstoffes, eines
Benzimidazolderivates, ist nicht bekannt. Quinacrin und Hoechstverbin-
dung ergeben teilweise dhnliche, teilweise aber auch verschiedene Bilder'”.
Die Interpretation dieser Chromosomenbanden ist deshalb auch nicht ein-
fach. Einmal diirften nicht lediglich der Gesamt-AT-Gehalt eines bestimm-
ten DNA-Abschnittes, sondern auch die Basensequenzen eine Rolle spielen.
Uberdies ist, im Gegensatz etwa zum Acridinorange, nicht bekannt, wie
weit die Praparation (Fixierung, Trocknung usw.), die Kernproteine oder die
Chromatinkondensation die Fiarbung beeinflussen, da die zytochemische Er-
fahrung mit diesen neuen Farbstoffen noch recht gering ist.

Der AT-Gehalt wirkt sich aus auf die Denaturierungseigenschaften der
DNA, die bei den Bandingphdnomenen ebenfalls eine Rolle spielen diirften.
Der Denaturierungsgrad der DNA ldsst sich im Prinzip zytochemisch mit
Hilfe der UV-Hyperchromizitidt nachweisen. Messungen sind freilich aus ver-
schiedenen Griinden praktisch recht schwierig durchzufiihren; an einzelnen
Chromosomen sind sie deshalb kaum realisierbar. Die Prozeduren, die fiir die
De- resp. Renaturierung der DNA in Chromosomenpriparaten ange wendet
werden, fiihren mit Sicherheit zu schwerwiegenden DNA-Verlusten™> '? und
zu einer Auflockerung der Chromatinstruktur. (Dasselbe gilt iibrigens auch
fiir die in situ-Hybridisierung.)

Acridinorange wird wegen seiner ausgesprochen metachromatischen
Eigenschaften ebenfalls zur Unterscheidung von ein- resp. zweistringiger
DNA verwendet?®. Die Firbung wird stark durch die Priparation (Trock-
nung, Fixierung, aber auch Glasoberfliche, Zellkonzentration usw.) beein-
flusst und hingt vom Kondensationsgrad des Chromatins ab® '°. Quantita-
tive Untersuchungen zeigen, dass Resultate an ganz oder teilweise denatu-
rierten Zellen nur dann einigermassen reproduzierbar sind, wenn in Suspen-
sion gearbeitet wird®. Diese Beobachtungen, zusammen mit den in Chromo-
somenpriparaten zu erwartenden DNA-Verlusten beim Denaturieren, machen
deutlich, dass die Rot- resp. Griinfluoreszenz beim Acridinorange-Banding
nicht ohne weiteres mit dem Vorhandensein von nicht- resp. leichtrenaturier-
barer DNA gleichgesetzt werden darf.

Die Hauptkomponenten des Giemsa, Methylenblau und Azure, zeigen
dhnlich wie Acridinorange metachromatische Eigenschaften. Der hohe Kon-
trast beim Giemsa-Banding diirfte auf ein Zusammenwirken aller besproche-
nen Faktoren zurickzufiihren sein: Konzentrationsunterschieden, Trock-
nungseffekten und Firbbarkeit infolge von Sequenz und Denaturierung.
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5. Schlussfolgerungen

Zusammenfassend ist die Situation in Tab. 2 dargestellt. Die reproduzierba-
ren, quantitativen zytochemischen Reaktionen erfordern gute Fixierung
und in vielen Fillen die Vermeidung von Luft-Trocknung, damit Extrak-
tionen und Strukturverinderungen vermieden und homogene Firberesul-
tate erzielt werden. Eine optimale Spreizung der Chromosomen ist aber

Chromosomenidentifikation Quantitative Zytochemie
Fixierung schwach (z.B. Methanol-Eisessig): gut (z.B. Formol, Formol-Aethanol-Eisessig):
Zellen platzen - Chromosomen Zellen erhalten
gespreizt
differentielle Stoffverluste bei keine Stoffverluste
Behandlung mit HY, OH™ usw.
—»Banden
Herstellung getrocknet auf Objekttrager: getrocknet, je nach Objekt und Reaktion,
der oder
Priparate . nass (z. B. aufzentrifugiert):
einfach, rasch, Haftung gut aufwendiger, Haftung schlechter
Anderung der Struktur und der Struktur und chemische Reaktionsfihigkeit
Reaktionsfihigkeit, abhingig von: | erhalten:
Fixierung, Schnelligkeit des —homogen, reproduzierbar
Trocknungsvorganges —— quantitativ
— inhomogen
Chromatinkondensation
—» Kontrasterhohung der Banden

Tab. 2: Gegeniiberstellung der Priparationsarten fiir Chromosomemdennﬁkatlon
und fiir quantitative zytochemische Reaktionen

andererseits nur bei relativ schwacher Fixierung moglich. Der stirkste Ban-
denkontrast und wohl auch das feinste Bandenmuster wird mit dem Farb-
stoffgemisch Giemsa erreicht, dessen Reaktion vom chemischen Standpunkt
aus am wenigsten durchschaubar ist und bei dem die notwendige Vorbehand-
lung Chromosomenstruktur- und chemismus weitgehend veridndert. Die ver-
schiedenen Forderungen sind kaum unter einen Hut zu bringen: fiir die
Chromosomenidentifikation, wo kontrastreiche und gut reproduzierbare
Firbungen erforderlich sind, wird man vor allem an der Priparation arbeiten
miissen. Eine vollstindige Vermeidung der Trocknung ist allerdings fiir Rou-
tineuntersuchungen aus praktischen Griinden kaum denkbar. Zur Unter-
suchung der Chromosomenstruktur und des Chemismus aber kommen in
erster Linie die Fluorochrome wie Quinacrinmustard und die Hoechstverbin-
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dung in Frage, die keine Vorbehandlung der Chromosomenpriparate erfor-
dern. Priaparation und Firbebedingungen miissen dabei stirker als bisher
nach zytochemischen Kriterien und weniger auf maximalen Bandenkontrast
ausgerichtet werden.
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2. Wolfgang Schnedl
(Histologisch-Embryologisches Institut der Universitidt Wien):
Bindermuster der Chromosomen und andere neue Verfahren der Cytogenetik

Als im Jahre 1970 Caspersson et al. unter Verwendung des Fluoreszenzfarb-
stoffes Quinacrin eine Darstellung von Bindermustern innerhalb der mensch-
lichen Chromosomen gelang, die fiir jedes Chromosom konstant und cha-
rakteristisch sind, begann fiir die Cytogenetik eine neue Aera. Caspersson
ging von der Vorstellung aus, dass der von ihm verwendete Farbstoff, qui-
nacrine mustard, eine alkylierende Substanz, eine besondere Affinitit zu
GC-reichen Chromosomenabschnitten zeigen miisste, und nahm an, dass die
Quinacrin-positiven Stellen GC-reiche Abschnitte innerhalb der Chromoso-
men seien. Die Vermutung, dass die Binderung der Chromosomen etwas mit
der Basenzusammensetzung zu tun habe, wurde in der Folge, wenn auch in
umgekehrter Weise, bestitigt; dennoch ist die Diskussion iiber die Beteiligung
anderer Faktoren, z.B. der Proteine, noch in vollem Gang.

Wenig spater wurden, ausgehend von der Methode von Arrighi und Hsu
(1971), in mehreren Labors Verfahren entwickelt, die nach verschiedenen
Vorbehandlungen in menschlichen und tierischen Chromosomen Band-
muster mit Hilfe einer Giemsafirbung darstellen (z.B. Schnedl, 1971; Abb.
1). Diese Muster stimmen weitgehend mit den Quinacrin-Bindern iiberein.
Einige dieser Verfahren bestehen in einer Trypsinbehandlung der Chromo-
somen (Dutrillaux et al., 1971; Seabright, 1972), was eine Beteiligung der
Proteine am Bandmuster wahrscheinlich macht. Es wurde aber gezeigt, dass
die Proteinmuster der Chromosomen auch wieder von der Basenzusammen-
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Abb. 1 Menschlicher Karyotyp (minnlich); Giemsabander-Technik.

setzung innerhalb der Chromosomen abhingig sein kénnen (Clark and Fel-
senfeld, 1972).

Die Reverse-Binder (Dutrillaux et Lejeune, 1971) gaben einen weiteren
Hinweis iiber die Basenzusammensetzung der Chromosomen. Werden Chro-
mosomen in cytologischen Priparaten einer dosierten Hitzebehandlung aus-
gesetzt, die zu einer teilweisen Denaturierung der DNS fiihrt, so sollten AT-
reiche Abschnitte eher denaturiert werden als GC-reiche Areale. Native,
also doppelstringige DNS, gibt mit Acridinorange eine gelbgriine Fluoreszenz,
einstrangige, also denaturierte DNS, eine schwiichere, rotliche Fluoreszenz-
farbe. Werden dosiert denaturierte Chromosomenpriparate mit Acridin-
orange gefdarbt, so ergibt sich ein Muster aus abwechselnd hell-gelbgriinen
und dunkelroten Abschnitten. Dieses Muster ist mit einigen wenigen Aus-
nahmen (im konstitutiven Heterochromatin) ein genaues Negativbild der
Quinacrin-Bénder und wird daher Reserve-Muster genannt.

Die dunkelroten, also denaturierten Abschnitte liegen an den Quinacrin-
Bindern entsprechenden Stellen der Chromosomen. Damit ist fiir die Qui-
nacrin-Binder eine Konzentration von AT-reicher DNS wahrscheinlich ge-
macht, die, wie oben ausgefiihrt, leichter denaturiert wird als GC-reiche
DNS.
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Bei Bindungs-Versuchen zwischen DNS-Arten verschiedener Basenzu-
sammensetzung (aus Bakterien) und Quinacrin fanden Weisblum und
DeHaseth (1972) eine verstirkte Bindung von Quinacrin und AT-reicher DNS.
Ausserdem wurde gezeigt, dass AT-reiche DNS die Quinacrin-Fluoreszenz
verstirkt, die dagegen durch GC-Basenpaare abgeschwiicht wird. Weisblum
(1973) zeigte auch, dass ein bestimmter Fluoreszenzfarbstoff, Hoechst
33 258, ein Benzimidazol, mit DNS eine strikt dem AT-Gehalt entsprechen-
de Fluoreszenzintensitdt ergibt (Abb. 2). Die mit Hoechst 33 258 erhalte-
nen Muster dhneln wieder den Quinacrin-Mustern weitgehend.

Gleichzeitig konnte die AT-reiche Natur der Quinacrin-Binder noch
sehr elegant mit Hilfe der Immunfluoreszenz belegt werden (Dev et al.,
1972). Anti-Adenosin ergibt ein Muster, das der Quinacrin-Fluoreszenz ent-
spricht, Anti-Cytidin ein dem Reverse-Muster analoges Banding (Schreck et
al., 1973).

Die chemische Grundlage fiir die Bindermuster liegt daher zweifellos in
Verschiedenheiten der Basenverteilung lings der Chromosomen. Indirekt be-
sagt dies auch, dass die Binder aus zumindest teilweise repetitiver DNS
bestehen miissen; sonst wire eine bereits lichtmikroskopisch erkennbare un-
gleiche Verteilung der Basen nicht zu erwarten.

Abb. 2 Metaphase (Mensch), Fluoreszenzaufnahme nach Firbung mit Hoechst 33 258.
Die Chromosomen zeigen ein Muster, das weitgehend der Quinacrin-Fluoreszenz ent-
spricht. Abweichend davon zeigen die sekundiren Konstruktionen der Chromosomen
Nr. 1 und 16 intensive Fluoreszenz (Pfeile).
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Unter Verwendung eines AntikOrpers gegen die seltene Base 5-Methyl-
cytosin konnte gezeigt werden, dass dieser Baustein, der beim Menschen ca.
1 % der DNS ausmacht, in ganz bestimmten Regionen der Chromosomen, die
das konstitutive Heterochromatin ausmachen, konzentriert vorkommt
(Milleret al., 1974). Es sind dies die sekundiren Konstriktionen der Chromo-
somen 1, 9 und 16, der distale Abschnitt des Y und, unerwartet, der kurze
Arm des Chromosoms Nr. 15 (Miller et al., 1974). Bei der Untersuchung von
Chromosomen anderer Spezies zeigte sich, dass auch bei Maus, Schimpanse,
Gorilla, Rind, Schaf und Ziege (Schnedl et al., 1975; Schnedl et al., 1976)
das konstitutive Heterochromatin Konzentrationen von S5-Methylcytosin
darstellt. Unter Umstidnden ist diese Base also fir dieses chromosomale
Material charakteristisch.

Noch vor der Entwicklung der Binderungsmethoden gab eine Methode
einen Hinweis dafiir, dass lings der Chromatiden mit Hilfe des Lichtmikro-
skops auflosbare Unterschiede bestehen: die Untersuchung der Spitreplika-
tionsmuster unter Verwendung von 3H-Thymidin-Markierung und Auto-
radiographie. Diese Befunde wurden besonders durch die Arbeiten von
Schmid (1963) genau dokumentiert. Nach der Entdeckung der Quinacrin-
Muster wurde gezeigt, dass diese Spitreplikationsmuster ungefihr dem
Quinacrin-Muster entsprechen (Ganner und Evans, 1971; Calderon und
Schnedl, 1973).

Spiter zeigten Zakharov et al. (1974), dass BrdU, das die Zelle anstelle
von Thymidin in die DNS einbaut, verschiedene Effekte auf das Chromatin
hat. Wird z.B. eine Zelle am Ende der S-Phase mit BrdU markiert, so sind
die Regionen der Chromosomen, die BrdU enthalten, verdinnt und ge-
streckt (Zakharov et al., 1974). Mit dieser Methode erhilt man also eben-
falls ein Spitreplikationsmuster der Chromosomen, das so detailreich ist,
dass es zur Identifikation der Chromosomen verwendet werden kann. Be-
sonders eindruckvoll ist die Dehnung des spitreplizierenden X-Chromo-
soms bei der Frau.

Dieses BrdU-Spatmarkierungsmuster ist nach gewohnlicher Giemsa-
fairbung erkennbar, aber auch im Akridinorangefluoreszenzbild deutlich.
Bei Verwendung letzteren Verfahrens werden die BrdU-enthaltenden
Areale nach einigen Minuten dauernder UV-Bestrahlung an schwicherer
rotlicher Fluoreszenz erkannt, wogegen die iibrigen Regionen noch hell-
griingelb bleiben.

Merkwiirdigerweise ist die Dehnung der Chromatiden nur ausgeprigt,
wenn BrdU erst am Ende der Syntheseperiode zugesetzt wird. Werden z.B.
zwei ganze aufeinanderfolgende Zyklen mit BrdU markiert, so ist die Deh-
nung der Chromatiden zwar nachweisbar, aber geringer (Zakharov et al.,
1972).

Mit einer solchen Technik ldsst sich die Segregation der Chromatid-
untereinheiten gut nachweisen. Werden zwei aufeinanderfolgende Syn-
thesephasen mit BrdU markiert, so sind die Chromosomen der darauf-
folgenden Mitose in ihren beiden Chromatiden ungleich markiert; eine
Chromatide ist in beiden Unterstringen, die andere nur in einem Unter-
strang markiert (Abb. 3). Die Chromatiden unterscheiden sich auch in der
Markierung, wenn nur die erste Synthesephase mit BrdU markiert wurde
(Abb. 3).
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In beiden Fillen kann der Unterschied im Fluoreszenzmikroskop
sichtbar gemacht werden, und zwar mit Acridinorange (Dutrillaux et al.,
1974) oder Hoechst 33 258 (Latt, 1974). Unter Verwendung letzteren
Farbstoffes und einer anschliessenden speziellen Behandlung der Priipa-
rate kann der Unterschied der Chromatiden auch mit Giemsafirbung
nachgewiesen werden (Perry und Wolff, 1974; Abb. 4).

Priparate, die auf solche Weise hergestellt wurden, konnen zu verschie-
denen Untersuchungen verwendet werden. Da BrdU nur in DNS-Striange ein-
gebaut wird, die Thymidin enthalten, bleiben Unterstringe, die kein Thymi-
din besitzen, unmarkiert. Damit konnen sogenannte laterale Asymmetrien
der DNS in gewissen heterochromatischen Regionen nachgewiesen werden.
Solche Asymmetrien finden sich im Y-Chromosom (Latt et al., 1974) und in
den sekundiren Konstriktionen der Chromosomen 1 und 16 (Angell und
Jacobs, 1975).

Schon normalerweise finden sich lings der Chromosomen sogenannte
,,sister chromatid exchanges”, Stellen, an denen die Markierung von der einen
Chromatide auf die andere iiberspringt (Abb. 4). Diese Tatsache ist schon
aus den fritheren autoradiographischen Untersuchungen bekannt (z.B. Gibscon
und Prescott, 1972), kann aber heute mit Hilfe der BrdU-Markierung viel
besser untersucht werden. Die durchschnittliche Zahl dieser Austausche liegt
fir Blutkulturen und BrdU-Markierung bei 10—12 pro Zelle. Diese Anzahl
steigt sprunghaft, wenn die Kulturen belichtet werden, da es dadurch zu
einer Photolyse des BrdU kommt (Ikushima und Wolff, 1974). Eine ganz
krasse Vermehrung der Austausche tritt bei Verwendung von Mutagenen auf
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Abb. 3 Schematische Darstellung der Segregation der Chromatiduntereinheiten bei
BrdU-Markierung; markierte Unterstringe strichliert. ¢ Einbau von BrdU wihrend
zweier aufeinanderfolgender Zellzyklen; b BrdU nur wihrend der ersten Replikations-
phase anwesend. In beiden Fillen unterscheiden sich die Chromatiden der Chromoso-
men in der zweiten Mitose in der Markierung.
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Abb.4 Menschliche Metaphase, nachdem die zwei vorhergehenden Replikations-
phasen mit BrdU markiert wurden (siche Abb. 3a); Firbung nach Perry und Wolff
(1974). Die doppelt markierten Chromatiden sind deutlich schwicher gefdrbt als die
nur halb markierten Chromatiden. An den Pfeilen einige Beispiele von ,,sister chromatid
exchanges‘‘.

(z.B. Beek und Obe, 1975); gegenwirtig wird eine lebhafte Diskussion ge-
fiihrt, inwieweit die Erhohung der Austausch-Rate ein direktes Mass fiir die
Mutagenitit einer Substanz ist, da man den molekularen Zusammenhang
von Mutation, DNS-Reparatursystem und sister chromatid exchange noch
nicht genau kennt.

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass in den letzten fiinf Jahren die
Cytogenetik um eine Reihe von Methoden und Erkenntnissen bereichert
wurde, deren Auswertung noch lange nicht beendet ist.
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