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1 Einleitung und Vorwort

In den letzten Jahrzehnten hat man auf vielen Gebieten der Grund-
lagenforschung den Chromosomen steigende Beachtung geschenkt.

Die Chromosomenforschung entsprang Untersuchungen an ganzen
Organismen, Geweben und Zellen, und diesem Arbeitsfeld entnahm sie
ihre grundlegenden Methoden und Begriffe. Die Chromosomen von
Pflanze, Tier und Mensch nehmen in Wachstum, Vermehrung, Differen-
zierung und Vererbung eine entscheidende Rolle ein. Dabei sind die
wesentlichen Bestandteile aller Chromosomen Makromolekiile aus Nu-
kleoproteiden, die ein definierbares Element, die Desoxyribonukleinsiure
oder DNA, in ihrer Struktur enthalten. Dieses Molekiil ist mit Sicherheit
in allen Chromosomen aller Organismen immer aus denselben vier Nu-
kleotiden zusammengesetzt. Verschieden sind lediglich Anordnung und
Mengenverhaltnisse dieser Nukleotide.

Beim Studium der Chromosomen sind drei Hauptziele von Bedeutung:
Erstens sind die Chromosomen als chemische Gebilde zu verstehen, die
sich nach besonderen Gesetzen verhalten. Diese GesetzmafSigkeiten sind
gleichzeitig von entscheidender Bedeutung fiir die Fortpflanzung der
Zelle. Zum zweiten miissen wir die Chromosomen als die steuernden
Organe des Zellenlebens erkennen und drittens als Triger der Gene
betrachten. Als solche unterliegen sie den Gesetzen der Vererbung.

Die Grundlage der zunehmenden theoretischen Erkenntnisse iiber Bau
und Funktion der Chromosomen sind oftmals die Fortschritte der Unter-
suchungstechniken. Viele der wirkungsvollsten Methoden sind dufSerst
einfach und seit Jahrzehnten in Gebrauch. Andere sind soweit verfeinert,
daf§ sie eine Untersuchung einzelner Details im Zusammenhang mit
chromosomenspezifischen Fragen zulassen.

In diesem neun Einheiten umfassenden Chromosomenpraktikum (Kapi-
tel 4) sind sowohl die effektivsten einfachen Untersuchungstechniken
als auch einige komplexere Methoden der Chromosomenuntersuchung
aufgefiihrt. Die Auswahl an Organismen, Methoden und Themen ge-
schah nach methodisch-didaktischen Gesichtspunkten. Eine Vollstindig-
keit im Sinne einer Methodensammlung wurde dabei nicht angestrebt.
Es bestehen daher sicherlich noch Liicken, die jedoch der angestrebten
Vorstellung, dem Studenten einen Weg des experimentellen Erarbeitens
von chromosomenspezifischen Inhalten zu vermitteln, nicht abtraglich
sind.

Fiir die Untersuchung der dufleren Chromosomengestalt und damit die
Identifizierbarkeit einzelner Chromosomen eignet sich in besonderem
Mafle die Metaphase der Mitose. Die Untersuchung der mitotischen



2 Einleitung und Vorwort

Vorginge in somatischen Zellen ist Gegenstand der ersten Praktikums-
einheit. Um die Fragestellungen zur Chromosomenstruktur von Eu-
karyonten zu erarbeiten, schliefst sich daran der Abschnitt ,,Chromoso-
menstrukturprobleme* an. Einige der grundlegenden Versuche, die
Struktur des Eukaryontenchromosoms zu erkennen, sind hier aufgezeigt,
und dabei wird gleichzeitig der Versuch gemacht, die Schwierigkeiten
zu veranschaulichen, die mit dieser Problematik verbunden sind.

Mit der raschen Entwicklung der Molekularbiologie vertiefte sich im
letzten Jahrzehnt das Wissen iiber die molekulare Organisation der Kern-
bestandteile und der molekularen Interaktionen zwischen Zellstrukturen.
Versuche, die komplexen molekularbiologischen Vorginge bei der Repli-
kation und Transkription genetischer Information zu verstehen, sind in
der dritten Praktikumseinheit zusammengestellt. Die methodischen Mog-
lichkeiten zur Untersuchung der Chromosomen des Menschen werden in
umfassender Weise im vierten Abschnitt des Praktikums erarbeitet.
Keimzellen werden durch meiotische Teilungsvorgange produziert. Da-
bei wird die Zahl der Chromosomen halbiert, und nach teilweiser Re-
kombination der Gene enthilt jedes Spermium oder Ei einen haploiden
Satz an Chromosomen. Das Verhalten der Chromosomen wahrend der
Meiose und die Darstellung der meiosespezifischen Rekombinations-
vorgange ist Praktikumsinhalt des fiinften Teiles.

Die eindrucksvollen Bewegungsablaufe in der lebenden Zelle wahrend
der Meiose sowie die Umwelteinfliisse auf diese Vorgange behandelt der
Abschnitt ,,Chromosomenkinetik*‘.

Die Chromosomen der meisten Pflanzen und Tiere erreichen infolge
ihreshohen DNA-Gehalts Dimensionen, die sie den lichtmikroskopischen
Untersuchungen zuginglich machen, und zwar nicht alleine was ihre
aufsere Gestalt betrifft, sondern auch in Hinsicht auf ihre Gliederung in
Phasen physiologischer Aktivitat. Sofern sich ein Aufbau aus Chromo-
meren sichtbar machen 1afit, ist die Moglichkeit gegeben, die Aktivitat
der Chromosomen direkt, also ohne den Umweg iiber die Genetik, zu
betrachten. Zwei besonders giinstige Sonderformen von Chromosomen,
die ,,Riesenchromosomen® und die ,,Lampenbiirstenchromosomen*,
bieten dabei ausgezeichnete Untersuchungsvoraussetzungen.

Beide Chromosomentypen sind extrem grofs und zeigen in seltener Klar-
heit eine Gliederung in viele Chromomeren pro Chromosom. Dieser
Zustand der Chromosomen stellt ein Charakteristikum in genaktiven
Zellkernen dar. Die im siebten Praktikumsabschnitt dargestellten Ver-
suche zur Genaktivitit von Chromosomen basieren auf dem Auftreten
von polytinen Riesenchromosomen in den Speicheldriisenzellen von
Miicken- und Fliegenlarven sowie den Lampenbiirstenchromosomen in
Oocyten von Amphibien und Spermatocyten von Drosophila. Die gute
Sichtbarkeit des Chromomerenbaues der Lampenbiirstenchromosomen
beruht dabei auf der aufSerordentlichen Streckung der Chromosomen.
Die achte Einheit des Praktikums befaf3t sich mit der Genkartierung an



1.1 Leitfaden zur Benutzung des Buches 3

einem der bedeutendsten Objekte der Genetik, der Fruchtfliege Droso-
phila melanogaster. Die das Praktikum abschliefSende Einheit ,,Chromo-
somenmutationen‘* zeigt einen Ausschnitt der Moglichkeiten chromo-
somenverandernder Einflisse auf. Neben der Behandlung strahlen-
induzierter Mutationen an Wurzelspitzenchromosomen von Vicia faba
und an Riesenchromosomen aus den Speicheldriisenzellen von Miicken-
larven sind chemisch induzierte Mutationen an Knochenmarkszellen
Untersuchungsgegenstand.

Im Rahmen des vorliegenden Praktikums ist es nicht moglich, alle
chromosomenspezifischen Begriffe zu erklaren. Eine gewisse Vertraut-
heit mit den allgemein-biologischen Grundbegriffen wird daher als not-
wendig erachtet. Um dem Studenten der Biologie und Medizin sowie
denjenigen, die als Lehrende Fragen auf der Ebene der Chromosomen
erarbeiten sollen, dies zu erleichtern, wurde jedem Praktikumsabschnitt
eine in den Fragenkreis einfiihrende Einleitung vorangestellt. Dieser folgt
ein technischer Teil, dessen Ergebnisse in einem abschliefenden Ab-
schnitt ausgewertet werden, wobei versucht wurde, jeweils einen all-
gemein-cytogenetischen Hauptaspekt mit in die Auswertung zu inte-
grieren. Mein Dank gilt all denen, die durch ihre Mitarbeit und die
kritische Durchsicht der Manuskripte fiir das Gelingen dieses Praktikums
entscheidend beigetragen haben. Dem Verlag und seinen Mitarbeitern an
dieser renommierten Taschenbuchreihe mochte ich fiir ihr Verstandnis
und stetes Entgegenkommen danken.

1.1 Leitfaden zur Benutzung des Buches

Das Buch ist in vier Kapitel gegliedert. Die Einleitung fiihrt in die Fragen-
kreise der einzelnen Praktikumsabschnitte ein und gibt daneben Hin-
weise fiir die praktische Durchfithrung und theoretische Orientierung
tiber die Sachinhalte des Praktikums.

In Kapitel 2 sind die Versuchsobjekte und deren Beschaffungsmoglich-
keiten kurz erlautert. Beigegeben sind, soweit notwendig, Zuchtanleitun-
gen.

Alle notwendigen praparativen Hilfsmittel fiir die jeweiligen Versuche
sind in Kapitel 3 zusammengestellt. Die Losungen und Reagenzien sind
mit Buchstaben gekennzeichnet, so daf§ im eigentlichen Versuchsteil
nicht immer wieder der gesamte Ansatz fiir die jeweiligen Fixier-, Farbe-
oder sonstigen Mittel aufgefiihrt zu werden braucht.

Das Kapitel 4 besteht aus der Gesamtheit der Praktikumsversuche, wobei
jeder Unterabschnitt eine Versuchseinheit umfafSt.

Die Untergliederung der Kapitel 2—4 erfolgt nach Praktikumseinheiten,,
so dafd sich z.B. Abschnitt 2.1, 3.1 und 4.1 aufeinander beziehen.



4 Einleitung und Vorwort

1.2 Reihenfolge fiir die praktische Durchfiihrung

Die in den Abschnitten 4.1—4.9 gegebene Stufenfolge des Gesamtprak-
tikums ist in sechs thematisch enger zusammenhingende Einheiten unter-
teilbar.

1. Einbeit: Die Versuche 4.1—4.3 fiihren von einfachen Praparationen
mitotischer Chromosomen iiber die Betrachtung mehr spezieller Pro-
bleme der Chromosomenstruktur zur Darstellung einiger molekular-
biologisch-biochemischer Aspekte der Chromosomenfunktionalitat.

2. Einbeit: In den Versuchen des Abschnitts 4.4 werden die Chromosomen
des Menschen und die Auswirkungen pathologischer Verinderungen
auf Genom- und Chromosomenebene erarbeitet, wobei die angewandten
Techniken zur Charakterisierung von Chromosomen und Chromoso-
menabschnitten eine besondere Stellung einnehmen.

3. Einbeit: Das Verhalten und die Morphologie der Chromosomen
wihrend der Keimzellenreifung ist Gegenstand der Abschnitte 4.5 und
4.6. Die Untersuchungen erfolgen dabei sowohl an fixierten als auch an
lebenden Zellen.

4. Einbeit: Die Darstellung der Genaktivitat an Riesenchromosomen und
Lampenbiirstenchromosomen umfafit Abschnitt 4.7.

5. Einbeit: Der Bezug zwischen genetischen und morphologischen Befun-
den zur Genlokalisation an Riesenchromosomen von Drosophila wird
in Abschnitt 4.8 hergestellt.

6. Einbeit: Die in Abschnitt 4.9 behandelten Chromosomenmutationen
veranschaulichen die morphologische Auspragung von Mutationsereig-
nissen an Vicia-faba-Chromosomen, Riesenchromosomen und Knochen-
markszellen.

Da sowohl die Praparationstechniken als auch die Vorarbeiten fiir die
einzelnen Abschnitte unterschiedliche Aufwendigkeitsgrade besitzen,
erscheint es sinnvoll, den Gang von einfachen Praparationen zu kompli-
zierteren Erarbeitungstechniken mehrfach zu gehen.

So stehen neben relativ unkomplizierten Methoden wie Quetschprapara-
tion von Waurzelspitzenzellen, Hodenzellen und Speicheldriisenzellen
(4.1, 4.5 und 4.7) praparatorisch und vorbereitungsmafSig komplexere
Einheiten. Dazu gehoren die Versuche zur Chromosomenstruktur (4.2),
molekularbiologische Struktur- und Funktionsanalysen (4.3), Chromo-
somenkinetik (4.6) und Chromosomenmutation (4.9). Dazu kommen die
Abschnitte 4.4 (Chromosomen des Menschen) und 4.8 (Genkartierung),
die fiir eine relative Gesamtschau unerlaflich erscheinen.

Es empfiehlt sich, dem Praktikumsgang als Ganzes zu folgen. Weiter
individueller Gestaltungsspielraum ist jedoch durch die Untergliederung
der einzelnen Kapitel gegeben, was sowohl in Hinsicht auf die unter-
schiedlichen apparativen als auch sachimmanenten Notwendigkeiten
von Bedeutung sein kann.
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1.3 Reihenfolge fiir die theoretische Orientierung

Fiir eine rein theoretische Orientierung empfehlen sich die Einfithrungen
zu den jeweiligen Praktikumsabschnitten, daneben die an die Versuchs-
anleitungen anschliefSenden Auswertungsteile. Dabei ist von der Sache
und dem Anliegen dieses Buches her vorgegeben, dafs diese Orientierung
ein Lehrbuch nicht ersetzen, wohl aber in einigen Fillen ergidnzen kann.
Es wurde ndamlich versucht, Wissen, das in vielen Einzelpublikationen
verstreut vorliegt, einzubeziehen und zu erlautern.

In Abschnitt 4.1 wird iiber den Verlauf der Mitose bei pflanzlichen und
tierischen Zellen informiert, wihrend Abschnitt 4.2 die Problematik der
Chromosomenstrukturforschung anhand einiger wesentlicher Ansitze
aufzeigt.

Fragen zur biochemischen Funktionalitat von Chromosomen werden in
Abschnitt 4.3 angeschnitten.

Dem Zusammenhang zwischen dem Chromosomenkomplement des
Menschen und der phianotypischen Auswirkung von Storungen inner-
halb dieses Gefiiges ist Abschnitt 4.4 gewidmet. Mit Fragen des Ver-
haltens von Chromosomen wihrend der meiotischen Teilungsvorgange
sowie der Problematik der Spindelformation und Chromosomenwande-
rung innerhalb der Zelle befassen sich die Abschnitte 4.5 und 4.6.

Das morphologische Bild von Chromosomen in genetisch aktivem Zu-
stand ist Gegenstand der Erorterungen in Abschnitt 4.7, wahrend der
Bezug zwischen Genort und Chromosomenort in Abschnitt 4.8 erarbeitet
wird.

Der abschliefSende Abschnitt 4.9 befafSt sich mit den Ergebnissen, die
nach Einwirkung von Rontgenstrahlen oder mutagenen Chemikalien
an Chromosomen und Zellkernen sichtbar werden.

Insgesamt gesehen ist hier der Versuch unternommen worden, ein-
schlagige Untersuchungsmethoden aufzuzeigen, die bei der Erforschung
der Chromosomen hoherer Organismen derzeit angewandt werden.

1.4 Teile, die sich fiir alilgemein biologische Praktika
anbieten

Da es heutzutage weitgehend eine Selbstverstandlichkeit ist, daf§ im
Rahmen von allgemein-biologischen und medizinischen Praktika an ent-
sprechenden Stellen cytogenetische Fragen behandelt werden, die jedoch
nicht den Rahmen dieser Art von Praktika iiberziehen diirfen, sei hier
auf die Teile hingewiesen, die ohne weiteres in solche Praktika eingefiigt -
werden konnen.

Fiir diese Art von Praktika sind besonders zu empfehlen: die Abschnitte
4.1 (Mitose), 4.4 (Chromosomen des Menschen), 4.5 (Meiose) sowie
4.8 (Genkartierung).



6 Einleitung und Vorwort

Diese Abschnitte behandeln jeweils in sich abgerundete Informations-
einheiten und befassen sich mit jeweils fundamentalem Lehrstoff der
Cytogenetik und Humangenetik.



2 Versuchsobjekte und deren Beschaffungs-
moglichkeiten

2.1 Objekte fiir Mitoseuntersuchungen

2.1.1 Allium cepa (Kiichenzwiebel)

Die Beschaffung stellt keine Schwierigkeit dar. Die Gewinnung der
2—3 mm langen Wurzelspitzen erfolgt nach Anzucht der Zwiebel auf
einem Hyazinthenglas oder Becherglas. Der ,,Zwiebelkuchen* sitzt dabei
knapp iiber einer Wasserflache, ohne benetzt zu werden.

2.1.2 Mesostoma ehrenbergi (Strudelwurm)

In Altwasserarmen von Fliissen und eutrophen Seen kann Mesostoma
ehrenbergi wihrend der Sommermonate gefangen werden. Da jedoch
diese natiirliche Bezugsquelle oft nicht die Gewihr fiir eine kontinuier-
liche Lieferung bietet, sei hier darauf verwiesen, daf$ in vielen zoologischen
Instituten Mesostoma ehrenbergi zu Praktikumszwecken gehalten
wird.

Beschrinkter Bezug von Dauereiermaterial ist durch Dr. U. Heitkamp, 1. Zoolo-
gisches Institut der Universitat Gottingen, 34 Gottingen, Berliner Str. 20, mog-
lich.

Zuchtansatz: In Plastikschalen oder groflen Boverischalen (500 ml) in einem ab-
geschatteten Winkel Tiere aus dem Dauereiermaterial schliipfen lassen. Pro
Schale etwa 20—30 Tiere. Gut geeignet fiir die Zucht ist kalkarmes Wasser oder
Kunstwasser folgender Zusammensetzung:

In 1000 ml Aqua dest. werden nacheinander folgende Substanzen gelost: 3,5 g
NaCl, 2,7 g CaCl,(vorher in einem Teil des Gesamtwassers separat losen), 0,2 g
KH,PO,, 3,0 g MgSO,, 0,5 g NaHCO4, 1 ml 1%ige FeCl;-Losung.

Einregulieren auf pH §,5.

Diese Stammlosung kann lingere Zeit im Kithlschrank aufbewahrt werden.

Das gebrauchsfertige Zuchtwasser setzt sich aus 10 ml Stammlosung in 1000 ml
Aqua dest. suspendiert zusammen. Das Zuchtwasser mufd jeweils wochentlich
frisch angesetzt werden. Als Futter dienen Wasserflohe.

Ab dem 12.—14. Lebenstag sind die lateral am Korperlangsrand gelegenen Hoden
der Tiere fiir eine Praparation geeignet. Jeweils einige Tiere sollten weitergeziichtet-
werden. Nach etwa 50 Tagen erhadlt man auf diese Weise pro Tier ca. §—10 rot-
braune Dauereier. Aus diesen kann die nichste Generation geziichtet werden, da
die Dauereier in Zuchtwasser von 4°C im Kiihlschrank jahrelang aufbewahrt
werden konnen.
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2.2 Untersuchungen zur Chromosomenstruktur

Da sich an den Chromosomen von Mesostoma ehrenbergi viele Befunde
zur Problematik der Chromosomenstruktur untersuchen lassen, wird
auch in diesem Kapitel auf dieses Objekt zuriickgegriffen (s. 2.1.2).

2.3 Struktur- und Funktionsanalysen von Chromosomen
auf molekularer Grundlage

2.3.1 Kalbsthymus-DNA, Ribonukleinsaure aus Hefe, E.-
coli-RNA-Polymerase sowie ATP, CTP, GTP und UTP

Bezugsquelle: Fa. Boehringer, Mannheim. Aufbewahrung der Kalbs-
thymus-DNA bei 4° C, E.-coli-RNA-Polymerase bei —70°C, ATP, CTP,
GTP und UTP bei —20°C.

2.3.2 Leberzellkerne von weiBBen Mausen
Die Beschaffung von weifSen Mausen stellt keine Schwierigkeit dar.

2.3.3 Nukleoli aus Leberzellkernen von wei3en Mausen
Zur Beschaffungs. 2.3.2.

2.4 Chromosomen des Menschen

Notwendige Voraussetzung ist der Ansatz eines Blutkulturmediums
oder die Beschaffung des Chromosomenbestecks der Behringswerke AG,
Marburg/Lahn.

Chromosomenbesteck: Es besteht aus 1 Flaschchen Kulturmedium, 1
Ampulle Arretierfliissigkeit (0,04%iges Colcemid), 1 Sterillanzette, 1
Glasschneider. Aufbewahrung bei 4°C.

Blutkulturmedium: Es besteht aus 100 ml Eagle’s Basal Medium (EMB),
Bezugsquelle: Difco Laboratories, Detroit, Michigan USA. Dazu kommen
20 ml humanes AB-Mischserum, Bezugsquelle: Blutspendezentralen. In
20-ml-Portionen einfrieren.

Ferner: 2 ml Phythimagglutinin P (PHA), Bezugsquelle: Difco Labora-
tories, Detroit, Michigan USA. Die Trockenampulle zu 5 ml wird in § ml
sterilem Aqua bidest. gelost; danach zehnfach verdiinnt mit sterilem
Aqua bidest. und in Gebrauchsportionen von 2 ml in Stechampullen
tiefgefroren.

Benotigt werden weiterhin 2 ml Liquemin (Roche), Bezugsquelle: Hoff-
mann-La Roche AG, Grenzach. In Ampullen zu je 5 ml beziehbar.

Dazu kommt 1 ml Antibiotic-Antimycotic Mixture, Bezugsquelle:
GIBCO, New York 14072, Stanley Road 3775, USA. Diese Substanz
ist in Flaschen zu 100 ml beziehbar und enthilt Penicillin, Streptomycin
und Fungizone.
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Gebraucht wird ferner 0,5—1 ml Natriumkarbonat 10%ig, Bezugs-
quelle: Difco Laboratories, Detroit, Michigan USA. Die Losung ist unter
dem Namen TC Bicarbonate Solution 10% beziehbar.

Gut geeignet fiir die Blutzellenzucht sind Rohrchen von 16 x150 mm,
Bezugsquelle: Falcon tissue culture tube Nr. 3026 durch Bacton-Dickson
GmbH, Heidelberg, Postfach.

2.5 Untersuchungen von Meiosestadien

2.5.1 Hodenzellen von Chorthippus paralielus (Feld-
heuschrecke)

Chorthippusarten sind auf Wiesen und Parkgrasflachen zu finden. Fang-
zeitder mittelgroflen Feldheuschreckenmannchen: Ende August—Anfang
September.

2.5.2 Antherenzellen von Lilium tigrinum (Tigerlilie)

In Gartnereien und Blumengeschaften sind diese Pflanzen erhailtlich. Es
ist dabei darauf zu achten, daf§ geniigend Knospen an den Pflanzen
sind.

2.6 Chromosomenkinetik

Zur Beschaffung von Chorthippus-, Stenobothrus-, Prophus- und Oedi-
podaartens. 2.5.1.

Die Imagines, die fiir eine Spermatocytenpraparation in Frage kommen,
treten etwa von Juni bis Ende September auf. Die Tiere sind in grofSen
Glasern oder Insektenkifigen mit frischem Gras einige Tage ziichtbar.

2.7 Genaktivitat

2.7.1 Praparation von Riesenchromosomen aus Speichel-
driisen von Chironomidenlarven

Die als ,,rote Miickenlarven** bezeichneten Tiere (Abb. 1) finden sich vor
allem im Schlamm und Sediment stehender Gewasser. Selbst in kleinsten

Abb. 1 Chironomuslarve. Die Speicheldrise (S) in Lage und Form ist schwarz
eingezeichnet. Kopfkapsel (K), Nachschieber (N) und die Tubuli (T) erleichtern
die Lagebestimmung. Lange der Larven je nach Art 12—25 mm.



