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3.2. RNA=Synthese isolierter Riesenchromosomen

Autoradiographische Untersuchungen der RNA=Synthese isolierter Kerne
erlauben die Zuordnung der Markierung zu einzelnen, definierten Chro-
mosomenorten in der Regel nicht. Es wurden daher isolierte, native Rie-
senchromosomen in 3 abgestuften Konzentrationsbereichen (NaCl) mittels
Autoradiographie auf ihre Templateaktivitdt geprift.

Wie schon erwdhnt (s. 1.7¢; 1.3.; 3.2.),zeigen die Riesenchromosomen in
Abhdngigkeit von der Zusammensetzung des Testmediums eine unterschiedli-
che Morphologie. Wédhrend man bei einer Salzkonzentration von 150 = 250

mM NaCl ein verhdltnismidBig scharfes Bandenmuster findet, verqguellen Rie=-
senchromosomen in Anwesenheit von 340 - 400 mM NaCl mehr und mehr, sodaB
sie bei 400 mM NaCl (oder KCl) schlieBlich ein Mehrfaches (ca. 30 - 40 um)
ihres natlirlichen Durchmessers (8 = 10 um) erreichen. Friihere autoradio-
graphische Untersuchungen (Pelling, 1964) haben ergeben, daB das Chromosom

I von Chironomus tentans im Mittel 45 Puffs aufweist. Demgegeniliber zeigen

isolierte, in vitro inkubierte Chromosomen I von verschiedenen Larven des
Stadiums 4 in der vorliegenden Untersuchung 60 = 80 markierte Querbanden
(vgl. Abb. 28a,c; 29a). Eine vollstdndige Schwdrzung aller Querbanden, et=-
wa vergleichbar der kontinuierlichen Markierung bei der DNA-Synthese in

vivo, war in keinem einzigen Fall zu beobachten.

Bei ndherer Betrachtung der Markierung erkennt man, daB die Masse der Sil-
berk8rner an anderen Stellen als in den "normalen" Autoradiographien in
situ markierter Chromesomen lokalisiert iste. Uberraschenderweise befinden
sich gegenliber den typischen RNA=Markierungsbildern im Leben (z.B. in Abb.
30, Inset), wo die Silberkérner bevorzugt liber mehr oder weniger dekonden-—

sierten Abschnitte -den Puffs- vorkommen (Pelling,1964, 1959), bei den in
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zellfreien Systemen inkubierten Riesenchromosomen die Silberkorner
Uiber den kondensierten Abschnitten. Die weniger kondensierten, inter-—
kalaren Chromosomenabschnitte zeigen kaum Markierung. Bei Kurzzeitmar-
kierung ist die Verteilung der Silberk@rner Uber den kontrastreichen
Querbanden ziemlich gleichm&Big. Nur wo zwei oder mehrere, markierte
Querbanden eng beieinanderliegen, ist die Markierung intensiver (Abb.

27 c; 28 a, c, d).

Die Markierung der kondensierten Banden ist salzabhdngig. Man findet ge=
steigerte Markierungsintensitdt bei héherer Salzkonzentration. Im Kon-
zentrationsbereich von 140 = 180 mM NaCl herrscht die Markierung der Nu=
kleolen und Balbianiringe vor. Im Gegensatz zu den isolierten Kernen zei-
gen alle strukturell erhaltenen Chromosomen Markierung (Tab. 7). Bei In-
kubation mit 200- 250 mM NaCl treten die Nukleolen und Balbianiringe

noch immer durch stédrkere Markierung hervor, doch ist die Bandenmarkie-—
rung ausgeprédgter. Auch in diesem Konzentrationsbereich bauen alle Rie =
senchromosomen 3H=UTP ein. V8llig beseitigt ist der Unterschied in der
Markierungsintensitdt von Balbianiringen, Nukleolen und Banden im Kon=
zentrationsbereich von 340 — 400 mM NaCl (vgl. Abb. 29a, b, c). 300 mM
Saccharose oder 30 mM NaCl bewirken in &hnlicher Weise wie 340 - 400 mM
NaCl eine Dekondensation, also das Auseinanderweichen der Einzel=Chro-
matiden im polytédnen Kabelverband. Doch nur das hohe Salz stimuliert die
RNA=Synthese in den Banden. Niedriges Salz (30 mM NaCl) stimuliert die
RNA=Synthese vor allem in den Nukleolen und nur wenig in den Banden,
wdhrend 300 mM Saccharose trotz der gleichen, morphologischen Verdnderun—
gen keinen stimulierenden EinfluB auf die RNA=Synthese=Aktivitdt hat. Iso-
lierte Riesenchromosomen bauen kein 3H=UTP ein, wenn dem in Tab. (7) an-
gegebenen INK=Medien Magnesium oder Mangan fehlt. Calcium kann Mg L

oder Mn*T nicht ersetzen und hat auf die RNA=Synthese=Leistung eine inhi=
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Abb. 28:

Autoradiographien nativ isolierter Speicheldriisen-Chromosomen I (a, b,
d), II (b) von Chironomus tentans nach 30 — 60 Sekunden Einbau von 3H-
Uridintriphosphat in 340 = 360 mM NaCl (s. zur Ubrigen Zusammensetzung
des Mediums Tab. 7). 60 = BO stidrker kondensierte Abschnitte, der durch
diese NaCl-Konzentration dekondensierten Riesenchromosomen I (a, c),
sind ziemlich gleichm&Big markiert. "Interbanden" zeigen bei solcher
kurzen Pulsldnge kaum Silberkdrner. Die bei kurzfristiger Inkubation
strukturell erhaltenen Nukleolen (NO) markieren intensiv (b).
Hdmalaun-F&rbung. Durchlicht. MaBstab 10 pm.

bierenden EinfluB. Der Einbau ist gleich intensiv, ob man 1.0 = 2.0

Mg++ oder 2.0 mM Mn++verwendet. Hingegen sind bei einer NaCl-Konzen-

++

tration von 140 mM und 15 mM Mg die Riesenchromosomen nur in den Nu=

kleolen und Balbianiringen schwach markiert.

Versetzt man solche im Standard-=Medium isolierten, in vitro markierten
Riesenchromosomen mit TOLUIDINBLAU (s. Legende zu Abb. 27 d/e), so fér—
ben sich native Riesenchromosomen bei pH 5.5 in weniger als 60 Sekunden
vollkammen rot-purpur. Bei der Differenzierung der Fdrbung (1 - 5 Min.)
beobachtet man einen Farbwechsel. In den Chromosomen tritt eine Farbdn-
derung nach klirzeren Wellenl&ngen hin auf, sodaB die DNA grinlich scheint,
widhrend solche kondensierten Banden, die sich in den Autoradiographien
durch Markierung auszeichnen, ebenso wie die Balbhianiringe, Nukleolen und
Droplets, metachromatisch rot gefdrbt sind, d. h. sie enthalten RNA, Abb.
(27 d/e). Heterochromatische Regionen, also transkriptionell inaktive

Regionen, wie etwa das Kinetochor bei Chironomus melanotus, f&drben sich

nicht metachromatisch rot, sondern griin. Diese Toluidinblau = F&rbung
ist nur flr nicht-=fixierte IS-Chromosomen oder Kerne anzuwenden. Beili Ein=
wirkung von Athanol-Eisessig (3:1) verschwindet die F&rbung. Mit der glei-

chen Mischung vorfixierte IS-=Chromosomen férben sich nur noch orthochroma-—
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Abb. 29:

3H=UTP=Einbau nativer Riesenchromosomen im zellfreien System in 340-360 mM
NaCl. Im Gegensatz zu den in Abb. (28) gezeigten Chromosomen, wurden die —
se Chromosomen 1-=3 Min. in hohem Salz inkubiert und in 0.15 M NaCl rekonden-—
siert. Balbianiringe (c), Nukleolen (b) und verschiedene Banden (a-c) sind
stark markiert. Abb. (d) zeigt die RNA=Syntheseleistung eines niemals de—
kondensierten, sondern mittels 10-15 mM MgCly, (0.13 M NaCl) iberkondensier—
ten Chromosoms. Solchen Chromosomen mit stark zusammengepreBten Chromatiden
fehlt die Polymerasen-Aktivitdt in den Banden. Die aufgelockerten NO (und
BH) zeigen Markierung. Die Strukturerhaltung der NO ist immer besser als in
hohem Salz. H&malaun-=Fdrbung. Durchlicht. MaBstab 10 um.
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Abb. 30:

Wirkung von alpha-Amanitin im (berschuB (40 pg/ml-Kontrolle) auf die
ANA~Synthese-Leistung isolierter Chromosomen von Chiraonomus tentans
(Hedy). In vitra 10 Minuten mit alpha=Amanitin und 3H=Uridintriphos-—
phat inkubierte Chromosomen, zeigen lediglich Polymerisations—Aktivi—
tét des Nukleolus-spezifischen Enzyms A (I). Die Markierung fehlt in
den Balbianiringen des Chromosems IV und in allen Banden der Chromosoe—
men I-IV, was die Hemmung der Chromosomen-gebundenen Polymerase B (II)
widerspiegelt.

Inset: Zum Vergleich mit Abb. (28, 29, 30) die normale B (II)-, A (I)=-
AkEiVitdt in vivo, 10 Minuten nach oraler Injektion von 3H-Uridin (spez.
Aktivitdt, 24 Ci/mMol).

Durchlicht. Ha&malaun-F&rbung. MaBstab 10 pm.

tisch, also blau. Werden isolierte Riesenchromosomen unmittelbar vor
dem 3H-UTP-Puls mit alpha-Amanitin im UberschuB (40 ug/ml) fur 10 Min.
behandelt und ktnnen dann in weiterer Gegenwart von alpha—-Amanitin die
radioaktive Vorstufe einbauen, so fehlt die Markierung lber den Balbia-

niringen und Banden (n=73), Abb. (30).





