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Optimierung einer Methode zur Chromosomenpréaparation

aus Fischlaich

Einleitung

Fur unsere zytogenetischen Untersuchungen an Heringen konnten die bisherigen methodischen
Erfahrungen (KLINKHARDT 1990, KLINKHARDT und BUUK 1990, KLINKHARDT 1991) nur be-
dingt Gbernommen werden. Ublicherweise werden namlich die Fische vor der Organentnahme ei-
ner mitostatischen Behandlung unterzogen, um die Ausbeute an auswertefihigen Mitosefiguren
zu erhéhen. Dazu injizieren wir vorbereitend intramuskuldr bzw. intraperitoneal eine Colchizin ent-
haltende Ringerl6sung, welche die Teilungsaktivitit im Stadium der Metaphase blockt. Die not-
wendige Einwirkungszeit, um einen registrierbaren Effekt zu erzielen, hiangt von zahireichen Fak-
toren ab (Konzentration und Dosis des Colchizins, Alter des Fisches, natirliche Teilungsrate im
zu untersuchenden Organ u.a.m.). Mindestens solite die Wartezeit jedoch die Hélfte der Gesamt-
dauer des stark temperaturabhdngigen mitotischen Zyklus (Richtwert ca. 2-4 Stunden) betragen.
Orientierende Untersuchungen im Jahr 1989 belegten zwar die prinzipielle Machbarkeit des Pra-
parationsverfahrens auch bei Heringen, jedoch standen bei Verwendung adulter Tiere die erzielten
Resultate in einem ungtinstigen Verhiltnis zur Ausbeute an Metaphasen, wodurch sich der an-
schlieBende Auswertungsaufwand (vor allem fir die Durchmusterung der Proben unter dem
Mikroskop) unverhaltnisméaBig erhohte. Und obwohl wir den Fischen so schnell wie méglich, d.h.
unmittelbar nach der Entnahme aus der Reuse, das Colchizin injizierten, damit es bereits wahrend
der anschlieBenden Bootsfahrt zum Labor wirken konnte, stellten sich bei den empfindlichen He-
ringen meist sehr bald infolge dieses "handlings" (vor dem Ablauf der erforderlichen Einwirkungs-
zeit) erhohte Sterblichkeiten ein.

Aus diesen Grinden entschlossen wir uns, embryonales Gewebe fir die Chromosomendarstel-
fung zu nutzen und die notwendigen Praparationsbedingungen in vorherigen Experimenten zu op-
timieren. Obwohl sich die Verwendung von Fischiaich fiir solche Untersuchungen eigentlich gera-
dezu anbietet, stoft die praktische Realisierung dieses Vorhabens doch auf einige Schwierigkei-
ten methodischer Natur, weswegen wohl auch international hiervon kaum Gebrauch gemacht
wird. Diese Schwierigkeiten liegen hauptsichlich im Bau der Eier begriindet: ein solides Chorion
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schitzt das Eiinnere, das stark lipophile Dotter behindert das Einwirken der wasserl6slichen Be-
handlungskomponenten (z.B. Colchizin, spater auch die Hypotonisierung) und in der fir die Chro-
mosomenprébaration effektivsten Phase der Eientwicklung macht die Keimscheibe in den teloleci-
thalen Eiern nur einen geringen Volumenanteil aus. Man muB also entweder mit hohem préparati-
vem Aufwand die Embryonen aus ihrer Eihiille entnehmen und noch vor der weiteren Behandiung
vom Dotter I6sen, oder aber durch Modifikation der Behandlungsbedingungen an "kompletten” Ei-
ern die erwiinschten Effekte zu erreichen versuchen. LIEDER (u.a. 1953 und 1954) hat in seinen
frGhen Arbeiten durch Anfertigung einfacher Quetschpréparate viele dieser Probleme umgangen.
Jedoch gentigen die Qualititen der durch solche Verfahrensweisen erzielten Metaphaseplatten
heutigen Anspriichen nicht mehr. BAKSI und MEANS (1988) versuchten, die Chromosomenpra-
paration auf der Basis friher Entwicklungsstadien (Eier und Larven) von Cyprinodon variegati/s zu
verbessern. lhre Ergebnisse dienten uns hauptséchlich bei der vorliegenden Arbeit als Richtwerte
fir die Festlegung ginstiger Préparationsbedingungen. Ergdnzend standen aber auch die Resulta-
te der Untersuchungen von CHOURROUT und HAPPE (1986) an Eiern der Regenbogenforelle
(Salmo gairdneri) zur Verfigung.

Aus beiden Arbeiten 138t sich Gbereinstimmend entnehmen, daB vor allem die ersten zwei Ar-
beitsschritte (Colchizinbehandlung und Hypotonisierung) bei Verwendung von Eimaterial aus-
schlaggebend fir den spiteren Erfolg sind. Die fir Fixierung und Firbung besten Bedingungen
lassen sich dagegen recht problemlos von anderen Arbeiten direkt Gbernehmen und waren des-
halb fur unsere Versuche von vergleichsweise untergeordnetem Rang. Zusitzlich wollten wir bei
den Optimierungsversuchen auch noch jenen Abschnitt der Eientwicklung feststellen, der fir die
Chromosomenpraparation die ginstigsten Voraussetzungen bietet, d.h. méglichst viele Mitosefi-

guren fur eine eventuelle Auswertung verfligbar macht.

Material und Methoden

Den in einer Reuse des Barther Boddens gefangenen laichreifen Heringen wurden die Ge-
schlechtsprodukte durch Abstreifen entnommen. Nach "kinstlichem” Auslésen der Befruchtung
(feuchtes Verfahren) entwickelten sich die Eier unter Laborbedingungen in Aquarien, die mit Bio-
topwasser gefilit waren, weiter. An 5 charakteristischen Terminen der Embryonalentwicklung
(Stadieneinteilung nach KLINKHARDT 1989) entnahmen wir jeweils ein gewisses Quantum des
Laiches far die Untersuchungen. Alle vorhandenen Mitosefiguren auf einer determinierten Fliche
(5 zuféllig verteilte Beobachtungsbahnen des mikroskopischen Gesichtsfeldes) der fertigen Ob-
jekttrdger wurden spéter ausgezahlt und auf diese Termine bzw. Entwicklungsstadien bezogen.
Wir modifizierten bei der Préparation der Chromosomen die spezifischen Bedingungen entspre-
chend Abb.1 a - d. In der Regel waren die kompletten, d.h. unzerstérten Eier diesen Behandlun-
gen ausgesetzt. Die Reagenzien (Colchizin, Hypotonisierungsmedium) wurden dabei direkt dem
ErbrGtungswasser hinzugefiigt. In einigen Fillen haben wir aber auch gewisse Verinderungen
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(vgl. Abb. 2) vorgenommen, um beispielsweise nach Beseitigung der Eihillen die entsprechenden

Resuitate einer direkten Einwirkung der Behandlungssubstanzen auf die Zellkerne feststellen zu

koénnen. Hierfir kamen dann die Embryonen bzw. Embryoteile fir die Behandlungsdauer in kleine

Petrischalen mit den entsprechenden Medien.
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Abb. 1 Ubersicht der Praparationsbedingungen in den vier grundlegenden Versuchsans&tzen
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Abb. 2 Darstellung der verschiedenen untersuchten Hypotonisierungsvarianten in den Experimenten

Die weiteren Arbeitsschritte (ab Fixierung) sind in den Darstellungen nicht mit enthalten. Sie lau-
teten far alle Proben folgendermaBen: mindestens 4 Stunden Fixierung (eiskaltes Carnoy, Metha-
nol : Essigsdure wie 3 : 1), anschlieBend, falls es sich um komplett-behandelte Eier handelte, me-
chanisches Aufbrechen der fixierungsbedingt spréden Eihillen und Entnahme der Embryonen.

In einem Tropfen destillierten Wassers wurden dann die Embryonen direkt auf dem grindlich ge-
reinigten Objekttrager mit einem kleinen Skalpell zu einer milchigen Suspension zerkleinert und
unter Zugabe von Carnoy Uber den Objekttriger geschwemmt, wodurch das Material fein verteilt
wird.

Nach Lufttrocknung und anschlieBender Lagerung (mindestens 4 Tage) wurde mit 10 % Giemsa
(Phosphatpuffer pH 6,8) gefirbt.

Die optische Auswertung der Priparate erfolgte mit einem Mikroskop "Peraval-interphako” von
Zeiss (Jena) bei ca. 1400facher VergroBerung (Olimmersion).

Ergebnisse

Auf den fertig praparierten Objekttrigern waren in Vielzahl Zellkerne in allen Phasen der Mitose
auffindbar. Sehr haufig lieBen sich jedoch die einzelnen Teilungsfiguren nicht eindeutig zuordnen,
weil die Hypotonisierung mangelhaft war und die Chromosomen mehr oder weniger stark "kniue-
lartig” einander Uberlagerten (vgl. Abb. 4).

Aus den Haufigkeiten der Mitosefiguren an den 5 verschiedenen Zeitpunkten der Embryonalent-
wicklung ist scheinbar ein gewisser Trend zur Verringerung der Teilungsaktivititen ableitbar
(Abb. 3). Hierbei muB aber unbedingt beachtet werden, daR es sich um keine "echten" quantitati-
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ven Erhebungen mit vergleichbaren Ausgangsbedingungen (z.B. &dquivalente Zellkernanzahien /
Flacheneinheit), sondern lediglich um orientierende Untersuchungen handelte. Sie dienten einzig
der Bestimmung jenes Zeitpunktes, zu dem mit einer méglichst groBen Anzahl von Mitosen (und
darunter auswertungsfihiger Metaphasen) gerechnet werden konnte. Wie Abb.3 zeigt, bietet
diesbeziiglich vor allem die erste Hilfte der Eientwicklungszeit giinstige Voraussetzungen. Mit
dem Ubergang von Stadium 4 zu Stadium 5 sinkt die "relative Mitosedichte” dann rasch von Gber
250/Flacheneinheit auf etwa 130 und erreicht vor dem Schlupf sogar nur noch Werte unter 50.

Anzahl der Mitosestadien/Einheitstliiche

300
/
200} -
160 -
100
501
0 1 L 1 1 1 i
1 2 3 4 5 6 7 8

Stadien der Embryonalentwicklung

000000

Abb. 3 Mitosehaufigkeit an verschiedenen Zeitpunkten der Embryonalentwicklung
(Stadieneinteilung nach KLINKHARDT 1989, 1 = Befruchtung; 8 = Schiupf

Der Versuch Nr.1 zur Optimierung der Priparationsbedingungen fir die Chromosomen erbrachte
in allen 3 Ansitzen (A, B und C) nur unbefriedigende Resultate. Zwar lieBen sich Mitosefiguren
und darunter auch Metaphasen in groBer Zahl nachweisen, deren Chromosomen lagen jedoch
selbst nach einer 30minatigen Hypotonisierung in destilliertem Wasser immer noch sehr stark
Ubereinander (Abb. 4a und 4b), was eine individuelle Auswertung der einzelnen Elemente absolut

unmdéglich machte.
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Abb. 4 Mitosefiguren mit mangelhafter Hypotonisierung
a und b - sehr starke Uberlagerung bei Anwendung von destillierten Wasser
¢ und d - Behandlung mit Natriumcitrat (45 min). (N&here Erlduterung im Text)
Strichmarkierung entspricht 10pm

Die Dauer der Colchizinbehandlung hatte keinen nachweisbaren akkumulativen Effekt auf die An-
zahl der Mitosen, sogar die véllige Weglassung des Mitostaticums im Versuch Nr. 2 ergab keine
nachteiligen Auswirkungen. Allerdings verbesserte sich hier durch den Einsatz von Natriumcitrat
der Hypotonisierungserfolg etwas, wenn auch nicht im erwinschten AusmaR: in Abb. 4 c und d
ist erkennbar, daB die Vereinzelung der Chromosomen etwas ginstiger ist, was insbesondere fir
die langste Behandlungsdauer (45 min) zutrifft.

Erst nach nochmaliger Verlingerung der Hypotonisierungsdauer auf 60 min kam es zu einer
merklich besseren Darstellbarkeit der Einzelchromosomen (Abb. 5 a und b) . Zwar lagen die Chro-
mosomen noch teilweise (ibereinander, gestatteten aber dabei hiufig bereits eine karyologische
Auswertung nach den Gblichen Kriterien (zentromerischer Index I° und relative Linge L?). Nach-
teilig machten sich jedoch die meist ungleichen Kondensationszustinde des Chromatins bemerk-
bar: entweder waren die Metaphase-Chromosomen sehr stark kontrahiert ("spiate Metaphase”, in-
dividuelle Typansprache nach I° unsicher, vgl. Abb. 5 a) oder sie befanden sich noch im Uber-
gang ("Prometaphase”, L® schwer bestimmbar, vgl. Abb. 5 b) .

Diesem Mangel konnte durch Verldngerung der Mitoseblockungsdauer auf 6 h (Versuch Nr. 4)
abgeholfen werden. Nach dieser langen Colchizinbehandlung hatten sich neben den vorher be-
schriebenen ungulnstigen Mitosefiguren auch eine ausreichende Zahl Metaphasen in gut auswert-
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barer Konfiguration abgesetzt. An ihnen
waren die vorgesehenen Messungen ohne
weiteres durchfiihrbar (Abb. 6).

Ob die Darstellbarkeit der Chromosomen
durch die Praparation aus der Eihille ent-
nommener Embryonen verbessert wurde,
kann hier nur anhand subjektiver Kriterien
bewertet werden. Bei Anwendung der zu-
letzt genannten, fir "komplette™ Eier am
besten geeigneten Prédparationsbedingun-
gen, war jedenfalls kein nennenswerter
Unterschied festzustellen, jedoch 138t sich
uber direkte Einwirkungen der Behand-
lungsmedien auf die embryonalen Zellen
und Gewebe eines freiliegenden, "hiilien-
losen” Keimes, die Behandlungszeit merk-

lich verkirzen.

Abb. 5
Verbesserte Darstellung der Metaphaseplatten
nach Verldngerung der Hypotonisierungsdauer
a - gute Vereinzelung der Chromosomen, aber
2u starke Kondensation des Chromatins
3 b - Prometaphase mit geringfiigigen Uberlage-
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Diskussion

Die konventionellen in vivo - Techniken zur Chromosomenpréparation (BLAXHALL 1975, KLIGER-
MAN und BLOOM 1977) haben in den letzten Jahren zahireiche Modifikationen erfahren, z.B.
durch RIVLIN et al. (1985), REDDY und JOHN (1986), DAS und DAS (1988) oder CATTIN und
FERREIRA (1989). Wie wir in einer Ubersichtsarbeit zeigen konnten (KLINKHARDT 1991), stellen
aber die meisten davon doch nur "Abwandiungen” der herkémmlichen Verfahren dar und basie-
ren auBerdem auf der Nutzung der typischen Organe und Gewebe (meist Kopfniere, Kieme oder
Milz). .

Auch die wenigen, bislang verdffentlichten Untersuchungen zur Karyologie der Heringe (u.a.
SKVORCOVA 1974, 1975; DOUCETTE und FITZSIMONS 1988) nutzten diese Moglichkeiten. Al-
lerdings griff ROBERTS (1966) auch bereits auf Zellkulturen von Fibroblasten aus Heringsgona-
den zurlick, wobei diese Arbeit aber mehr der methodischen Weiterentwicklung von Zellkultur-
techniken diente.

Embryonales Gewebe bietet sich aufgrund seines hohen mitotischen index' fiir die Chromoso-
menpréparation geradezu an. Praktisch sind im frihen Abschnitt der Individualentwicklung Tei-
lungsstrukturen (Metaphaseplatten) jederzeit in groBer Zahl verfiigbar und liefern bei optimalen
Behandlungsbedingungen auch qualitativ hochwertige Chromosomenbilder. Somit 18t sich der
vielleicht etwas gréRere prdparatorische Aufwand bei der Herstellung der Objekttriger ohne wei-
teres rechtfertigen.

Wesentlich ist bereits die Wahl des glnstigsten Zeitpunktes fir die Praparation der Eier. Hier dek-
ken sich unsere Befunde mit den Angaben von CHOURROUT und HAPPE (1986), die gleichfalls
ein recht deutliches Absinken der Anzahl lesbarer Metaphasen in der zweiten Hélfte der Eient-
wicklung fir Sa/mo gairdneri konstatierten. Auch BOLLA (1987) gibt an, daB bei ihren Untersu-
chungen an Eiern von Salmo salar und Salmo gairdneri beste Ergebnisse zum Zeitpunkt der Gas-
trulation erzielbar waren (etwa 50 d° fur S.salar bzw. 37 d° fir S. gairdneri, d° =Tagesgrade)
und die Teilungsrate dann mit Erreichen des Augenpunktstadiums deutlich absank. Hier gilt es, in
der Praxis einen akzeptablen Kompromi zwischen méglichst hoher Mitosezahl und Praparations-
fahigkeit der Objekte zu findén, denn wihrend der Gastrulation bedeckt das Blastoderm nur als
relativ dinne Zellschicht die vergleichsweise volumindse Dotterkugel und ist demzufoige recht
schwer zuginglich. )

Der s‘térende EinfluB des lipophilen Dotters 18t sich im einfachsten Fall durch dessen mechani-
sche Entfernung eliminieren. Mit entsprechenden Werkzeugen und etwas Geschick 1aBt sich das
in einer ca. 0,9 %igen Ringerlésung gut realisieren. BOLLA (1987) verfuhr in dieser Art und Wei-
se und unterzog den Embryo anschlieBend einer Kurzzeitzellkultur (3 h fir Gastrula- und 4 h far
spéitere Stadien), wobei sie dem Medium direkt Colchizin zur Mitoseblockung zusetzte. CHOUR-
ROUT und HAPPE (1986) inkubierten Gber Nacht komplette Eier in 0,02 % Colchizinlésung und
entnahmen erst danach die Embryonen den Eihillen (in einer 0,8 % NaCl-Lésung). In ihren Ver-
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suchsserien variierten BAKSI und MEANS (1988) die Colchizin-Behandiungszeiten (von 2,5 bis
7,0 h) und -Konzentrationen (von 0,005 bis 0,2 %). Als optimal erwies sich die Prozedur bei
0,05 % und 4 h fur Eier und Larven von Cyprinodon variegatus. Nach unseren Erfahrungen aus
den Untersuchungen solite auch fir Heringseier eine Behandlungsdauer von 4-5 Stunden nicht
unterschritten werden (bei einer Colchizinkonzentration von 0,02 %).

Far karyologische Studien an reifen, abgelaichten Eier der Amerikanischen Auster Crassostrea vir-
ginica, deren optisch dichtes Dotter die Betrachtung der Chromosomen nahezu unmdglich macht,
empfehlen LONGWELL und STILES (1968) die Extraktion des Dotters mit einer modifizierten
Soxhlet-Technik (Chioroform und Methylalkohol) im Anschiu an die Carnoy-Fixierung. Mogli-
cherweise 138t sich dieses an Eiern der Lamellibranchiata erprobte Verfahren zukuinftig auch auf
Fischlaich Gbertragen.

Eine Hypotonisierungsdauer von 1 h war bei unseren Versuchen am besten fir die Aufspreitung
der Chromosomen geeignet. Dabei spielte es keine Rolle, ob KCI oder Natriumcitrat verwendet
wurde. Offensichtlich ist die Einwirkungsdauer von gravierenderer Bedeutung, als das Hypotoni-
sierungsmedium. Uberraschenderweise erwies sich der Einsatz von destilliertem Wasser als nicht
so glnstig. Immerhin erzielten BAKS! und MEANS (1988) durch 90mindtige Einwirkung destil-
lierten Wassers beste Resultate, wihrend bei ihnen die 0,4 %ige KCI-Lésung nur unbefriedigende
Ergebnisse erbrachte (Behandiungsdauer 10, 15, 30 oder 60 min). Vermutlich hitten wir die Be-
handlungsdauer bei unseren Experimenten auch noch deutlicher verlingern missen. CHOUR-
ROUT und HAPPE (1986) favorisieren fir die Hypotonisierung 0,8 %iges Trinatriumcitrat, wel-
ches sie aber 30 min lang auf freiprdparierte, hillenlose Embryonen einwirkten lieBen. In den
Kurzzeitzellkulturen von BOLLA (1987) genligte sogar ein Smindtiger Aufenthalt der Zellen (!) in
0,075 M KCI. Die Bedingungen fiir eine gute Hypotonisierung scheinen also sehr variabel zu sein
und sind sicher auch mit von der Fischart (Ei- und DottergréRe, Dicke des Chorions, Lipidgehalt
etc.) abhingig. Nach unseren Erfahrungen machen sich "verlingerte” Hypotonisierungszeiten
nicht sehr nachteilig auf die Chromosomen bemerkbar, wahrend zu kurze Einwirkungsdauern des
Mediums jedoch meist unzureichende Bilder nach sich ziehen.

Die hier gemachten Fehler sind in den nachfolgenden Arbeitsschritten nicht mehr korrigierbar, an-
dererseits ist es aber durchaus maglich, da3 gut hypotonisierte Metaphaseplatten noch nachtrag-
lich infolge unzureichender Fixierung, zu dichtem Materialauftrag auf den Objekttrdgern oder
mangelhafter Farbung in ihrem Erscheinungsbild‘ beeintrachtigt werden. SchiieBlich wird mit dem
Carnoy ein saures Fixierungsmittel verwendet, welches nicht nur die Nucleohistone prézipitiert,
sondern auch viele Plasma-Substanzen, die die Einsicht in den Zellkern verdecken, herauslésen
soll. Deshalb ist das Carnoy auch erst unmittelbar vor seiner Verwendung anzusetzen, mehrmali-
ge Wechsel des Fixativs im Verlaufe des Fixierungsprozesses sichern, daB entstehendes Methyla-

cetat eliminiert wird. Insgesamt dirften aber durch Fixierung, Materialauftrag und Farbung weni-
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ger Fehler verursacht werden kdnnen, als infolge unzureichender Mitoseblockung und Hypotoni-
sierung.

Wie durch die vorliegenden Ergebnisse gezeigt wird, ist es bei Wahrung optimaler Behandlungs-
bedingungen ohne weiteres méglich, auch aus den Eiern der Fische Chromosomenpriparationen
vorzunehmen. Somit bietet sich fir Untersuchungen dieser Art ein Ausgangsmaterial an, welches
leicht handhabbar ist, die Bearbeitungen auBerordentlich kostengiinstig macht und (zumindest bei
Massenlaichern wie dem Hering) auch in groRer Menge zur Verfligung steht.
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Zusammenfassung

Eine effektive Methode fiir die Praparation von Chromosomen aus Fischeiern wurde erprobt. Die
optimalen Bedingungen zur Darstellung der Metaphaseplatten lieBen sich in mehreren Versuchen
bestimmen. Der ginstigste Zeitpunkt fir die Chromosomenpriparation liegt in der ersten Haifte
der Eientwicklung. Zu empfehlen ist eine 6stindige Colchizinbehandlung (0,02 %) und eine
1stindige Hypotonisierung (0,075 M KCI bzw. 0,8 % Natriumcitrat).
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