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D e m o n s t r a t i o n  yon  E l e m e n t a r f i b r i l l e n  in m e n s c h l i c h e n  M e t a p h a s e c h r o m o s o m e n  in s i tu  

Die U l t r a s t r u k t u r  der Chromosomen  h6herer  Orga- 
n i smen  war  in den le tz ten  J ah ren  h~Lufig Gegens tand  des 
Interesses .  ~ b e r s i c h t e n  fiber den  S tand  der  Un~er- 
suchungen  zur C h r o m o s o m e n s t r u k t u r  h a b e n  kfirzlich Ris  1 
sowie SCHWARZACHER 2 gegeben.  Der  Durchrnesser  der  
Chromat inf ibr i l len  sowohl  in I n t e r p h a s e k e r n e n  wie in 
Metaphasechromosomel i  wurde  yon  versch iedenen  Au- 
to ren  1,8-11 s~udiert, wobei  F ibr i l lendurchlnesser  yon  
20-500 _~ beschr ieben  wurden .  Nach  der  ~ b e r s i c h t  yon  
IRis 1 exis t ie r t  eill B a u e l e m e n t  yon 100 ~ Durchmesser .  
D u t c h  FMtullg und  Zusammenlegel i  ve rb inden  sich nach  
der  Auffassung dieses Autors  zwei der  100 A-Fibr i l len  zu 
einer  E inhe i t  yon  250 A. Ober  die Anord l lung  dieser 
FibriHeli im Chromosom sowie fiber die Lokal is ierung ulld 
A n o r d n u n g  yon  D N S  und  P ro t e inen  bes t ehen  h ingegen 
noch wenig genaue In fo rma t ionen .  

In  der  vorl iegendell  Arbe i t  wurde  die Si lbera ldehyd-  
m e t h o d e  nach  BRYAN und  ]3RINKLEY 12 all:[ ganze mi to-  
t i sche M e t a p h a s e c h r o m o s o m e n  angewende t .  Zur Un te r -  
suchung  dientel l  menschl iche  Blu t lymphozyte l l .  Sie wur-  
den mi t  Phytoh/~magglut in in  s t imul ier t ,  nach  3 Tagell 
I n k u b a t i o n  bei 37~ ini t  Colchicill behande l t ,  d a n n  IIIit 
0,9% N a t r i u m c i t r a t  hypo ton i s i e r t  und  m i t  Athano l -  
Eisessig (3: 1) f ixiert .  Die Zellen wurden  sodann  ill 45% 
Essigsgure  suspendier t ,  die Suspens ion  auf Collodium- 
besch ich te te  Objekttr/~ger aufge t ropf t  und  die tiber- 
schfissige Flfissigkeit  mi t t e l s  saugf~higem Pap ie r  in der  
Mit te  des Tropfells  abgesaug t  la. 

Die F~Lrbung erfolgte nach  der  Methode  yon  BRYAN und  
BRINKLEY 12. Die P r g p a r a t e  wurden  10 min  bei  55~ m i t  
1 N HC1 h y d r o l y s i e r t  Nach  Spfilen m i t  des{il l iertem 
Wasser  wurde  das ammol l iakal i sche  Si lberreagens nach  

BRYAN 1~ au fgebrach t  und  in einer  feuch ten  K a m m e r  
w/ihrend e~wa 8 h wi rken  gelassen. Anschl iessend wurde  
m i t  dest i l l ier tenl  Wasse r  gewaschen und  dann  mindes t ens  
1 h, of t  auch  bis zu 12 h, m i t  2% A m l n o n i u m h y d r o x y d  
behande l t .  Diese Behand lung  v e r m i n d e r t e  den Silber- 
oxydniederschtag ,  der  viele Pr / ipara te  u n b r a u c h b a r  
machte .  Die Pr~tparate wurden  dann  nach  Metaphasen-  
ch romosomen  abgesucht ,  es wurden  Ne tzchen  auf die 
en t sp rechenden  Stellen aufgelegt  und  die Collodiumfolie 
auf einer  Wasserober f lgche  abgel6st .  Ffir die E lek t ronen-  
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Fig. 1. Metaphasechromosom, Silberaldehydf~rbung nach Hydro- Fig. 2. Teil eines Metaphasechromosoms. Vergr. 40000 • 2. 
lyse. Vergr. 20000 • 1,5. 
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mikroskop ie  wurde  ein Zeiss EM 9A ve rwende t ,  fiir in i t ia le  
Vergr6sse rungen  fiber 40.000fach e in  Ph i l ips  E M  300. 

Bei  schw~cheren  e l ek t ronenop t !{chen  Vergr6sse rungen  
zeigen die M e t a p h a s e c h r o m o s o m e n  d ie  t y p i s c h e n  Formen ,  
die aus  der  L i c h t m i k r o s k o p i e  b e k a n n t  s ind (Figur  1). Das  

C h r o m o s o m e n b i l d  is t  d a b e i  in  P u n k t e  aufgel6st ,  die teil-  
weise als zusammenh~Lngende K e t t e n  e r sche inen  (Figur  2). 
E i n e  ~hnl iche  Auf i6sung  in P u n k t e  wurde  auch  y o n  an-  
d e r n  Un te r suche rnS ,  15 bei  K o n t r a s t i e r u n g  m i t  U r a n y l -  
a c e t a t  n a c h  Hydro ly se  gefunden .  I n  B i lde rn  m i t  e lekt ro-  
n e n o p t i s c h e n  Vergr6sse rungen  y o n  ca. 160000 • u n d  
250 000 • l~sst  s ich eine S t re i fung  i n n e r h a l b  der  ge f~rb ten  
Ste l len g u t  e r k e n n e n  (Figur  3). Bei  s t~ rkere r  l i ch top t i s che r  
N a c h v e r g r 6 s s e r u n g  wird  ers icht l ich ,  dass  die S t re i fung  
auf  das  V o r h a n d e n s e i n  e inze lner  F ib r i l l en  zurf ickzuf t ihren 
is t  (F iguren  4 u n d  5). Dabe i  e r sche inen  im a l tgemeinen  die 
Fibr i l len ,  da  wo sie f iber e twas  l~tngere D i s t a n z  ver fo lg t  
werden  k6nnen ,  d i ch t  g ep ack t  u n d  in unrege lm~ss iger  
Weise  gefa l te t  (Figur  4). Anderse i t s  l aufen  diese F ib r i l l en  
a n  e inze lnen  Ste l len  paral le l ,  wie das  z.B. die F i g u r  5 
zeigt.  H ie r  1Xsst s ich auch  a m  le i ch tes t en  die D i m e n s i o n  
der  E inze l f ib r i l l en  zu ca. 20 ~- bes t i l t lmen.  

Aus der  F igur  3 is t  zu e rkennen ,  dass  s ich diese Fi- 
b r i l l en  in den  C h r o m o s o m e n k 6 r p e r  for t se tzen .  Die s t a rk e r  
gef~Lrbten Stel len,  die als P u n k t e  in  E r s c h e i n u n g  t r e t en ,  
lassen sich so in t e rp re t i e r en ,  dass  d u r c h  die H y d r o l y s e  
bei  55~ die H i s tone  d e r / i u s s e r s t e n  Tei le  des Chromosoms  
weggel6st  werden  u n d  diese zur  K o n t r a s t i e r u n g  vor-  
be re i t e t  werden.  Die s t a rk e r  ge f~rb ten  P u n k t e  wf~ren 
somi t  Teile des Chromosoms,  die s t a r k e r  aus  d e m  Chromo-  
s o m e n k 6 r p e r  he raus ragen .  

Der  F i b r i l l e n d u r c h m e s s e r  y o n  20 A e n t s p r i c h t  der  
G r6 s s en o rd n u n g  der  DNS-Dopopelhelix.  E n t s p r e c h e n d e  
E l e m e n t a r e i n h e i t e n  yon  15-20 A w u r d e n  auch  in Schn i t t -  
p r g p a r a t e n  ge funden  8,11. N a c h  S p r e i t u n g  y o n  Seeigel o- 
spe rmien  auf  Wasse r  w u r d e n  k le ins te  F ib r i l l en  yon  20-30 A 
beschr iebeng,  1~ a n  gesp re i t e t en  Nuc leoh i s ton -F ib r i l l en  
aus  K a l b s t h y m u s  20 A - E i n h e i t e n  in  100 ~ - F i b r i l l e n  1. F i i r  
die U n t e r s c h i e d e  in den  g e f u n d e n e n  W e r t e n  s ind dabe i  
wohl  die ve r sch i edenen  P r ~ p a r a t i o n s t e c h n i k e n  v e r a n t -  
wor t l ich .  Die vor l i egende  A r b e i t  b e s t ~ t i g t  somi t  die 

Fig. 3. Teil eines Metaphasechromosoms bei sehr starker Vergr6sse- 15 N. A. BARNICOT and H. E. HUXLEY, Ann. hum. Genet. 25, 253 
rung. Es l~sst sich eine feine Streifung erkennen. Vergr. 250 000 • 2,25. (1961). 

Fig. 4. Einzelheit eines Metaphaseehromosoms. Vielfach gedrehte Fig, 5. Einzelheit eines Metaphaseehromosoms. Es sind parallel ver- 
Fibrillen sind erkennbar. Vergr. 160 000 • 7. laufende Fibrillen zu erkennen. Vergr. 160 000 • 7. 
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Ex i s t enz  einer  E lementa r f ib r i l l e  von  ca. 20 A Durch-  
messer  und  kann  sie im M e t a p h a s e c h r o m o s o m  in si tu 
demons t r i e r en  16. 

Summary. Tioghtly packed  e l emen ta ry  fibrils wi th  a 
d iamete r  of 20 A are d e m o n s t r a t e d  in h u m a n  m e t a p h a s e  
chromosomes  in situ. 
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Pycnotic Degeneration of Ventricular Cells in Embryonic Brain Following Transplacental Exposure 
to 5-Azacytidine 

In  t he  p resen t  work  the  t r ansp lacen ta l  effect  of 5- 
azacy t id ine  o n  ven t r icu la r  cells 1 of 14-day embryon ic  
mouse  bra in  was s tudied.  Of special  in te res t  was the  
t iming  of the  appea rance  of pycno t i c  nuclei  in the  
vent r icu la r  zone following 5-azacyt idine ~, as well as the  
increase in the i r  n u m b e r  and  localization.  In  order  to  
f ind ou t  w h e t h e r  these  nuclei  migra te  pr ior  to  the i r  
pycno t ic  degenera t ion  and  w h e t h e r  t h e y  are able to  
syn thes ize  D N A  a t  t h a t  t ime,  thymidine-SH has  been  
admin i s t e red  to mo the r s  and  subsequen t ly  autoradio-  
graphic  p repa ra t ions  have  been m a d e  f rom embryon ic  
mice killed a t  d i f ferent  t ime  in tervals  fol lowing s imult-  
aneous a d m i n i s t r a t i o n  of t he  label w i t h  5-azacytidine.  

Material and methods. For  the  expe r imen t s  groups of 4 
female  mice (pregnancy day  14) be longing to the  r andom-  
bred  s t ra in  H, kep t  under  s t a n d a r d  condi t ions ,  were used. 
The mice wi th  vaginal  plugs or sperms  in vag ina  were 
isolated f rom male, and t h a t  day  was regarded  as day  1 of 
gestat ion.  Thymidine-3H (5.0 Ci/mmol) was in jec ted  to 
mo the r s  (100 vCi/animal) i.p. s imul taneous ly  wi th  5- 
azacyt id ine  a t  t he  dose level of 3 mg/kg.  The mice were 
killed 4, 8, 12 and  24 h af ter  the  admin i s t ra t ion ,  and  the  
foetuses  were e m b e d d e d  in paraff in .  Sect ions were cut  a t  
5 $, coa ted  wi th  a s t r ipp ing  f i lm K o d a k  AR. 10 and  
exposed  for 2 weeks a t  --15~ The slides were deve loped  
and  s ta ined  wi th  hematoxy l in -eos in .  Two embryos  f rom 
each l i t te r  were processed for au to rad iography .  The 
average  background  vMues were less t h a n  1 grain per  10 
nuclei. In  each slide 1250 ven t r icu la r  nuclei  1, compr is ing  
25 nuclear  layers runn ing  paral lel  to  the  inner  surface of 
the  neural  tube,  were eva lua ted  ; 50 nuclei  were coun ted  in 
each layer.  

Results. Table  I indicates  t h a t  following 5-azacyt idine 
the  labell ing of vent r icu la r  nuclei  is more  considerable  
t h a n  in t he  control .  At  12-24 h af ter  5-azacyt idine the  
n u m b e r  of heavi ly  labelled nuclei  (more t h a n  6 grains per  
nucleus) remains  unchanged,  whereas  the i r  a m o u n t  
d iminishes  progress ively  in controls.  The n u m b e r  of 
pycno t i c  nuclei  increases be tween  4 and  12 h following 
5-azacyt idine.  At  all t imes  60-66% of pycno t i c  nuclei  are 
heavi ly  label led (Table II). Be tween  12 and  24 h, pycno t ic  
nuclei  migra te  fronl  inner  to  ex te rna l  layers of ven t r icu la r  
zone (Figure). The emergence  of pycno t ic  nuclei is  p receded  
by  the  accumula t ion  of heavi ly  labelled mi to t ic  figures in 
the  region of t he  inner  surface of ven t r i cu la r  zone a t  4 
and 8 h, while  a t  12 and  24 h the  mi to t ic  index is signifi- 
can t ly  d imin ished  (Table I I I ) .  

Compar ing  the  n u m b e r  of mi to t ic  figures and pycnot ic  
cells p resen t  in t he  ven t r icu la r  zone (Table IV), i t  seems 
permiss ible  to  conclude t h a t  following 5-azacyt idine 
mitoses  in the i r  ma jo r i t y  undergo pycno t i c  degenerat ion.  
I f  t he  n u m b e r  of ven t r icu la r  mi to t i c  nuclei  and  t h a t  of 
pycno t i c  nuclei  p resen t  a t  a given t ime  in te rva l  is added  
together ,  the  value thus  ob ta ined  closely cor responds  to  
the  n u m b e r  of pycno t ic  nuclei  ac tua l ly  observed a t  t he  
following t ime  in te rva l  (Table IV). 

Discussion. The pycnot ic  degenera t ion  of the  ven t r i -  
cular cells occurs as a resul t  of t he  d i s tu rbance  of in te rna l  
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Table I. Labelling of nuclei in ventricular zone of mouse embryonic 
brain according to mean grain counts following simultaneous admi- 
nistration of thymidine-aH and 5-azaeytidine in vivo 

Time after Nuclei (%) 
application 
(h) Unlabelled 4-6 grains 7 and more grains 

8 68 ~ 50 b 24~ 24 b 8 ~ 26 b 
12 80 60 16 16 4 24 
24 88 64 12 12 0 24 

Controls. b Following 5-azacytidine. The nuclei have been arranged 
percentually into 3 classes according to their respective mean grain 
counts (unlabelled, 0-3; 4-6; and 7 and more grains per average 
nucleus). 

Table II. Percentage of pycnotic nuclei in ventricular zone of mouse 
embryonic brain and their labelling following simultaneous adminis- 
tration of thymidine-aH and 5-azacytidine in vivo 

Time after Pyenotie Nuclei (%) 
application nuclei Unlabelled 
(h) (%) 4-6 grains 7 and more grains 

8 14 32 5 63 
12 36 12 22 66 
24 38 13 27 60 

All pycnotic nuclei have been arranged percentually into 3 different 
classes according to their respective mean grain counts. 


