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A modified method for examination of chromosomes of meiotic cells in mammalian testes 
is described. A cell suspension is prepared from the tubules of the whole testis by use of hyalu- 
ronidase and stirring for 20 to 30 minutes. Using standard procedures this suspension is worked 
up into air - -  dried preparations. The method gives a very high yield of good pictures of several 
meiotic stages, especially of first and second metaphases and diakinesis, but also of diplotene. 
The slides are evaluated using a Zeiss-photomicroseop combined with a Zeiss-drawing- 
apparatus. This combination makes use of the adwntage of drawing as well as photographing 
without change of the microscopic feld. 

A. Einfiihrung 

Ftir die Preparation meiotiseher Teilungen aus den Testes der Siiuger stehen 
grundsgtzlieh zwei Methoden zur Verfiigung, die Quetsehmethode ( 0 ~ o  u. a., 
1959; W]~Lsno~s u. a., 1962; B(JSK u. KJESSLEtt, 196t) and die Lufttroeken- 
methode (BENIRSCtIKE ll. BI~OWNKILL, 1963; EVANS U. a., 1964). 

Die t~hythmik der Spermatogenese der S~uger Init dam wellenf6rmigen Ablauf 
der Zel]bildung in l~ichtung der Tubulusl£ngsaehse ffihrt zu einer HKufung gleieher 
Teilungsstadien in bestimmten Tubulusabsehnitten. Dieser Umstand wirkt sich 
bei der Quetschmethode ~ugerst nachteilig aus. Eine grote Anzahl der hergestell- 
ten Pr~parate mug aus Mangel an dan gewiinsehten Teilungsphasen verworfen 
werden. In  anderen Prgparaten fiihrt eine starke H~ufung yon Teilungen zu l]ber- 
sehneidungen, die eine klare und sichere Beurteilung der Chromosomen nur bei 
wenigen Zellen zulassen. 

F/Jr Untersuchungen, die die Analyse einer gr6Btm6glichen Zahl yon meioti- 
schen Teilungen erfordern, mug deswegen den Methoden, mittels Zellsuspensionen 
Lufttrockenprgparate herzustellen, tier Vorzug gegeben werden. Bei einer der- 
artigen Methode (EvAns u. a., 1964) wird die erforder]iche Zellsuspension aus 
tIodenparenehym auf meehanischem Weg dutch Ausstreifen des Tubulusinhalts 
mit feinen Pinzetten in 2,2% iger Natrium-Citrat]6sung gewonnen. 

Die Anwendung yon ttyaluronidase bietet eine weitere M6glichkeit zur tterstel- 
lung yon Zellsuspensionen. Hyaluronidase steigert die Bindegewebsdurchl/~ssigkeit 
und baut Chondroitinschwefels~ure und ttyalurons£ure his zu Monosacehariden 

* Nit Unterstfitzung durch die Deutsche Forschungsgemeinsehaft. 
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ab (I~5MPP 1962). Durch diesen U m b a u  der In terce l lu larsubs tanz  wird die 
M6gliehkeit gegeben, die Zellen besonders leieht aus dem Zel lverband oder dem 
Stfitzgewebe, an  dem sie haften,  herauszul6sen. ZWEIDT,~R benu tz t  Hyaluronidase,  
um Zellsuspensionen aus soliden Tumoren  ffir eine Suspensionskul tur -Teehnik  zu 
gewinnen. Von LEJEV~E wird t Iya luron idase  bei der hypotonisehen Behandl tmg 
yon Blur-  u n d  F ib rob la s t enku l tu ren  angewandt .  

B. Beschreibung der Methode 

a) Vorgehen bei der Prdparation mit Hyaluronidase 
Unter Ausnutzung dieser Prinzipien haben wir eine einfache und zeitsparende Methode ge- 

funden, um Meiosen und Mitosen aus Siiugertestes zu pr~parieren. Die ~Iethode wurde mit dem 
Ziel cytogenetiseher Untersuchungen der Spermatogenese der Maus entwickelt und liefert 
ausgezeichnete Ergebnisse. 

Im einzelnen wurden folgende Schritte beachtet: 
1. Preparation der Testes, nachdem die Tiere 1--2 Std nach intraperitonealer In] ektion yon 

Colcemid (0,5 ml einer 0,04°/oigen L6sung) getStet worden sind. 

2. Dekapsulierung der Testes in Blocksch~lchen in 370 C warmer l°/oiger Natriumcitrat- 
15sung. Sorgf~ltige Entfernung der Hodenhiillen. Das Hodenparenchym wird mit Irisschere 
und Pinzette m6g]ichst rein zerkleinert. 

3. ~berffihren des Materials mittels Pasteurpipette in eine frisch zubereitete LSsung yon 
Hyaluronidase in l°/oigem Natriumcitrat (150 i.E. Hyaluronidase in 10 ml Natriumcitrat. 
Dem entspricht 1 Amp. Kinetin (Schering) oder Apertase (Hoechst) oder 0,3 mg Hyaluronidase 
der Firma Serva, Heidelberg). 

4. Langsames ~iihren auf dem ~¢[agnetriihrer 2 0 4 0  rain. Nach etwa 10 min wird die vor- 
her klare Flfissigkeit trfib. 

5. Danach l~Bt man die groben Gewebspartikel absinken. Vorsichtiges Uberfiihren der 
Zellsuspension in ZentrifugenrShrchen. Wit ziehen dabei l~Shrchen mit geringem Durchmesser 
(ca. 1 cm) den weiteren 10 oder 15 ml ZentrifugenrShrchen vor. Das gewonnene Material kann 
darin nach Fixierung besser ausgenutzt werden. 

6. Zentrifugieren 10 rain bei 1000--1200 U/min (170 g--240 g). Abpipettieren des durch 
unvollst~ndig sedimentierte Spermien noch trfiben Uberstandes. Der Zellsatz wird in einem 
verbliebenen l~est der Fliissigkeit mit der Pasteurpipette sorgfiiltig resuspendiert. 

7. Vorsichtiges Fixieren durch langsames tropfenweises Zugeben yon Alkohol-Essigs~ure 
(Methyla]kohol : Eisessig = 1 : 3). Die beiden letzten Schritte mfissen besonders sorgf~ltig 
ausgefiihrt werden, mn ein Verklumpen der Ze]len bei der ~ixierung zu vermeiden (MOO~- 
HEAD U. a., 1960). 

8. Wenige Minuten stehen lassen. Erneutes Zentrifugieren - -  5--10 min - -  und Wechsel 
des Fixierungsmittels. Dann eine ~ Std bis mehrere Stunden im Kfihlschrank stehen lassen. 

9. Nach nochmaligem Zentrifugieren wird mit frischem Fixierungsmittel eine weiglich- 
triibe Suspension hergestellt (0,5--1 ml ffir das aus einem Testis gewonnene Material) und auf 
gereinigte, fettfreie Objekttri~ger aufgetropft. 3--5 Tropfen werden durch Neigen des Objekt- 
tr~gers und leichtes Blasen mSglichst gleichm~Big verteilt, so dab nichts fiber den Rand ab- 
flieBt. Der Abstand der Zellkerne auf dem Pr~parat soll durchschnittlich nicht weniger Ms 
einen Kerndurchmesser betragen. 

10. Trocknen der Pr~parate bei Zimmertemperatur, F~rben in 1--2°/oigem Aceto-Orcein, 
Alkoholreihe, Xy!ol , Eindecken mit DePeX oder ~hnlichem. Die orceingef~rbten Pr~parate 
werden in den niederen Alkoholstufen sehr rasch ausdifferenziert und sollen deswegen jeweils 
nur sehr kurz dort verbleiben. 

Die Schritte 5 bis 10 entspreehen im wesentlichen den allgemein iiblich gewordenen Ver- 
fahren zur Herstellung von Dauerprgparaten und k6nnen in individueller Weise variiert 
werden. 
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b) Eine Anordnung [i~r die mi[cros[copische Auswertung 

Die Auswertung der Pr~parate nchmen wir am Zeiss-Photomikroskop v or. Wir 
haben auf den Tubuskopf  des Photomikroskopes den Zeiss-Zeiehcnapparat mit  
einem zweiten Binocular montiert.  Dutch den Zeiehenaloparat wird die Zeiehen- 
fl~ehe, die yon einer Tisehlampe beleuehtet sein mug, in die Ebene des mikroskopi- 
sehen Bildes eingespiegelt. ])as Binocular am Tubuskopf  wird zum Beobaehten 
und Photographicren verwandt.  Mit dem zweiten Binocular wird gezeichnet. Der 
Weehsel zwisehen den beiden M6gliehkeiten gcsehieht dutch das Reflexions- 
system im Tubuskopf. Das Reflexionssystem im Zeiehenapparat  erlaubt eine Ein- 
stellung des mikroskopischen Bildes allein, des mikroskopisehen Bildes mit  der 
Zeiehenfl~ehe oder der Zeiehenfli~chc allein. Die tIelligkeit des mikroskopischen 
Bildes mug auf die Helligkeit dcr Zeiehcnfl/~ehc abgest immt werden. Die Aus- 
tritts6ffnung des Zeiehenapparates und das zugeh6rige Binocular sind mit  den 
Oeularen Kpl-W 12,5 x ausgeriistet. Gczeiehnet wird bci Stcllung 2 des Optovars 
mit  Durchlieht odor Phascnkontrast.  Die Zeiehnungen erhalten unter Verwendung 
der 01immersion 100 eine 3800faehe Vergr6gerung. Mit dem Optovar 1,25 oder 1,6 
erh~lt man 2300- bzw. 2900faehe Vergr6gerungen. Um mfihelos zwischen den ver- 
sehieden hohen Binoeularcn wghlen zu k6nnen, wird ein leicht in seiner H6he ver- 
stellbarer Biirostuhl (Lift-O-mat der Firma Bremshey, Solingen-Ohligs) benutzt,  
der sieh dureh Druek auf cine Taste senkt und dessen Sitzfl/tehe dureh Druek auf 
dieselbe Taste angehoben wird, wenn sic nieht belastct ist. 

C. Diskussion 

Die Bedeutung yon Untersuchungen der Meiose wurde in den vergangenen 
Jahren yon versehiedener Seite hervorgchoben. EVANS u. a. (1964) betoncn den 
groSen Informationsgehalt  dutch Beobaehtung des Paarungsverhaltens struk- 
turell abartigcr Chromosomen, dureh Best immung yon Chiasmafrequcnzen und 
die Schgtzung der m6glichen Prodnktion yon Gamcten bei Strukturheterozygoten. 
Besonders wertvoll sind Meghoden, die die Analyse einer unbesehr~nkt grogen 
Zahl yon Teilungen gestatten, ffir die Erforsehung yon mutagenen Einflfissen auf 
die Spcrmatogenese der Sguger. 

Die Vorteile der yon uns besehricbenen Methode liegen in tier Einfaehkeit und 
Sieherheit der I{andhabung und in dcr Gfite der Pr/~parate (Abb. 1--3). Die An- 
wendung an mehr als 100 Mi~usetestcs hat  immer dieselben konstanten guten Er- 
gebnisse geliefert. In  den meisten unserer Pr/~parate finden wit mehr als 500 gute 
Teilungen. Damit  erhalten wit yon einem Tier mehr Meiosen, als wit aus zeitliehen 
Gr/inden auswerten k6nnen. Die I-Igufigkeit der Tcilungen in unsercn Pr~paraten 
liegt um mehr als das Doppelte h6her als die yon EvaNs u. Mitarb. angcgebene. 
Die Chromosomen werden sehr klar dargestellt und lassen in h6herem MaBe eine 
Analyse ihrer Feinstruktur  zu, als es nach unseren Erfahrungen die Methode yon 
EvANs u. Mitarb. erm6glicht. I-Iierdm'eh wird unsere Methode fiir die 1VIutations- 
forsehung besonders geeignet. 

Der Erfolg der Anwendung yon Hyaluronidase zur Gewinnung yon Zellsuspen- 
sionen dutch ZWEIDLE~ (solide Tumoren) und dureh uns steht in Widersprueh zu 
Erfahrungen in der Gewebezfiehtung, naeh denen dutch Hyaluronidasc keine dis- 
persive Wirkung an Hiihnerembryonen und erwachsenen Geweben gesehen wurdc 
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(MosCoNA u. a. 1965). Mit Trypsin haben ~ bei ~hnliehen Versuchen nur negative 
Ergebnisse erhalten. 

Unsere Methode ist ahnlich wie dig von EvAns u. Mitarb. angegebene ffir Unter- 
suehungen an I. und I I .  Metaphasen und an Diakinesen geeignet. I m  Gegensatz 
zu diesen Autoren sehen wir auch haufig gut gestreute Diplotan-Chromosomen. I m  

Abb.  1. ]Vieiose der m~nnl i chen  Maus,  Diplothn.  Die Chromosomen  s ind n u t  wen ig  kondens ie r t ,  die 
c e n t r o m e r n a h e n  Abschn i t t e  s ind in  f a s t  allen Biva len ten  e rkennbar .  Das  X .Cl l romosom i m  Sex-Biva len t  

is~ weniger  he t e ropykno t i s ch  als das Y 

Pachyt~n erfahren die Bivalente nur selten eine genfigend gute Ausbreitung, um 
eine klare Beurteilung ihrer Struktur zuzulassen. Den geringen Gehalt  der Pr£pa- 
rate an Mitosen yon Spermatogonien, den EVANS auf festeren Halt  dieser Zellen in 
den Tubuli zuriickffihren mSchte, beobachten wir aueh. Diese Erscheinung geht 
wohl eher auf  die normale tt~ufigkeitsverteflung der Zelltypen im Testis zuriiek. 
In  Pr~paraten yon Tieren, die mit  einem Cytostat ikum behandelt wurden, findet 
man zu best immten Zeiten nach der Beh~ndlung wesentlieh mehr Mitosen als 
Meiosen. 

Die Kombinat ion des Zeiss-Photomikroskops mit  einem Zeichenapparat hat  
sich ~ls sehr niitzlich erwiesen. Der Weft  des Zeichnens bei der mikroskopischen 
Analyse bio]ogiseher Objekte braucht  nieht besonders hervorgehoben zu werden. 
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Mit unserer Anordnung kann in der iiblichen Weise mikroskopiert und photo- 
graphiert und ohne Anderung der mikroskopischen Einstellung kann aueh gezeieh- 
net werden. Diese M6gliehkeit wirkt sieh sehr zeitsparend aus, sie f/ihrt aber aueh 

A b b .  2. Me iose  t ier  m ~ n n l i c h e n  2¢Iaus, D ia .k inese  - -  I .  I~Ie taphase .  D i e  C h r o m a t i d e  h e b e n  s ich  k l a r  
t rod  d e u t l i c h  h e r v o r .  C h i a s m e n  s i n d  n u t  i n  e i n e m  T e i l  d e r  B i v a l e n t e  t e r m i n a l i s i e r t  

zu einer grogen Ersparnis un photographischer Arbeit. Durch ihre Genauigkeit 
erha|ten die Zeiehnungen dokumentarischen Wert. Die fibermaBige Vergr6gerung, 
die durch die Tubusverl~ngerung durch den Zeichenapp~rat zustande kommt, und 
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Abb. 3. Meiose der mfi~aliehen Maus, Diakinese. X- und Y-Chromosom sind dutch Desy~apsis getrennt 
und liegen als Univalente vor 

das Auf l6sungsverm6gen des Mikroskopes weir fiberschreitet ,  wirkt  sich beim 

Zeiehnen nieht  naehtei l ig  aus. J edoch  m u g  zur sicheren E rkennung  bes t immte r  

Fe ins t ruk tu ren  gelegentl ieh auf  die normale  Vergr6Berung zurfiekgegriffen werden.  

Dieses kann ohne sonderliehe k6rperl iehe Ans t rengung mi t  Hflfe des , ,Li f t -O-Mat"  

an dem daf/ir  vorgesehenen un te ren  Binocular  gesehehen. 
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