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JJDING
Taylor liet chromosomen repliceren in aanwezigheid van
tritiuDJ gelabeld thymidine. H1j volgde de aanwezigheid van het
gelabeJd thymidine in de voiLgende mitotische delingen in afwe—
zighid van de precursor.

Hij wericte met kiemwortels van Vicia faba.

— — — gelabeld

— — _, — - ongelabeld

gelabeld chromo- metafase 1 na metafase 2 na

soom, dat uit twee de eerste de tweede

chromatidefl bestaat replicatie replicatie

Na de eerste replicatie vond hlj in de eerste metafaseplaten dat
alle dochtercellen gelabelde chromosomen hadderj.

Na de tweede deling in afwezigheid van 3H-thymidine werden zowel
ongelabelde als gelabelde chromosomen waargenomen.

')L- Taylor verklaarde dit aan de hand van een monochromatisch chromo-

soommodel, waarbij elk chromosoom voor replicatie bestaat uit én
enkele dubbele helix DNA draad.

Na de tweede replicatie was de heift van de chromosomen in de
metafase niet gelabeld. Bij de gelabelde heift vieihet Taylor op
dat gedeelten Van de zuster chromatiden tegen elicaar waren
uitgewisseld. Op DNA niveau ziet het er als volgt uit:

halve helix

c entromeer

Omdat er in de eerste metafase geen zusterchromatide Uitwisseling
was waargenomen concludeerde Taylor dat zuster chromatide uitwis—
seling (SCE's) het gevolg zi-jn van dubbele breuken in beide DNA
ketens.
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We kunnen flu de vraag stellen of SCE's altijd in de chromosomen

aanwezig zijn, dus spontaan ontstaan, of dat ze het gevolg zijn

van de technieken of dasrdoor benvloed worden.

Wolff 1964 schreef alle SCE's toe aan endogene straling van

het tritium.

Mann en Prescott 1964 schreven SCE's toe aan spontane gebeur—

tenissen, niet in verband staande met door straling genduceerde

chromosoombreuken.

De rnogelijkheid bleef nogopen dat het aantal uitwisselings—

plaatsen gelimiteerci is in chromosomen en dat het aantal al

zijn maximum heeft bereikt bij de laagste dosis tritium.

Later vonclen Gibson en Prescott 1974 dat blj veel geringere

dosis 3H-thymidine de frequentie van de SCE's toch werd bemnvloed.

In 1973 ontwikkelde Latt een betere techniek ter detectie van

de SCE's, een fluorescentietechniek.

Hierbij werden de cellen blootgesteld aan Broomdesoxyuridine

(BrdU) een basenanaloog voor thymidine, Na twee replicatieronden

in aanwezigheid van BrdU is het DNA van de ene chromatide dubbel

gesubstitueerd met BrdU en de andere chromatide enkel gesubstitu—
eerd met BrdU.

(In navolging van Korenberg en eedlender 1974 wordt ongesubsti-
tueerd DNA afgekort met TT, n DNA streng niet en de andere wel

gesubstitueerd met BrdU met TB en dubbel gesubstistueerd met BB.
T een streng die thymidine bevat,

B een streng die BrdU bevat,,)

Beide chromatiden kleuren verschillend met Hoechst 33258.
De reductie van de fluorescentie is evenredig met de hoeveelheid
geincorporeerde BrdIJ.

Ongesubstitueerde TT chromatiden fluoresceren goed, TB chromati—
den fluoresceren matig en BB chromatiden fluoresceren zwak.

Kort na de ontdekking van Latt werd een differentiele fluores—
centie na BrdU substitutie gerapporteerd voor de kleurstof
acnidine oranje door Kato 1974 (9), Perry en Wolff 1974 (18),
Dutnillaux et a10 1974 en door Korenberg en Ereedlander 1974.



De differentiele fiLuorescentie werd bekeken tussen TB en BB

strengen DNA. Op deze wijze konden SCE's gemakkelijk bestudeerd

en gescoord worden met een grote nauwkeurigheid.

Het nadeel van deze techniek is dat de fluorescentie vrij snel

minder wordt en dat uitwisselingen aan het eind van de chroma-

tiden niet goed kunnen worden bekeken. Dit komt door de sterke

lichtuitstraling van de chromatide, als er flu aan het eind een

minder sterk fluorescerend gedeelte zit, dan wordt dit niet

goed gezien.

Met de ontwikkeling van de fluorescentie plus de giemsa kleuring

("FPG" techniek) door Perry en Wolff 197k konden de nadelen van

de fluorescentie techniek vermeden worden zonder jets van de

voordelen te verliezen.

Ze vonden dat de met "hoechst" behandelde preparaten gekleurd

konden worden met Giemsa. De chromatiden die zwak fluoresceer-.

den (BB) werden liicht gekleurd door de Giemsa, terwijl die met

een heldere fluorescentie (TB) donker gekleurd werden.

Later hebben Korenberg en Fied1ander 197k gemeld dat een uit—

stekende differentiele giemsa kleuring verkregen kan worden

zonder een voorafgaande fluorescentiekleuring, als de preparaten

een hittebehandeling ondergaan voor de giemsa kleuring.

Goto et al. 1975 hebben de essentile stappen nagegaan in de

FPG techniek. De hoechst kleurstof kon gemakkelijk vervangen

worden door andere metachromatische kleurstoffen zoals:

thionine, methyleen blauw, acridine oranje en toluidine blauw 0.

00k de hitteperiode van twee uur in 2x SSC kon vermeden worden.

Dit is ook vermeld door andere onderzoekers als Zakharov en

Egolina, Ikushima en Wolff, Kim (uit 7 ), 1975,
Belangrijk is de kleuring met een metachromatische kleurstof,

dan blootetefling aan licht (zonlicht gedurende drie uur is het
beste) en vervolgens een giemsa kleuring.
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Met behuip van deze nieuwe technieken zijn er enkele belangrijke

verbeteringen op te merken ten opzichte van de autoradiograf—

fische methode. By. differentiele kiLeuring biedt de mogelijk—

heid om zeer kleine uitwisselingen tussen de chromatiden waar

te nemen; alle chromosomen in een cel kunnen bekeken worden.

Toch zijn de nieuwe technieken niet in staat gebleken om de vraag

te beantwoorden of SCE's spontaan ontstaan of dat ze genduceerd
worden

Volgens Kato, Latt en Wolff en Perry 197k is de frequentie van

de SC:E's afhankelijk van de concentratie van de BrdIJ.

De frequentie van SCE's in BrdU bevattende chromosomen wordt

verdubbeld als de cellen worden blootgesteld aan licht, Wolff en

Perry 197k . 00k is waargenomen dat cellen die in aanwezigheid

van BrdU groeien een hogere frequentie van chromosornale abera—

ties hebben dan cellen die in een normaal medium groeien.

Het mechanisme van de kleuring. /

Hierover is nog niets met zekerheid te zeggen.

Latt vond in 1973 dat de fluorescentie dfficientie van hoechst

3328 gebonden aan poly dA dT vijf inaal zo groot is als de fluo—

rescentie efficientie van de kleurstof gebonden aan poly dA—dBrdU.

Dit in verband met de verrninderde fluorescentie van chromatiden

die BrdU in hun DNA hebben geincorporeerd,

Zakharpv en Egolina 1972 veronderstelden dat BrdU fysisch—che—

miech het DNA verandert, zodat het minder goed in de cellen ei—

witten kan laten maken die gecondenseerd aan de chromosomen komen

te zitten. Hierdoor zou er een verschillende spiralisatie van het
DNA ontstaan.

Goto et al.1975 beweren dat de opname van metachromatische kleur-

stoffen van zwak fluorescerende chromatiden minder goed verloopt
als dit gestimuleerd wordt door blootstelling aan sterk licht.

De verechillende spiralisatie verklaard volgens Zakharov en
Egolina de differentiele giemsa kleuring.

Ikushima en Wolff 197k overwogen Latt's hypothese en conclu—

deerden dat deze hypothese niet in staat was om te verklaren
hoe er dan een differentiele giemsa kleuring zou kunnen ontstaan.
Zij verklaarden dit door een verschillende binding van de ei—



witten aan het DNA te veronderstellen; dit zou dan de differen-

tiele. giemsa kleuring veroorzaken.

Pegan 1971 vond dat DNA, dat BrdU bevat, onderhevig is aan foto—

lyse; bovendien veroorzaakte een hoge concentratie van BrdU
in het DNA uit zich zeif afwijkende spiralisatie van de chroma-.

tiden.

Volgens Got. 175 is d bQ1anr1jkste reden voor differentiele

kleuring de f®t1yse van het DNA dat BrdU bevat.

Het doel van het onderzoek.

Het kijken bij Vicia faba met makkelijk toepasbare methodes naar

differentiele fluorescentie en kleuring van de zuster chrornati-.

den, daarna zullen de SCE's onderzocht worden.

Door de simpeiheid en de sneiheid van de methodes, aangegeven

in de literatuur, zouden deze methodes gemakkelijker kunnen

worden toegepast bij de screening van stoffen op een carcinogene

of mutagene werking. Deze stoffen blijken een sterke toename

van het aantal SCE's teweeg te brengen.

Een verbeterde gevoeligheid van de methodes zou meer licht
kunnen werpen op het verschijnsel van de 'Ispontaneti zuster—
chrornatide uitwisseling.

De redenen waarom er bij dit onderzoek gebruik is gemaakt van
Vicia faba zijn de volgende ( uit Kihiman 1975):
1, Het hele jaar door is het makkelijk te verkrijgen en te kwe-

ken. Het rnateriaal is goedkoop en de methodes vereisen geen

steriele condities of enig duur materiaal of apparaat.
2, Het wortelmeristeem bevat een groot gedeelte aan cellen

die met de mitose bezig zijn het chromosooma.antal is laag
(2n = 12) en de chromosomen zijn groot. Om een vergelijking

te maken met Chinese hamstercellen of menselijke cellen

die ook wel voor dit soort onderzoek gebruikt worden, kan
de hoeveelheid DNA in pg. worden uitgedrukt. Een dip1ode

worteltop cel van Vicia faba bevat L.6 pg. DNA, verdeeld
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over 12 chromosomen; een Chinese hamstercel 8,3 pg. ver-
deeld over 22 chromosomen, en een menselijke cel 7,3 pg.

verdeeld over k6 chromosornen.

3, Worteltoppen in vitro hebben een erg lage frequentie voor

spontane aberaties en een stabiel chromosoornaantal, ze re—

ageren ook normaler op behandelingen, Weefselkweken zijn

erg gevoelig voor veranderingen in hun omgeving en kunnen

gemakkelljk hun chromosomen laten fragmenteren door de

werking van chemika1in, terwijl dit laatste b.v. niet zou
gebeuren in vivo.

Nadelen:

1, De ceiwand; deze kan een belemmering vormen voor bioche—

mische en cytologische studies. Om het toch te gebruiken

zijn er chemika1in nodig die de celwanden aantasten en
deze kunnen ook de morfologie van de chromosomen aantasten.

2, In het wortelmeristeem zitten de cellen in verschillende
stadia van de mitose en zijn verschillend gevoelig

voor de inwerking van chemische substanties. Dierlijke

celkweken kunnen mm of meer synchroon lopen door b,v.

eon behandeling met colcemid.

3, De resultaten zijn niet zonder meer toepasbaar op zoogdier—
cellen.
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NATERIAAL EN METHODES.

A Kweekschema's Vicia faba.

1, Volgens schema 1976 (lab).

a) In de week zetten; in leidingwater, geregeld verversen,

2 tot 3 clagen. Goed gezwollen exemplaren worden gebruikt,

de rest verder laten weken tot ze voldoende opgezwollen

zijn.

b) Kiemen van de bonen; op een bak met watten tussen twee

lagen filtreerpapier, bij ongeveer 23°C. in het donker

tussen twee plastic bakken. Tijdsduur + 3 dagen.

De mitosecyclus bij 22°C. = 20 uur,volgens Kihiman '75.

Na drie dagen kiemen hebben de wortels een lengte van

3 cm.

c) Voor een chemische behandeling van de primaire wortel;

hoofdwortels met een lengte van + 2 cm. worden met de

wortel in de vloeistof op een erlemeyer gezet. Indien

er veel bonen zijn,kunnen ze op parafinepapier op sen

bakje geplaatst worden met de wortel door het papier

in de v1oeistof,

d) Voor een chemieche behandeling van de zijwortels;

van de hoofdwortel met een lengte van ongeveer 2 cm.

worcit de top afgesneden ( + 2 — 3 mm.) De wortel

wordt daarna in water gedaan, en dan na ongeveer Lf

dagen zijn de zijwortels ÷ 2 cm.

Het tijdstip voor de chemische behandeling is niet zo

belangrijk, zo gauw ze zichtbaar zijn,kunnen ze in de

chemika1in gezet worden. Een uitgegroeide zijwortel

kan meer ale 10 cm. lang zijn. Deze zijwortels bij voor—

keur niet meer gebruiken.

Hoofd— en zijwortels kunnen op deze wijze zowel in het

donker ale in het licht gekweekt worden.

8



2, Bonen weken:

2

24 uur in een 10 % DMSO 60 uur in BrdU en FdU

Opl. niet BrdU en FdIJ en + uridine
uridine (zie blz.12 ) ( zie blz. 12 )

Daarna + LFO uur verder

weken in BrdU en FdU +

uridine

Bonen kiemen:

A B

÷ 48 uur in BrdU en FdU 48 uur in leidingwater

÷ uridine
1 LL-

— l— 1 C- '- v— 'f"

Groei van de wortels:

1 2

In leidingwater in BrdU en FdU + uridine

Na vier dagen konden de hoofdwortels geoogst worden

code 1A, 2A.

Na cle oogst van de hoofdworteltoppen zijn de wortels verder

gekweekt om hiervan zljwortels te verkrijgen.

Bijvoorbeeld:

1 A 2
;
de zijwortels hebben 4 dagen in oplossing 2

gestaan en daarna zijn ze weer 2 dagen in leiding-

water gencubeerd.

2 A 2
;
idem als hierboven.

2 B 2
; voor de groei van de wortels 2 dagen in oplossing

2 voor de groei an de wortels.

Bij deze wortels is er speciaal gelet op de groei van de

zijwortels; alleen die wortels zijn geoogst, waarvan de

groei goed te zien was, d,w0z0 rninstens 1 cm. per 24 uur

Op deze wijze is er goeci materiaal verkregen.
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3, a) Twee bonen zijn na de oogst van blz. 9 van de volgen-.

de soorten geplaatst in de oplossing no. 2 voor de

groei van de wortels ( blz. 9) na 7 dagen gegroeid

te zijn in leidingwater.

Het zljn zijwortels van:

1A2
2A2

b) Twee bonen van het zelf'de type als hierbovengepiaatst

in oplossing no. 2 waar aan is toegevoegd0O% ) —-coichicine, Het betreft dus zijwortels van :

c__1A2
2A2

c) Idem als bij b, doch hier is de coichicine oplossing

toegevoegd00]) N.b. in deze coichicine oplossing

zijn de stoffen BrdU enz. opgelost tot de juiste con—

centratie (zie blz. )

Lf, a) Wortels van het volgende type zijn na de oogst niet

gedurende 3 uur behandeld in een 0,1 % coichicine:
blz, 8

2 B 2 blz. 9

2A blz. 9

2 A 1 blz. 9

b) Wortels van het volgende type zijn na de oogst 16 uur

ge3ncubeerd in een 0,1 % colchicine oplossing;

2 A 2 blz. 9

10



5, Koeling van hoofdwortels.

Onderzocht is het effect van koeling op de groei van
hoofclwortels,

Getest zijn hoofdwortels met een lengte varirend van
2 tot 5 cm. Deze zijn drie dagen bewaard in een vochtige
glazen kamer in de koelkast bij 2°C.

Als ze hier uit worden gehaald is er geen zichtbare

groei op getreden. Geplaatst in verdere kweekomstandig—

heden gaan de bonen door met de groei zonder onderscheid

met bonen die geen koude behandeling hebben gehad.
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B Incubatie media.

1, Volgens Kihlman 197Lf..

a) Voor het kweken van TT en TB strengen DNA.

1 dag in: 100 uM BrdU fabrikaat:

Sigma grade.

0,1 uM fluordesoxyuridine FdU
-- \' fabr. Sigma grade.

5 uM uridine

fabr. Sigma grade.

De pH van dit mengsêl is 5,8

1 dag u-i: 100 uM ne (Sigma)
5 uM uridine (Sigma) pH=5,7

Daarna de wOrteltoppenafsnijden.

Hoofdwortels 2—3 mm., zijwortels 1—2 mm.

In de colchicine oplossing 0,1 % gedurende 3 uur.
Lxeren in Carnoy 3:1 ( ethanol : azijnzuur).

Opslaan in dit fixatiemengeel in de diepvries.

Bewaarduur onbeperkt.

Tijdsduur fixatie: minimaal 30 mi beter is een
nacht over in de diepvries.

b) Voor het kweken van TB en BB strengen DNA.

2 dagen in: -100 uM BrdU

0,1 uM FdTJ pH = 5,8
5 uM uridine

•enz. als bij a).
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2, De werking van de chemika1in. (Dutrillaux et al. 1976)

BrdU kan worden ingebouwd in plaats van thymidine in

het DNA. Om dit te lateninbouwen moet de eigen thymine

synthese geblokkeerd worden.

In de syntheseweg voor de vorming van thymine wordt

de volgende stap geblokkeerd door FdU:

desoxyuridine monofosfaat

FdU hlokkeert

desoxythymidine mono fosfaat

JI

enz. naar thymidine

Uridine wordt toegevoegd om een eventuele remming van

de vorming door FdU, nodig voor de RNA synthese,

onwerkzaarn te maken.

De coichicine behandeling iran de worteltoppen na de

oogsting gedurende drie uur, dient orn de chromosomen

te blokkeren in het metafasestadium.

BrdU, FdU en uridine kunnen in de koelkast bewaard

worden als stockoplossingen. Alleen BrdTJ moet beschermd

worden tegen lichtinvloeden.

Concentraties:

BrdIJ 6 mg./ml. 0,5 ml. toevoegen aan 100 cc. leiding-. ILL
water.

FdTJ 0,12 mg./ml. 0,02 ml. in 100 cc. leidingwater.
IAC.b

uridine 1,2 mg./ml. 0,1 ml. in 100 cc. leidingwater.

thymidine 1,13 mg./ml. 2 ml. in 100 cc. leidingwater,
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C KLEIJRINGEN EN BIJBEHORENDE VOOP - EN NABEHANDELINGEN.

1, Giemsa kleuring.

a) Volgens Korenberg en Freedlender 197Lf.

Zij pasten deze kleuring toe op Chinese hamster ovarium

cohen en op mensehijke perifere leukocyten.

1) Aan de hucht gedroogde preparaten die ten minste

1 dag oud waren, worden 10 mm. gencubeerd bij

88 - 89°C. in een 1 M NaHP0buffer pH 8,0

2) Kort door water"een waterbad van 23°C.

3) Dan eon giemsa kleuring in een 5 ml. giemsa oplos-

sing in 100 ml. water gedurende 2 tot 10 mm.

Deze oplossing moot telkens weer opnieuw gemaakt

worden.

L) Drogen aan de lucht, dan eventueel permanent maken

met euparal.

b) Volgens Leiden .

1) Preparaat 15 — 20 mm. incuberen blj 85 — 90° in
0,0GM NaHP0 pH 8,0

2) Afkoelen.
3) Prencuberen gedurende 5 mm. in een citroenzuur—

fosfaat buffer of Gurrs buffer tabletten, 0,06 M pH=6,8
Lf) Kleuren gedurende 10 tot 15 mm. in een 1 : 20

verdunning van giemsa in bovenstaande buffer.

/ Mogelijk moot de incubatieduur of de temperatuur wat
aan de omstandigheden worden aangepast."

c) Eigen variatie.
1) Als bij a), doch 2 is veranderd in: drogen aan do lucht.

d) Idem.
1) Als bij a), doch 3 is veranderd in: eon giemsa oplos—

lLj.



sing in:
1e

een fosfaatbuffer M= 0,06 pH 6,8
een citroenzuur fosfaat buffer àls bij b).
water.

e) Volgens Leiden, maar punt 3 en Lj- zijn veranderd wat de

buffer betreft.

1) Tijdsduur in de hete fosfaatbuffer 5, 10 en 20

minuten

2) Het afkoelen is als volgt uitgevoerd:

a, direkt prencuberen in de fosfaat--buffer

bij kamertemperatuur M=0,06 pH= 6,8

b, even laten afkoelen in de lucht en dan

in de fosfaat buffer.

f) Ale bij b), doch de hittebehandeling is uitgevoerd in

0,5 x ssc. (zie g)

Verder is er gebruik gemaakt van een giemsa oplossing

in een fosfaat buffer ale bij e—2.

g) Volgens Wolff en Perry 197Lf.

1) Zij hebben de giemsa kleuring toegepast na do hoechst

kleuring.

2) De preparaten waren 1 dag oud alvorens ze met giemsa

te kleuren.

3) De hittebehandeling: tijdsduur 2 uur in een 2 x ssc

oplossing bij 62,5 °C.

Lf) 2 x wil zeggen dat de oplossing 5 maal verdund is.

5) Normaal is een 10 x SSC oplossing die bestaat uit

'0,075M NaCL en 0,0075 M Na3C6H507.

6) SSC zou eon duidelijker beeld van de chromosomen

geven.
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2, Tionine voorbehandeling bij de giemsa kleuring.

a) Volgens Goto et al. 1975

1) Droog preparaat kort in gedem. water.

2) 5 mm. incuberen in een oplossing die 1O M.

thionine bevat in gedem. water.

3) 5 mm. incuberen in 0,16 M Na—fosfaat-citraat

buffer pH 7,0

Lf) Afdekken in buffer met een dekglaasje en afranden

met nagellak.

5) Plaatsing in direkt zonlicht gedurende drie uur.

6) Verwijder dekglas met een scheermesje, was met

water en kleur het preparaat vervolgens met een

Giemsa oplossing.
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3, Acridine oranje kleuring en voorbehancleling voor een

giemsa kleuring.

a) Volgens Leiden.

1) Stockoplossing : 1 mg. A0 in 1 ml.citroenz.—fosfaat—

buffer 0,06 M. p11= 6,8

2) Deze oplossing verdunnen met bovenstaande buffer ale

volgt: 1 ml. stockopiLossing in 100 ml buffer.

Deze buffer moet in de koelkast bewaard worden, en
p is slechts beperkt houdbaar ± 1 week.

De kleuroplossing is enkele clagen houdbaar ÷ 2 dagen.

Kleuring.

5 mm. prencubatie van het preparaat in de buffer.

5 mm. kleuren in do A0 kleuroplossing.

5 mm. in de buffer.

afdekken met een dekglaasje en afranden met nagel—

lak,

+) De preparaten zijn te bewaren in de koelkast gedu-.

rends enkele dagen.

b) Volgens I Pearse , 2 Pearson and Egmond Cowan.

1) Z1j kleuren 15 mm. in bovenstaande kleuroplossing.

2) Bekijken met een fluorescentiemikroskoop.

Opvallend licht met sen golflengte onder de L1.70 nm.

Doorvallend licht via het oculair boven do L190 nm.

c) Eigen methode.

1) Geen citroenzuur fosfaat buffer, maar alleen sen

fosfaat buffer met pH 6,8. Doze buffer is lang te

bewaren bij kamertemperatuur.
2) Tijdsduur van de kleuring varirend van 5 mm. tot

20 mm, in stappen van 5 mm.
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d) Als c.

1) bekijken bij doorvallend licht met een golflengte

boven de 590 nm.

e) Volgens Miller, Aronson en Nichols 1976.

1) Met hoechst gekleurde preparaten zijn bij kamer—

temperatuur weggezet gedurende 18 tot 24 uur.

2) Gedurende de laatste twee uur zijn ze bestraald

met U.V. licht.

3) Daarna zijn de dekglazen verwijderd en zijn de

preparaten behandeld met een hittebehandeling

op de volgende wijze:

a, TB/BB DNA 10 mm. bij 60°C. in water.

b, TT/TB DNA 10 mm. bij 84°C. in water.

4) .Kleuring in een 3 % Giemsa oplossing gedurende

3totmin.
5) De preparaten werden door gedem. water gehaald

en gedroogd aan de lucht.

f) Eigen methode.

1) A0 oplossing: 1 nig. in 100 ml. fosfaat buffer

p11= 6,8 M= 0,06.

Deze oplossing is ongeveer 5 dagen te gebruiken.

(Na deze tijd vormen zich kleine groen fluoresceren-

de bacterin in de vloeistof, die dan 00k in de

preparaten komen)

2) Direkt wordt een preparaat in de oplossing 1) ge—

daan en blijft daar 5 mm. in. Vervolgens 2 mm.
in de buffer (als bij 1 ) en daarna afdekken en

afranden met nagellak.

3) Bekijken volgens b-2 op de vorige blz. 17
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Lf, RNAse behandeling.

a) Volgens Kihlman 1975.

1) Droge preparaten worclen 60 mm. gencubeerd bij

27°C in een vochtige kamer met eon RNAse oplossing

bevattende 1 mg. RNAse opgelost in 10 ml.

0,5 x SSC.

2) Op hot preparaat wordt 200 uL PNAse oplossing ge-

bracht en hierop wordt een dekglaasje geplaatst.

b) Eigen niethode.

1) 1 mg. oplossen in 5 ml. 0,5 x SSC.

2) Verhitten van do PNAse oplossing tot 80°c. gedu—

rondo 10 mm.
.

PNAso is eon stabiel enzym datonbeperkt bewaard

kan wordon in do diepvries. BiJ vorhitting gaat hot

laatst spoortje DNAso verloren ( volgens J.Kooistra).

De aktiviteit gaat door do hittobohandeling slochts

weinig achtoruit.

c) Idem als b) doch RNAs0 opgelost in water.

1) Droge preparaten wordon in eon stoof geplaatst bij

37°C. waar twee lagon watton,gedrengt in water,

in komen to liggen om eon verzadigde dampsanning

te krijgen. -

2) Op hot preparaat wordon drie druppols water met

PNAsO gedaan.

3) Tijdsduur in de stoof: 30 mm. 1 uur, 2 uur,

Lf uur, en 16 uur.

L1) Daarna A0 kleuring.
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D MAKEN VAN PREPAIATEN, MACERATIE.

1) Worteltoppen uit de fixatievloeistof halen.

2) Door water halen.

3) Macereren in HCL of pectinase. /

Li.) Breng de wortel op een objectglas in een druppel

water of 23% azijnzuur oplossing of in een druppél

bestaande uit water en eiwit—glycerine 1:1.

5) Breng een dekglas aan en squash het preparaat stevig

tussen filtreerpapier.

6) Breng het preparaat in de diepvries en wacht ten mm-

ste 15 mm. Beter is het om twee uur te wachten.

7) Wip nog in de diepvries met een scheermesje het

dekglas van het objectglas.

8) Laat het preparaat drogen in de lucht.

Mac eratie.

a) In HCL. (

1) Er is gemacereerd in 0,1 N.,1 N., en 5 N HCL.
2) In elke concentratie zijn de wortels bij 37°C.

in de stoof gedurende 10 mm. 20 mm. en 30 mm.
ge3ncubeerd.

Hoofdworteltoppen worden eerst in vieren gesneden

om sen betere inwerking te krijgen.

3) Daarna snel verwerken volgens bovenstaand schema

van af punt Lj doch eerst door water halen om het

achter gebleven zoutzuur te verwijderen,

Voor de giemsa kleuring is de maceratie in

0,1 N HCL gedurende 15 mm. voldoende bij 37°C.

Het squashen met HCL kan het beste als volgt

gebeuren. Haic met een sceermesje de worteltop

in kleine stukjes verspreid de stukjes en ver-

voig van af punt 4 hierboven.
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Maceratie

b) In pectinase volgens Kihlman '75.

1) Na fixatie spoelen van de wortels in een 0,O1M.

citroenzuur— Na—citraat buffer pH Lf,7.

2) Incubatie gedurende 75 mm. in een stoof bij

27°C. met een 0,5 % pectinase oplossing in de

zelfde buffer.

c) In pectinase, eigen methode.

1) Na fixatie spoelen van de wortels in water.

2) Incubatie van de wortels ( hoofdworteltoppen
in vioren snijden) in de volgende pectinase

oplossingen: 0,5 % en 2% in water,

3) Tijdsduur van de incubatie in pectinase:

1 uur , 2 uur , L- uur , 16 uur

temperatuur: 37°C.

Lf) Squashen op een objectglas of in een druppel

bestaande uit 50% water en 50% eiwit—glycerine,

of in water op een objectglas waar een laagje

eiwit—glycerine op aanwezig is.

d) Idem als blj c.
1) De pectinase is nu opgelost in een 0,O1M.

citroenzuur-. Na-citraat buffer pH Lf,7

( C6H307.H20 en Na3C6H5O7.2H20 )

Een goede maceratie met pectinase is volgens

methode c), tijdsduur: in 2% oplossing 2 uur;

in 0,5 % opi. 4 uur.
De pectinase oplossing is 4 dagen te bewaren

in de koelkast.
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Het squashen in pectinase kan het beste als

volgt gebeuren:

Breng een druppel half water, half eiwitglyce-

rifle op een objectglas. Breng de worteltop er

op aan en wrijf met een glasstaafje de wortel

fljn op het objectglas en vervolg dan de squash

procedure.

cc)
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E VERDERE BEHANDELINGEN.

a) Nafixatie.

1) Er is gebruik gemaakt van ethanol: azijnzuur

formol = 85: 5 : 10

2) Het is toegepast op preparaten die na dat ze

uit de diepvries kwamen, aan de lucht gedroogcl

waren.

b) Veroudering.

1) Preparaten uit de diepvries, die aan de lucht

gedroogd zijn, zijn in de vensterbank weggezet,

zodanig, dat er geen direkt zonlicht op kon

vallen. Na k8 uur zijn ze weer gebruikt.

4

c) Behandeling van wortels met DMSO.

1) DMSO, ( di—methyl—suif-oxide ) dient om de mem—

branen in de wortelcellen doorlaatbaar te maken.

2) 16 kiemplanten met wortels met een lengte van

2 cm, zijn de volgende tijden in een 10 % DMSO

oplossing geplaatst:

10 mm. , 20 mm. , 1 uur , 8 uur
3) 8 bonen zijn verder gekweekt op TT/TB strengen DNA

en 8 bonen zijn gekweekt op TB/BB strengen DNA
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Lf) Pesultaten.

a) De wortels die 1 en 8 uur in de DMSO oplos—

sing hebben gestaan zijn zwart en verschrom-

peld en ongeschikt om mikroskopischte

bekijken.

b) De wortels die 10 en 20 mm. in DMSO gen-

cubeerd zijn, zijn niet meer gegroeid en

zwart van kleur.

c) Haematoxyline kleuring (na het oogsten, fixatie

enz.) toonde aan dat er nog wel chromosomen

te zien waren, doch slechts zeer weinig.

De kernen waren klein en verschrompeld.

d) Behandeling van bonen met DMSO tijdens hetl*eken.

1) zie hiervoor blz. 9 , weken 1.

2) Resultaat. Geen invloed te merken, geen verschil

met andere bonen,

e) Kleuring, behandeling enz. van hele worteltoppen.

1) Hele worteltoppen zijn:a,direkt gekleurd in een

Giemsa oplossing, tljd =

30 mm.
b, hitte behandeling volgens

C, b op blz. daarna

30 mm in een Giemsa opi.

Pesultaat,geen goede inwerking van de kleurstof.

In totaal zijn hiervoor 6 worteltoppen gebruikt.
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2) Hele worteltoppen zijn behandelci. in een mengeel

van een pectinase oplossing 0,5 % : een RNAse

oplossing volgens blz019c= 2 : 1.

Tljd: 4 uur en 16 uur.

Pesultaat, geen goede werking van de RNAse oplos-

sing (bekeken met de AO kleuring en de flores—

centie mikroskoop ). De pectinase werkte wel goed.

3) Hele worteltoppen zijn behandeld achtereenvolgens in:
1e

pectinase gedurende 4 uur

PNAse gedurende 2 uur
3e

AO kleuroplossing 30 mm.

Resultaat, het materiaal kan op deze wljze niet

wegspoelen, doch noch de kleuring nog de IRNAse

werkte.
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f) Het kweken van bonen op de volgende stoffen:

1) op 0,1 uM FdU + water
2) op 10 uM FdU + water
3) op 10 uM FdU + water + 100 uM BrdU +

5 uM uridine
L) op 10 uM Fd1J + water + 100 uM thymidine ÷

5 uM uridine

Resultaten: 1, Alle bonen groeiden goed.

2, De groei is gevolgd gedurende 10 dagen

om costrekking enz. niet voor groei

aan te zion.

3, Bli een twe°de experiment groeiden de bo—

non in oplossing 2 beter dan op opios—

sing LF.

In totaal zijn hiervoor 16 bonen gebruikt,

Conc1usies 1, Hot effect van do remmer was niet to

zion, daar oplossing 2 geen remming

in de groei to Zion gaf.

2, Hot transport van do stoffen door hot

celmombraan verloopt vormoedolijk

niet zoals door Kihiman verondersteid

is.

3. In hot vervoig is do concentratie van

FdU gesteld op 1 uM.

Cytoiogisch onderzoek met eon haematoxyiine kleuring
leverde normale resultaten op.
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RESULTATEN EN DISCUSSIE

A Giemsa kleuring. C PT/TB DNA voor 1 t/m 7)

1 Voigens Korenberg en Freediender 197k ( C-i-a biz.lk )

a) Er zijn 5 hoofdworteis en 5 zijworteitoppen gemace—

reerd in HCL en behandeid voigens Kihiman op blz.

12 , a), ( TT/TB DNA )

Pesuitaten, chromosomen waren niet of siechts zeiden

te zien in de preparaten. Van een diffe-

rentiele kieuring was geen sprake.

b) Kleuring van droge preparaten met haematoxyline

lieten veel cellen zien die metafaseplaten bevat—

ten. Hieruit kon de conclusie getrokken worden dat

de preparaten veel te lijden hebben van de behandeling

in de verschillende baden,

- •'\ -

r-,,(
(,c _I_-t

\'1 LL4F'E

2 Voigens Leiden. ( C-i-b blz. 1k )

a) Hiervoor zijn de volgende wortels gekweekt:

1, hoofdwortels in het donker

2, hoofdwortels in het licht

3, zijwortels in het donker

1+, zijwortels in het licht

Kweekmethode B-i-a blz. 12. TT/TB DNA

MaceratieHCL en pectinase.

Er zijn 8 kombinaties en per kombinatie zijn er

drie preparaten gemaakt.
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Resultaten: 1, Geen differentiele kleuring.

2, De iaag eiwitglycerine liet in vele

preparaten los van het objectgias.

3, Van pectinase maceratie wordt bij een
hitte behandeling afgezien.

L1., In vergeiijking met 1 van biz.lk

maakt het niets uit of er nu een

hittebehancleling wordt uitgevoerd

in een 1 N. of een 0,06 M fosfaat

buffer.

5, De hittebehandeling is zeer siecht

voor de preparaten, want uit beelden

verkregen met een haematoxyiine kleu—

ring voigde dat er in de oorspronke]ijke

preparaten veel metafaseplaten zaten.

6, Er was geen verschii te konstateren

tussen de beelden die van de vier

soorten worteis waren verkregen.

7, Preparaten die 15 mm in de hete

buffer waren geweest moesten ook

wat langer in de giemsa kleuropios—

sing staan. ( ook + 15 mm.)

3 Voigens c van blz. 1Li.

a) ook hier is gebruik gemaakt van preparaten van wor—

tels die gekweekt zijn volgens B—i-a blz. 12 op

TT/TB DNA.

b) Bij 6 preparaten is het effect na gegaan van droging

aan de lucht na de hittebehandeling aivorens te wor—

den getncubeerd in de buffer.

Resultaat. Vergeieken met de beelden verkregen uit

1 en 2 was er geen verschil te konstateren.
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Lf Voigens d van biz. 1L1.

a) Kweekmethode volgens blz. 12 B-i-a . TT/TB DNA.

b) Er is gekeken naar het effect van de verschiiiende

soorten buffers en water ais opiosmiddel voor de

giemsa kieurstof.

IResultaat. 1, Er was geen verschil te konstateren

tussen het effect van de beide buffers,

wel waren de kernen van de wateroplos—

sing wat meer gezwoilen.

2, Gekozen is voor een fosfaat buffer i.v.m.

een betere houdbaarheid, en ook om 1.

3, Geen differentiele kieuring.

In totaai zijn er 9 preparaten gebruikt,

5 Voigens e van biz. 15

a) 18 preparaten zijn er gemaakt van TT/TB worteis.

Pesuitaat. 1,

c'

De worteipreparaten die 5 mm.
in de hete buffer zijn geweest zagen

er het beste uit. Hier waren nag de

meeste chromosomen te vinden d.w.z.

ongeveer een tien per preparaat wat

heel weinig is vergeleken met een

preparaat wat met haematoxyline is

gekleurd.

2, De preparaten die 10 mm gencubeerd

zijn bevatten gemiddeld misschien drie

chromosomen.

3, De 20 mm. preparaten bevatten geen

chromosomen. Ze moesten zeker 20 mm.

in de giemsa liggen am voidoende ge—

kieurd te warden.
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k, T.a.v. punt 2 van e was er geen ver-

schil te vinden.

5, Geen differentiele kleuring.

6 Volgens f van blz. 15

a) Er is gebruik gemaakt van een giemsa oplossing in

een fosfaatbuffer als bij e—2 van blz. 15

b) 3 preparaten zijn gebruikt van wortels die TT/TB

DNA hadden.

Resultaat. 1 Geen differentiele kleuring.

2 Vergeleken met de resultaten tot flu toe

is er geen verschil te konstateren.

7 Volgens g van blz. 15.

a) Deze methode is gevolgd vanaf punt 2 , dus zonder

de fluorescentiekleuring vooraf. In een later sta-

dium is deze methode wel in zijn geheel gevolgd. .

b) Hiervoor zljn Lf preparaten gebruikt van zijwortels

met TT/TB DNA. (Kweekmethode B-i—a, blz. 12)

Pesuitaat. 1, Geen differentiele kleuring.

2, Geen chromosomen waren te zien.

3, De cellen waren nog wel te zien,

de kernen vertoonden een verschrom-

peld beeld.
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B Giemsa kleuring. ( TB/BB DNA voor 1 t/m 7 )

1) Voigens Korenberg en Ereedlender 1974.

a) Er zijn 4 zijwortels gebruikt.

b) Kweekmethode voigens blz. 12 B-i-b.

Pesultaat. Geen afwijking met die van biz. 26

2) Volgens Leiden.

a) Voor deze proef zijn er per kombinatie 2 preparaten

gemaakt.

esu1taat. Geen afwijking met die van biz. 27

3) Volgens c van biz. lL

a) "Niet gedaan.

4) Voigens d van blz. 14 en 15.

a) Niet gedaari.

5) Volgens e van blz. 15

a) 9 preparaten zijn er gemaakt,

b) Alleen punt 2 a van e is toegepast.

Fesu1taat. Geen afwijking met die van blz.28 en 29

6) Volgens f van blz. 15

a) 2 preparaten zijn gebruikt.

Pesultaat. Geen afwijking met die van biz. 29

7) Volgens g van biz. 15

a) Niet gedaan.
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C Thionine voorbehandeling bij de giemsa kleuring,

Volgens Goto et al. blz. 16

a) Kweekniethoden volgens blz. 9, 10 en 12.

b) Zowel TT/TB als TB/BB strengen DNA.

c) Zowel hoofd— als zijworteltoppen zijn gebruikt.

d) Maceratie met HOL en pectinase.

e) Het totale aantal preparaten die gebruikt zijn bedraagt

rond de honderd.

f) De proef is uitgevoerd over vele experimenten met een

tijdsduur van ruim een maand.

g) De volgende preparaten zijn gebruikt:

1, die 2k uur in de open lucht hadden gestaan.

2, die k8 uur in de open lucht hadden gestaan.

3, die enkele dagen ( 2 of 3 ) in de koelkast

hadden gestaan.

1, die droog waren weggezet in de diepvries en na

Lf dagen er weer uit waren gehaald.

Resultaat. 1, Vele goed gekleurde preparaten zijn op

deze wijze verkregen

2, Geen differentiele kleuring tussen de

zusterchromatiden.

3, Vergeleken met de haeniatoxyline kleuring

was er in deze preparaten slechts weinig

materiaal verloren gegaan.

1, De verschillende preparaten uit g) waren

niet verschullend wat hun beelden betrof

onder de mikroskoop.
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D Acridine oranje kleuring als voorbereiding op een

giemsa kleuring.

Volgens f op blz. 18

a) De wortels zijn gekweekt volgens blz. 9, 10 en 12.

b) Zowel hoofd als zijworteltoppen zijn gebruikt.

c) Ongeveer LfO preparaten,die volgens methode f op blz. 18

gemaakt zijn en waarvan het mikrokopische beeld rede—
lijk veel chromosomen liet zien,zijn gebruikt.

d) Deze preparaten hebben ook een RNAse behandeling onder—
gaan volgens blz. 19 punt b en c.

e) Vervolgens hebben de preparaten een giemsa kleuring

ondergaan volgens blz.lk 1—a punt 3 en L..Buffer blz. 1!3—e—2,

Resultaat. 1, De cellen hebben een groen—blauwe kleur

gekregen.

2, Veel chromosomen zijn verdwenen.

3, Geen differentiele kleuring.

Later is met 6 preparaten,als bij hierboven,dezelfde

proef uitgevoerd maar dan met de methode volgens

Miller et al. blz118 - e • In plaats van U.V. licht
is zonlicht gebruikt.

Pesultaat. 1, Alle preparaten waren hun chromosomen

verloren.

2, De kernen zagen er verschrompeld uit.
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E Discussie over de giemsa kleuring.

1. De giemsa kiLeuring volgens Korenberg en Ereedlender

van blz. 1k voldeed niet. Daarom is er gekeken

naar de methode volgens Leiden op blz. 1k.

2. Ook deze kleuring leidde niet naar het gewenste

resultaat. Opnieuw word duidelijk dat de hitte-.

behandeling slecht was voor het materiaal op de ob-

jectglazen.

3. Daar veel materiaal losliet van het objectglas is go-.

probeerd of eon tussentljdse opdroging ook een verbe-.

tering zou zijn. ( blz. 1k punt c ) Opnieuw geen

resultaat.

k. Ook was hot van geen invloed of de hittebehandeling

in een 1 M. of een 0,06 M. buffer plaatsvond, of in

een SSC oplossing.

5. De tijdsduur doorgebracht in de hete buffer had wel effect

op do kwaliteit van de preparaten, doch niet op de dif-

ferentiele kleurbaarheid van de chromatiden,

6. Veroudering van de preparaten, waardoor fotolysis zou

optreden, waarna de differentiele kleuring zichtbaar

gemaakt zou kunnen worden, had geen effect.

7. Geprobeerd is 00k om nafixatie toe te passen om to

kijken of dit effect zou kunnen hebben op de differen—

tiele kleuring; doch ook dit leide niet tot resultaten.

8. Ook de methode van Wolff en Perry ( blz. 15—g ) heeft
niet tot de resultaten geleid die door hen gevonden

zijn.

9. Alle mogelijke wortelkombinaties voor wat betreft groei,

soort, en incubatieperioden zijn uitgeprobeerd doch zon-

der resultaat.

10. Do preparaten die gemaakt waren volgens Goto et al.

blz. 16 , leverden de rnooiste beelden op, maar goon
differentiele kleuring.

11. Daarom is er gekeken naar do mogelijkheden die te berei-
ken zijn met de acridine oranje kleuring, daar deze kleu—

ring eenvoudig is, direkt werkt en volgens do onderzoe—

kers good voldoet.
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F De acridine oranje kleuring.

D,Qordat de giemsa techniek niet tot de verwachte resultaten

heeft geleid is er gebruik gemaakt van de acridine oranje

kleuring.

Volgens Leiden, blz. 17

a) Tlitgegaan is er van 20 preparaten met TT/TB en 20 met

TB/BB DNA strengen.

b) De preparaten zijn gemacereerd in HCL en in pectinase.

Pesultaten. 1, Preparaten gemacereerd in pectinase

vertoonden betere beelden dan die in

}{CL waren gemacereerd.

2, Ook het plasma was sterk rood gekleurd.

3, Slechts enkele chromosomen waren te zien.

k, Geen differentiele fluorescentie.

Conclusies: 1, In het vervoig macereren in pectinase.

2, Een RNAse behandeling toe gaan passen.

3, Kijken naar de verschillende golflengtes

van het licht. Vergelijken van b en d

van blz. 17 respectivelijk 18

2 Volgens c op blz, 17 en b en c op blz. 19

a) Hiervoor zijn ongeveer 100 preparaten gebruikt.

Zie hiervoor blz. 32 D —a -b

Pesultaten. 1, Geen differentiele fluorescentie.

2, De fosfaat buffer voldoet net zo good.

3, 5 mm. is de beste tijdsduur voor de
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kleuring.

k, De golflengtes van b op blz.17 zijn

beter dan die van d op blz. 18

DNA wordt dan groen van kleur en PNA

rood.

5, Het maakte geen verschil of de RNAse was

opgelost in water of SSC.

6, Het optimum voor de werking van de RNAse

lag tussen de 1 en de 2 uur. Dit steekt

niet zo nauw.

3 Volgens Kihlman blz. 19 - a.

a) Ten aanzien van punt 2 kan gezegd worden dat hierdoor

het materiaal meer te lijden had dan van de behandeling

voorgesteld door punt 2 van c - blz. 19
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4 Volgens f van blz. 18

a) Het gaat hier om de wortels met de code: 1A, 2A,

van blz. 9

b) Daai" de celdeling begint als de bonen in de kiembak

komen. Zuurstof kan dan in kontakt komen met de cel-

len en het groeiproces begint,

Na 48 uur behoort er in de worteltoppen TB/BB DNA

aanwezig te zijn.

c) Hiervan zijn twee series van 4 bonen gekweekt, en deze

zijn vergeleken met een serie van drie bonen die zo-

wel geweekt als ontkiemd zijn in water.

Pesultaten. 1, De preparaten bevatten geen metafase—

platen (hoofdworteltoppen van 1A en

2 A ).

2, De preparaten van de hoofdworteltop-

pen die zowel geweekt als ontkiemd

zijn in water vertoonden een normaal

beeld met vrij veel metafaseplaten en

losse chromosomen. Toch varieerde het

aantal metafaseplaten en chromosomen

bij deze laatste preparaten sterk, by.

in 6n preparaat zaten 14 metafasepla—

ten en wel 40 losse chromosomen en in

een ander preparaat enkel wat losso

chromosomen.

3, De kiemwortels van alle preparaten na

de 48 uur kieming hadden een lengte van

ongeveer 1 cm.
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5 Volgens f van blz. 18

a) Het gaat hier om de wortels met de code:

1 A 2 12 zijworteltoppen

2 A 2 9 zljworteltoppen
2 B 2 17 zijworteltoppen

b) Van elke worteltop is een preparaat gemaakt.

c) Volgens onderstaande schema wordthet duidelijk

gemaakt wat het type DNA is van de wortels die

de laatste twee dagen in leidingwater zijn gegroeid

0 uur 2Lf uur k8 uur

BB/BB chromosomen TT/TT en TT/TB chro-

BB/TT chromosomen mosomen.

Resultaten. 1, Hierin zaten vrij veel metafaseplaten

en losse chromosomen. Voorzichtig

gezegd zo'n 10 redelijk platen gemid—

deld per preparaat. Goede preparaten

zijn bewaard en gebruikt bij de proeven

op biz. 32

2, C-een differentiele fluorescentie.

3, De variatie van de preparaten was vrij

sterk. Ook hier weer geen konstant

beeld onder de mikreoskoop, het ene

preparaat is goed en het volgende

slecht,
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6 Volgens f van blz. 18

a) Het gaat hier om de wortels van blz. 10 te weten

die van 3 a,b en c.

b) Het gaat er am, am te kijken of de chromosomen wel

twee maal gerepliceerd zijn.

c) Later bleek dat Taylor voor deze proef een colchi—

cine concentratie van 0,05 % had gebruikt.

Resultaten. 1,

'4'4 -C,AX

•Nf

• —) ''--S

3 a, hieruit zijn 12 wortels gehaald,

die verwerkt zijn tot preparaten.

De beelden vertoonden de zelfde resul—

taten als de vorige bladzijden 36 en 37.

( 4 en 5 )

2, 3b, hieruit zijn 14 zijwortels gehaald

die verwerkt zijn tot preparaten.

In 1 preparaat was een zeer fraai

beeld te zien dat 12 chromosomen

bevatte. Dit beeld stemde volledig

met de waarnemingen van Kihiman over—

een. ('75)

3, In de 48 uur die ze in de coichicine

hebben daorgebracht zouden de chromoso—

men 48 per cel hebben moeten bedragen.

Taylor vond dit wel bij Vicia faba.

Hier zijn geen platen met meerdere

chromosomen gevonden.

4, Oak t.a.v, 3 c kan het zelfde gezegd

warden. Er zijn 12 preparaten gemaakt,

die beelden vertoonden die aver de ge-

hele linie wat slechter waren dan blj

3 a en b.
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7 Volgens f van blz. 18

a) Wortels van 4 — a van blz. 10 zijn bekeken.

b) Het doel van dit experiment was om na te gaan

wat de coichicine doet met de chromosomen en of

het nog van invloed is op de differentiele

fluorescentje.

Resultaat. 1, Er waren wat minder metafaseplaten

en wat meer anafaseplaten in verge—

hiking met de wortels die wel drie

uur in de coichicine waren gencu-

beerd.

2, Geen differentiele fluorescentie.

8 Volgens f van blz. 18.

a) Hiervoor zijn preparaten gemaakt van de wortels

van proef 4-b, van blz. 10.

b) Het doel was,om na te gaan,wat het effect van

cohchicine is op langere termijn op worteltoppen cc

(J k.alvorens ze gefixeerd worden.

c) Tien zijwortels zijn tot preparaten verwerkt.

pesultaat. 1, Alle cehlen waren in de interfase.

2, Geen chromosomen waren te Zion.

3, De interfasekernen waren niet groEer

dan normale interfasekernen.

Conclusie. 1, Drie uur in de coichicine is een

goede tljd,
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C
G Discussie over de aricline oranje kleuring.

1. Ook deze methode heeft niet geleid tot het vinden

van differentiel fluorescerende zusterchromatiden.

2. De mikroskopische beelden volgens blz. 17 — b en een

RNAse behandeling volgens blz. 19 c , gedurende -i- 1 uur

lieten mooie metafaseplaten zien met gespreid liggen—

de chromosomen.
/

C)4

3. Verechillende buffers zijn geprobeerd en hieruit bleek

dat het niet uitmaakte welke gebruikt werd.

L1. De RNAse behandeling was voor dpreparaten een noodzaak,

om mooie beelden te verkrijgen zonder dat het plasma te

rood van kleur werd. In de praktijk voldeeci de volgende

oplossing het beste om zo mm mogelijk materiaal verloren

te laten gaan. Aan het eind van de incubatie met RNAse

moet de RNAse oplossing juist opgedroogd zljn. Is dit niet

het geval dan spoelt er vrlj veel van het materiaal weg

als het preparaat in de buffer gaat.

5. Vreemd is dat de wortels met de code 1 A en 2 A geen me—

tafaseplaten vertoonden wat in tegenstelling is tot de

verwachting, hiervoor zijn geen redenen aan te voeren.

Vergelijkbare wortels vertoonden wel "normale"

aantallen metafaseplaten.

6. Ook de omgekeerde methode volgens blz. 37 heeft niet tot

de verwachtte resultaten geleid.

7. De behandeling met DMSO heeft niet datgene opgeleverd

wat er van verwacht werd n.l. hindernis opruiming voor

de inbouw van de chemikalin. F1-L1-> ¶rCL'ti

C9,-vvWv.
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H ALGEMENE CONCLUSIES EN OPMEPKINGEN.

A De verschillende kleurmethodes hebben niet tot de

gewenste resuiLtaten geiLeid. Mogelijk speelt de ondoor—

laatbaarheid van de celmembranen hierblj een belangrijke

rol. Hiervoor zijn de volgende redenen aanwezig:

1. De kiemplanten groeiden uitstekend op

eon oplossing met eon concentratie van

10 UN. FdU.

Theoretisch kan dit niet, daar do synthese

van de thymidine dan stil ligt en dit doet

de groei stoppen.

2. De groei op het mengsel van BrdU enz. met

0,005% coichicine liet geen toename zienin

het chromosoomaantal.

3. Andere onderzoekers gebruiken chinese hamster-

cellen of menselijke perifere leukocyten of

beenmergcellen van ratten enz. Dit ondanks het

felt dat dierlijke celkweken in principe moei—

hiker zijn.

Mogelijk zijn de gebruikte chemika1in niet in de cel

op genomen. Een suggestie voor verder onderzoek zou

kunnen zijn dat er gexperimenteerd wordt met de ver—

schihlende soorten tuinbonen.

B De concentratie van hot BrdTJ is door mij niet gevari—

eerd daar do concentratie hier toegepast al erg hoog

is in vergehijking met die gebruikt door andere onder-

zoekers. "
Hier 30 ug. / ml. Bij Goto 2 ug./ml. BIj Kihlman
30 ug./ml.
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C Ret gebruik van een spuitbus ( Lab, freeze van ICN

Cleveland Ohio ) is handig indien er snel even een

preparaat bevroren moet worden, doch de vrijkomen—

de gassen veroorzaken hoofdpijn.

Voor grotere series is de diepvries veel economischer

in gebruik.

E Het onderdompelen van dekglaasjes in een Siliclad
oplossing brengt een verbetering met zich mee voor

wat betreft het verlies aan materiaal bij het afwippen

van de dekglaasjes als het rnateriaal uit de diep-

vries komt.
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