1.2 Zytogenetische Grundlagen
der molekularen Medizin

KARL SPERLING und HEIDEMARIE NEITZEL

| Inhaltsverzeichnis
Feiv it i T Tt R e e e 54
122 Chromosomentheorie der Vererbung . . . .. 56
1.2.3  Grundlagen der Chromosomenphysiologie 60
1.2.3.1 Struktur der Chromosomen
und des Chromatins . . ....... Sirete s el
1.2.3.2 Funktionelle Gliederung der Chromosomen 61
1.2.3.3 Kartierung von Genen und repetitiver DNA 63
1.2.4  Zellzyklus und Chromosomenzyklus ..... 65
1.2.4.1 Regulation des Zellzyklus ............ 66
12.4.2 Checkpoint-Kontrollé . . oy vaeiv viaiess s 71
1.2.4.3 Regulation der Zellproliferation . . . ...... 74

1.25 ‘Chromosomopathien'. ...._ ... ..., .. 75
1:2:5:1 cAneaplordien: st i S R 76 |
13052 DT Mt o - B e 113 76
1.2.5.3 Strukturelle Chromosomenmutationen . . . . 78
1.2.6 Somatische Chromosomenmutationen . . . . 79
1.2.6.1 Somatische Rekombination ........... 79
1.2.6.2 Chromosomeninstabilitit ............ 81
1.2.6.3 Chromosomenmutationen |
int-derTmorgeniese’ o o Lol L 82 |
27 cAusbliche = oo o e e S 84
128 LIETAIOY | iia i toi oot aat ale e wcala ata vavats 85

1.2.1 Einleitung

Die molekulare Medizin ist eine analytische Wis-

senschaft mit dem Ziel, einen medizinischen Sach-

verhalt bis hin zu seinen molekularen Ursachen
aufzukldren. Die Zytogenetik dagegen stellt die

Verbindung zytologischer, speziell chromosomaler

Beobachtungen mit genetischen Sachverhalten dar

und wird daher als eine deskriptive Disziplin an-

gesehen.
Diese Sichtweise ist aus mehrfachen Griinden
zu einfach:

1. Die Zytogenetik ist nicht rein deskriptiv, da sie
auf einem hoheren Niveau biologischer Organi-
sation als der DNA entscheidende biologisch-
medizinische Sachverhalte in einem logischen
Zusammenhang darzustellen vermag. Sie relati-
viert damit zugleich eine weit verbreitete An-
sicht, dass ein zellbiologisches Phinomen dann
aufgekldrt und verstanden ist, wenn die beteilig-
ten Molekiile identifiziert und benannt wurden.

2. Die Zytogenetik hat durch ihren neuen Zweig,
die molekulare Zytogenetik, unmittelbar An-
schluss an die molekulare Genetik und damit
auch die molekulare Medizin gefunden.

Einige der grofiten Erfolge der molekularen Medi-

zin basieren auf zytogenetischen Beobachtungen,

wie die folgenden 3 Beispiele aus der Entwick-
lungsgenetik, der medizinischen Genetik und der

Tumorgenetik belegen sollen.

1. Der erste Fall betrifft einen Befund von 1959,
wonach Individuen mit der Chromosomenkon-
stitution 47,XXY minnlich und solche mit der
Konstitution 45,XO weiblich sind. Dies sprach
dafiir, dass beim Vorliegen eines Y-Chromosoms
die ontogenetische Entwicklung in minnliche
Richtung verlduft. Spiter konnte gezeigt werden,
dass hierfiir nur ein kleiner Bereich im kurzen
Arm des Y-Chromosoms verantwortlich ist. Dies
fihrte zur Identifizierung des SRY-Gens (sex de-
termining region on Y), dem Schaltergen, das
beim Menschen und beim Siuger allgemein die
Entwicklung des undifferenzierten Embryos in
minnliche Richtung bestimmt. Die Mutation
nur eines einzigen Basenpaars in diesem Gen,
die dessen Funktionsverlust bedingt, fithrt zur
Entstehung weiblicher Individuen mit einem an-
sonsten normal minnlichen Chromosomensatz.
Diese sind als Kinder phénotypisch normal
weiblich, entwickeln aber in der Pubertit keine
sekundiren Geschlechtsmerkmale und sind auf-
grund fehlender Gonaden steril. Die molekulare
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Analyse hat dabei nicht nur diese besondere
Form von Sterilitdt aufkliren kénnen, sondern
zugleich dasjenige Gen beim Sduger identifi-
ziert, das fiir die Geschlechtsbestimmung ver-
antwortlich ist [Ubersicht bei Wolf (1995)].

. Eine zytogenetische Auffilligkeit war es auch,
die mit einer der hdufigsten genetisch beding-
ten Ursachen geistiger Behinderung einhergeht,
dem so genannten fragilen X-Syndrom. Zytoge-
netisch auffillig war eine briichige (fragile) Stel-
le im terminalen Bereich des langen Arms des
X-Chromosoms. Gestlitzt auf die Lokalisation
konnten das Gen identifiziert und zugleich ein
vollkommen neuer Mutationsmechanismus be-
schrieben werden. Es handelt sich um eine Ver-
mehrung von Basentripletts der Folge (CCG),
im nichtkodierenden Bereich des FMR1-Gens
(fragile X mental retardation-1).

Es kommt aber nur dann zu klinischen Kon-
sequenzen, wenn bereits eine so genannte Pra-
mutation, also eine geringfiigigere Vermehrung
des Basentripletts vorliegt. Durchlaufen diese so
verdnderten Sequenzen die Oogenese, nicht die
Spermatogenese, kann es zur erneuten Vermeh-
rung des Basentripletts und damit zur Auspri-
gung klinischer Symptome kommen. Mit der
Aufdeckung dieses Mechanismus wurde zu-
gleich die Erkldrung fiir ein bislang vollkom-
men ritselhaftes Phanomen geliefert, die Antizi-
pation. Gemeint ist damit, dass bei bestimmten
genetisch bedingten Erkrankungen das Erkran-
kungsrisiko und die Schwere der Erkrankung
von Generation zu Generation zunehmen. Das
gleiche Phianomen konnte inzwischen fiir mehr
als ein Dutzend weiterer neurologischer Erkran-
kungen belegt werden [Ubersicht Kaufmann u.
Reiss (1999)], bei denen die Schwere der Er-
krankung und das Manifestationsalter mit der
zunehmenden Linge der Basentripletts korre-
liert.

. Ein letztes Beispiel soll den Stellenwert zytoge-
netischer Beobachtungen fiir das Verstindnis
der Tumorgenese illustrieren. Kennzeichnend
fiir das Burkitt-Lymphom, eine in Deutschland
seltene Krebserkrankung, sind charakteristische
Translokationen der Krebszellen zwischen ei-
nem Chromosom 8 und einem Chromosom 2,
14 oder 22, die jeweils die gleichen Bruchstellen
betreffen. Es bedeutete einen wissenschaftlichen
Durchbruch auf dem Gebiet der Tumorgenetik,
als im Oktober 1982 2 Arbeitsgruppen unab-
héngig voneinander zeigen konnten, dass als
Folge dieser Translokationen das c-myc-Gen auf
Chromosom 8 in Nachbarschaft zu den Genen
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der schweren (Chromosom 14) oder der leichten
Ketten der Immunglobulingene (Chromosom 2
und 22) gelangt, die gerade in diesen Zellen be-
sonders aktiv sind. Als Folge der Translokation
kommt es zu einer gesteigerten Expression des
c-myc-Gens als entscheidendem frithen Schritt
in der Genese dieser Tumoren. Zum 1. Mal
konnte damit fiir die Kanzerogenese ein Zusam-
menhang zwischen einer strukturellen Chromo-
somenverdnderung und der Expression der da-
von betroffenen Genen hergestellt werden. Im
Gegensatz zu den beiden vorausgegangenen Bei-
spielen handelt es sich hier nicht um Verdn-
derungen in der Keimbahn, sondern um Muta-
tionen in somatischen Zellen [Ubersicht bei
Look (1998)].

Diese 3 speziellen Beispiele illustrieren einen all-
gemeinen Sachverhalt: Die Zytogenetik ist schon
deshalb eine wesentliche Grundlage der molekula-
ren Medizin, weil die Gene auf den Chromosomen
angeordnet sind. Die Genkarte stellt das entschei-
dende Ordnungsprinzip in der Genetik dar, durch-
aus vergleichbar mit der Orientierungshilfe mittels
Landkarten im tdglichen Leben. So kénnen struk-
turelle Verinderungen der Chromosomen, die die
Keimbahn betreffen und mit klinischen Aufféllig-
keiten einhergehen oder die maligne Zellen aus-
zeichnen, den Weg zu den jeweils betroffenen Ge-
nen weisen. Der Lageort des Gens ldsst zudem
Hinweise auf die Genexpression zu, da die Chro-
mosomen selbst funktionell untergliedert sind.

Dariiber hinaus stellen bestimmte Chromoso-
menmutationen das lichtmikroskopische Aquiva-
lent einer DNA-Schidigung dar. Eine erhohte Rate
an Chromosomenbriichen kann so auf eine muta-
gene Exposition hinweisen. Liegt eine derartige
»Chromosomeninstabilitit“ aber als Symptom ei-
ner genetisch bedingten Erkrankung vor, deutet
dies darauf hin, dass der zugrunde liegende Defekt
direkt oder indirekt mit einem zentralen zelluldren
Geschehen, der DNA-Reparatur und der Zell-
zykluskontrolle zusammenhingt.

Ein wichtiger Aspekt blieb bislang unerwihnt:
Chromosomale Verinderungen selbst sind Gegen-
stand der molekularen Medizin, einmal im Hin-
blick auf ihre Atiologie und zum anderen beziig-
lich ihrer klinischen Konsequenzen. So weisen na-
hezu 30% aller befruchteten Eizellen eine Chromo-
somenanomalie auf, unter Neugeborenen sind es
noch etwa 0,6%, wobei die Mehrzahl auch klinisch
aufféllig ist. Chromosomenmutationen tragen da-
her entscheidend zur Mortalitit und Morbiditdt im
Kindesalter bei. Zudem gibt es kaum eine Krebs-
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form, die nicht mit chromosomalen Veridnderun-
gen einhergeht.

Angesichts dieser Sachlage ist es nicht verwun-
derlich, dass zytogenetische Befunde in vielen Ka-
piteln dieses Werkes angesprochen werden. Es
kann daher nicht Aufgabe dieses Beitrags sein, die
einzelnen Bereiche ausfiihrlich abzuhandeln; dies
ist den speziellen Abschnitten vorbehalten. Ebenso
kénnen hier nicht die elementaren Grundlagen
von Mitose und Meiose besprochen werden, die je-
dem einschldgigen Lehrbuch zu entnehmen sind.
Zudem bleibt das Gebiet der menschlichen Chro-
mosomopathien weitgehend ausgespart, da dies
Gegenstand eines eigenen Kapitels in Band ,Mo-
nogen bedingte Erbkrankheiten 2 Kapitel ,,Chro-
mosomopathien“ (Ganten u. Ruckpaul 2000) ist.

Hier soll vielmehr der Versuch unternommen
werden, gestiitzt auf die allgemeinen Grundlagen
der Chromosomentheorie, der Vererbung und der
Chromosomenphysiologie, die molekularen Grund-
lagen zytogenetischer Phénomene darzustellen
und ihre Bedeutung fiir das Verstdndnis medizini-
scher Sachverhalte aufzuzeigen, ganz im Sinn der
einleitend angefiihrten Beispiele.

1.2.2 Chromosomentheorie der Vererbung

Die etwa 30000-40 000 Gene des Menschen verteilen
sich auf 23 Chromosomenpaare. Von der Mutter
und vom Vater wird jeweils ein einfacher, haploider
Chromosomensatz an die Nachkommen vererbt. Die
befruchtete Eizelle, die Zygote, weist danach in der
Regel einen normalen diploiden Satz aus 46 Chro-
mosomen auf. Sdmtliche Korperzellen gehen durch
Zellteilung, Mitose, aus der befruchteten Eizelle her-
vor. Sie enthalten daher ebenfalls 46 Chromosomen
und im Prinzip auch si@mtliche Erbanlagen. Dass
sich die verschiedenen Gewebe in morphologischer
und physiologischer Hinsicht unterscheiden, beruht
letztlich darauf, dass jeweils nur bestimmte Gene
aktiv sind. Die entwicklungs- und gewebespezi-
fische Regulation der Genaktivitit ist Grundlage je-
den Entwicklungs- und Differenzierungsgesche-
hens. Die Bedeutung der Chromosomen als Tréger
der Erbanlagen liegt deshalb einmal darin, die kor-
rekte Verteilung der Gene auf die Tochterzellen zu
gewihrleisten, und zum anderen darin, die korrekte
Weitergabe der Gene bei der Keimzellbildung, der
Meiose, zu sichern. Zugleich sind die Chromosomen
der Interphase (das Chromatin) aber auch das Sub-
strat der Genregulation.

Diese Erkenntnisse haben Anfang dieses Jahr-
hunderts ihren Niederschlag in der ,,Chromoso-
mentheorie der Vererbung“ gefunden, die zugleich
die Geburtsstunde der Zytogenetik markiert. Da-
bei ergab sich eine vollstindige Korrelation zwi-
schen den im Kreuzungsexperiment ermittelten
Befunden und den zytogenetischen Beobachtungen
(Abb. 1.2.1). Das paarweise Vorhandensein der
Erbanlagen in den Korperzellen entsprach dem
paarweisen Vorliegen der Chromosomen, das ein-
fache Vorhandensein in den Keimzellen der Re-
duktion der diploiden auf die haploide Chromoso-
menzahl wihrend der Meiose. Die lichtmikrosko-
pisch sichtbaren Chiasmata der Prophase der
Meiose stellen das Korrelat fiir den im Kreuzungs-
experiment ermittelten Austausch von Genen zwi-
schen homologen Chromosomen (Cross-over) dar.
Diese genetischen Austauschereignisse ermoglich-
ten T. H. Morgan und seinen Schiiler in den 20er
Jahren die Erstellung der ersten Genkarten bei der
Taufliege Drosophila. Die auf diese Weise ermittelte
Entfernung der Gene wird in ¢cM (Zentimorgan)
angegeben. Hierbei entspricht die genetische Dis-
tanz von 1 cM einer Rekombinationsrate zwischen
2 Genen von 1%.

Es war ein fast einmaliger Zufall in der Wissen-
schaft, als Heitz und Bauer 1933 in Berlin (und
unabhingig von ihnen Painter in den USA) zeigen
konnten, dass das damals genetisch am besten
analysierte Objekt, die Drosophila, sich zugleich
auch zytogenetisch in besonderer Weise auszeich-
net. In den Speicheldriisen der Larven finden sich
so genannte Riesenchromosomen. Es handelt sich
dabei um Interphasechromosomen, die aus mehr
als 1000 gepaarten Chromatiden bestehen, was ihre
grofle Linge und Dicke erkldrt. Sie weisen eine
spezifische Bandenstruktur auf, wobei ein be-
stimmtes Gen einer distinkten Bande zugeordnet
und damit die lineare Anordnung der Gene auf
den Chromosomen sichtbar gemacht werden konn-
ten. Durch die Arbeiten von Beermann und seinen
Schiilern in den 50er Jahren konnte hieran sogar
gezeigt werden, dass sich genetisch aktive und in-
aktive Gene im Lichtmikroskop in ihrer Konforma-
tion unterscheiden.

Damals schien es ausgeschlossen, jemals die
Reihenfolge der Gene auch auf den menschlichen
Mitosechromosomen oder die Expression der Gene
lichtmikroskopisch nachweisen zu konnen. Heute
ist dies dank des Fortschrittes auf dem Gebiet der
molekularen Zytogenetik moglich. Mittels der
Technik der Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung
(FISH) koénnen die Gene beim Menschen rasch
kartiert und ihr Verlust bei bestimmten Erkran-
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kungen lichtmikroskopisch nachgewiesen werden
(Abb. 1.2.2). Noch wesentlich grofer ist die Auflo-
sung, wenn die Hybridisierung nicht an Mitose-
chromosomen, sondern an DNA-Fibrillen erfolgt.
Hierbei konnen Lingenunterschiede von wenigen
Tausend Basenpaaren erfasst werden. Mit Hilfe des
so genannten Padlock-Verfahrens konnen sogar
einzelne Basenaustausche lichtmikroskopisch er-

abc D

abC d

kannt werden (Baner et al. 2001). Einzelheiten zu
diesen Verfahren finden sich in Band ,Monogen
bedingte Erbkrankheiten 2 Kapitel ,Chromoso-
mopathien“ (Ganten u. Ruckpaul 2000).

Die FISH-Analyse kann mit Einzelsonden erfol-
gen, aber auch mit einem Gemisch von Proben,
die reprisentativ fiir ein einzelnes Chromosom
(chromosome painting) oder einzelne Chromoso-
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Fluorchrommarkierte
DNA-Sonde ae

Metaphase-
a chromosom

C

Denaturierte DNA Hybridisierung Fluoreszenzmikroskopie

Abb. 1.2.2. a Schematische Darstellung der Fluoreszenz-in-
situ-Hybridisierung (FISH). Hierzu wird eine DNA-Probe,
die mit einem Fluorochrom markiert ist, auf menschliche
Metaphasechromosomen hybridisiert. Deren DNA wurde zu-
vor in den einzelstringigen Zustand tberfiihrt, b Ausschnitt
aus einer Metaphase nach FISH mit einer Sonde von Chro-
mosom 3: das Fluoreszenzsignal ist auf beiden Chromo-

menabschnitte sind. Werden unterschiedliche Fluo-
rochrome verwendet, ergibt sich ein chromosoma-
les Bandenmuster, das der Kodierung durch ein
Strichmuster entspricht und als ,,chromosomal bar
code“ bezeichnet wird. Wie aus Abb. 1.2.2 hervor-
geht, kann dieser Nachweis auch an Zellkernen
vorgenommen werden, sodass man dank der
FISH-Technik fiir eine zytogenetische Unter-
suchung nicht mehr auf Metaphasechromosomen
und damit auf proliferierende Zellen angewiesen
ist (Interphasezytogenetik).

Ebenso kann heute fiir jedes Gen die entwick-
lungs- und gewebespezifische Expression auf RNA-
Ebene durch In-situ-Hybridisierung ermittelt wer-
den. Hierzu wird z.B. an Gewebeschnitten der
Maus die betreffende mRNA durch Hybridisierung

somen 3 im kurzen Arm nachweisbar, auflerdem sind deut-
lich 2 Signale in dem unten rechts liegenden Interphasekern
sichtbar, ¢ Metaphase einer Patientin, die eine Deletion fiir
den oben genannten Bereich im kurzen Arm von Chromo-
som 3 aufweist: Das FISH-Signal ist nur auf einem der bei-
den Chromosomen 3 nachweisbar; Pfeil 2, deletiertes Chro-
mosom 3

>

Abb. 1.2.4. a,b Chromosomale Verteilung zweier repetitiver
Elemente im Genom der Erdmaus Microtus agrestis nach In-
situ-Hybridisierung. Beide Elemente kommen bei den néchs-
ten Verwandten nur in wenigen Kopien vor und wurden im
Lauf der Evolution der Art Microtus agrestis in groflem Maf3
amplifiziert. a Die Lage des einen repetitiven Elements von
3 kbp Linge ist auf das Heterochromatin der beiden grofien
Gonosomen begrenzt. b Das andere Retroposon tritt bevor-
zugt im Heterochromatin auf, ist jedoch auch weit iiber das
Euchromatin verteilt. Der Nachweis wurde mit FITC-markier-
ten Sonden durchgefiihrt, c,d Nachweis der Transkriptions-
aktivitdt des in (b) gezeigten Elements in der Oogenese der
Erdmaus Microtus agrestis, ¢ Pachytinchromosomen nach
DAPI-Farbung. Das Heterochromatin des X-Bivalents tritt
deutlich hervor. d Dieselbe Zelle nach DNA-RNA-in-situ-Hy-
bridisierung, wobei das Retroposon von b als Sonde eingesetzt
wurde. Deutlich ist die Markierung iiber dem Heterochroma-
tin und Teilen des Euchromatins zu erkennen, was mit der
chromosomalen Lage des Retroposons (b) korreliert, aus
Sperling (1999)



Abb. 1.2.3a,b. Nachweis des Expressionsmusters
eines Mausgens durch DNA-RNA-Hybridisierung
an einem 14,5 Tage alten Mausembryo. Es handelt
sich um das so genannte NBS-Gen (Nijmegen-
breakage-Syndrom), das in die Reparatur von
DNA-Doppelstrangbriichen, die meiotische Re-
kombination sowie die Umbauten der Immun-
globulingene einbezogen ist. Als Sonde wurde
eine *°S-makierte Antisense-RNA-Probe eingesetzt
und autoradiographisch nachgewiesen. Die Silber-
kéornchen des Autoradiogramms erscheinen nach
Dunkelfeldbeleuchtung als leuchtende Piinktchen
(b). Die Markierung findet sich bevorzugt iiber
allen teilungsaktiven Geweben, me Mesenzepha-
lon, te Telenzephalon, to Zunge, thy Thymus,
Lu Lunge, Li Leber, pa Pankreas, aus Wilda et al.
(2000)

Abb. 1.2.4a-d

a
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mit der betreffenden Gensonde erfasst (Abb. 1.2.3).
Mittels DNA-RNA-Hybridisierung koénnen sogar
die Transkripte an den (Meiose-)Chromosomen
nachgewiesen und damit auch beim Sduger aktive
Gene lichtmikroskopisch dargestellt werden (Abb.
1.2.4). Damit hat auch die Sdugerzytogenetik un-
mittelbaren Anschluss an die molekulare Genetik
gefunden.

1.2.3 Grundlagen
der Chromosomenphysiologie

1.2.3.1 Struktur der Chromosomen
und des Chromatins

Das Erbgut einer normalen Korperzelle des Men-
schen besteht aus etwa 6x10° Basenpaaren (bp),
die aneinandergereiht einen DNA-Faden von etwa
4 m Linge und 2 nm Durchmesser ergeben wiirden.
Tatsdchlich ist dieser nicht durchgehend, sondern in
die 46 Chromosomen des diploiden Satzes aufgeteilt.
Das lichtmikroskopisch sichtbare Chromosom be-
steht aus 2 identischen Spalthélften, den Chromati-
den, die jeweils eine durchgehende DNA-Doppelhe-
lix aufweisen. Die DNA ist hier mit gleichen Mengen
an Histon- und Nichthistonproteinen verbunden
und um das mehr als 10 000fache kondensiert (Abb.
1.2.5). Diese Verkiirzung erfolgt in mehreren Stufen,
wobei zunidchst ein Nukleosomenfaden von 10 nm
in die elektronenmikroskopisch darstellbare 30-nm-
Fibrille (solenoide Superhelix) tiberfithrt wird, die

DNA Nukleosom
2nm Linker Core
CGTAACG S
GCATTGC
p-Arm
Zentromer G-Schleifen
G-Bande -
R-Bande R-Schleifen
g-Arm
Scaffold
A
Chromosom Chromatiden

700 nm

auch im Interphasekern sichtbar ist. Der letzte
Schritt besteht in der dichten helikalen Packung ei-
nes Chromatinfadens von etwa 300 nm. Der Schritt
dazwischen ist noch nicht endgiiltig gekldrt. Es
spricht jedoch vieles dafiir, dass die Chromatinfi-
brille im Interphasekern Schleifen von 50 bis mehr
als 100 Kilobasenpaare (kb) DNA ausbildet, deren
Basis aus einem mehrere 100 bp grofien, AT-reichen
Abschnitt besteht. Dieser ist mit einem schwer 16sli-
chen Proteinkomplex verbunden, der Kernmatrix
oder SAR (scaffold-associated region). Deren
Hauptkomponente stellt die Topoisomerase II dar.
Sie ist u.a. dafiir verantwortlich, dass DNA-Doppel-
helices von Schwesterchromatiden, die als Folge der
DNA-Replikation miteinander verkettet sind, wieder
gelost werden. Hinzu kommt das SC2-Protein, das
zur SMC-Proteinfamilie zdhlt (stable maintenance
of chromosomes) und eine wichtige Rolle bei der
Chromosomenkondensation  spielt  [Ubersicht
Earnshaw (1988), Koshland u. Strunnikov (1996),
Hart u. Laemmli (1998)].

Beim Ubergang in die Mitose kommt es zum
Zusammentreten einzelner dieser Proteinkomplexe
unter Ausbildung einer durchgehenden Achse, dem
eigentlichen ,scaffold“. Diese Struktur ist zwar an
intakten Chromosomen oder Diinnschnitten davon
nicht sichtbar, doch lisst sie sich mittels Anti-
kérpern gegen Topoisomerase II nachweisen und
aufgrund ihrer reduzierenden Eigenschaften durch
eine Silberfirbung darstellen (Giménez-Abidn et
al. 1995). Durch anschlieflende helikale Faltung
kommt es dann zur Ausbildung der Chromatiden
mit etwa 700 nm Durchmesser.

]i 300 nm Fibrille

radiale Schleifen
Scaffold

Abb. 1.2.5. Schematische Darstellung der
Chromosomenorganisation, ausgehend
von der DNA bis hin zum lichtmikrosko-
pisch sichtbaren Chromosom. Néhere
Einzelheiten s. Text. Nach Hart u. La-
emmli (1998)



Die chromosomalen Proteine von Mitose- und
Interphasechromosomen  stimmen  weitgehend
tiberein. Es findet daher keine vollstindige Reorga-
nisation statt, wie im Fall der Spermien-DNA nach
der Befruchtung, sondern eine Modifikation der
Proteine, insbesondere durch Phosphorylierung
und Azetylierung. Mit dem Ubergang von der In-
terphase zur Metaphase ist eine Verkirzung um
das 5- bis 10fache verbunden. Dies ldsst sich durch
In-situ-Hybridisierung zeigen, indem die Distan-
zen zweier Loci im Interphasekern und auf den
Metaphasechromosomen verglichen werden. Zu-
gleich zeigt sich dabei, dass die Gene auf den
Schwesterchromatiden charakteristische, spiegel-
bildliche Positionen einnehmen. Dies wird unter
der Annahme verstiandlich, dass die helikalen Win-
dungen der Schwesterchromatiden gegensitzlich
verlaufen [Ubersicht Bridger u. Bickmore (1998),
Hart u. Laemmli (1998)].

In dem kompakten Zustand der Metaphasechro-
mosomen, der Transportform, ist das genetische
Material inaktiv. In der Interphase liegt das Chro-
matin in dekondensierter Form vor, die einzelnen
Chromosomen sind nicht mehr sichtbar. Sie
kénnen jedoch nach In-situ-Hybridisierung als
distinkte Bereiche im Interphasekern nachgewie-
sen werden (Abb. 1.2.2). Hierfiir wurde bereits
1909 von Boveri der Begriff ,,Chromosomenterrito-
rium® geprdgt. Er unterstreicht, dass die Chromo-
somen nicht miteinander verkniult vorliegen. Sie
weisen, zumindest in teilungsaktivem Gewebe, eine
Polaritdt auf, die durch die Orientierung in der
Anaphase vorgegeben ist und von Rabl bereits
1885 beschrieben wurde. Hierbei sind die Zentro-
mere und Telomere zu unterschiedlichen Polen ge-
richtet und die Chromosomenarme V-férmig abge-
knickt. Innerhalb der Chromosomenterritorien
scheinen die aktiven Gene bevorzugt auf deren
Oberfliche zu liegen. Der Zellkern selbst besteht
aus einer Reihe weiterer Kompartmente, die fiir
den geordneten Stoffaustausch und die RNA-Pro-
zessierung unerldsslich sind [Ubersicht Cremer et
al. (1982), Marshall et al. (1997), Bridger u Bick-
more (1998), Belmont et al. (1999)]. Die Chromo-
somen konnen ihre Position im Interphasekern
verdndern; wenn die Zelle jedoch ausdifferenziert
ist, scheint ihre Anordnung stabil zu sein [Uber-
sicht Zink u. Cremer (1998)].

In Zellen mit stark reduzierter genetischer Akti-
vitdt liegt auch das Chromatin in kompakter Form
vor, wie z.B. in den Spermien oder in den Zellker-
nen der Lymphozyten des peripheren Bluts. Die
Regel aber ist, dass das Chromatin der Zellkerne
aus stirker und schwicher anfirbbarer Anteilen,
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d.h. unterschiedlich kondensierten Bereichen, be-
steht. Hierfiir hat Gutherz (1907) den Begriff Hete-
ropyknosis vorgeschlagen. Durchgesetzt hat sich
dagegen jedoch die von Heitz (1928, 1929) einge-
fithrte Bezeichnung Heterochromatin fiir die ge-
geniiber dem Euchromatin starker angefirbten Be-
reiche.

Die Zellkerne der verschiedenen Gewebe
koénnen eine sehr charakteristische Morphologie
aufweisen. So lassen sich die Zellkerne z.B. der
Granulozyten sehr einfach von denen der Leberzel-
len oder denen des Neuroektoderms unterschei-
den, und zwar bei nahezu allen Wirbeltieren (Ma-
nuelidis 1990). Unter anderen Bedingungen, z.B.
wenn diese Zellen in die Gewebekultur iiberfiihrt
werden, dndert sich die Morphologie wieder. Es
handelt sich also um einen grundsitzlich rever-
siblen Zustand. Diese charakteristische Morpholo-
gie der Interphasekerne hingt mit der Lage der
Chromosomen und der unterschiedlichen Konden-
sation einzelner Chromosomenabschnitte zusam-
men. Letztlich diirfte es sich um den lichtmikro-
skopisch sichtbaren Ausdruck unterschiedlicher
Genexpressivitit der einzelnen Gewebe handeln.
Allerdings stellen sich keinesfalls alle inaktiven Be-
reiche auf diese Weise dar. Die verschiedenen bio-
chemischen Modifikationen des Chromatins und
die daran beteiligten Signalstrukturen sind nicht
Gegenstand dieses Beitrags. Ubersichten hierzu
finden sich bei Dreyfuss u. Stuhl (1999), Ng u.
Bird (1999), Eissenbarg u. Elgin (2000) und Fes-
tenstein u. Kioussis (2000).

1.2.3.2 Funktionelle Gliederung
der Chromosomen

Weitere Einsichten in die funktionelle Gliederung
des Genoms haben verschiedene Verfahren der dif-
ferenziellen Anfirbung der Chromosomen in Ver-
bindung mit der Genkartierung erbracht. Das ver-
breitetste Verfahren hierfiir ist die so genannte
G-Banden-Technik, die auf einer speziellen Vor-
behandlung der Chromosomen und anschlief}en-
der Giemsa-Firbung beruht. An Chromosomen
der Prophase konnen so mehr als 850 dunkle und
helle G-Banden unterschieden werden (Abb. 1.2.6).
Die hellen G-Banden werden auch als R-Banden
(reversed bands) bezeichnet. Eine Untergruppe da-
von bilden die T-Banden, die sich bevorzugt an
den Chromosomenenden befinden.

Mittels der C-Banden-Technik werden die zen-
tromernahen Bereiche spezifisch angefirbt (Abb.
1.2.6), wobei die besonders grofien C-Banden der
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a b c

Abb. 1.2.6a-d. Darstellung des Bandenmusters des Chromo-
soms 11 mit unterschiedlicher Auflgsung. (a) Etwa 200 Ban-
den/haploidem Genom. Im mittleren Abschnitt des langen
Arms von Chromosom 11 ist eine dunkle Bande erkennbar.
Diese ist auf dem 400-Banden-Stadium (b) eindeutig in 2
Banden aufgeteilt. Eine gute Binderungsqualitit mit etwa

Chromosomen 1, 9, 16 und Y auffallen. Diese
konnen zwischen verschiedenen Individuen erheb-
lich variieren (chromosomale Heteromorphismen).

Mittels In-situ-Hybridisierung kann heute sogar
das Bandenmuster der Chromosomen im Interpha-
sekern nachgewiesen und gezeigt werden, dass de-
ren Grofle etwa einem 600-Banden-Stadium ent-
spricht. Das heifit, die Gesamtlinge von Interpha-
se- und Mitosechromosomen ist kaum verschie-
den, die Unterschiede betreffen die Ausbildung
und die Anordnung der Chromatinfibrille (Lemke,
pers. Mitteilung).

Nach Zugabe des Basenanalogons Bromde-
soxyuridin (BrdU) wihrend der DNA-Replikation
kénnen die neu synthetisierten Bereiche aufgrund
ihrer geringen Anfirbung nachgewiesen werden.
Hierbei zeigt sich, dass die R-Banden in der ersten
Hilfte der S-Phase repliziert werden, die G-Banden
in der 2. Hilfte und ganz zum Schluss die C-Ban-
den sowie das genetisch inaktive X-Chromosom
im weiblichen Geschlecht.

Bemerkenswert ist, dass die Zahl der Replikati-
onsbanden praktisch der maximalen Anzahl von
Banden entspricht, die nach differenzieller Firbung
darstellbar sind. Wird von 1000 Banden/haploidem
Genom, d.h. pro 3x10° bp ausgegangen, entspricht
eine Bande bzw. eine Replikationseinheit im Durch-
schnitt etwa 3x10° bp oder 3 Mbp. Da die Initiati-
onsstellen fiir die Replikation (replication origins)
etwa 50 bis mehr als 100 kbp auseinander liegen,
sollten in einer Replikationseinheit etwa 10-50 der-
artiger Replikons zusammengefasst sein [Ubersicht
Holmquist (1992), Craig u. Bickmore (1993)].

d

550 Banden ist in (c) gezeigt, wobei der kurze Arm 3 dis-
tinkte dunkle Banden aufweist. Auf dem 850-Banden-Stadi-
um (d) kann die Bande 11p14.1 deutlich von 11p14.3 unter-
schieden werden. Die Schemazeichnungen b,¢,d stammen
aus ISCN, 1995, aus Sperling et al. (1997)

Erste Einsicht in die Natur der verschiedenen
Banden haben enzymbhistochemische Untersuchun-
gen ergeben. Werden die Mitosechromosomen mit
DNAse I behandelt und die Schnittstellen in der
DNA mittels der Nicktranslationstechnik immun-
zytochemisch nachgewiesen (Abb. 1.2.7), ergibt
sich ein charakteristisches Bandenmuster, wobei
die D-Banden (DNAse-Banden) eine gute Uberein-
stimmung mit den R-Banden aufweisen. Da mittels
DNAse I bevorzugt genetisch aktive und potenziell
aktive Bereiche geschnitten werden, ist dies ein in-
direkter Hinweis darauf, dass die R-Banden genrei-
cher als die G-Banden sind [Ubersicht bei Sperling
(1990)].

Wird die DNA der Mitosechromosomen mit
Restriktionsenzymen geschnitten und danach an-
gefarbt, wird in Abhingigkeit von der Erken-
nungssequenz des Enzyms ein G- oder C-Banden-
dhnliches Muster erhalten (Abb. 1.2.7). Der Fir-
beeffekt wird darauf zuriickgefiihrt, dass sich die
DNA zwischen eng benachbarten Schnittstellen
ablést und die Chromosomen dort entsprechend
schwicher angefirbt sind. Nach Restriktion mit
der Endonuklease Haelll (Erkennungssequenz
GGCC) ergibt sich ein typisches G-Banden-Muster,
wobei die grofien C-Banden der Chromosomen 1,
9, 16 und Y ausgenommen sind, die sich daher
von den kleineren C-Banden der Zentromerregion
der anderen Chromosomen unterscheiden. Wie
weiter unten gezeigt wird, diirften sie auch in ihrer
molekularen Organisation verschieden sein. Ein
G-Banden-Muster resultiert aber auch nach scho-
nender Restriktion mit dem Restriktionsenzym



inaktiv - Chromatin - aktiv

Abb. 1.2.7. Zytogenetischer Nachweis DNA-
se-I- und Alu-I-empfindlicher Chromoso-
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kennungssequenzen fiir das Restriktions-
enzym Alu I in den R-Banden. Nach Be-
handlung von Metaphasechromosomen mit
Alu I kommt es in diesen Bereichen zu
kleinen Fragmenten, die durch das nachfol-
gende Waschen entfernt werden, wodurch
sich die Chromosomen an diesen Stellen
heller firben (Alu-Banden)

’

Alu 1. Dies bedeutet, dass die R-Banden besonders
viele Alu-I-Schnittstellen aufweisen sollten, was in
guter Ubereinstimmung mit den dort befindlichen
repetitiven Alu-Elementen steht (s. unten).

1.2.3.3 Kartierung von Genen
und repetitiver DNA

Direkte Hinweise auf die genetische Ausstattung

der einzelnen chromosomalen Banden lieferte die

Kartierung von Genen und repetitiven DNA mit-

tels In-situ-Hybridisierung. Die Befunde werden

ausfithrlich ,Monogen bedingte Erbkrankheiten 2

Kapitel ,,Chromosomopathien“ (Ganten u. Ruck-

paul 2000), abgehandelt und lassen sich folgender-

maflen zusammenfassen:

1. Die Chromosomen 13, 18 und 21 sind die Auto-
somen mit der niedrigsten Anzahl von Genen.
Es sind auch die einzigen Autosomen, fiir die
eine Trisomie mit dem Leben vereinbar ist, alle
anderen Trisomien enden als Spontanaborte
bzw. bereits vor der Implantation.

2. Die T-Banden sind die genreichsten Regionen,
gefolgt von den R-Banden. Speziell finden sich
hier die so genannten ,house-keeping genes®
die fiir den Grundmetabolismus der Zellen ver-
antwortlich und in nahezu sdmtlichen Zellen
aktiv sind. Die G-Banden dagegen enthalten we-
sentlich weniger, entwicklungs- und gewebespe-
zifisch exprimierte Gene. Die C-Banden sind
praktisch genleer [Ubersicht Holmquist (1992),
Craig u. Bickmore (1993)].

. A
Immunzytochemischer

ITr IOr IIT JOC JOr

\| Ferben /

Nachweis /

D-Banden

Alu-Banden

3. Die chromosomalen Banden unterscheiden sich
auch hinsichtlich der vorherrschenden repetiti-
ven Elemente. So weisen die T- und R-Banden
iiberwiegend kurze repetitive Elemente von etwa
300 bp Linge auf (SINES: short interspersed
nucleotide elements), deren wichtigste Vertreter
die Alu-Elemente sind (genannt nach einer
charakteristischen Schnittstelle fiir das Restrik-
tionsenzym AluI). In den G-Banden finden
sich iiberwiegend lidngere repetitive Elemente
(LINES: long interspersed nucleotide elements),
die weit {iber 1000 bp lang sein konnen [Uber-
sicht bei Smit (1996)].

4. Das C-Banden-Material im Bereich der Zentro-
mere besteht tiberwiegend aus sehr kurzen, mil-
lionenfach vorhandenen, repetitiven Elementen
(so genannte Satelliten-DNA). Die groflen C-Ban-
den der Chromosomen 1, 9, 16 und Y sind jedoch
deutlich komplexer aufgebaut. In Analogie zu Be-
funden an Drosophila und Erdmaus diirften sie
dem f-Heterochromatin entsprechen, jene dem
a-Heterochromatin (Neitzel et al. 1998).

Werden diese Befunde zur genetischen Zusammen-
setzung der verschiedenen chromosomalen Struk-
turen in Bezug gesetzt zu den Vorstellungen ihrer
molekularen Organisation, ergibt sich folgendes
Chromosomenmodell: Die Schleifen des Interpha-
sechromatins, die durch SAR voneinander getrennt
werden, stimmen hinsichtlich ihrer Linge gut mit
einzelnen Replikons und DNAse-I-sensitiven Berei-
chen iiberein. Vermutlich handelt es sich dabei um
die gleichen funktionellen Grundeinheiten (funk-
tionelle Domiénen). Ein Cluster aus 10-50 dieser
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Elemente diirfte einer chromosomalen Bande von
3 Mbp entsprechen.

Diese Bereiche weisen zudem eine recht iiber-
einstimmende Basenzusammensetzung auf. Es
handelt sich um so genannte Isochore, die sich im
Dichtegradienten abtrennen lassen. Das Isochor
mit dem héchsten GC-Gehalt ist bevorzugt in den
T-Banden anzutreffen. Bei diesen Isochoren han-
delt es sich um ein Kennzeichen der Warmbliiter
und vermutlich eine evolutionire Anpassung an
die hohe Korpertemperatur, die eine entsprechen-
de Stabilitit der DNA erfordert (Bernardi 1989).

gene expression

Abb. 1.2.8. Website des NCBI
(National Center for Biotech-
nology), die einen raschen Zu-
gang zu den wichtigsten Da-
tenbanken der Humangenom-
forschung er6ffnet
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov)

P Trace archive
P UniGene

P VecScreen

Die R- und T-Banden sind besonders genreich,
sie replizieren in der frithen S-Phase, haben eine
offene Konformation, wie aus der DNAse-I-Emp-
findlichkeit hervorgeht und diirften groflere
Schleifen ausbilden als die G-Banden. Diese weisen
deutlich weniger Gene und dabei speziell die gewe-
bespezifisch exprimierten Gene auf. Thre Schleifen
sind kleiner, der Kondensationsgrad in der Mitose
grofler. Aus klinischer Sicht ist bedeutsam, dass
sich Verinderungen von R-Banden-Material gra-
vierender auf die Entwicklung auswirken als von
G-Banden-Material [s. Band ,Monogen bedingte



Erbkrankheiten 2 Kapitel ,Chromosomopathien®
(Ganten u. Ruckpaul 2000)]. Die C-Banden beste-
hen nahezu ausschliefllich aus repetitiver DNA.
Dies erkldrt, weshalb Unterschiede in ihrer Menge
ohne offenkundige klinische Auswirkungen sind.

Neben diesen globalen Vergleichen erlaubt die
vergleichende Genkartierung aber auch Einsichten,
die die Regulation der Genaktivitdt betreffen. Aus
der menschlichen Genkarte wird ersichtlich, dass
Gene, die an der Ausbildung eines bestimmten Or-
gans beteiligt sind oder aufeinander folgende
Schritte bestimmter Stoffwechselprozesse steuern,
generell auf unterschiedlichen Chromosomen bzw.
chromosomalen Abschnitten gelegen sind, anders
als bei Bakterien, bei denen sie in ein Operon ein-
geschlossen sind. Dies trifft auch auf solche Gene
zu, die verschiedene Untereinheiten eines Proteins
kodieren und daher in stéchiometrischen Verhalt-
nissen vorliegen miissen. Thre Regulation muss da-
her individuell erfolgen (Sperling 1999a).

Das tatsdchliche Bild ist aber noch wesentlich
komplexer. Aus der Genkarte wird ersichtlich, dass
nah verwandte Gene oftmals als Cluster angeord-
net sind, wie z.B. die Gene fiir die ¢-, y, f- und
0-Globin-Ketten auf dem Chromosom 11 sowie die
{- und a-Globin-Gene auf Chromosom 16. Dies
weist auf ihre jeweilige Entstehung durch unglei-
ches Cross-over hin. Sie werden als Globingen-
familie zusammengefasst. Ein besonders instruk-
tives Beispiel bilden die 38 Gene der Homoo-
box(HOX)-Genfamilie, die beim Menschen in 4
Gruppen auf den Chromosomen 2, 7, 12 und 17
angeordnet sind. Sie spielen in der Embryonalent-
wicklung eine zentrale Rolle und werden entwick-
lungs- und gewebespezifisch exprimiert. Dabei
spiegelt die Reihenfolge im Genom zugleich die
Abfolge ihrer Aktivierung wieder (Wright 1991).
Die Mitglieder der einzelnen Genfamilie lassen
sich auf ein Gencluster zuriickfiihren, das sich be-
reits bei der Taufliege Drosophila findet. Inzwi-
schen gibt es eine Reihe weiterer Beispiele von Ge-
nen und Genfamilien, die bei Invertebraten nur
einmal vorkommen, bei hoheren Wirbeltieren da-
gegen in bis zu 4 Kopien vorliegen. Eine Erklirung
dafiir konnte sein, dass es im Lauf der Vertebrate-
nevolution 2 Genomverdopplungen gegeben hat. In
vielen Fillen sind die duplizierten Gene durch Mu-
tation inaktiviert und in Pseudogene iberfiihrt
worden, in anderen Fillen sind durch ungleiches
Cross-over neue Gene hinzu gekommen (Sperling
1999a).

Die Genkarte stellt das entscheidende Ord-
nungsprinzip in der Genetik dar. Die Angabe, wo
welche Gene, klonierte DNA-Fragmente oder be-
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reits sequenzierte Abschnitte gelegen sind, war die
Voraussetzung fiir die Erstellung der vollstindigen
Basensequenz des menschlichen Genoms. Der
Genkartierung kommt daher im Rahmen des hu-
manen Genomprojekts eine zentrale Rolle zu.
Ebenso wichtig ist der rasche Zugriff auf diese Da-
ten. Eine Ubersicht der wichtigsten Datenbanken
findet sich bei Borsani et al. (1998). Hier soll nur
auf die Datenbank des NCBI (http://www.ncbi.nlm.
nih.gov/) hingewiesen werden, die viele Banken
zusammenfasst und Verbindungen von der Chro-
mosomenkarte bis hinunter zu der Sequenz des
Gens und seiner Beschreibung herstellt (Abb.
1.2.8).

1.2.4 Zellzyklus und Chromosomenzyklus

Charakteristische Kennzeichen proliferierender Zel-
len sind

« das Zellwachstum und

o die Zellteilung.

Der gesamte Zellzyklus setzt sich danach aus der
Interphase sowie der Kern- und der Zellteilung
(Zytokinese) zusammen, bei der die Chromoso-
men sichtbar werden. Beide werden hiufig als
»Mitose“ zusammengefasst, obwohl der Begriff
streng genommen nur fiir die Kernteilung gilt. Die
Dauer der Mitose betrdgt ca. 1h. Die Interphase
dagegen ist sehr viel ldnger und variiert in dieser
Hinsicht auch erheblich zwischen verschiedenen
Geweben. Sie wird in 3 Phasen unterteilt:
¢ die G,-Phase (G vom engl. ,gap“, Liicke), dem
Zeitabschnitt vom Ende der Mitose bis zu Be-
ginn der S-Phase,
« die S-Phase (S von Synthese), in der die Verdop-
pelung des genetischen Materials stattfindet,
« die G,-Phase, dem Abschnitt zwischen dem En-
de der S-Phase und dem Beginn der Mitose.

Zur Kennzeichnung solcher Zellen, die sich nicht
mehr teilen (z.B. die Nerven- oder Muskelzellen
des Erwachsenen) oder nur nach einem bestimm-
ten Stimulus (z.B. die Lymphozyten des periphe-
ren Bluts) wurde der Begriff Gy-Phase eingefiihrt
(Abb. 1.2.9).

Eine genaue Erforschung dieser Vorginge wurde
erst moglich, nachdem die Zellen in der Gewebe-
kultur, in vitro, vermehrt werden konnten. Hierbei
zeigte sich einmal, dass diploide Zellen nur eine
begrenzte Zahl von Zellteilungen durchfithren
konnen, bis sie in das Stadium der Seneszenz ein-
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treten (Hayflick u. Moorhead 1961). Eine Ausnah-
me bilden die Zellen von Tumoren. Zum anderen
wurde deutlich, dass eine Vermehrung diploider
Zellen nur dann moglich ist, wenn in der frithen
G;-Phase bestimmte Faktoren, Mitogene, zugegen
sind. Hier greifen auch die Faktoren ein, die in vi-
vo die Gewebedifferenzierung steuern, sowie anti-
proliferative Zytokine, die den Eintritt der Zellen
in die Gy-Phase veranlassen.

Der Ablauf des Zellzyklus kann in jeder Phase
verlangsamt oder ganz blockiert werden, wenn eine
Schddigung der DNA vorliegt bzw. die Chromoso-
men nicht exakt in der Aquatorialplatte der Meta-
phase angeordnet sind. Hierfiir sind genetisch ge-
steuerte Kontrollprozesse verantwortlich, die die In-
tegritdt des Erbguts ,,checken“. 1988 wurde hierfiir
der etwas missverstindliche Begriff der ,,Check-
point-Kontrolle“ eingefithrt. Tatsdchlich handelt
sich um komplexe ,,pathways, die die Arretierung
des Zellzyklus bewirken, bis der Schaden behoben
ist [Ubersicht Nurse (1997), Shackelford et al.
(1999)] und eng mit den molekularen Prozessen ge-
koppelt sind, die fiir die Regulation des Zellzyklus
und der DNA-Reparatur verantwortlich sind.

Inzwischen sind die zugrunde liegenden Mecha-
nismen teilweise aufgekldrt und etliche der betei-
ligten Gene identifiziert worden. Hierbei zeigte
sich, dass diese evolutiondr hoch konserviert sind
und dass sich nicht selten Homologien von der
Hefe bis hin zum Menschen nachweisen lassen.

Abb. 1.2.9. Schematische Darstellung von Zell-
zyklus und Chromosomenzyklus. Der Ablauf des
Zellzyklus wird entscheidend durch spezifische
cyclinabhéngige Proteinkinasen [innerer Bildteil,
nach Shackelford et al. (1999)], die hier als
S-CDK und M-CDK zusammengefasst wurden,
und den APC (anaphase promoting complex)
gesteuert. Zugleich erfahren die Chromosomen
charakteristische Verdnderungen. In der G,-Pha-
se bestehen sie aus einer Chromatide, an die
sich der Prd-RC (pre replication complex) anla-
gert. Die R-Banden replizieren in der frithen
S-Phase, was sich an vorzeitig kondensierten
S-Phase-Chromosomen (S-PCC) als Firbeliicke
darstellt, in der spiten S-Phase sind diese Berei-
che doppelstringig und die replizierenden
G-Banden ungefirbt. Beim Ubergang in die Mi-
tose kommt es durch helikale Faltung zu einer
weiteren Verkiirzung der Chromosomen. Weitere
Einzelheiten s. Text, I Checkpoints nach Schidi-
gung der DNA, 2 Topoisomerase-II-abhingiger
Checkpoint, 3 Spindel(Kinetochor)-Checkpoint,
R Restriktionspunkt

Einige der grundlegenden Prozesse konnten da-
her an Modellorganismen (Hefe, Drosophila, Xeno-
pus) analysiert, andere aus zytogenetischen Be-
obachtungen erschlossen werden. Gestiitzt auf die-
se Befunde sollen im Folgenden die entscheiden-
den Mechanismen dargestellt und in Bezug zur
molekularen Medizin gesetzt werden.

1.2.4.1 Regulation des Zellzyklus

Werden Mitosezellen mit solchen der G;-, S- oder
G,-Phase fusioniert, kommt es in Letzteren sofort
zum Eintritt eines mitosedhnlichen Prozesses unter
Ausbildung vorzeitig kondensierter Chromosomen
(PCC: premature chromosome condensation). Er-
wartungsgemdfl bestehen die Chromosomen der
G,-Phase nur aus einer Chromatide, die der
G,-Phase aus 2 noch eng gepaarten Chromatiden.
Die Chromosomen der S-Phase dagegen zeigen ein
»pulverisiertes“ Aussehen (Abb. 1.2.10). Hierbei ist
die Chromosomenkontinuitdt jedoch nicht auf-
gehoben, die ungefirbten Bereiche zwischen den
einzelnen Fragmenten stellen vielmehr die Orte
der DNA-Verdoppelung dar. So werden in der
frithen S-Phase nur einzelstringige, in der spiten
S-Phase dagegen nahezu ausschlieflich doppel-
strdngige Fragmente gefunden (Abb. 1.2.10). Dies
zeigt, dass bestimmte Bereiche der Chromosomen
zu diskreten Zeiten der S-Phase repliziert werden.



Abb. 1.2.10. Darstellung vorzeitig kon-
densierter Chromosomen der G;-, S- und
G,-Phase nach Fusion von Mitose- mit %
Interphasezellen bzw. Zugabe des Phos-
phataseinhibitors Calyculin A. Es handelt
sich um die Chromosomen des indischen
Muntjaks, der mit 2n=6E/7W die nied-
rigste Chromosomenzahl bei Sdugern
aufweist. Deutlich erkennbar ist die pola-
re Ausrichtung der Zentromere (Rabl-
Orientierung). Weitere Einzelheiten

s. Text

Die Zahl der so sichtbaren Replikationseinheiten
entspricht der Anzahl Banden an differenziell ge-
farbten Chromosomen und spiegelt eine funktio-
nelle Untergliederung des Genoms wider (s. S. 61).
Bei Messung der Linge der vorzeitig konden-
sierten Chromosomen sind eine Zunahme dersel-
ben von der frithen bis zur spiten G,-Phase und
eine Abnahme im Lauf der G,-Phase zu sehen, so-
dass in Analogie zum Zellzyklus hier auch von
einem Chromosomenzyklus gesprochen werden
kann [Ubersicht Sperling u. Rao (1974), Sperling
(1982)]. Zugleich zeigen diese Versuche, dass sich
im Zytoplasma der Mitosezellen ein Faktor befin-
det, MPF (maturation promoting factor), dessen
Vorhandensein bestimmt, wann eine Zelle in die
Mitose eintritt, und durch den alle nachfolgenden
Prozesse wie
s die Chromosomenkondensation,
« die Auflosung der Kernmembran und
¢ die Ausbildung des Spindelapparats

gesteuert werden [Ubersicht bei Lewin (1990)].

Dieser Faktor ist nicht artspezifisch. Er ist auch
fir die Ausbildung der Chromosomen in der
Meiose verantwortlich, und zwar im gesamten
Tier- und Pflanzenreich. Werden z.B. schonend
isolierte Pflanzenzellkerne in Froschoozyten inji-
ziert, bei denen es gerade zur Auflosung der Kern-
membran und Herausbildung der Chromosomen
kommt (germinal vesicle breakdown), tritt bei den
Pflanzenzellkernen ebenfalls eine vorzeitige Chro-
mosomenkondensation ein (von der Haar et al.
1981).

In gleicher Weise konnte durch Zellfusion ge-
zeigt werden, dass es nach Verschmelzung von S-
mit G,-Phase-Zellen in Letzteren zu einer vorzeiti-
gen Initiation der DNA-Synthese kommt, nicht da-
gegen in G,-Phase-Zellen [Ubersicht bei Stillman
(1996)]. Das bedeutet, dass auch die S-Phase durch

P Fusion
\_% 'f Calyculin A L
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bestimmte Faktoren induziert wird, allerdings nur
dann, wenn die Mitose abgelaufen und Trennung
der Schwesterchromatiden erfolgt ist. Auf diese
Weise wird verhindert, dass ein DNA-Abschnitt
gleich mehrfach nacheinander verdoppelt wird.
Zytogenetischer Ausdruck eines Fehlers in diesem
Kontrollsystem ist das Auftreten von Endoredupli-
kationen (Abb. 1.2.11b). Bei der temperatursensiti-
ven Hamsterzelllinie ts-41 kommt es als Folge ei-
ner rezessiven Mutation dazu, dass die Zellen nach
der S-Phase sofort erneut die DNA replizieren
(Handeli u. Weintraub 1992). Ein solches Phino-
men tritt nicht selten in Tumorzellen auf und trigt
zur groflen Variabilitit in der DNA-Menge bei.
Zweifellos sind verschiedene Gene in dieses Kon-
trollsystem einbezogen (Stewart et al. 1999).

Heute sind die Faktoren identifiziert, die den
Eintritt in die Mitose und die S-Phase steuern. Es
handelt sich um spezifische, cyclinabhingige Pro-
teinkinasen, CDK (cyclin-dependent protein kina-
se). Die katalytischen Untereinheiten dieser Kina-
sen sind nur dann aktiv, wenn sie mit einer regu-
latorischen Untereinheit, bestimmten Cyclinen, zu-
sammentreten. Die Mitose wird durch die M-CDK
(synonym MPF) gesteuert, die sich aus der Pro-
teinkinase Cdc2 (cdc: cell division control ent-
spricht CDK1) und Cyclin A oder B zusammen-
setzt, die S-Phase durch die S-CDK (Abb. 1.2.9).
Die Aktivitdt der Proteinkinasen variiert mit dem
Zellzyklus, was entscheidend von der Verfiigbar-
keit der jeweiligen Cycline abhingt, die, wie der
Name bereits verrit, zyklisch synthetisiert und
nach Ubiquitinilierung durch das Proteasom de-
gradiert werden [Ubersicht Solomon et al. (1990),
Ohi u. Gould (1999), Tyers u. Jorgensen (2000), Pi-
nes u. Rieder (2001)].

Bei der Hefe erfolgen die Chromosomenkonden-
sation und der Eintritt in die Mitose durch Akti-
vierung des Komplexes Cycin-B-CDKI1. Im Gegen-
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Abb. 1.2.11A-F. Aberrante Metaphasen und Anaphasen,
A Multipolare Mitose, B Endoreduplikation, C Chromatid-
translokation zwischen heterologen Chromosomen (Pfeil),
D Telomerfusion von Chromosomen (Pfeil), E ,,Abstoffung”

satz dazu sind die Vorgiéinge bei Vertebraten deut-
lich komplexer. Die G,-Phase des Zellzyklus ist
durch die zunehmende Aktivierung des Komplexes
Cyclin-A-CDK2 charakterisiert, der seine grofite
Aktivitdt in der spiten Prophase erreicht. Zu die-
sem Zeitpunkt ist noch keine signifikante Aktivie-
rung des MPF-Cyclin-B1-CDK1-Komplexes nach-
weisbar. Es konnte gezeigt werden, dass die Chro-
mosomenkondensation in HeLa-Zellen durch Mi-

heterochromatischer Chromosomensegmente beim Roberts-
Syndrom nach C-Banden-Firbung, F ICF-Syndrom. Pfeile
Chromosomen mit dekondensiertem Heterochromatin

kroinjektion von Cyclin-A-CDK2 induziert werden
kann und dass Inhibitoren von Cyclin-A-CDK2 die
Chromosomenkondensation in der frithen Propha-
se verhindern (Furuno et al. 1999). In Sdugerzellen
scheinen somit die Vorgéinge, die die Zellen in der
G,-Phase fiir die Mitose vorbereiten und die die
Chromosomenkondensation initiieren, nicht durch
die Aktivierung von Cyclin-B1-CDK1 bedingt, son-
dern durch Cyclin-A-CDK2. Wihrend der G,-Pha-



se ist Cyclin-B1-CDK1 im Zytoplasma lokalisiert
und wird durch Phosphorylierung an den Amino-
sduren Thrl4 und Tyrl15 in der inaktiven Form ge-
halten (Takizawa u. O Morgan, 2000). Die Aktivie-
rung von Cyclin-B1-CDK1 erfolgt durch die De-
phosphorylierung an Thr14 und Tyrl5 durch die
Phosphatase Cdc25 und die Phosphorylierung von
Thr161 durch die CDK aktivierende Kinase CAK.
In der spdten Prophase wird der aktivierte Cyclin-
B1-CDK1-Komplex in den Kern transloziert und
die Zelle tiberschreitet den so genannten ,,point of
no return, der dem Zeitpunkt entspricht, nach
dem eine Inaktivierung von Cyclin-B1-CDK1 und
damit eine Riickkehr in die G,-Phase des Zell-
zyklus, z.B. nach einer Schidigung durch ionisie-
rende Strahlen, nicht mehr méglich ist. Da CDK1
auch in der Lage ist, Cdc25 durch Phosphorylie-
rung zu aktivieren, kommt es zu einem positiven
Riickkopplungsprozess der Aktivierung (Rieder u.
Cole 1998, Hagting et al. 1999). Die tatsichlichen
Gegebenheiten sind allerdings noch wesentlich
komplexer, da 2 weitere Phosphatasen, PP-1 und
PP-2A, ebenfalls an der Aktivierung von Cdc25
bzw. der Inaktivierung von Cdc2 beteiligt sind
(Pallen et al. 1992). Diese Phosphatasen werden
spezifisch durch Calyculin A inhibiert, ein Toxin
des Meeresschwamms Discoderma calyx. Wird die-
se Substanz zu menschlichen Zellen gegeben,
kommt es bei diesen zu einer vorzeitigen Chromo-
somenkondensation, bevorzugt der G,-Phase-
Chromosomen. Von besonderer praktischer Be-
deutung ist dies fiir die Analyse chromosomaler
Schiden nach Mutagenbehandlung, bei der es in-
folge der Aktivierung des ,,DNA damage check-
points“ zu einer Arretierung im Zellzyklus gekom-
men ist (Abb. 1.2.10). Innerhalb 1 h nach Zugabe
von Calyculin A konnen die geschidigten G,- oder
G,-Phase-Chromosomen analysiert werden (Gotoh
et al. 1995).

Durch Verinderung des Phosphorylierungssta-
tus von Cdc2 kann es bei der Hefe zu einem vor-
zeitigen Eintritt in die Mitose kommen. Ganz ent-
sprechend ldsst sich bei Sdugerzellen in vitro
durch Austausch von Tyrl5 gegen eine nicht phos-
phorylierbare Aminosdure in Cdc2 ebenfalls eine
vorzeitige Chromosomenkondensation auslosen
(Krek u. Nig 1991). Ebenso kann es als Folge einer
Genmutation zu einer vorzeitigen Chromosomen-
kondensation kommen, wie 1978 an einer tem-
peratursensitiven Hamsterzellmutante, tsBN2, ge-
zeigt wurde. Hierbei ist das RCC1-Gen (regulation
of chromosome condensation) defekt (Kai et al.
1986). Es kodiert den Guanin-Nukleotid-Aus-
tauschfaktor fiir das Ran-Protein (Renault et al.
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Abb. 1.2.12a-f. Fibroblastenkultur von einem Patienten, bei
dem die G,-Phase des Zellzyklus stark verkiirzt ist, und die
G,-Phase-Chromosomen in die Mitose eintreten. Bemerkens-
wert ist der hohe Anteil spontaner Mitosen, der normaler-
weise bei 1% liegt (a,b). Der Ablauf der Mitose erfolgt je-
doch ungestort, wie die Bilder von Meta-, Ana- und Telo-
phase belegen (c-f)

1998) und greift in bislang unbekannter Weise in
die Regulation der M-CDK ein, die dadurch vor-
zeitig aktiviert wird.

Inzwischen wurde erstmalig auch eine genetisch
bedingte Erkrankung beim Menschen gefunden,
bei der die Patienten in allen darauthin untersuch-
ten Geweben eine stark verkiirzte G,-Phase in Ver-
bindung mit einem vorzeitigen Eintritt in die Mi-
tose aufweisen (Abb. 1.2.12). Die Mutation betrifft
jedoch nicht das RCC1-Gen, sondern vermutlich
ein anderes Protein, das in die Regulation der
M-CDK einbezogen ist. Die betroffenen Kinder
weisen einen ausgepriagten Minderwuchs in Ver-
bindung mit geistiger Retardierung und Mikroze-
phalie auf. Durch Kopplungsanalysen konnten das
RCC1-Gen, die verschiedenen Cycline und Kinasen
ausgeschlossen werden, sodass es sich um ein bis-
lang unbekanntes Gen der Mitoseinitiation han-
deln diirfte (Neitzel et al. 2002).
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Abb. 1.2.13a-d. Vorzeitig kondensierte Spermienchromoso-
men nach In-vitro-Fertilisation einer Eizelle mit Arretierung
in der Metaphase II. a Ubersicht, ¢,d Pfeile vorzeitig kon-

Nach Eintritt in die Mitose ordnen sich die
Chromosomen in der Aquatorialplatte der Meta-
phase an. Erst nachdem alle Chromosomen so
ausgerichtet sind, setzt wie auf ein Signal die Tren-
nung in der Zentromerregion ein. Hierfiir ist der
»anaphase-promoting complex“ (APC oder Cyclo-
som) verantwortlich, der u.a. diejenigen Proteine
abbaut, die die Schwesterzentromere verbinden
(Abb. 1.2.9). Seine Aktivierung ist daher Voraus-
setzung fiir den Eintritt in die Anaphase. Dariiber
hinaus trdgt der APC-Komplex zum Abbau des
Spindelapparats und der M-CDK bei. Zugleich
wird dadurch der Block beseitigt, der die Anlage-
rung des Prireplikationskomplexes an die Chro-
matiden als Voraussetzung fiir die nachfolgende
DNA-Synthese verhindert. Dank dieser dualen

densierte Spermienchromosomen. Bei den anderen Chromo-
somen handelt es sich um die Metaphase-II-Chromosomen
der Oozyte, aus Schmiady et al. (1986)

Funktion sorgt der APC dafiir, dass eine erneute
DNA-Synthese erst nach der Anaphase erfolgt und
die Mitose nur in einer Richtung ablaufen kann
[Ubersicht bei Allshire (1997), Wolf u. Jackson
(1998)].

Wie bereits angefiihrt wurde, ist die M-CDK
auch fiir die Chromosomenkondensation in der
Meiose verantwortlich. Der wesentliche Unter-
schied zur Mitose liegt in der unterschiedlichen
Regulation ihrer Aktivitit. In den Qozyten gibt es
hierfiir eine spezifische Proteinkinase, c-mos, die
auch dafiir verantwortlich zu sein scheint, dass es
zwischen der ersten und zweiten Reifeteilung, MI
und MIL, zu keiner DNA-Verdopplung kommt
(Heikinheimo u. Gibbons 1998). Ferner bildet das
Protein MOS zusammen mit einer Kinase, MAPK



(mitogen-activated protein kinase), den so genann-
ten zytostatischen Faktor, CSE der die Arretierung
der Chromosomen in der MII bedingt (Sagata
1998). In diesem Stadium werden die Oozyten
ovuliert, und erst nach dem Eindringen des Sper-
miums wird dieser Block aufgehoben. Geschieht
dies jedoch nicht, kommt es zu einer vorzeitigen
Chromosomenkondensation des Spermiumkerns,
der hierbei G;-Phase-Chromosomen ausbildet
(Abb. 1.2.13). Es handelt sich um ein Phinomen,
das nicht selten im Rahmen der In-vitro-Fertilisa-
tion an entwicklungsunfihigen Oozyten beobach-
tet wird (Schmiady et al. 1986).

An dieser Stelle soll auf einen wichtigen Unter-
schied zwischen Mitose und Meiose hingewiesen
werden. In der Anaphase der ersten Reifeteilung
bleiben die Schwesterchromatiden miteinander
verbunden, da ja die homologen Chromosomen
voneinander getrennt werden. Der Zusammenhalt
der Zentromere in diesem Stadium muss daher
verschieden von dem der Mitose und der MII sein.
Bei der Taufliege Drosophila wurde ein Protein ge-
funden, Mei S$322 (Biggins u. Murray 1998), das
hierbei eine Rolle spielen diirfte, da es bis zur
Anaphase I an das Zentromer bindet und danach
dissoziiert. Ganz entsprechend verhdlt sich das
Rec8-Protein der Hefe. Eine Deletion dieses Gens
fithrt dazu, dass sich bereits in der MI die Schwes-
terchromatiden voneinander trennen (Watanabe u.
Nurse 1999). Homologe beider Gene finden sich
auch beim Menschen.

Theoretisch wire zu erwarten, dass ein geneti-
scher Defekt beim Menschen, der diesen spezi-
fischen Vorgang betrifft, nur zu einer Arretierung
der Chromosomen in der MI fithrt und keine wei-
teren klinischen Auswirkungen zeigt. Tatsdchlich
wurde ein derartiger Fall im Rahmen der In-vitro-
Fertilisation bei 2 Schwestern aus einer Verwand-
tenehe gefunden. Sdmtliche Oozyten wiesen kein
Polkérperchen auf, wohl aber 23 Bivalente in der
MI. Nach der In-vitro-Fertilisation kam es zu einer
Ausbildung vorzeitig kondensierter Spermienchro-
mosomen und einem Entwicklungsstopp.

Interessanterweise gibt es einen Mdusestamm,
LT/Sv, bei dem es in einem hohen Prozentsatz der
Oozyten ebenfalls zu einer Arretierung in der Me-
taphase I kommt. Damit geht ein Anstieg der
Cdc2-Kinase-Aktivitdt einher. Durch Zugabe von
6-DMAP, einem Inhibitor der Proteinphosphorylie-
rung, konnten die Cdc2-Kinase-Aktivitit gesenkt
und die Arretierung aufgehoben werden (Hampl u.
Eppig 1995). Der gleiche Effekt stellte sich auch
nach der Injektion von Mos-antisense-Oligo-
nukleotiden ein (Hirao u. Eppig 1997). Es spricht
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daher einiges dafiir, dass in diesem Fall MOS auch
bei der MI-Arretierung eine Rolle spielt."'

Das ,,Gegenstiick“ zum Kinetochor bildet das
Zentrosom (synonym Zentriol), ein Organell, das
an der Ausbildung des Spindelapparats beteiligt
ist. Es teilt sich kurz vor dem Eintritt in die Mito-
se und wandert zu gegeniiber liegenden Zellpolen.
Hierdurch wird die Achse bei der Zellteilung fest-
gelegt. In Tumorzellen finden sich nicht selten
multipolare Mitosen statt (Abb. 1.2.11a), die auf
dem Vorhandensein mehrerer Zentrosome in den
Zellen basieren. Auch wenn die Biologie der Zen-
trosome noch wenig verstanden ist, gibt es inzwi-
schen erste Hinweise, dass die Uberexpression ei-
ner Kinase, STK15, die mit dem Zentrosom assozi-
iert ist, auch mit der Vermehrung der Zentrosome
in den Krebszellen korreliert ist und auf diese
Weise entscheidend zur groflen Variabilitit der
Chromosomenzahl und -zusammensetzung von
Tumorzellen beitragen diirfte [Ubersicht Doxsey
1998].

1.2.4.2 Checkpoint-Kontrolle

Fir den geregelten Ablauf des Zellzyklus ist ent-
scheidend, dass die Mitose erst beginnt, wenn die
DNA vollstindig repliziert ist, und dass die Ana-
phase nicht eintritt, bevor simtliche Chromoso-
men korrekt in der Aquatorialplatte angeordnet
sind. Hierfiir sind die bereits erwidhnten Kontroll-
mechanismen verantwortlich, die eng mit den Re-
gulatoren des Zellzyklus kooperieren.

Von besonderer Bedeutung ist der ,DNA dama-
ge checkpoint® (Abb. 1.2.9), da die DNA das ein-
zige Molekiil der Zelle ist, das im Fall einer Schi-
digung nicht ersetzt, sondern repariert wird. Nach
einer Schidigung der DNA kommt es zu einer Ver-
langsamung oder Arretierung des Zellzyklus in
der G;-, S- oder G,-Phase, bis der Schaden beho-
ben ist. Allerdings gibt es in der spiten G,-Phase
einen bestimmten Zeitpunkt (point of no return),
von dem an auch hohe Strahlendosen oder andere
exogene Noxen den Eintritt in die Mitose nicht
mehr aufhalten konnen. Bei einer Reihe hoherer

! In diesem Zusammenhang ist erwihnenswert, dass eine
MII-Arretierung bei nahezu sdamtlichen Vertebraten zu fin-
den ist, jedoch bei Insekten, verschiedenen Mollusken und
der Seescheide normalerweise eine Arretierung in MI vor-
liegt (Sagata 1998). In letzterem Fall konnte gezeigt werden,
dass der MAPK fiir die Arretierung in MI verantwortlich ist
und Verdnderungen im intrazelluliren Kalziumspiegel mit
dem Eintritt in die MII einhergehen (Russo et al. 1998).
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Tiere liegt dieser Punkt erst in der mittleren Pro-
phase (Pines u. Rider 2001).

Im Fall einer besonders schweren Schidigung
kann es statt zur reversiblen Arretierung der Zel-
len und DNA-Reparatur zur Einleitung der Apop-
tose und damit zur Elimination der betroffenen
Zellen kommen [Ubersicht bei Weinert (1998a,b)].
Eine zentrale Rolle bei diesen Prozessen kommt
dem TP53-Gen zu. Es kodiert den Transkriptions-
faktor p53, der als Folge einer DNA-Schidigung
aktiviert wird und seinerseits die Expression des
p21-Gens induziert, das diejenigen CDK inhibiert,
die den Eintritt in die S-Phase kontrollieren. Zel-
len der G,-Phase bleiben daher in diesem Stadium
arretiert, bis der Schaden behoben ist. Alternativ
kann p53 auch den Eintritt in die Apoptose einlei-
ten, also den genetisch gesteuerten Zelltod [Uber-
sicht Rudin u. Thompson (1998)]. Es nimmt in
praktisch simtlichen Zellen diese wichtige Kon-
trollfunktion war. Fillt das Gen infolge somati-
scher Mutationen aus, bedeutet dies in vielen Fil-
len einen entscheidenden Schritt in der Tumorge-
nese, liegt dagegen bereits eine Keimbahnmutation
vor, fithrt dies zum Li-Fraumeni-Syndrom. Die Be-
troffenen haben ein sehr hohes Risiko, bereits in
jungen Jahren Tumoren ganz unterschiedlicher Art
und nicht selten sogar mehrere Primirtumoren
gleichzeitig zu entwickeln.

Verschiedene Gene sind in die Erkennung von
DNA-Schiden einbezogen und damit in die Akti-
vierung von p53. Im Fall von DNA-Doppel-
strangbriichen (DSB) zdhlen das ATM- und das
NBS-Gen dazu. Eine Mutation in diesen Genen
filhrt zu den autosomal-rezessiven Krankheiten
Ataxia teleangiectatica bzw. dem Nijmegen-breaka-
ge-Syndrom. Die betreffenden Patienten sind
durch ein hohes Tumorrisiko gekennzeichnet. Thre
Zellen weisen eine erhohte Chromosomeninstabili-
tit und eine extreme Empfindlichkeit gegeniiber
ionisierenden Strahlen auf, durch die bevorzugt
DSB ausgelost werden. Zugleich kommt es zu einer
verzogerten und verringerten Aktivierung von p53.
Auch diese Erkrankungen sind ein Beispiel dafiir,
wie eine zytogenetische Auffilligkeit, die erhohte
spontane und strahleninduzierte = Chromoso-
menbriichigkeit, den Weg zur Isolation des zu-
grunde liegenden Gens erdffnet hat (Digweed et al.
1999, Sperling et al. 1998).

Am ,DNA damage checkpoint® sind eine Viel-
zahl von Genen beteiligt:

» Gene, die der Schadenserkennung (Sensoren)
dienen,

+ Gene, die die Weiterleitung des jeweiligen Sig-
nals (signal transducer) veranlassen, sowie

* Gene fiir die Strukturen (target), die die Signale
erhalten und die Arretierung des Zellzyklus be-
wirken [Ubersicht Weinert (1998a,b)].

Hierbei besteht eine enge Kopplung mit den Pro-
zessen, die fiir die Regulation des Zellzyklus und
die DNA-Reparatur verantwortlich sind.

Daneben existiert ein weiteres Kontrollsystem,
das in der G,-Phase das Ausmafl der Verkettung
zwischen den DNA-Helices der Schwesterchromati-
den misst (Abb. 1.2.9). Es ist abhingig von der To-
poisomerase II. Wird diese blockiert, kommt es zu
einer Arretierung der Zellen in der G,-Phase. Wird
der Block kiinstlich durch Koffeinzugabe aufgeho-
ben, treten die Chromosomen mit noch zusam-
menhingenden Schwesterchromatiden in die Ana-
phase ein und bilden bizarre Teilungsstrukturen
aus (Downes et al. 1994).

Die Checkpoint-Kontrolle betrifft aber nicht nur
DNA-Veridnderungen, sondern auch die vollstindi-
ge Anordnung der Chromosomen in der Aquatori-
alplatte der Metaphase als Voraussetzung fiir ihre
korrekte Aufteilung (Abb. 1.2.9). Vereinfacht aus-
gedriickt wirken hierbei 2 Krifte gegeneinander:

» die Trennkrifte durch die Mikrotubuli des Spin-
delapparats und

* die dagegen gerichteten Kohisionskrifte der
Schwesterchromatiden und -zentromere.

Fiir den Zusammenhalt der Schwesterchromatiden

sind 2 Mechanismen verantwortlich:

1. Bei der DNA-Verdopplung kommt es regelmifig
zur Verkettung der neu synthetisierten DNA-
Helices der Schwesterchromatiden, deren Tren-
nung durch die Topoisomerase II erfolgt
(s. S. 60).

2. Es gibt bestimmte Proteine, die gleichsam wie
Klebstoff die Schwesterchromatiden zusammen-
halten. Sie werden von bestimmten SMC-Genen
(stable maintenance of chromosomes) gebildet
[Ubersicht bei Gottschling u. Berg (1998), Jess-
berger et al. (1998), Murray (1999)].

Dieser Zusammenhalt erkldrt auch, warum z.B.
nach der Induktion von Chromatidbriichen die
Bruchstiicke noch in der Metaphase mit der
Schwesterchromatide assoziiert sind bzw. sich im
Fall von Translokationen charakteristische Quadri-
radiale ausbilden, die auf dem Zusammenhalt der
Schwesterchromatiden basieren (Abb. 1.2.11¢).

Der Zusammenhalt der Schwesterchromatiden
und -zentromere in der Metaphase ist Vorausset-
zung fiir die bipolare Ausrichtung der Zentromere,
genauer der Kinetochoren, zu gegeniiber liegenden
Spindelpolen und damit fiir die korrekte Auftei-



lung in der Anaphase. Bei den Kinetochoren han-
delt es sich um Proteinstrukturen, die sich an die
DNA der Zentromere anlagern und u.a. der Ver-
ankerung der Spindelfasern dienen. Erst wenn
samtliche 46 Chromosomen in der Aquatorialplatte
angeordnet sind, kommt es zur Aktivierung des
APC, und die Anaphase setzt ein. Ein einzelnes,
fehlorientiertes Chromosom fiihrt zur Blockierung
in der Metaphase [Ubersicht Rieder u. Salmon
(1998), Dobie et al. (1999), Zachariae (1999)]. Dies
gilt auch fiir die Metaphase I der Spermatogenese
beim Menschen, jedoch nicht fiir die Oogenese
(Hunt et al. 1995) und diirfte zur hohen Rate an
Non-disjunction im weiblichen Geschlecht beitra-
gen (s. S. 71):

Bei der Hefe, Saccharomyces cerevisiae, sind be-
reits 7 Gene bekannt, die in diesen ,Spindel-
Checkpoint® oder besser ,kinetochor attachement
checkpoint® einbezogen sind [MADI-3 und
BUBI-3, MPS1, Ubersicht bei Hardwick (1998),
Amon (1999), Burk (2000)]. Im Fall einer Mutation
in diesen Genen treten die Zellen auch dann in die
Anaphase ein, wenn der Spindelapparat nicht aus-
gebildet ist. Entsprechend hoch ist die Chromoso-
menfehlverteilung. Ein derartiges Phinomen zei-
gen auch bestimmte menschliche Tumorzellen in
Kultur, die sich zugleich durch die Variabilitat ih-
rer Chromosomenzahl auszeichnen. Eine verrin-
gerte Aktivitit des menschlichen MAD2-Gens (Li
u. Benezra 1996, Takahashi et al. 1999) bzw. eine
Mutation im BUB1-Gen (Cahill et al. 1998) wurden
in diesen Fillen als Erkldrung fiir den Checkpoint-
Defekt angegeben.

Bemerkenswerterweise gibt es auch eine Reihe
familidrer Fille, bei denen der Verdacht auf einen
Mitosedefekt besteht. Anlass fiir die zytogenetische
Untersuchung der Patienten sind in der Regel das
Auftreten wiederholter Aborte oder der Verdacht
auf Infertilitit. Dabei zeigte sich, dass ein erhebli-
cher Prozentsatz der Mitosen vorzeitig getrennte
Schwesterchromatiden aufweist und dass dieses
Merkmal dominant erblich ist (Rudd et al. 1983).
In 2 Féllen zeigten beide Eltern dieses Merkmal,
und jeweils 1 ihrer Kinder war offensichtlich ho-
mozygot hierfiir. Diese homozygoten Kinder wie-
sen u.a. eine schwere Wachstumsretardierung auf
und verstarben mit 2 Jahren. In den meisten Meta-
phasen fand sich eine vorzeitige Trennung der
Schwesterchromatiden, zusitzlich aber noch ein
hohes Ausmaf} an Aneuploidien, die ganz verschie-
dene Chromosomen betrafen und als Mosaik vor-
lagen (Kajii et al. 1998). Nach Colcemidzugabe
kommt es nicht zur Arretierung in der Mitose, das
heiflt, der Defekt betrifft den Spindel-Checkpoint
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(Matsuura et al. 2000). Daneben gibt es Fille, in
denen nur einzelne, aber bestimmte Chromoso-
men eine vorzeitige oder auch verzdgerte Tren-
nung der Zentromere zeigen (Mehes 1978). Im Fall
des X-Chromosoms nimmt diese Eigenschaft mit
dem Alter deutlich zu und kénnte fiir das hiufige-
re Auftreten von 45,X0-Zellen bei #lteren Frauen
verantwortlich sein (Fitzgerald et al. 1986).

Ein erhohtes Risiko fiir meiotische und mitoti-
sche Non-disjunction wurde kiirzlich fiir eine ara-
bische Familie beschrieben. 3 von 10 Kindern wie-
sen eine Trisomie 21 auf, wobei das zusitzliche
Chromosom von der Mutter stammte. Uberra-
schenderweise zeigte sich, dass auch in ihren Lym-
phozyten das Chromosom 21 - nicht jedoch das
Chromosom 22 - eine stark erhohte Rate von Fehl-
verteilungen aufwies. Die molekulare Grundlage
hierfiir ist noch unverstanden (Ramel, pers. Mittei-
lung).

Von diesen Formen zu trennen ist eine rezessive
Erkrankung, das Roberts-Syndrom [Ubersicht Van
Den Berg u. Francke (1993)], bei dem es zu einer
frithzeitigen Trennung der Zentromere kommt, die
aber auf einem fehlenden Zusammenhalt des
zentromerischen Heterochromatins beruht (Abb.
1.2.11¢). Die Kinder weisen u.a. schwere Skelett-
fehlbildungen auf. Manches spricht dafiir, dass das
Roberts-Syndrom, wie auch die oben genannten
Erkrankungen, genetisch heterogen ist. Erst nach
Identifizierung der jeweiligen Gene wird heraus-
gefunden werden konnen, in welche ,,pathways® sie
eingreifen.

1999 gelang es, das Gen zu identifizieren, das
dem autosomal-rezessiven ICF-Syndrom (immuno-
deficiency, centromeric instability, facial anoma-
lies) zugrunde liegt (Okano et al. 1999, Xu et al.
1999). Zytogenetisch sind die Patienten durch eine
HInstabilitat“ des Heterochromatins der Chromoso-
men 1, 9 und 16 gekennzeichnet (Abb. 1.2.11f).
Diese beruht auf einer Hypomethylierung dieser
Chromatinfraktion infolge eines Defekts der DNA-
Methyltransferase, DNMT3B. Damit einher geht
auch eine Hypomethylierung des inaktiven X-
Chromosoms im weiblichen Geschlecht, das zu-
gleich DNAse I empfindlich ist, frither repliziert
(s. S. 62) und vermutlich nicht mehr der voll-
stindigen Inaktivierung unterliegt (Hansen et al.
2000). Auch hier hat der zytogenetische Befund
entscheidend zur Aufklirung dieses komplexen
Krankheitsbilds beigetragen.
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1.2.4.3 Regulation der Zellproliferation

Eine der grundlegenden Methoden der Zytogene-
tik und auch der molekularen Medizin stellt die
Kultivierung von Zellen in vitro dar, z.B. von Fi-
broblasten, die aus einer Hautbiopsie stammen.
Hierbei zeigte sich, dass eine Voraussetzung fiir
deren Proliferation extrazelluldre Faktoren sind,
die Mitogene oder Wachstumsfaktoren, die in der
friihen G,-Phase zugegen sein missen, um be-
stimmte CDK zu aktivieren, damit der Zellzyklus
durchlaufen werden kann. Der Restriktionspunkt
(R) gibt an, ab wann der Zellzyklus auch ohne die-
sen Stimulus weiterlduft (Abb. 1.2.9).

Eine zentrale Rolle kommt hierbei dem Retino-
blastomprotein, pRb, zu. In Gy-Zellen ist es hypo-
phosphoryliert und bindet bestimmte Transkripti-
onsfaktoren, z.B. E2F, die dadurch inaktiviert wer-
den. Der R-Punkt ist dann iiberwunden, wenn die
CDK das pRB phosphorylieren, wodurch der Tran-
skriptionsfaktor freigesetzt wird. Dieser aktiviert
verschiedene Gene, die die Zellproliferation regu-
lieren, u.a. auch ein bestimmtes Cyclin [Ubersicht
Assoian u. Zhu (1997)]. Auch hier liegt ein kom-
plexes Netzwerk der Genwirkung vor (Zhang
1999), auf das hier nicht niher eingegangen wer-
den kann.

Die Zellvermehrung in vitro hért dann auf,
wenn die Fibroblasten den Boden des Kulturgefi-
Bes als einschichtige Lage bedecken (Kontaktinhi-
bition). Durch Vereinzeln der Zellen und Aufteilen
auf 2 neue Kulturgefifle (Passagieren) kann diese
Inhibition aufgehoben werden. Die Zahl der Passa-
gen ist jedoch begrenzt, sodass die Zellen nach ei-
ner logarithmischen Vermehrungsphase relativ ab-
rupt in das Stadium der Seneszenz eintreten (Hay-
flick u. Moorhead 1961). Die Zahl der méglichen
Passagen hingt vom Alter des Individuums ab,
von dem die Fibroblasten stammen und ist bei be-
stimmten genetisch bedingten Erkrankungen, die
mit einer vorzeitigen Alterung verbunden sind,
stark reduziert. Es muss daher einen Kontroll-
mechanismus geben (mitotic clock), durch den
das Alter der Zellen bestimmt wird.

Wie heute bekannt ist, verkiirzen sich die Enden
der Chromosomen, die Telomere, bei jeder Passa-
ge. Die telomerische DNA besteht aus Repeats der
Sequenz TTAGG/CCCTAA, die in Zellen der Keim-
bahn etwa 15 kbp lang ist. Wird ein bestimmter
Schwellenwert unterschritten, stellen die Zellen die
Teilung ein. In den Keimzellen findet sich das En-
zym Telomerase, das in der Lage ist, diese Repeats
wieder zu verlingern. Letztendlich ist dies die ent-
scheidende Voraussetzung fiir die ,Kontinuitit der

Keimbahn“) (s. S. 57). In den meisten diploiden
Zellen dagegen ist die Telomerase nur gering ex-
primiert, was eine der Griinde fiir deren begrenzte
Teilungsfahigkeit und gleichsam ein Schutzmecha-
nismus gegen maligne Entartung ist (Bodnar et al.
1998).

Der Abbau und Verlust des Telomers geht zu-
gleich mit einer zytogenetischen Auffilligkeit ein-
her: der Fusion von Chromosomenenden mit der
Ausbildung dizentrischer und Ringchromosomen
oder langer Ketten aneinander hingender Chro-
mosomen. Hierzu kommt es auch, wenn das Pro-
tein TRE2, das spezifisch an das Chromosomen-
ende bindet, mutiert ist. Zugleich fiihrt dies zum
Proliferationsstopp und zum vorzeitigen Eintritt in
die Seneszenz (van Steensel et al. 1998). Ebenso
greifen hier das ATM- und das NBS-Gen an, die
im Fall der Ataxia teleangiectatica und dem Nijme-
gen-breakage-Syndrom mutiert sind und dann
ebenfalls mit gehduften Telomerfusionen einher-
gehen (Abb. 1.2.11d, Digweed et al. 1999). Beson-
ders ausgeprigt fand es sich bei einem Patienten
mit Thiberge-Weissenbach-Syndrom (Dutrillaux et
al. 1977). In seneszenten und Tumorzellen tritt
dieses Phinomen dann auf, wenn die Telomere
stark verkiirzt sind [Ubersicht de Lange (1995)].
Eine einfache Erklirung hierfiir wire, dass kurze
Enden nicht mehr geniigend TRF2 binden, durch
das normalerweise die End-zu-End-Fusionen ver-
hindert werden. Die damit verbundene Chromoso-
meninstabilitdt begiinstigt zugleich die maligne
Entartung der Zellen (Artandi u. DePinho 2000).

Bereits 1938 hatte Muller nach Bestrahlungs-
experimenten bei Drosophila gezeigt, dass freie
Chromosomenenden instabil sind und daher nicht
vorkommen. So konnte er an den Riesenchromo-
somen keine Deletionen, sondern stets Transloka-
tionen finden. Die besondere Struktur der Telome-
re, also der natiirlichen Chromosomenenden, ver-
hindert daher, dass sie von der DNA-damage-
checkpoint-Kontrolle als Bruch angesehen und re-
pariert (fusioniert) werden. Zum anderen stellen
sie die Voraussetzung fiir die DNA-Replikation der
Chromosomenenden dar [Ubersicht bei Henderson
(1995)]. Die Sequenziibereinstimmung simtlicher
Chromosomenenden koénnte auch dafiir mitverant-
wortlich sein, dass in einem kurzen Stadium der
meiotischen Prophase, dem Bukett-Stadium, simt-
liche Telomere miteinander assoziiert sind (Price
1999, Scherthan et al. 1996).

Ein Kennzeichen von Tumorzellen ist, dass sie
das Stadium der Seneszenz {iberwunden haben
und unbegrenzt teilungsfihig sind. Beim Men-
schen kommt es praktisch nicht vor, dass diploide



Zellen in der Gewebekultur spontan immortalisie-
ren. Eine Ausnahme bilden Zellen von Patienten,
bei denen mittel- oder unmittelbar die DNA-Repa-
ratur defekt und die Mutationsrate entsprechend
erhoht sind. Dies ist aber nur die Grundlage fiir
weitere genetisch bedingte Verdnderungen, wie
den Verlust der Kontaktinhibition, das Verméogen
in Suspension zu wachsen und in einem Medium,
dem keine Wachstumsfaktoren zugesetzt sind.

Es ist bereits lange bekannt, dass bestimmte Vi-
ren in der Lage sind, diploide menschliche Zellen
zu immortalisieren. Im Fall von B-Lymphozyten
ist dies das Epstein-Barr-Virus, bei Fibroblasten
z.B. das menschliche Papilloma- oder das
SV40-Virus. Der Nachweis, welche Gene bzw. Gen-
abschnitte dieser Viren fiir die Umwandlung nor-
mal diploider in Tumorzellen verantwortlich sind,
hat entscheidend zum Verstdndnis der Tumorgene-
se beigetragen. Dies soll an nur einem Beispiel il-
lustriert werden. Menschliche Fibroblasten lassen
sich allein dadurch immortalisieren, dass die Telo-
meraseaktivitit erhoht wird (Bodnar et al. 1998).
Sie werden dadurch aber nicht zu Tumorzellen.
Werden in diese Zellen zusitzlich das Gen fiir das
grofie T-Antigen des SV40-Virus eingebracht, ein
virales Onkoprotein, sowie ein aktiviertes zelluld-
res Onkogen, H-rasV12, dann zeigen sie alle Ei-
genschaften von Tumorzellen. Sie konnen in Sus-
pension wachsen und bilden in immundefizienten,
so genannten Nacktmdusen Tumoren aus. Diese
Transformation gelingt auch bei Epithelzellen.

Mindestens 4 Prozesse sind von dieser Manipu-
lation betroffen:

1. Durch die Telomerase wird die Verkiirzung der
Telomere unterbunden.

2. Das SV40 T-Antigen inaktiviert das p53.

3. Das SV40 T-Antigen inaktiviert das pRb, also
damit 2 zentrale Proteine der Proliferationskon-
trolle.

4. Das mutierte ras-Gen macht die Zellen unab-
hingig von Wachstumsfaktoren und {iberwindet
damit den R-Punkt (Kiyono et al. 1998).

Generell handelt es sich bei der Tumorgenese um
einen Mehrschrittprozess, wobei die jeweiligen
molekularen Verinderungen fiir jeden Zelltyp
mehr oder weniger spezifisch sind. Die meisten
der iiber 100 bekannten Protoonkogene und Tu-
morsuppressorgene sind in die hier aufgefiihrten
Vorgdnge der Zellzyklusregulation, der Check-
point-Kontrolle und DNA-Reparatur einbezogen,
was die Uberragende Bedeutung dieser Kontroll-
mechanismen, aber auch deren Komplexitit unter-
streicht.

1.2 Zytogenetische Grundlagen der molekularen Medizin

Die Kontrolle der Zellproliferation ist selbstver-
standlich auch fiir das normale Entwicklungs- und
Differenzierungsgeschehen von entscheidender Be-
deutung. Auch hier sind die ,signaling pathways“
evolutiondr hoch konserviert. So kommt es z.B.
bei der Entwicklung der Extremititen von Ver-
tebraten durch Zusammenspiel des Proteins ,sonic
hedgehog“ mit den Wachstumsfaktoren FGF4 und
FGF8 zur Festlegung der a.-p.- und der Proximal-
distal-Achsen, wihrend das Wnt-7-Gen die dorsal-
ventrale Ausrichtung bestimmt. Auch wenn die ge-
naue Wirkungsweise dieser Gene im Hinblick auf
die Regulation des Zellwachstums noch nicht ge-
klart ist, zeigen doch Mutationen in diesen Genen
beim Menschen, dass hierdurch ein sehr komple-
xes, pleiotropes Muster von Fehlbildungen aus-
gelost wird, worauf im vorliegenden Buch einge-
gangen wird.

1.2.5 Chromosomopathien

Die Chromosomopathien werden in einem eigenen
Kapitel im Band ,,Monogen bedingte Erbkrankhei-
ten 2% Kapitel ,,Chromosomopathien® (Ganten u.
Ruckpaul 2000) abgehandelt. Hier werden nur die
Ergebnisse kurz zusammengefasst, die unmittelbar
die molekulare Medizin beriihren.

Bei den verschiedenen Chromosomopathien
kénnen strukturelle von numerischen Mutationen
unterschieden werden. Hinzukommen Mosaike
und Chimiren, worunter das Vorliegen mehrerer
chromosomal unterschiedlicher Zelllinien in einem
Individuum verstanden wird. Der unterschiedli-
chen Klassifikation liegt auch ein verschiedener
Entstehungsmechanismus zugrunde (Sperling u.
Neitzel 2000). Hinsichtlich der Hiufigkeit von
Chromosomenanomalien zum Zeitpunkt der Be-
fruchtung nimmt der Mensch eine Sonderstellung
ein, da vermutlich >30% aller Zygoten einen aber-
ranten Chromosomensatz aufweisen, insbesondere
eine Aneuploidie. Als eine Erklarung hierfiir wird
der fehlende Checkpoint gegeniiber Chromoso-
menfehlverteilungen im weiblichen Geschlecht an-
genommen (s. S. 66).

Die Zellteilungen nach der Befruchtung laufen
rasch nacheinander ab und scheinen ebenfalls be-
sonders fehleranfillig zu sein, da ein Grofiteil von
6-10 Zellembryonen nach FISH-Analyse eine Mo-
saikkonstitution aufweist und etwa 10% vollkom-
men aberrante (chaotic) Karyotypen (Delhanty et
al. 1997). Diese Befunde sprechen dafiir, dass die
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Checkpoint-Kontrolle bei den ersten Zellteilungen
noch nicht wirkungsvoll funktioniert [Ubersicht
bei Handyside u. Delhanty (1997)]. Sie erkliren
zugleich, dass diskrepante chromosomale Befunde
zwischen dem extraembryonalen Gewebe und dem
eigentlichen Fetus nicht selten sind (Sperling et al.
1997).

Ein erheblicher Anteil chromosomal aberranter
Embryonen geht bereits vor der Implantation zu-
grunde, darunter praktisch sdmtliche Mono-
somien, ein weiterer Teil fithrt zu einem Spontan-
abort. Der Anteil Neugeborener mit einem auffil-
ligen Karyotyp liegt bei 0,6%.

1.2.5.1 Aneuploidien

Die ungleiche Uberlebensrate der verschiedenen
Chromosomenanomalien ist Ausdruck der jeweili-
gen genetischen Imbalance. Beispielhaft hat Gropp
(1982) dies fiir die Maus gezeigt, da hier Spezial-
stimme zur Verfiigung stehen, mit denen fiir jedes
Autosom gezielt trisome bzw. monosome Feten er-
zeugt werden konnen. Entsprechend wie beim
Menschen sind bald nach der Implantation nur
noch trisome Feten zu finden, deren charakteristi-
sche Uberlebensrate von dem jeweils betroffenen
Chromosom abhingt (Abb. 1.2.14). Dabei kénnen
~ ebenso wie beim Menschen - verschiedene Tri-
somien gleiche Fehlbildungen aufweisen, wihrend
andere Fehlbildungsmuster charakteristisch fiir be-

stimmte Trisomien sind. Diese ,Semispezifitdt“
kann damit erklart werden, dass komplexe mor-
phogenetische Prozesse durch zahlreiche Gene ge-
steuert werden, die auf unterschiedlichen Chromo-
somen gelegen sind.

Die Verénderungen in der Dosis jedes einzelnen
Gens miindet dabei in einen recht ibereinstim-
menden pathogenetischen Prozess ein. Wird hier-
durch z.B. die Proliferation bestimmter Zellen
wihrend der Embryogenese verlangsamt, fiihrt
dies zu einer Hypoplasie. Wenn dadurch in einer
kritischen Phase der Differenzierung eines Blas-
tems weniger Zellen als normal zur Verfiigung ste-
hen, kann nach dem Alles-oder-nichts-Gesetz die
Morphogenese gerade noch normal ablaufen oder
so gestort sein, dass es zu einer Fehlbildung
kommt. Dabei diirften auch stochastische Effekte
eine Rolle spielen, ob ein kritischer Schwellenwert
iiber- oder unterschritten wird. Zum Verstindnis
der Atiologie derartiger Chromosomopathien ist
also nicht nur die genetische Ausstattung des je-
weiligen Chromosoms zu beriicksichtigen, sondern
auch der Zufall.

1.2.5.2 Imprinting
Der hohe Prozentsatz trisomer Zygoten und die
Fehlerrate der ersten Zellteilungen kann auch dazu

filhren, dass es durch Anaphaseverlust oder Non-
disjunction des iiberzahligen Chromosoms zur

Abb. 1.2.14. Entwicklungspro-
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Entstehung einer diploiden Zelllinie kommt. In 1/3
der Fille stammen dann beide Chromosomen nur
von einem Elternteil, es liegt eine uniparentale
Disomie vor (UPD). Als Folge davon kénnen Chro-
mosomenabschnitte auftreten, die vollkommen
identisch sind, d.h. die gleichen Allele aufweisen
(uniparentale Isodisomie). Dies kann zur Homozy-
gotie fiir seltene rezessive Erkrankungen fiihren,
obwohl nur ein Elternteil heterozygoter Gentriger
ist (Engel 1998).

Dariiber hinaus kann es als Folge einer UPD zu
Entwicklungsstorungen kommen, die auf einen
Imprintingeffekt zuriickgehen. Gemeint ist damit,
dass die Expression bestimmter Gene von der el-
terlichen Herkunft abhingig ist. So ist in be-
stimmten Arealen des Gehirns (Hippocampus, Ze-
rebellum) nur das miitterliche UBE3A-Gen auf
dem Chromosom 15 aktiv. Im Fall einer paternalen
UPD 15 wird daher das betreffende Protein dort
nicht gebildet, und es kommt zum Angelman-Syn-
drom (AS). Der gleiche Effekt stellt sich ein, wenn
das miitterliche Gen infolge einer Deletion ver-
loren ging. Betrifft die Deletion das viterliche bzw.
die UPD das mitterliche Chromosom 15, fiihrt
dies zum Prader-Willi-Syndrom. Hier ist das kli-
nische Bild durch den Ausfall bestimmter véterli-
cher Gene bestimmt. Die Aktivitit dieser Gene
wird durch ein ,imprinting center® {iber eine
groflere Entfernung hinweg gesteuert und fiihrt zu
charakteristischen gametenspezifischen Methylie-
rungsmustern. Es handelt sich hierbei also auch
um ein chromosomales Phinomen (Brannan u.
Bartolomei 1999, Bern-Porath u. Cedar 2000, Sleu-
tels et al. 2000).

Ein gesicherter Imprintingeffekt fand sich neben
dem Chromosom 15 fiir
» paternale UPD 6 (transienter neonataler Dia-

betes mellitus),

» materne UPD 7 (Silver-Russell-Syndrom),

» paternale UPD 11 (Beckwith-Wiedemann-Syn-
drom),

» materne UPD 14 (Minderwuchs und vorzeitige

Pubertit) und
* paternale UPD 14 (starker Minderwuchs mit

Skelettdysplasie).

Auch dies ist ein Beispiel, wie erst durch die Zyto-
genetik ein molekulargenetischer Befund verstind-
lich gemacht wurde.

Derartige epigenetische Prozesse, bei denen die
elterlichen Erbanlagen unterschiedlich program-
miert sind, spielen in der frithen Entwicklung eine
wesentliche Rolle. Erste Belege hierfiir lieferte der
zytogenetische Hinweis auf parthenogenetische
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Entwicklungen beim Menschen (Surani 1995). Ein-
mal betreffen diese Prozesse gutartige Geschwiilste,
die so genannten ovarialen Teratome. Diese
kénnen differenzierte Strukturen aller 3 Keimblat-
ter ausbilden und weisen stets einen weiblichen
Chromosomensatz auf. Sie gehen auf eine unbe-
fruchtete Eizelle zuriick, die die 1. Reifeteilung
durchlaufen hat und infolge Verdopplung des ha-
ploiden Satzes wieder diploid wurde. Im anderen
Fall handelt es sich um eine - abortive - Entwick-
lung mit ausschliefSlich viterlichem Erbgut. Durch
Befruchtung einer kernlosen Eizelle mit einem
X-haltigen Spermium und anschliefSender Ver-
dopplung des haploiden Satzes kommt es zu voll-
stindigen Blasenmolen, die keinen Embryo, son-
dern ausschliefflich extraembryonales Gewebe auf-
weisen. Das heifit, die viterlichen Gene steuern be-
vorzugt die Entwicklung des extraembryonalen
Gewebes, die miitterlichen die des eigentlichen
Embryos.

Ein weiteres epigenetisches Phidnomen betrifft
die X-Inaktivierung im weiblichen Geschlecht. Der
so genannte Dosiskompensationsmechanismus
fiihrt dazu, dass im weiblichen Geschlecht eines
der beiden X-Chromosomen inaktiviert wird und
dadurch die Zahl aktiver X-chromosomaler Gene
in beiden Geschlechtern anndhernd gleich ist. Die
X-Inaktivierung findet in der frithen Embryogene-
se zufillig zwischen dem viterlichen und miitterli-
chen X statt, bleibt dann aber iiber die Zellteilun-
gen hinweg erhalten. Das heiflt, dass jede Zelle
monosom fiir die X-gebundenen Gene ist und
weibliche Individuen Mosaike aus Zellen darstel-
len, in denen entweder das viterliche oder das
miitterliche X aktiv ist [Ubersicht bei Migeon
(1994)]. Dieser Mosaikstatus manifestiert sich be-
sonders eindrucksvoll im Fall von X-chromosoma-
len Hautkrankheiten [Ubersicht bei Happle
(1998)].

Die Inaktivierung des X-Chromosoms ist ein re-
versibler Prozess, da in den Oozyten beide X aktiv
sind, in der Spermatogenese dagegen X- und
Y-Chromosom inaktiviert werden. Sichtbarer Aus-
druck davon ist das kompakte ,,Sexvesikel“ im Pa-
chytdn. Auch in weiblichen somatischen Zellen hat
der inaktive Zustand des einen X-Chromosoms
sein morphologisches Korrelat in Form des Ge-
schlechtschromatins (synonym Barr-Korperchen).
Damit lassen sich weibliche von ménnlichen Zellen
einfach unterscheiden. Ganz entsprechend sind
47,XXY-Individuen  geschlechtschromatinpositiv,
45,X0-Individuen geschlechtschromatinnegativ.
47, XXX-Individuen weisen in einem hohen Pro-
zentsatz ihrer Zellen 2 Geschlechtschromatinkor-
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perchen auf. Im Prinzip erkldren die Inaktivierung
iberzdhliger X-Chromosomen bzw. die fehlende
Inaktivierung im Fall der XO Konstitution die ge-
ringen klinischen Auswirkungen gonosomaler ge-
geniiber autosomalen Aneuploidien.

Ein weiteres Kennzeichen der X-Inaktivierung
sind die DNA-Replikation in der spiten S-Phase
(s. S. 64), die DNAse-I-Unempfindlichkeit, der
hohe Grad an Methylierung der DNA und die
Azetylierung der Histone [Ubersicht bei Migeon
(1994)].

1.2.5.3 Strukturelle Chromosomenmutationen

Es waren strukturelle Mutationen des X-Chromo-
soms, die die Voraussetzung zur Aufklirung des
Mechanismus der Inaktivierung legten. Generell
gilt hierbei, dass beim Vorhandensein eines nor-
malen und eines aberranten X-Chromosoms letzte-
res praktisch stets inaktiv ist, was die geringen kli-
nischen Auswirkungen vom Grundsatz her ver-
standlich macht. Uberraschend war jedoch, dass
Isochromosomen fiir den langen Arm nicht selten
sind, solche fiir den kurzen Arm aber unter Neu-
geborenen bislang nicht gefunden wurden. Diese
Isochromosomen sind jedoch genetisch aktiv, die
genetische Imbalance ist daher so grof3, dass die
Embryonen friihzeitig zugrunde gehen. Das heif3t
aber auch, dass das fiir die Inaktivierung verant-
wortliche Segment auf dem langen Arm gelegen
sein muss. Durch weitere strukturelle Chromoso-
menmutationen konnte das Inaktivierungszentrum
auf Xq13.2 lokalisiert und das entscheidende Gen
Xist (X inactive specific transcript) identifiziert
werden [Ubersicht bei Lee u. Jaenisch (1997),
Brockdorff (1998), Kelley u. Kuroda (2000)]. Diese
Inaktivierung kann im Fall von X-Autosomen-
Translokationen auch auf das angrenzende auto-
somale Material iibergreifen und die betreffenden
Gene - teilweise - inaktivieren [Ubersicht bei Lyon
(1998)].

Im Fall balancierter X-Autosomen-Translokatio-
nen ist das Translokationschromosom bei den Tri-
gerinnen regelmiflig aktiv und das normale
X-Chromosom inaktiv. Es kommt daher zu keiner
genetischen Imbalance, sodass in der Regel damit
keine klinischen Konsequenzen verbunden sind.
Betrifft die Bruchstelle jedoch ein Gen, z.B. das
fiir die Muskeldystrophie vom Typ Duchenne, sind
die heterozygoten Gentrigerinnen erkrankt, da das
normale Gen ja auf dem inaktiven X-Chromosom
gelegen ist, nicht exprimiert wird und das andere
Allel infolge der Chromosomenmutation defekt ist.

Strukturelle Chromosomenanomalien der Auto-
somen konnen direkt den Weg zu Genen mit
Krankheitswert weisen. Offensichtlich ist dies im
Fall ,balancierter” Translokationen, bei denen eine
Bruchstelle innerhalb des Gens gelegen ist und da-
bei eine dominante Mutation bedingt. Etwa 6%
derartiger Triger sind klinisch auffillig. Im Rah-
men einer groflen internationalen Kooperation
werden diese Fille systematisch gesammelt und
analysiert (Ropers 1998).

Nicht immer ist der Karyotyp-Phidnotyp-Bezug
jedoch so einfach. Die Bruchstellen konnen auch
mehrere Hundert kb vom eigentlichen Gen ent-
fernt sein und dessen Expression beeinflussen. Es
handelt sich dabei um einen ,Positionseffekt® der
nicht auf DNA-, sondern auf Chromosomen(Chro-
matin)ebene erklirt werden muss. Im Gegensatz
zum Menschen ist dieses Phinomen bei Hefe, Dro-
sophila und mit Einschrinkungen auch der Maus
bereits gut analysiert [Ubersicht bei Wallrath
(1998), Cockell u. Gasser (1999), Dobie et al.
(1997)].

Ebenso wie Translokationen konnen auch Mi-
krodeletionen wegweisend fiir die Identifizierung
betroffener Einzelgene oder ganzer Genkomplexe
sein. Groflere Deletionen und/oder Duplikationen
bestimmter Chromosomenabschnitte, wie sie ins-
besondere unter den Nachkommen von Personen
mit balancierten Translokationen gefunden wer-
den, stellen die Zwischenglieder zu kompletten
Trisomien oder Monosomien dar. Dennoch ist es
angesichts der groflen klinischen Variabilitit nur
sehr eingeschrinkt moglich, einzelne Komponen-
ten des klinischen Bildes der reinen Trisomien be-
stimmten Chromosomenabschnitten zuzuordnen.
Allgemein zeigte sich jedoch, dass Verdnderungen
von T- und R-Banden groflere klinische Auswir-
kungen zeigen als die von G-Banden. Dies ent-
spricht ihrem Gehalt von Genen (s. S. 63) und ist
fur die Beurteilung des genetischen Risikos der
Nachkommen von Trigern balancierter Chromoso-
mentranslokationen von praktischer Bedeutung.
Exakte Vorhersagen sind jedoch nicht méglich, so-
dass man in der genetischen Beratung auf empiri-
sche Daten angewiesen ist (Stengel-Rutkowski et
al. 1988).

Ein besonderer Aspekt aus molekularer Sicht
betrifft die Entstehung struktureller Chromoso-
menmutationen. So ist die Mutationsrate fiir Ro-
bertson-Translokationen, bei denen es zur ,Fusi-
on“ zweier akrozentrischer Chromosomen kommt,
mit 4x107* hoher als fiir jede Genmutation, be-
trifft aber ganz bevorzugt die Fusion zwischen den
Chromosomen 13 und 14 sowie 14 und 21. Ebenso



ist die Mutationsrate fiir Mikrodeletionen bzw.
-duplikationen auf Chromosom 17pl2, die das
Myelingen, PMP22, betreffen und mit 2 neurologi-
schen Erkrankungen einhergeht (HNPPP und
CMT1) mit 1x107* ungewohnlich hoch.

In beiden Fillen ergab die Analyse, dass an der
Entstehung der Umbauten bestimmte repetitive
Elemente beteiligt sind. So weisen die Chromoso-
men 13, 14 und 21 Repeats auf, die eine starke Ho-
mologie miteinander zeigen. Wird zusitzlich ange-
nommen, dass diese Sequenzen auf Chromosom
14 invertiert sind, wiirde ein Cross-over in diesem
Bereich wihrend der Oogenese die bevorzugte Ent-
stehung derartiger Translokationschromosomen er-
kldren (Sullivan et al. 1996). Im Fall des Chromo-
soms 17 geht die hohe Mutationsrate auf unglei-
ches Cross-over zwischen 2 Repeats von 24 kb
zuriick, die das PMP22-Gen flankieren. Diese Re-
peats enthalten zudem Signalstrukturen, die bei
der Rekombination eine wichtige Rolle spielen
(MEPS: meiosis processing sequences), was eine
Erklirung fiir die besonders hohe Cross-over-Rate
in diesem Bereich sein diirfte.

Vermutlich wird dieser Entstehungsmechanis-
mus noch bei einer Reihe weiterer Mikrodeletions-
syndrome vorliegen, da Repeats der erforderlichen
Linge und Sequenziibereinstimmung fir ein (un-
gleiches) Cross-over auch am Genlocus fiir das
Williams-Beuren-, das Angelman- und Prader-Wil-
li-, aber auch das DiGeorge-Syndrom gefunden
wurden [Ubersicht bei Lupski (1998)].

Einen Spezialfall stellen Repeats mit gegenldufi-
ger Orientierung auf dem gleichen Chromosom
dar, so genannte inverted Repeats. Im Fall des
Gens fiir den Blutgerinnungsfaktor VIII, das auf
Xq gelegen ist, befindet sich ein Repeat innerhalb
des Gens, 2 andere etwa 500 kb entfernt. Kommt
es zur Rekombination zwischen diesen Repeats,
entsteht eine Inversion, durch die das Gen inakti-
viert wird. Diese Situation liegt bei nahezu der
Hilfte aller Patienten mit schwerer Hamophilie
vor. Die Neumutationen treten nahezu ausschlie3-
lich im minnlichen Geschlecht auf. Eine Erkldrung
hierfiir liegt auf der Hand: In der Spermatogenese
liegt der lange Arm des X-Chromosoms ungepaart
vor, sodass es infolge der intrachromosomalen
Paarung zu derartigen Rekombinationsereignissen
kommt, im weiblichen Geschlecht dagegen paaren
sich die homologen X-Chromosomen normal
(Pratt et al. 1994). Diese Beispiele zeigen aber
auch, dass eine zytogenetische Analyse erforder-
lich ist, um die Atiologie dieser monogen beding-
ten Krankheiten zu verstehen.

1.2 Zytogenetische Grundlagen der molekularen Medizin

1.2.6 Somatische Chromosomenmutationen

Die Zahl der Zellen des menschlichen Korpers mit

etwa 10'* liegt weit iiber der Rate somatischer

(Gen-) und Chromosomenmutationen. Das heift, je-

de beliebige Mutation diirfte in den Zellen jedes In-

dividuums wiederholt aufgetreten sein. Hier geht es

1. um regelmifig auftretende Chromosomenveran-
derungen, die eine konstitutive Eigenschaft des
Genoms sind (mitotisches Cross-over und
Schwesterchromatidaustausche),

2. um eine stark erhohte somatische Mutationsrate
als Folge von Genmutationen der Keimbahn
(Chromosomeninstabilititssyndrome) und

3. um solche somatischen Chromosomenmutatio-
nen, die den Zellen einen Vorteil verschafften
und sich daher ausbreiten konnten (Tumorgene-
se).

1.2.6.1 Somatische Rekombination

Das Auftreten von somatischem (synonym mitoti-
schem) Cross-over ist aus der Drosophilagenetik
schon seit mehr als 60 Jahren bekannt. Eine der
Voraussetzungen hierfiir ist die regelméflige Asso-
ziation der homologen Chromosomen auch in den
Somazellen, die in den Zellen des Menschen und
der Sduger offensichtlich nicht stattfindet. Den-
noch gibt es alte zytogenetische Beobachtungen,
die einen Hinweis auf mitotisches Cross-over lie-
fern. Wie bereits erwdhnt wurde, bleiben die
Schwesterchromatiden bis in die Metaphase hinein
gepaart. Hat sich in der vorausgegangenen Inter-
phase ein somatisches Cross-over ereignet, sollte
dies zu Translokationsfiguren zwischen 2 homolo-
gen Chromosomen fiihren, die identische Bruch-
stellen betreffen.

Bei der Auswertung normaler Lymphozytenme-
taphasen zeigt sich, dass die spontane Haufigkeit
dieser Austauschereignisse (etwa 1 auf 1000 Meta-
phasen) praktisch ebenso hoch ist wie die zwi-
schen allen heterologen Chromosomen zusammen
(Therman u. Kuhn 1976) und bevorzugt genreiche
Chromosomenabschnitte betrifft (Therman u.
Kuhn 1981). Dieses Phianomen ist im Fall einer au-
tosomal-rezessiven Krankheit, dem Bloom-Syn-
drom, extrem erhdht (Abb. 1.2.16). Hier konnte
auch der direkte molekulargenetische Beweis er-
bracht werden, dass es an homologen Stellen zur
Rekombination kommt (German u. Ellis 1998).

Bei Patienten mit dem Bloom-Syndrom, die he-
terozygot fiir 2 unterschiedliche Mutationen waren
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Abb. 1.2.15a-d. Genetische Konsequenzen von somatischem
Cross-over. a Paarung der homologen Chromosomen mit so-
matischem Cross-over in der Interphase, Anordnung der
Chromosomen in der Metaphase (Pfeile Zellpole) und Er-
gebnis nach Auftrennung in der Anaphase. Die homologen
Chromosomen sind durch unterschiedliche Grautone ge-
kennzeichnet. b-d Genetische Konsequenzen von somati-
schem Cross-over. b Entstehung von Homozygotie bei Hete-
rozygotie fiir ein rezessives Gen, ¢ Entstehung normaler Zel-
len bei Compound-Heterozygoten, d Entstehung von ,,Zwil-
lingsflecken“ bei doppelt Heterozygoten. Néhere Erliduterun-
gen s. Text

(Compound-Heterozygote), kam es als Folge eines
somatischen Cross-overs innerhalb des Gens zur
Bildung von Schwesterchromatiden mit der nor-
malen Sequenz bzw. den beiden Mutationen. Nach
der Mitose fiithrt dies zu Zellen, die unverindert
den Defekt aufweisen und solchen, die ,geheilt®
sind (Abb. 1.2.15). Das gleiche Phinomen wurde
inzwischen auch bei Patienten mit der Fanconi-
Andmie gefunden und durch Sequenzanalyse be-
stitigt (Lo Ten Foe et al. 1997). Es ist zu erwarten,
dass eine derartige ,somatische Gentherapie“ auch
das Krankheitsgeschehen beeinflusst.

Dieses Phidnomen sollte sich stets dann zeigen,
wenn Individuen heterozygot fiir ein rezessives
Gen sind, da als Folge des somatischen Cross-

overs Zellen gebildet werden, die homozygot fiir

den Defekt sind (Abb. 1.2.15). Die pigmentlosen

Flecken, die hdufig bei Patienten mit dem Bloom-

Syndrom zu finden sind, werden in diesem Sinn

gedeutet. Da vermutlich jeder Mensch heterozygot

fiir mehrere rezessive Gene ist, diirfe dieses Phi-
nomen gar nicht so selten sein, allerdings ist die

Beweisfiihrung nicht einfach [Ubersicht bei Happle

(1998)].

Ein besonders instruktives Beispiel fiir somati-
sches Cross-over stellen so genannten Zwillingsfle-
cken dar, wie sie bei Drosophila und vielen ande-
ren Organismen beschrieben wurden. Die benach-
barten Areale weisen 2 verschiedene mutante Phé-
notypen auf. Die Tiere selbst sind phénotypisch
normal, aber doppelt heterozygot fiir 2 gekoppelte
rezessive Gene (Abb. 1.2.15). Durch somatische
Rekombination entstehen die jeweiligen homozy-
goten Zellareale. Fiir den Menschen hat Happle
(1998) entsprechende Beobachtungen zusammen-
gestellt.

Regelmiflige Rekombinationsereignisse finden
auch zwischen Schwesterchromatiden statt. Dies
lasst sich zytogenetisch nachweisen, indem Zellen
in Gegenwart des Basenanalogons BrdU kultiviert
werden, wonach sich die Schwesterchromatiden
differenziell anfirben lassen (Abb. 1.2.16). Etwas
5-8 Schwesterchromatidaustausche, SCE (sister
chromatid exchanges), kénnen so pro Metaphase
nachgewiesen werden. Es wurde lange diskutiert,
ob es sich hierbei um ein natiirliches oder infolge
der DNA-Markierung induziertes Phinomen han-
delt. Die Antwort darauf haben 2 zytogenetische
Beobachtungen geliefert:
¢ Im Fall von Ringchromosomen fiihrt ein ein-

facher Schwesterchromatidaustausch zu groflen
dizentrischen Ringen, ein doppelter zu ineinan-
der verhakten Ringen, was ohne Markierung
der DNA nachweisbar ist und damit die ,,spon-
tane“ Natur der SCE belegt.

e Zudem hat sich gezeigt, dass bei Patienten mit
dem Bloom-Syndrom die SCE-Rate drastisch
erhoht ist (Abb. 1.2.16), d.h. das defekte Protein
ist in diesen Prozess involviert.

Die biologische Bedeutung dieser Rekombinations-
vorgédnge ist nicht offensichtlich, da sie keine gene-
tischen Konsequenzen haben sollten. Im Fall un-
gleicher SCE allerdings kann es zur Vermehrung
bzw. Verminderung bestimmter Sequenzen kom-
men. Dies wird als eine Erkldrung fir die variable
Grofle des Y-Heterochromatins herangezogen, da
meiotische Rekombination dafiir nicht in Frage
kommt. Die SCE-Rate wird durch bestimmte mu-



Abb. 1.2.16a,b. Zytologische Auf-
falligkeiten bei Patienten mit
Bloom-Syndrom, a Metaphase ei-
nes Patienten mit stark erh6hter
Rate an Schwesterchromatidaustau-
schen (SCE). Zur differenziellen
Darstellung der Schwesterchromati-
den werden die Zellen fiir 2 Zell-
zyklen in BrdU-haltigem Medium
kultiviert. Insert Reunionsfigur
zwischen homologen Chromoso-
men, die charakteristisch fiir diese
Erkrankung ist. b Metaphase mit

1.2 Zytogenetische Grundlagen der molekularen Medizin

normaler SCE-Rate

tagene Noxen stark erhoht, sodass angenommen
werden kann, dass es sich um einen Prozess han-
delt, der bei der DNA-Reparatur eine Rolle spielt
[Ubersicht bei Tucker et al. (1993)]. Auch dies ist
ein Beispiel dafiir, dass ein grundlegendes zellbio-
logisches Phdnomen erst durch die Zytogenetik
entdeckt wurde und jetzt im Hinblick auf seine pa-
thogenetische Relevanz gewertet werden muss.

1.2.6.2 Chromosomeninstabilitat

Einzelne Chromosomenbriiche treten in einem
kleinen Prozentsatz der Metaphasen auf. Nach Ex-
position gegeniiber ionisierenden Strahlen steigen
sie dosisabhidngig an und konnen auch noch Jahre
nach einer Exposition zur biologischen Dosis-
abschitzung herangezogen werden. Der Grund
liegt in der langen Lebensdauer der Lymphozyten
des peripheren Bluts. Eine erhshte Chromoso-
menbriichigkeit kann auch als Folge der Exposi-
tion gegeniiber chemischen Mutagenen oder be-
stimmten Virusinfektionen auftreten [Ubersicht
bei Obe u. Miiller (1999)].

Hier ist eine kleine Ergdnzung angebracht. Aus
dem Aberrationsmuster der Chromosomen in der
ersten Mitose nach Bestrahlung wird ersichtlich,
ob das Chromosom uninem oder bereits verdop-
pelt war. So fiihrt eine Exposition in der G,-Phase
zu Aberrationen vom Chromosomentyp, in der
spiateren S- und G,-Phase vom Chromatidtyp
(Abb. 1.2.17). Eine hohe Strahlendosis zum Zeit-
punkt der Mitose fithrt zu Verklebungen der Chro-
matiden als Folge einer unvollstindigen Trennung
der bestehenden Verbindungen (s. S. 72).

Eine Gruppe von Chemomutagenen, die als Ra-
diomimetika zusammengefasst werden, erzeugt ein

..f""“;/:- P ‘ f’ 5
T e =
4 \\ { s r\L'\ b
| Sl > sa
il N F ;
e W YT Y| A S I
~, oty [V i N
B i
\ ;& )
8~ i d.’f’Q b
G, s G, M
(;hrom\;som;ln— Chromatiden- | lVe:rklt‘ebungt*;-I
aberrationen aberrationen effekte

e 4

Abb. 1.2.17. Zusammenhang zwischen dem Stadium des
Zellzyklus, zu dem eine Exposition mit ionisierenden Strah-
len erfolgt und dem chromosomalen Aberrationsmuster in
der darauf folgenden Mitose, aus Sperling u. Obe (1977)

vergleichbares Aberrationsmuster. Viele andere
Substanzen jedoch fiihren ausschliellich zu Chro-
matidtypaberrationen, auch nach Zugabe in der
G;-Phase, da sie zu ihrer Manifestation auf die
S-Phase angewiesen sind. Das weitere Schicksal
der Zellen hingt davon ab, wie grof3 die genetische
Imbalance nach der Zellteilung ist. Besonders
langlebig sind balancierte reziproke Translokatio-
nen, die mittels ,,chromosome painting® sehr emp-
findlich nachgewiesen werden kénnen [Ubersicht
bei Obe u. Miiller (1999)].

Einzelne Chromosomenbriiche stellen gesund-
heitlich kein besonderes Risiko dar. Findet sich
dagegen eine erh6hte Chromosomeninstabilitit bei
Patienten mit einer genetisch bedingten Erkran-
kung, kommt dieser plétzlich ein grofies Gewicht
zu: Der Befund weist darauf hin, dass das betref-
fende Gen direkt oder indirekt in die Aufrecht-
erhaltung der DNA-Integritit involviert ist, d.h. in
ein zentrales zellbiologisches Geschehen (s. S. 72).
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Tabelle 1.2.1. Charakteristika von Syndromen mit Chromosomeninstabilitat

Bloom- Werner- Rothmund- Dyskeratosis Ataxiatel- AT-like Nijmegen-  Fanconi-
Syndrom Syndrom Thomsen-  congenita  angiectatica disorder breakage-  Anidmie
Syndrom Syndrom
Locus 15q25.1 8pl2-pll  8q24.3 Xq28 11q22.3 11q21 8q21 mind. 7
Loci
Protein RECQ2- RECQ3- RECQ4- Dyskerin Protein- MREI11 als Nibrin als  Proteinkom-
Helikase Helikase Helikase (Telomerase- kinase Teil eines  Teil eines  plex, der
dysfunktion?) DSB- DSB- mit dem
Reparatur-  Reparatur- BRCAI-
komplexes , komplexes Reparatur-
komplex ko-
lokalisiert
Krebsrisiko Insgesamt ~ Weichteil-  Osteo- Epitheliale  T-Zell-Lym- ? Insbeson-  Ins-
erhéht sarkome sarkome und hima- phome und dere B-Zell- besondere
tologische  Leukimien Lymphome Leukidmien
Krebse
Spontane  + + + B + + + +
Chromo-
somen-
instabilitdt
Homologe  Mosaik aus Aneu- Lympho- In Lym- In Lym- In Lym- Gehiuft Re-
Trans- variierenden ploidien zyten phozyten phozyten  phozyten  kombinatio-
lokation Trans- und gehduft gehduft gehduft nen nicht-
lokationen  Isochromo- Aberrationen Aberrationen Aberrationen homologer
somen der Chromo- der Chromo- der Chromo- Chromoso-
somen somen somen men
7 und 14 7 und 14 7 und 14
+
Fibroblasten
und
Knochen-
markzellen
Homologe ++ - (+) - - - - -
Rekombina-
tion
(Schwester-
chromatid-
austausch)
Uberemp- UV 4-NQO, 4-NQO - y-Strahlen,  y-Strahlen  y-Strahlen, DEB, Cross-
findlichkeit Camptothe- Camptothecin Cross-linker linker

cimn

Jeder Bruch reprisentiert einen DNA-Schaden, der
so besonders empfindlich lichtmikroskopisch
nachgewiesen werden kann. Die betroffenen Pa-
tienten zeichnen sich durch ihr hohes Krebsrisiko
und oftmals ihre spezifische Empfindlichkeit ge-
geniiber bestimmten Mutagenen aus. So weisen die
Zellen von Patienten mit der Ataxia teleangiectati-
ca oder dem Nijmegen-breakage-Syndrom eine
Uberempfindlichkeit  gegeniiber  ionisierenden
Strahlen auf, die von Patienten mit der Fanconi-
Andmie gegeniiber Agenzien, die die einzelnen
DNA-Strange vernetzen (Tabelle 1.2.1). Diese zyto-
genetische Auffilligkeit dient als differenzialdiag-
nostisches Kriterium.

1.2.6.3 Chromosomenmutationen
in der Tumorgenese

Auf die zentrale Rolle von Chromosomenverin-
derungen im Krebsgeschehen wurde wiederholt hin-
gewiesen und wird detailliert in den Bénden ,,Mole-
kularmedizinische Grundlagen von hereditdren Tu-
morerkrankungen® (Ganten u. Ruckpaul 2001) so-
wie ,,Molekularmedizinische Grundlagen von nicht-
hereditiren Tumorerkrankungen® (Ganten u. Ruck-
paul 2002) eingegangen. Hier sollen nur die unter-
schiedlichen Typen kurz dargestellt werden.
Numerische Chromosomenanomalien wie Poly-
ploidien und Aneuploidien sind in Tumorzellen kei-



Chromosom 2
K-L Kette s p12

Chromosom 8

Chmmpsom 14

(=]

Q24 = c-myc

Chromosom 22
-
A-L Kette q qM

Abb. 1.2.18. Chromosomale Umbauten beim Burkitt-Lym-
phom. Als Folge einer Translokation kommt das c-myc-Gen
auf Chromosom 8q24 in die Nachbarschaft der Gene fiir die
leichten (r, A) Ketten oder das Gen fiir die schwere (H) Ket-
te der Immunglobuline
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ne Seltenheit, lassen aber angesichts ihrer groflen
Variabilitdt wenig Riickschliisse auf die eigentliche
Tumorpathogenese zu. Zu ihrer Entstehung tragen
u.a. Endoreduplikationen und Endomitosen, Zell-
fusionen sowie das Auftreten multipolarer Mitosen
bei [Ubersicht bei Therman u. Kuhn (1989)]. Diese
Verdnderungen sind jedoch Folge der malignen Ent-
artung und nicht urséchlich dafiir.

Abb. 1.2.19. Zytogenetische Auffélligkeiten
beim Neuroblastom. Als Folge einer Am-
plifikation des MYCN-Gens auf Chromo-
som 2 kommt es zur Entstehung kleiner,
extrachromosomaler Fragmente (double
minutes: dmin). Gelegentlich kommt es
zur Integration in ein Chromosom und
weiterer Amplifikation, was zu einer ho-
mogen angefarbten Region fithrt (homo-
geneously staining region: HSR). Nach
Gutmann u. Collins (1998)

Chromosom 2
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Entscheidende Einblicke in die Tumorgenese ha-
ben spezifische Chromosomenumbauten ermog-
licht, durch die bestimmte Protoonkogene aktiviert
(z.B. Burkitt-Lymphom, Abb. 1.2.18) oder neue
Fusionsgene generiert werden (z.B. 9/22-Trans-
lokation bei der chronisch-myeloischen Leukdmie).
Hierauf wurde bereits einleitend hingewiesen
(s. S. 55). Mikrodeletionen der Bande 15ql4 fin-
den sich bei etwa 5% aller Patienten mit dem Reti-
noblastom und trugen entscheidend dazu bei, das
Rb-Gen zu identifizieren und seine Natur als Tu-
morsuppressorgen aufzukliren. Im diesem Fall
handelt es sich um eine Keimbahnmutation. Als
Folge somatischer Mikrodeletionen konnen der-
artige Genverluste ebenfalls eintreten und durch
FISH-Analyse nachgewiesen werden (LOH: loss of
heterozygosity). Dabei zeigte sich, dass in vielen
Tumoren ein bestimmtes elterliches Chromosom
bevorzugt betroffen ist, in der Mehrzahl das ma-
terne Chromosom [Ubersicht bei Feinberg (1998)].

Am Beispiel embryonaler Tumoren (z.B. Wilms-
Tumor) bei Kindern mit dem Wiedemann-Beck-
with-Syndrom lief} sich nachweisen, dass hier ge-
nomisches Imprinting eine Rolle spielt, da das an-
dere Allel in diesen Zellen nicht aktiv ist. Uberra-
schenderweise zeigte sich fiir das IGF2-Gen im
Wilms-Tumor, dass beide Allele aktiv sind, obwohl
normalerweise nur das viterliche Gen exprimiert
wird. Hier und in vielen anderen Tumoren kommt
es daher zu einem ,loss of imprinting“ (LOI), ei-
ner der hdufigsten Verdnderungen in Tumoren
iiberhaupt [Ubersicht bei Feinberg (1998)].

Auf weitere spezielle zytogenetische Verdn-
derungen in Tumoren wie Fusion von Chromoso-
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men oder vorzeitige Trennung von Schwesterchro-
matiden wurde bereits hingewiesen.

Hier soll nur noch auf 2 Auffilligkeiten einge-
gangen werden, die speziell beim Neuroblastom ei-
ne pathogenetisch wichtige Rolle spielen [Uber-
sicht bei Gutmann u. Collins (1998)]. Es handelt
sich um die Bildung kleiner Chromatinfragmente
(dmin: double minute chromatin bodies) und lin-
gere, einheitlich gefirbte Chromosomenabschnitte
(HSR: homogeneously staining regions). Diese
sind Ausdruck der Amplifikation des MYCN-On-
kogens auf Chromosom 2. Hierdurch werden ex-
trachromosomale Elemente gebildet, die vermut-
lich ringférmig sind, kein Zentromer (Kinetochor)
besitzen und daher bei der Mitose zufillig verteilt
werden. Sie verleihen den Zellen offensichtlich ei-
nen Proliferationsvorteil. Sehr selten kommt es zur
Integration in das Genom und zur Ausbildung der
HSR (Abb. 1.2.19).

Diese wenigen Beispiele sollen die zentrale Rolle
der molekularen Zytogenetik in der Tumorfor-
schung unterstreichen. In dem Katalog von Mitel-
man et al. (1994) sind mehr als 84000 derartiger
Fille zusammen gestellt.

1.2.7 Ausblick

In diesem Kapitel wurde die Zytogenetik als medi-
zinische Grundlagenwissenschaft herausgestellt,
die zu ganz neue Einsichten in die molekulare Ur-
sache von Krankheiten gefiihrt hat. Tatsdchlich hat
die Zytogenetik zugleich auch eine wesentliche an-
gewandte Seite. Jahrlich werden in Deutschland
mehr als 100000 zytogenetischer Analysen durch-
gefiihrt, etwa 70000 davon im Rahmen der vor-
geburtlichen Diagnostik. Der diagnostische Um-
fang liegt daher deutlich iiber dem derzeitigen mo-
lekulargenetischen Nachweis schwerer monogen
bedingter Erkrankungen. Vermutlich wird er in
den kommenden Jahren noch deutlich zunehmen.
Es spricht vieles dafiir, dass bestimmte genomi-
sche Imbalancen, die sich bislang einem allgemei-
nen Nachweis weitgehend entzogen haben, als ur-
sdchlich fiir einen betrichtlichen Teil ungeklirter
Krankheitsfille in Frage kommen. Es handelt sich
um submikroskopische Deletionen und -duplika-
tionen als Folge von Neumutationen oder familii-
rer, kryptischer Translokationen. So liegt eine Mi-
krodeletion am Locus 22q11.2 etwa 6% aller ange-
borenen Herzfehler und mehr als 10% aller prina-
tal diagnostizierten Herzfehlbildungen zugrunde,

bei denen die anderen bekannten Ursachen aus-
geschlossen wurden. Submikroskopische Imbalan-
cen im Bereich der Telomerregionen finden sich
bei etwa 10% aller geistig schwer behinderter Kin-
der, wobei die Werte zwischen einzelnen Unter-
suchern zwischen 7% und 23% variieren (Knight
u. Flint 2000). Als wichtigsten Entstehungsmecha-
nismus derartiger Imbalancen werden die auf S. 79
angesprochenen inter- und intrachromosomalen
Rekombinationsereignisse angenommen, die auf
repetitive Elemente im Genom zuriickzufiithren
sind. Solche Elemente, die im Bereich der Telomer-
regionen liegen und sich nur geringfiigig zwischen
unterschiedlichen Chromosomen unterscheiden,
begiinstigen die Entstehung chromosomaler Trans-
lokationen, die nach der Meiose zu genetisch un-
balancierte Nachkommen fiihren kénnen (Ballif et
al. 2000, Flint et al. 1995, Varley et al. 2000). Jene
Repeats, die bestimmte chromosomale Bereiche
flankieren, erhohen das Risiko fiir ungleiches
Cross-over (Lopez et al. 2000, Trost et al. 2000).
Als Folge davon kommt es zu Mikrodeletionen
und -duplikationen. Bei einer systematischen, ge-
nomweiten Suche nach derartigen Imbalancen wird
sicherlich bei wesentlich mehr Patienten mit ange-
borenen Fehlbildungen und geistiger Behinderung
als bisher die eigentliche Ursache gefunden werden.

Den entscheidenden diagnostischen Durchbruch
zum genomweiten Nachweis von Mikrodeletionen
diirften DNA-Chips geordneter DNA-Fragmente
darstellen, deren Prototyp mit einer Aufldsung von
1 Mio. bp bereits vorliegt (Snijders et al. 2000).
Die jeweilige Anzahl der Genkopien wird dabei
durch Comparative genomic hybridization be-
stimmt (Array-CGH). Es ist zu erwarten, dass die
Auflésung zukiinftig noch deutlich gesteigert wer-
den kann.

Der Zeitaufwand ist vergleichsweise gering, da
die DNA des Testgewebes ohne vorherige Kultivie-
rung eingesetzt werden kann und der Ablauf zudem
automatisierbar ist. Da hiermit selbstverstindlich
auch vollstindige Aneuploidien nachgewiesen wer-
den und die Auflssung deutlich gréfler ist als bei
der klassischen Zytogenetik, diirfte die Array-CGH
in den nichsten Jahren - vorausgesetzt sie kann
die in sie gesetzten Erwartungen tatsdchlich erfiillen
- die bisherige personal- und zeitaufwindige zyto-
genetische Diagnostik in der medizinischen Genetik
zunehmend ersetzen.

Den betroffenen Familien kann bei bekannter
Ursache eine umfassende, individuelle Beratung
angeboten werden. Beim Vorliegen einer Neumuta-
tion wird das Wiederholungsrisiko generell ver-
nachldssigbar sein, bei familidren kryptischen



Translokationen dagegen kann es prizisiert und
auf die Moglichkeit einer prinatalen Diagnostik
hingewiesen werden.

Aus wissenschaftlicher Sicht eréffnen derartige
Mikrodeletionen und -duplikationen zudem einen
besonders einfachen, direkten Weg, die zugrunde
liegenden Gene zu identifizieren. Von der verant-
wortungsbewufiten Einfiihrung dieser Methode in
die medizinische Praxis wird es abhingen, ob die
neuen diagnostischen Maoglichkeiten im Sinn der
Patienten und Rat Suchenden eingesetzt werden
und gleichzeitig die bemerkenswerten wissen-
schaftlichen Optionen genutzt werden kénnen. Der
Qualititssicherung kommt hierbei nicht nur im
Hinblick auf die Zuverlassigkeit der Befundung,
sondern auch beziiglich des Kontextes insgesamt,
in dem diese Untersuchung angeboten und in An-
spruch genommen werden, eine zentrale Bedeu-
tung zu (Sperling et al. 1997). Hierbei sind 3 Be-
reiche zu unterscheiden:

1. Strukturqualitit

Hierzu zdhlen die Qualifikation des Unter-

suchers sowie die Rahmenbedingungen fiir die

Inanspruchnahme der jeweiligen Leistung ins-

gesamt, z.B. die Sicherstellung eines angemesse-

nen Beratungsangebots
2. Prozessqualitit

Diese betriftt die praktische Durchfithrung der

Untersuchung mit interner und externer Quali-

tatskontrolle. So haben z.B. erste Untersuchun-

gen gezeigt, dass Mikrodeletionen auch bei den
unauffilligen Eltern der Probanden vorliegen
koénnen und daher nicht in jedem Fall klinisch

relevant sein miissen (Ballif et al. 2000).

3. Ergebnisqualitat

Dazu rechnen die medizinischen und gesell-

schaftlichen Konsequenzen, die sich aus diesen

neuen diagnostischen Méglichkeiten ergeben.

Die zukiinftige Entwicklung wird zeigen, ob diese
methodische Revolution molekularzytogenetischer
Diagnostik zugleich einen Fortschritt der moleku-
laren Medizin bedeutet.
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