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GIBT ES EINE ZELLTYPSPEZIFISCHE ANORDNUNG
DES CHROMATINS IN SAUGERZELLKERNEN?
ARGUMENTE VON UNGLAUBIGEN, AGNOSTIKERN UND GLAUBIGEN

Zum Problem der Chromosomenanordnung in Zellkernen hort man unter Genetikern
und Zellbiologen heute nicht selten folgende Auffassung: Das Problem existiert
seit 1885. Damals hat Carl Rabl seine Theorie der Chromosomenkontinuitat im
Interphasekern formuliert und die als Rabl-Orientierung bekannte Chromosomen-
anordnung beschrieben (1,2). Neuere Untersuchungen haben inzwischen Rabls Auf-
fassung bestatigt, daB die Chromosomen im Interphasekern distinkte Territorien
einnehmen (3,4,5). Abgesehen von der bei einigen Zelltypen beobachteten Rabl-
Orientierung (6,7), die als Folge der Anaphase-Telophasebewegungen der Chromo-
somen zu verstehen ist, erwies sich die Anordnung der Chromosomen jedoch als
(weitgehend) zufdllig (6). Es ist daher nicht zu erwarten, daB weitere und
methodisch immer aufwendigere Untersuchungen zu prinzipiell neuen Erkenntnis-
sen filihren, die unser Verstdndnis von der Struktur und Funktion des Sdugerge-
noms wesentlich bereichern kdnnten.

Wir wollen diese Auffassung als Hypothese der "Ungldubigen" bezeichnen und uns
im Folgenden mit ihrer Tragfdhigkeit auseinandersetzen. Die Auffassung von
"Agnostikern" in dieser Fragestellung kdnnte man dagegen folgendermaBen zusam-
menfassen: Die bislang publizierten Untersuchungen zur Chromosomentopographie
im Zellkern sind methodisch unzuldnglich, widerspriichlich und insgesamt unzu-
reichend, um eine denkbare funktionelle Bedeutung der Chromosomentopographie
auszuschlieBen oder positiv zu belegen. SchlieBlicn ist noch eine kleine
Gruppe von "Glaubigen" zu nennen, die einen hohen Grad von funktionell bedeut-
samer, zelltypspezifischer Ordnung der Chromosomen im Zellkern postulieren.
Ein extremes Beispiel dafiir ist die 1985 aufgestellte "gene-gating" Hypothese
von Giinter Blobel (8). Danach soll jede Zelle eine zelltypspezifische, drei-
dimensionale Anordnung ihres Genoms besitzen. Diese jeweils diskreten 3D-
Strukturen sollen sich im Verlauf von Ertwicklung und Differenzierung aus
einer omnipotenten 3D-Struktur des Genoms der Zygote entwickeln. In dieser von
Blobel vorgebrachten extremen Form kann die Idee nicht-zufdlliger 3D-Struktu-
ren des Genoms durch die inzwischen vorliegenden Befunde als widerlegt gel-
ten. Eine ausgepragte Variabilitat in der Anordnung bestimmter bislang unter-
suchter Chromosomen bei bestimmten in vitro kultivierten Zelltypen (siehe
unten) beweist aber natiirlich nichts gegen die Mdglichkeit, daB im Hinblick
auf andere Chromosomen bzw. andere unten aufgefiihrte Untersuchungskriterien
der Chromosomentopographie eine funktionell bedeutsame und mdglicherweise
zelltypspezifische Ordnung existiert, die wir bislang aus mentalen Griinden
(Fehlen einer geeigneten Theorie) und wegen methodischer Unzuldnglichkeiten
nicht sehen konnen. Ebensowenig schlieBen derartige Befunde schon aus, da8
andere Zelltypen sich im Hinblick auf das jeweils untersuchte Anordnungskrite-
rium anders verhalten. Dazu werden wir unten einige Beispiele anfiihren.

Um das Problem der Chromosomentopographie in einem umfassenden Sinne wissen-
schaftlich befriedigend zu kldren, bendtigt men vergleichende Untersuchungen
an unterschiedlich differenzierten Zelltypen eines Organismus ebenso wie
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vergleichende Untersuchungen der entsprechend differenzierten Zelltypen ver-

schiedener Spezies (9,10). Die zu kldrenden Fragen betreffen

a) die Struktur und Ausdehnung individueller Chromosomen wdhrend Interphase
und Mitose (11-15),

b) spezifische oder nicht-spezifische Anheftungsorte der Chromosomen an die
Kernhiille bzw. an eine nukledre Matrix (16,17),

c) die Mdglichkeit einer spezifischen Orientierung und Faltung individueller
Chromosomen (16,18),

d) Chromatinbewegungen widhrend des Zellzyklus (19) und wahrend der terminalen
Differenzierung postmitotischer Zellen (9,20),

e) die rdumliche Anordung aktiver und nicht-aktiver Gene in individuellen
Interphasechromosomen (21) und schlieBlich

f) die relative Anordnung homologer und nicht-homologer Chromosomen im Zell-
kern (22,23,24).

Der kritische Leser wird beim Studium der zitierten Literaturbeispiele und
einschldgiger Ubersichtsartikel (17,25) finden, daB auf alle diese Fragen
bislang keine definitiven Antworten gegeben werden konnen. Selbst die ver-
gleichsweise simple Frage, ob homologe Chromosomen im Zellkern somatischer
Zellen benachbart sind oder nicht, wird nach wie vor kontrovers beantwortet
(6,26). Nahezu alle Befunde, mit denen die "Ungldubigen" ihre Hypothese heute
stiitzen, stammen von in vitro kultivierten Zellen (z.B. PHA-stimulierte Lym-
phozyten, Fibroblasten usw.). Da individuelle Chromosomen mit wenigen Ausnah-
men bislang nicht direkt im Zellkern dargestellt werden konnten (4,5,16,18),
wurden Untersuchungen zur Chromosomenanordnung {iberwiegend an Metaphaseplatten
durchgefiinrt (27,28,29) unter der Annahme, daB8 diese Anordnung die Interphase-
anordnung in einem gewissen Umfang widerspiegelt (30). Trotz einer ausgeprdg-
ten Variabilitdt der Chromosomenanordnung zeigten diese Untersuchungen doch
auch charakteristische Abweichungen bestimmter Chromosomen von einer zufalli-
gen Verteilung. Auch andere Verfahren zur Analyse der Interphasekernordnung,
wie Lasermikrobestrahlung von Zellkernen (3,7,22,30), die Analyse von Chroma-
tidtranslokationen (Interchanges) (23) und die Technik der vorzeitigen Chromo-
somenkondensation (PCC) (6,7) konnten bislang nur bei in vitro kultivierten
Zellen eingesetzt werden.

Wie fragwiirdig eine Generalisierung dieser Befunde ist, wird - ganz abgesehen
von den unterschiedlichen methodischen Problemen der genannten Ansdtze - durch
neue Befunde wdhrend der Differenzierung von Neuronen in vivo deutlich. Sie
zeigen, daB in den post-mitotischen Zellkernen von Neuronen Chromatinbewegun-
gen stattfinden (20) und daB die Differenzierung bestimmter Neuronen zeitlich
mit bestimmten Verdnderungen ihrer Chromosomenanordnung assoziiert ist (9).
Ein weiteres eindrucksvolles Beispiel fiir die Bedeutung spezifischer Chroma-
tinbewegungen in nicht mehr teilungsfahigen Zellen betrifft die Spermiohisto-
genese bei unterschiedlichen Tierklassen wie Vogeln und Amphibien. In den
postmitotischen Zellkernen der Spermatiden finden Chromatinbewegungen statt,
durch die ein bestimmter Heterochromatinblock, das acrosomale Chromocenter,
zur Spitze des spateren Spermakerns hin positioniert wird (31,32). Bei der
Maus konnte wédhrend der Reifung der Spermatiden eine paarweise Assoziation von
Zentromerregionen nicht-homologer Chromosomen beobachtet werden (10). Die
mogliche biologische Bedeutung dieser Phanomene ist ungekldrt. Die Beispiele
zeigen jedoch mit Bestimmtheit, daB Chromosomenpositionen in hochdifferenzier-
ten Zellen in vivo nicht ausschlieBlich als das Resultat vorausgehender Ana-
phase-Telophasebewegungen interpretiert werden kdnnen.

Die Technik der in situ Hybridisierung mit chromosomenspezifischen DNA-Proben

erscheint heute als aussichtsreichste Methode, um die Frage einer zelltypspe-
zifischen Anordnung des Chromatins weiter zu kldren (9,24,33). Verschiedene
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Moglichkeiten einer nicht-radioaktiven Markierung von DNA-Proben in Verbindung
mit unterschiedlichen fluoreszenzoptischen und colorimetrischen Nachweisver-
fahren erlauben es inzwischen, spezifische Regionen verschiedener Chromosomen
im Zellkern gleichzeitig darzustellen (34,35,36). Geeignete Fixationsverfah-
ren, die die dreidimensionale Struktur der Zellkerne wahrend der in situ
Hybridisierung hervorragend erhalten, sind ebenfalls verfiigbar (9; Laura
Manuelidis, personliche Mitteilung). Fiir eine quantitative Beschreibung der
Chromatinanordnung kann die Technik der nicht-radioaktiven in situ Hybridisie-
rung mit Verfahren der digitalen Bildanalyse zur zweidimensionalen und drei-
dimensionalen Rekonstruktion von Zellkernen und gegebenenfalls mit neuen
lichtmikroskopischen Verfahren, wie der konfokalen Laser-Scanning Mikroskopie,
kombiniert werden (18,37-40). Ein weiterer, vielversprechender Ansatz besteht
in der Analyse der Verteilung von Antigenen im Zellkern mit Hilfe von Anti-
korpern gegen Zentromerantigene, RNA-Proteinkomplexe und verschiedene andere
Makromolekiile (41).

In der Heidelberger Arbeitsgruppe (T.Cremer) wurden in Zusammenarbeit mit der
Leidener Arbeitsgruppe um M. van der Ploeg Doppelhybridisierungsexperimente
mit biotinylierten und merkurierten chromosomenspezifischen DNA-Proben durch-
gefiihrt. Diese Proben erlauben eine spezifische Darstellung des konstitutiven
Heterochromatins der Chromosomen 1, 15, 18, X und Y im Zellkern von Lymphozy-
ten, Fibroblasten und Fruchtwasserzellen. Die Ergebnisse bestatigen die be-
kannte Assoziation NOR-tragender Chromosomen (hier Chromosom 15) - eine im
Hinblick auf die Tragfahigkeit der neuen Verfahren wichtige Kontrolle. Dariiber
hinaus zeigen sie eine ausgepragte Variabilitdt in der Anordnung der unter-
suchten homologen und nicht-homologen Chromosomen (Emmerich et al., in Vor-
bereitung). In Yale entwickelte Techniken zur nicht-radioaktiven in situ
Hybridisierung an Gewebeschnitten (9; Laura Manuelidis, unverdffentlichte
Befunde) ermdglichen es in Zukunft, die Technik der Doppelhybridisierung
chromosomenspezifischer DNA-Proben auch fiir vergleichende Untersuchungen der
Chromosomentopographie hochdifferenzierter Zellen in Geweben einzusetzen.
Dabei darf erwartet werden, daB derzeit bestehende Grenzen im Hinblick auf die
Anzahl der im Zellkern simultan darstellbaren Chromosomenregionen in naher
Zukunft wesentlich erweitert werden. Dies gilt insbesondere auch fiir die Zahl
der zur Verfligung stehenden chromosomenspezifischen Proben. Dabei ist neben
den bisher vorhandenen Proben zur Darstellung chromosomenspezifischer repeti-
tiver DNA auch an eine Kombination von "single-copy" Sequenzen zu denken, die
in einem darzustellenden Chromsomen bzw. einer chromosomalen Subregion vorkom-
men. Es ist zu erwarten, daB auf diesem Wege schlieBlich jedes gewiinschte
Chromosom insgesamt und jede gewiinschte chromosomale Subregion spezifisch
dargestellt werden kann, eine Entwicklung die auch fiir die cytogenetische
Diagnostik groBen Nutzen haben wird (50).

Am Ende unserer Argumentationskette fassen wir unsere eigene Auffassung zusam-
men. Es gibt bislang keine {iberzeugende Theorie, die eine funktionell bedeut-
same, zelltypspezifische Anordnung von Chromosomen im Zellkern mit spezifisch
testbaren Vorhersagen fordern wiirde. Eine solche Theorie wird vielleicht auch
nie bendtigt werden, sofern die Gruppe der "Ungldubigen" mit ihrer wissen-
schaftlich legitimen Sichtweise im Verlauf der weiteren Untersuchungen recht
behdalt. Zwingende experimentelle Argumente fiir oder gegen diese Sichtweise
sind bis heute in der wissenschaftlichen Literatur nicht vorgebracht worden.
Auf dem Arbeitsgebiet der Zellkerntopographie, im weitesten Sinne einer Ana-
lyse der rdaumlichen Anordnung von DNA, RNA und Proteinen, muB auch heute noch
zunachst rein phanomenologisch vorgegangen werden. Prdzise Fragen zur Zell-
kerntopographie werden schon seit langem gestellt (42,43,44). Es fehlte an
geeigneten, universell einsetzbaren Methoden zu ihrer Beantwortung. Hier
zeichnet sich ein dramatischer Umschwung ab: diese Fragen kdnnen in Zukunft
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systematisch angegangen und, wie wir erwarten, iberzeugend beantwortet wer-
den. Die in Yale (Laura Manuelidis und David Ward), Heidelberg, Leiden und
einigen wenigen anderen Orten (17,33,40,41) vorangetriebene Entwicklung zur
quantitativen, dreidimensionalen Darstellung spezifischer Kernstrukturen, 1aB8t
sich ebenso auf Pflanzenzellkerne anwenden, bei denen die gleichen Kontrover-
sen im Hinblick auf die Frage einer nicht-zufdalligen Chromosomenanordnung
bestehen wie bei Sdugerzellkernen (45-49). 0Ob wir selbst uns bei dieser Ent-
wicklung aus "Agnostikern" zu "Glaubigen" oder "Ungldubigen" wandeln miissen,
ist nicht vorhersenbar. Wer heute prognostizieren mdochte, daB vergleichende
Analysen der Chromosomenanordnung keinen oder jedenfalls im Hinblick auf Auf-
wand und Ergebnis der Untersuchungen nur geringen Erkenntniswert besitzen,
sollte sich aufmerksam mit den Anomalien im Sinne von Thomas Kuhn beschaftigen
(2), die seiner Auffassung entgegenstehen. Zwei Beispiele fiir solche Anomalien
(Spermiohistogenese, Differenzierung von Neuronen) haben wir zitiert. Sie
werfen die Frage auf, durch welche Mechanismen solche spezifischen, unerkldar-
ten Positionsverdanderungen von Chromatin in Zellkernen der Keimbahn und in
somatischen Zellkernen zustande kommen? Vielleicht handelt es sich hier nur um
"Ausnahmen" und wir rdumen gerne ein, daB die "Unglaubigen" mit ihrer Sicht-
weise am Ende im GroBen und Ganzen recht behalten mdgen. Denn die eigenen
bislang an in vitro kultivierten Zellen durchgefiihrten Untersuchungen sprechen
nachdriicklich gegen die Vorstellung einer generellen, von Zellkern zu Zellkern
starr festgelegten Ordnung der Chromosomen. Die Frage, die uns antreibt ist
aber, ob es in dieser Variabilitdat dennoch eine zelltypspezifische Ordnung im
Hinblick auf eines oder mehrere der oben genannten Kriterien gibt. Um diese
Frage zu klaren, darf man den methodischen Aufwand nicht scheuen, der mit der
Herstellung spezifischer Probenkombinationen zur Darstellung individueller
Chromosomen einschlieBlich aktiver und nicht-aktiver Genorte im Zellkern ver-
bunden ist, ein Aufwand der allerdings auch fiir viele andere Fragestellungen
lohnend erscheint (David Ward, persdnliche Mitteilung). Wir wollen zundchst
nicht mehr (aber auch nicht weniger) als eine mdglichst einwandfreie, phdanome-
nologische Beschreibung der Chromatinanordnung in ausgewdhlten Zelltypen
verschiedener Gewebe erreichen und uns dabei von dem durch den wissenschaft-
lichen ProzeB verursachten, wachsenden Zwang experimenteller Argumente fiir
oder gegen eine zelltypspezifische Anordnung von Chromatin leiten 1lassen.
Vielleicht wird sich dabei herausstellen, daB die relativen Positionen ver-
schiedener Chromosomen im GroBen und Ganzen ohne funktionelle Bedeutung sind
und eine funktionell wichtige Ebene der Chromatinanordnung eher in der Anord-
nung von funktionell aktiven und nicht-aktiven DNA-Sequenzen in individuellen
Chromosomendomanen zu suchen ist (15,21). Die weitere Aufkldrung des Problems
der Zellkerntopographie gehdrt unseres Erachtens ebenso zur umfassenden Ana-
lyse des Sdugergenoms wie die angestrebte totale Sequenzierung eines solchen
Genoms.

Wir danken Laura Manuelidis und David Ward fiir zahlreiche Diskussionen und der
Deutschen Forschungsgemeinschaft filir die Gewdhrung eines Heisenberg-Stipen-
diums an T. Cremer.
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