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Genkonstanz und Zelldifferenzierung

von HEINZ TOBLER
Zoologisches Institut der Universitdat Freiburg, Schweiz

1. Einleitung

Das zentrale, jedoch noch ungeldste Problem der Entwicklungsbiologie stellt
zweifellos die zelluldre Differenzierung dar. Unter Zelldifferenzierung verstehen
wir das Verschiedenwerden von Zellen im Verlauf der Entwicklung eines
mehrzelligen Organismus aus einer einzigen Zelle, der befruchteten Eizelle. So
einfach die Definition ist, so komplex scheinen die Vorgiange und Mechanismen
zu sein, die zur zelluldren Differenzierung fithren. Das Problem wird wohl kaum
allein von der Forschungsrichtung Entwicklungsbiologie gelést werden kénnen.
Andere biologische Disziplinen, wie die Genetik, Zellbiologie, Cytologie, Ultra-
strukturforschung, Molekularbiologie und Biochemie haben ihren Beitrag zur
Beantwortung spezifischer Teilprobleme zu leisten. Eine Losung des Differen-
zierungsproblems ist nicht nur von allgemein wissenschaftlichem, sondern
ebenso von medizinischem Interesse, weil von der Entschliisselung des Differen-
zierungsproblems ein Zugang zum Krebsproblem erwartet werden darf. Wie
sollen wir verstehen, daf3 differenzierte, sich nicht mehr teilende Zellen plotzlich
entarten und sich unkontrolliert vermehren, wenn uns die Ursachen und
Mechanismen noch verborgen sind, die wdhrend der Normalentwicklung aus
der befruchteten Eizelle die verschiedenen, den adulten Organismus aufbauenden
Zelltypen hervorgehen lassen ?

Ein so kompliziertes Phianomen, wie es die Zelldifferenzierung darstellt,
kann moglicherweise nur dann mit Erfolg analysiert werden, wenn einfachste
Organismen, z.B. Bakterien und Viren, als Versuchsobjekte gewdhlt werden.
Diese Methode hat sich als aulerordentlich fruchtbar erwiesen. Die groB3artigen
Erfolge der Molekularbiologie seit Mitte unseres Jahrhunderts, vor allem die
Aufklarung der Struktur und Wirkungsweise der Erbsubstanz, widren ohne
Mikroorganismen als Versuchsobjekte unmoglich gewesen. Dabei wurde bis
heute glanzend bestatigt, dal3 die fundamentalen Gesetzméa@igkeiten des Lebens
fiir die einfacheren Mikroorganismen genauso gelten wie fiir die héheren ILebe-
wesen.

Nun gibt es aber zwischen Bakterien und Viren einerseits und héheren Or-
ganismen andererseits trotzdem sehr wesentliche Unterschiede. Bakterien sind
einzellig, enthalten wenige Membranen und Zellorganellen, und ihre Erb-
substanz liegt in Form eines einfachen DNA '-Fadens vor. Hohere Organismen
jedoch sind mit Ausnahme der Protozoen vielzellig. Alle ihre Zellen sind aus
einem komplizierten System von Membranen und Organellen aufgebaut. Die

' DNA = Abkiirzung fiir den englischen Ausdruck « Deoxyribonucleic acid».
Deutsch : Desoxyribonukleinsiure = DNS.
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DNA ist mit Proteinen und RNA 2 zusammen in Chromosomen lokalisiert,
die ihrerseits im Zellkern eingeschlossen sind. Fiir die folgende Problemstellung
interessiert uns vorerst nur die Tatsache, dal Bakterien einzellig, hohere
Organismen, deren Differenzierungsgeschehen wir hier analysieren wollen, jedoch
mehrzellig sind. Wenn sich einzellige Lebewesen im Verlaufe ihres Lebens-
zyklus morphologisch verdndern (differenzieren), so kann dies wohl nur darauf
beruhen, daf3 in den verschiedenen Entwicklungsphasen verschiedene Gene zum
Einsatz kommen. Oder anders ausgedriickt: Die zelluliare Differenzierung beruht
auf differentieller Genaktivitdt, wobei jedoch jede Zelle iiber ein vollstindiges
Gensortiment verfiigt. Es ist keineswegs selbstverstindlich, dal3 bei héheren
vielzelligen Organismen die Zelldifferenzierung auf denselben Mechanismen
beruht. Durch {fortschreitende Zellteilungen wihrend der Embryonalent-
wicklung eines vielzelligen Organismus werden ganz andere Voraussetzungen
geschaffen, als sie bei Einzellern und Bakterien vorliegen. Bereits im Jahre
1885 hat der groBe Theoretiker August Weismann durch eine einfache aber
bestechende Theorie die Ursache der zelluldren Differenzierung bei vielzelligen
Organismen zu erkldren versucht. Nach seiner Hypothese werden bei jeder
Kern- und anschlieBenden Zellteilung «spezifische Determinanten des Kerns»
— wir wiirden sie heute Gene nennen — wungleich auf die beiden Tochterzellen
verteilt (Gensegregation). Nur die Zellen der Keimbahn, aus denen die Eier oder
Spermien des adulten Tieres hervorgehen, wiirden dabei alle Gene erhalten.
All diejenigen Zellen jedoch, die den Koérper aufbauen (Somazellen), erhielten
als Folge der ungleichen Verteilung nur jene Gene, welche in den betreffenden
Zellen auch wirklich benétigt werden. So miiten schlieBlich nach fortge-
setzten Teilungen Zellen entstehen, deren Kerne z.B. nur noch Gene fiir Zellen
des Knochengewebes oder fiir Lichtsinneszellen im Auge enthielten.

Die Weismannsche Lehre wurde, wie wir im nidchsten Abschnitt zeigen
werden, mindestens in ihrer urspriinglichen Form bald durch schliissige Expe-
rimente widerlegt. Doch darf mit Recht behauptet werden, dal sie eine der
wichtigsten entwicklungsbiologischen Theorien darstellt. So hat sie entscheidend
beigetragen, das Forschungsgebiet der experimentellen Embryologie oder
Entwicklungsmechanik zu begriinden.

2. Klassische Experimente zum Problem dev Genkonstanz embryonaler Zellen

Der Biologe Wilhelm Roux gilt als der eigentliche Begriinder der experimen-
tellen Embryologie (1888). Im Zweizellstadium des sich entwickelnden Frosch-
keimes totete er die eine Zelle mit einer heiBen Nadel ab und fragte sich, zu
welcher Entwicklungsleistung die iiberlebende Zelle noch fiahig sei. Wenn auch,
wie sich spiter herausstellte, seine Interpretation der Resultate nicht richtig
war, so ist es doch sein groBes Verdienst, erstmals kausalanalytische Kriterien
zur Losung spezifischer Probleme in die embryologische Forschung eingefiihrt

2 RNA = Ribonukleinsiure
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Abb. 1: Verzogerte Kernversorgung bei einem geschniirten Molchei.
a) 2-Zellstadium der kernhaltigen Hilfte. b) 16-Zellstadium, wobei
ein Kern in die ungeteilte Eihdlfte gelangt ist. c¢) gleiches Stadium im
Schnitt. d) zwel normale Embryonen, der linke befindet sich lediglich
noch in einem fritheren Entwicklungsstadium als der rechte (nach
Spemann, 1914).

zu haben. Im Jahre 1891 gelang Hans Driesch beim Seeigel die richtige Inter-
pretation: Werden die beiden Zellen des Zweizellstadiums experimentell
voneinander getrennt, so entwickeln sich aus thnen zwei vollstindige und nicht
zwel halbe Seeigellarven. Dies kann nur bedeuten, dall im Zweizellstadium
beiden Zellen ein komplettes Gensortiment zugeteilt worden ist und nicht nur
ein halbes, wie auf Grund der Weismannschen Lehre zu erwarten gewesen wdre.

Besonders elegant wurde die Weismannsche Theorie experimentell auch
durch Hans Spemann (1914) widerlegt (Abb. 1). Ein befruchtetes Molchei wird
mit einem feinen Haar hantelférmig eingeschniirt. Dabei wird jedoch die
Schlinge nicht ganz zugezogen, so dall die beiden geschniirten Hélften durch
eine schmale Cytoplasmabriicke miteinander verbunden bleiben. Der Kern der
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befruchteten Eizelle befindet sich in der einen HAilfte, der anderen ist nur
Cytoplasma zugeteilt worden. Bald darauf beginnt sich das kernhaltige Frag-
ment zu teilen, wobei die Entwicklung bis zum 16-Zellstadium fortschreitet
(Abb. 1a, b). Die kernlose Hilfte hingegen bleibt ungeteilt. Nun mag es ge-
schehen, dall im 16-Zellstadium bei der Kernteilung ein Tochterkern durch
die Cytoplasmabriicke in die ungeteilte Hilfte ausweicht (Abb. 1c¢). Kurz
darauf beginnt sich diese Hilfte, wenn auch verspiatet, ebenfalls zu teilen.
Durch vollstindiges Zuziehen der Schlinge werden nun die beiden urspriing-
lichen Hélften ganz voneinander getrennt. Das Resultat ist erstaunlich: Beide
Keimteile koénnen sich zu vollig normalen Larven entwickeln (Abb. 1d)! Dieses
Experiment beweist eindeutig, da3 im 16-Zellstadium immer noch Kerne vorhan-
den sein miissen, welche die komplette genetische Information zur Bildung
eines einheitlichen Ganzen enthalten. Wiare jedoch Weismanns Hypothese
richtig, so hdatten wir erwarten miissen, dall im 16-Zellstadium jeder Kern nur
noch iiber beschrankte Potenzen verfiigt.

c d e f
— W= Il —\
Kaulquappe Diinndarm Epithelzellen

des Darmes

a b\ transplantierter Kern

unbefruchtetes Ei UV- Bestrahlung Kerntrans-
plantation

Kaulquappe Blastula

Frosch

Abb. 2: Kerntransplantation beim Krallenfrosch Xenopus laevis.
a-b) UV-Bestrahlung eines unbefruchteten Eies. c-f) aus differenzierten
Darmepithelzellen der Kaulquappe wird ein Kern entnommen und in
eine Mikropipette aufgesogen. g) Transplantation des Kerns in die
Eizelle. h-k) Entwicklung eines normalen Frosches (nach Gurdon, 1968).
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Abb. 3: Entwicklung einer normalen Tabakpflanze aus einer isolierten Einzel-
zelle. Diese Zelle stammt aus differenziertem Markgewebe der SproB3-
achse einer ausgewachsenen Pflanze (nach Vasil und Hildebrandt, 1967).

3. Neuere entwicklungsphysiologische Experimente zur Frage dev Genkonstanz
adulter Zellen

Spemanns Experimente haben wohl gezeigt, dall Zellkerne aus sehr friithen
Entwicklungsstufen noch ein vollstindiges Gensortiment enthalten, doch geben
sie keinen AufschluBl dariiber, ob spatere Stadien oder gar Zellkerne aus adulten
Geweben nicht doch als Folge einer Gensegregation entstanden sind. Mit Hilfe
der von Briggs und King (1952) entwickelten Kerntransplantationstechnik gelang
es, diese Frage anzugehen.

Zunidchst wird der Eikern eines unbesamten Froscheies mit ultraviolettem
Licht abgetdtet (Abb. 2a-b). AnschlieBend wird dem Darmepithel einer Kaul-
quappe eine differenzierte Zelle entnommen (Abb. 2c¢c-f) und in eine feine Mikro-
pipette eingesogen. Dabei bricht die Zellmembran auf, wodurch der Zellkern
teilweise vom Cytoplasma befreit wird. Nun wird der Kern in die entkernte
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Eizelle injiziert (Abb. 2g), die sich bald darauf zu teilen beginnt. So kann aus
dem Zusammenwirken zwischen dem fremden Zellkern und dem Cytoplasma
der Eizelle ein vollstindig normaler Frosch entstehen (Abb. 2h-k). Dieses
erstaunliche Resultat beweist, da im Kern einer Darmzelle noch alle Ent-
wicklungspotenzen, d.h. ein vollstindiges Gensortiment, enthalten sind. Die
Differenzierung kann damit nicht auf einer erbungleichen Teilung im Sinne der
Weismannschen Theorie beruhen.

Eine noch erstaunlichere Leistung als der Kern einer Darmzelle des Frosches
vermag eine einzelne differenzierte Pflanzenzelle zu vollbringen. So kann z.B.
aus einer einzigen Zelle, die von differenziertem Markgewebe aus der SproBachse
einer Tabakpflanze abstammt, unter geeigneten Kulturbedingungen wiederum
eine ganze Pflanze entstehen (Abb. 3). Dieses Ergebnis beweist nicht nur, dal
differenziertes Pflanzengewebe die vollstindige genetische Information zur
Bildung einer ganzen Pflanze enthalten mul}, sondern offenbart zugleich ein
hochst bemerkenswertes Regenerationsvermdagen einer Einzelzelle.

Regenerationsexperimente bei Tieren haben in einigen wenigen Idllen eben-
falls zur Kldrung des Problems der genetischen Identitidt differenzierter Zellen
beigetragen. Unter Regeneration verstehen wir den Ersatz bereits differenzierter
Teile. Das wohl bekannteste Beispiel liefert das Regenerationsvermogen bei
Amphibienlarven. Wird z.B. einem Molch ein Bein amputiert, so ist das Tier
fahig, den Verlust zu ersetzen. Hier soll jedoch eine andere Regenerations-
leistung eingehender erdrtert werden, namlich die sogenannte Wolffsche Linsen-
regeneration. Ein Molchauge, dem die Linse experimentell entfernt wurde,
vermag aus dem Material des oberen Irisrandes eine neue Linse zu bilden.
Dieses Regenerationsgeschehen ist in neuerer Zeit von Yamada (1967) sehr
grindlich untersucht worden: Nach der kiinstlichen Entfernung der Linse
verlieren differenzierte Zellen des oberen Irisrandes ihre Pigmentkérner, durch-
laufen wenige Zellteilungen und redifferenzieren zu Linsenfaserzellen, wobei
linsenspezifische Proteine synthetisiert werden. Auf unser Problem bezogen,
bedeutet dies, dal Iriszellen auch noch die genetische Information fiir die
Bildung von Linsenzellen enthalten miissen, obschon diese Gene in den Iris-
zellen normalerweise im Leben eines Molches nie zum Einsatz kommen.

Die Entdeckung der Transdetermination in Imaginalscheiben der Taufliege
Drosophila melanogaster (Hadorn, 1965) stellt ein weiteres Beispiel fiir die
Genkonstanz dar. In Drosophila-Larven finden sich neben den Zellen, die fiir
die Aufrechterhaltung der larvalen Funktionen besorgt sind, auch solche, die
«beiseite» gelegt werden und erst wihrend der pupalen Metamorphose in Aktion
treten, wenn aus ihnen der Koérper der Imago aufgebaut wird. Diese Zellen sind
zu sogenannten Imaginalscheiben zusammengefa3t. So entsteht zum Beispiel
das rechte Vorderbein der Fliege aus einer ganz bestimmten Imaginalscheibe,
die auf Grund ihrer Lage und Form in der Larve eindeutig identifizierbar ist.
Transplantationsexperimente haben gezeigt, dal3 Imaginalscheiben zur Differen-
zierung bestimmter Organe und Strukturen determiniert sind. Wird jedoch
Imaginalscheiben oder Fragmenten vor der Metamorphose geniigend Zeit zur
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Zellproliferation zur Verfiigung gestellt, so kann es geschehen, dal3 z.B. aus
einer Imaginalscheibe, die nur Beinstrukturen bilden sollte, auch Fliigel- oder
Antennenstrukturen entstehen. Somit ist ein Wechsel im Determinations-
zustand, eine Transdetermination, eingetreten. Dies kann nur bedeuten, daB
Zellen, die zur Bildung von Beinstrukturen determiniert waren, ebenfalls noch
iiber die genetische Information zur Bildung von Fliigel- und Antennenstruk-
turen verfiigen miissen.

4. Cytologische Evidenzen fiiv die genetische Identitdt adulter Zellen

Fir die Annahme, da3 alle Zellen eines Organismus die gleiche genetische

Information in ihren Zellkernen enthalten, sprechen die folgenden cytologischen
Befunde:

1. Samtliche Zellen, die den adulten Organismus aufbauen, stammen von
einer einzigen Zelle (der befruchteten Eizelle) ab, wobei ein exakter Teilungs-
modus (Mitose) bei jeder Zellteilung fiir eine gleichmifige Verteilung der
Chromosomen und damit ihrer Gene auf die beiden Tochterkerne sorgt.

2. DNA-Messungen verschiedener somatischer Zellen eines Organismus haben
ergeben, dal} alle Zellkerne, abgesehen von wenigen Ausnahmen, denselben
DNA-Gehalt aufweisen (Vendrely, 1955). Diese Ausnahmen betreffen ei-

a b c

Abb. 4: Ausschnitt aus der gleichen Region von polytinen Chromosomen der
Zuckmicke Chivonomus tentans in verschiedenen Geweben: a) Speichel-
driise, b) Malpighische Gefisse, ¢) Enddarm. Wiéhrend die Dicke der
Chromosomen betrachtlich variiert, ist das Bandermuster anndhernd
konstant (aus Fischberg und Blackler, 1961, nach Beermann, 1952).
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nerseits die Polyploidie, andererseits die Polytdnie. Wihrend bei der Poly-
ploidie eine Vervielfachung des ganzen Chromosomensatzes und damit der
Chromosomenzahl erfolgt, bleibt bei der Polytdnie die urspriingliche Chro-
mosomenzahl erhalten, dafiir tritt eine betrdchtliche VergréBerung der
einzelnen Chromosomen ein. Beiden Prozessen scheint jedoch gemeinsam
zu sein, dall der erhohte DNA-Gehalt der Zellkerne die Folge einer Repli-
kation des Gesamtgenoms darstellt. Solche Zellen unterscheiden sich deshalb
lediglich beziiglich ihres quantitativen Gengehaltes von normalen diploiden
Zellen.

3. Polytdane Chromosomen aus verschiedenen Geweben desselben Individuums
weisen das gleiche charakteristische Bandermuster auf (Abb. 4). Da es nun
aber in einigen Féllen gelungen ist, gewissen Bidndern bestimmte Gene
zuzuordnen, darf — etwas verallgemeinernd — angenommen werden, da3 die
Biander der Riesenchromosomen Genorte darstellen. Somit miilten gleiche
Bianderstruktur und -zahl in so verschiedenen Geweben wie Speicheldriisen,
Malpighischen GefdBlen, Darm oder Fettkorper gleiche Genreihenfolge und
Genzahl bedeuten.

Ein sorgfiltiger cytologischer Vergleich eines Gewebes in verschiedenen
Entwicklungsstadien oder verschiedener Gewebe des gleichen Entwicklungs-
stadiums hat nun aber doch Unterschiede in der Erscheinungsform der Bander
erkennen lassen. Dabei verdndert sich das Chromosom an spezifischen Stellen
derart, daf3 die Banderstruktur undeutlich wird und das Chromosom anschwillt;
ein sogenannter « Puff» hat sich gebildet. Der Einbau von radioaktiv markierten
Vorstufen 1aBt auf eine lokale RNA-Synthese schlieBen. Sowohl das stadien-
und das gewebespezifische Puff-Muster als auch die Tatsache, dall in den Pufts
RNA synthetisiert wird, legen den Schlull nahe, beim «Puffing» handle es sich
tatsdchlich um sichtbare Genaktivitdten.

3. Molekularbiologische Analyse dev Zelldifferenzierung

Bevor wir die molekularbiologischen Experimente besprechen, die iiber den
Mechanismus der Zelldifferenzierung Aufschlul3 geben sollen, seien einige kurze
Erlauterungen iiber den Bau und die Funktion der DNA (= Erbsubstanz)
vorangestellt. Wie die Abb. 5 zeigt, besteht die DNA aus zwei langen, unver-
zweigten Molekiilen, die sich in Form einer Doppelhelix umeinander winden.
Als vereinfachtes Modell kann man sich eine verdrillte Strickleiter vorstellen.
Die seitlichen Stricke werden dabei abwechslungsweise durch Desoxyribose
(D)- und Phosphorsdure (P)- Molekiile gebildet, wahrend die Basenpaare den
Sprossen entsprechen. In der DNA kommen nur 4 verschiedene Basen vor,
namlich Adenin (A), Thymin (T), Guanin (G) und Cytosin (C). Infolge sterischer
Griinde paaren sich jeweils Adenin nur mit Thymin und Guanin nur mit Cytosin,
wobel die Basenpaare durch Wasserstoffbriicken zusammengehalten werden.

Zwei Hauptforderungen sind an die Erbsubstanz zu stellen: Erstens mul
sie eine grofle Variabilitit aufweisen, damit der Informationsgehalt fiir alle
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Abb. 5: Struktur der DNA-Doppelhelix. Die beiden seitlichen Bander bestehen
aus Desoxyribose (D) — Phosphat (P)-Ketten. Sie werden entweder
durch ein Thymin (T) — Adenin (A) oder Cytosin (C) — Guanin (G)-Basen-
paar zusammengehalten.
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Abb. 6: Replikation der DNA. Alte Stridnge hell, neue Stringe dunkel (aus
Hadorn und Wehner, 1972).



Abb. 7: RNA-Synthese an einem Strang der gedffneten DNA-Doppelhelix.
An Stelle von Thymin in der DNA wird Uracil in die RNA eingebaut
(nach Hadorn und Wehner, 1972).

Gene aller Lebewesen ausreicht, und zweitens soll sie sich bei jeder Teilung
identisch replizieren koénnen. Nehmen wir die zweite Forderung voraus: In
Abb. 6 ist die Replikation der DNA schematisch aufgezeichnet. Auf Grund der
Paarungsregel A mit T und G mit C entstehen auf einfache Art zwei identische
Tochterstrukturen. Die geforderte groe Variabilitit wird erfiillt, indem der
genetische Code in der Reihenfolge der vier verschiedenen Basen verschliisselt
liegt. Da jedes Gen eine bestimmte LLiangenausdehnung hat, ergibt sich schon
bei kurzen Genen eine sehr grole Anzahl verschiedener Kombinationsméglich-
keiten. Wird ein Gen aktiv, so mul3 am richtigen der beiden Stridnge nach Vor-
schrift der DNA eine Kopie gebildet werden; diese Kopie besteht aber nicht
aus DNA, sondern aus RNA (Abb. 7). Der chemische Unterschied zur DNA

S

= L [ —_

: [ Denaturierung =z .

- i =
90-100°C

il

4-”

Abb. 8: Denaturierung und Renaturierung von DNA.
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liegt darin, dafl an Stelle der Desoxyribose Ribose vorkommt und die Base
Thymin durch Uracil (U) ersetzt ist. Die Paarungseigenschaften der Basen
bleiben sich jedoch gleich: G paart spezifisch mit C, A jetzt neu spezifisch
mit U in der RNA. Die nach Vorschrift der DNA gebaute RNA verldf3t nun den
Zellkern, gelangt ins Cytoplasma, wo gemal3 ihrem Informationsgehalt und mit
Hilfe der Ribosomen spezifische Proteine synthetisiert werden. Fiir das Ver-
standnis der folgenden Experimente ist es wesentlich, da3 (1.) RN A nur gebildet
wird, wenn ein Gen aktiv ist und (2.) diese RNA eine komplementdre Basen-
sequenz zu einem der beiden DNA-Stringe aufweist.

Die DNA-Doppelhelix 1d8t sich auch experimentell in die beiden komple-
mentaren Einzelstrange zerlegen, worauf nachtraglich unter geeigneten Be-
dingungen eine Wiederherstellung der urspriinglichen Struktur mdoglich ist.
In Abb. 8 sind die Verhdltnisse etwas vereinfacht dargestellt. Doppelstrangige
native DNA wird zundchst in ungefihr gleich groBe Stiicke fragmentiert und
anschlieBend auf 90-100° C erhitzt, so dal} sich die Wasserstoffbriicken losen,
welche die komplementidren Basen zusammenhalten (Denaturierung). Die nun
freien Einzelstringe bewegen sich wahllos und ungerichtet in der Losung, was
zwangsldufig zu Kollisionen zwischen ihnen fithrt. Treffen sich zufdllig bei

1. Einstrangige DNA
auf Filter immobilisiert

2. Zugabe von radioaktiv A B’ C E* F* G’
markierter RNA

3. Hybridisierung

ja nein

Abb. 9: RNA-DNA- Hybridisierung. a) Die RNA-Sequenzen A’, B’ und C’
hybridisieren mit den komplementdiren DNA-Sequenzen A, B und
C. b) RNA-Sequenzen E’, F’ und G’ sind nicht komplementir zu den
DNA-Sequenzen A, B, C und D und koénnen deshalb keine Hybrid-
struktur eingehen.
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erniedrigter Temperatur (60-70°C) zwei Stringe mit komplementidrer Ba-
sensequenz, so vermogen sie die urspriingliche, doppelstrangige DNA-Struktur
wieder herzustellen (Renaturierung). Da sich doppelstrangige und einfach-
strangige DNA mit biochemischen und physikalischen Methoden unterscheiden
lassen, ist das Ausmall der De- oder Renaturierung jederzeit meQbar.

Auch die von einem DNA-Strang synthetisierte RNA kann im Experiment
zufdllig thren komplementdren DNA-Strang finden. Dabei entsteht eine DNA-
RNA-Hybridstruktur. Diese Technik der molekulaven Hybridisierung hat sich
als auBerordentlich erfolgreich erwiesen, so dal} sie zundchst am Modell ein-
gehend besprochen werden soll. Wie die Abb. 9a zeigt, wird einstringige DNA an
ein inertes Substrat (z.B. Nitrocellulosefilter) adsorbiert. AnschlieBend gibt
man radioaktiv markierte RNA zum Filter. Sofern diese RNA zur immobili-
sierten DNA komplementdare Nukleotidsequenzen aufweist, wird sie hybridi-
sieren und stabile Doppelstrukturen eingehen. Die Menge der hybridisierten
RNA 148t sich dabei aus der Radioaktivitdt auf dem Filter direkt bestimmen.
Sind jedoch die Nukleotidsequenzen der zugegebenen RNA und der filter-
gebundenen DNA verschieden, so kénnen keine Hybriden entstehen (Abb. 9b).
Dies tritt dann ein, wenn die zu untersuchende RNA von einer anderen DNA
synthetisiert worden ist.

Besonders elegant ist die Technik der Kompetitions-Hybridisierung (Abb. 10),
da sie eine Antwort auf die Frage erlaubt, ob zwei RNA-Molekiile in ihrer
Basensequenz identisch sind oder nicht. Zu einer konstanten Menge einfach-
strangiger DNA auf dem Filter wird eine konstante Menge radioaktiv markierter
RNA gegeben. Aus der Radioaktivitit auf dem Filter 140t sich wiederum die
Menge der hybridisierten RNA berechnen. Nun werden zunehmende Mengen
von unmarkierter RNA unbekannter Basensequenz (= Kompetitor) in Gegen-
wart der konstanten Menge radioaktiv markierter RNA zugegeben. Weist nun
wie im Fall 1) (Abb. 10), die Kompetitor-RNA (A’’) die gleiche oder eine sehr
ahnliche Basensequenz auf wie die radioaktive RNA (A’), so vermag sie mit
steigender Konzentration die RNA (A’) erfolgreich an der Hybridisierung mit
dem DNA-Strang (A) zu hindern. Dies dulert sich in einem steilen Abfall der
Radioaktivitdat des Filters mit zunehmender Konzentration des Kompetitors
(A”"). Ist jedoch die Basensequenz der Kompetitor-RNA (X"’) v6llig verschieden
von derjenigen der radioaktiven RNA (A’), so kompetitiert sie die Hybridi-
sierung zwischen (A’) und (A) gar nicht, was sich in einer gleichbleibenden
Radioaktivitit trotz zunehmender Konzentration der RNA (X"') &dullert
(Fall 2, Abb. 10). SchlieBlich ist es moglich, dall die unmarkierte RNA sowohl
die Basensequenzen (A’’) als auch (X'’) enthdlt. In diesem Fall 3) (Abb. 10)
1st zu erwarten, dal3 diese RNA die radioaktiv markierte RNA nur teilweise
kompetitiert, was in einem mittleren Kurvenverlauf zum Ausdruck kommt.
Dieselben experimentellen Befunde ergeben sich, wenn fragmentierte DNA
als Kompetitor verwendet wird.

Nach diesen theoretischen Uberlegungen wollen wir uns nun den Resultaten
zuwenden. McCarthy und Hoyer (1964) haben N A aus Niere, Milz und Leber
der Maus isoliert und als Kompetitoren in der Hybridisierungsreaktion zwischen
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Abb. 11: Kompetition der Hybridisierungsreaktion zwischen radioaktiv mar-
kierter RNA aus der Niere und DNA aus Embryonen der Maus durch
unmarkierte RNA aus Leber (A), Milz (O) und Niere (O). RNA aus
der Niere i1st ein besserer Kompetitor als RNA aus Milz oder Leber
(aus McCarthy und Hoyer, 1964).

DNA und radioaktiv markierter RNA der Niere verwendet (Abb. 11). Dabei
erwies sich RNA aus der Niere als ein sehr guter, RNA aus Milz und lLeber
jedoch als schlechtere Kompetitoren. Dieses Ergebnis mull so interpretiert
werden, dall in Milz und Leber RNA-Molekiile vorkommen, die nicht in der
Niere vorhanden sind. Wird jedoch DNA aus den verschiedensten Geweben,
wie Niere, Gehirn, Thymus, Milz oder Leber isoliert und als Kompetitoren in
der Hybridisierungsreaktion zwischen radioaktiv markierter Maus-DNA aus
einer Zellkultur und immobilisierter DNA aus Embryonen eingesetzt, so er-
weisen sich alle DN A-Molekiile als gleich gute Kompetitoren (Abb. 12). Lediglich
DNA aus dem Bakterium Escherichia coli vermag die Hybridisierung zwischen
Maus-DNA nicht zu kompetitieren, was nur bedeuten kann, da3 keine gemein-
samen DNA-Sequenzen im Genom der beiden Organismen nachweisbar sind.

Diese experimentellen Befunde galten als Beweis fiir eine genetische Identitit
der verschiedenen Zelltypen eines adulten Organismus und fiir die Theorie,
daB3 die Zelldifferenzierung auf differentieller Genaktivitdt beruht.
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Abb. 12: Kompetition der Hybridisierungsreaktion zwischen radioaktiv mar-
kierter DNA aus einer Zellkultur und DNA aus Embryonen der Maus
durch unmarkierte DNA-Fragmente. Die Kompetitor-DNA stammt
aus dem Bakterium B. subfilis (A), aus Embryonen (@) oder ver-
schiedenen Geweben der Maus: Niere (W), Gehirn (O), Thymus (@),
Milz (©), Leber (&) oder Zellkultur (O). DNA von B. subtilis vermag
die Hybridisierungsreaktion nicht zu kompetitieren, wihrend alle
DNA-Fragmente aus den verschiedenen Geweben der Maus gleich
gute Kompetitoren sind (aus McCarthy und Hoyer, 1964).

6. Kritik des Dogmas der genetischen Identildt diffevenzievter Zellen

Aus allen bisher besprochenen Experimenten und Beobachtungen mul
geschlossen werden, daB differenzierte Zellen eines hoheren Organismus genetisch
identisch sind. Diese Aussage erhielt anndhernd den Status eines biologischen
Dogmas. Im folgenden soll nun an der Allgemeingiiltigkeit dieses Dogmas
Kritik geiibt werden.

Zunidchst gilt es, die Interpretation der Kompetitions-Hybridisierungs-
experimente zu analysieren. Es zeigte sich bald, daB3 die von McCarthy und
Hoyer (1964) verwendete Hybridisierungs-Technik nicht sehr empfindlich ist,
da es mit dieser Methode nicht gelingt, DNA-Sequenzen von verschiedenen,
jedoch nahe verwandten Species voneinander zu unterscheiden (Hoyer et al.,
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1965). AulBerdem haben Britten und Kohne (1968) sehr deutlich nachweisen
konnen, dafl im Genom hoherer Organismen gewisse DNA-Sequenzen in vielen
Kopien (repetitive DNA-Sequenzen) vorhanden sind. So enthdlt z.B. das
Genom der Maus ca. 109, DNA-Sequenzen, die ungefiahr eine Million mal in
jedem Zellkern von Koérperzellen vorkommen (Abb. 13). Weitere 159, der
Gesamt-DNA sind in 1000 bis 100 000 &hnlichen Kopien vorhanden. Der
groBte Teil des Genoms (ca. 7C 9;) ist aus nicht-repetitiven DNA-Sequenzen
aufgebaut. Sie entsprechen sehr wahrscheinlich Genen, die in einer einzigen
Kopie vorkommen.

In den Experimenten von McCarthy und Hoyer (1964) sind die Versuchs-
bedingungen so gewdhlt worden, dall lediglich die repetitiven DNA-Sequenzen
erfaBt worden sind. Somit muf3 ihre damalige Interpretation eingeschrinkt
werden. Die Aussage, dall Zellen aus verschiedenen Geweben desselben Organis-
mus qualitativ identisch sind, gilt damit nur noch fiir die repetitiven DNA-
Sequenzen. Dabei ist es durchaus moglich, daB qualitative Unterschiede in den
nicht-repetitiven DNA-Sequenzen zwischen Zellen verschiedener Gewebe
bestehen.

Ebenso sind die Resultate der cytologischen Untersuchungen kritisch zu
interpretieren. Die meisten DNA-Bestimmungen basieren auf cytophoto-
metrischen Messungen gefarbter Zellkerne. Leider ist auch hier die Methode
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Abb. 13: Repetitive und nicht-repetitive DNA-Sequenzen bei der Maus. Die
relative Menge der DNA ist gegen den Grad der Repetition (log)
aufgetragen. Gestrichelte Linien kennzeichnen Regionen grosser Un-
sicherheit (aus Britten und Kohne, 1968).
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nicht sehr sensitiv, und kleine Unterschiede im DNA-Gehalt verschiedener
Zellkerne werden nicht registriert. Bereits bekannte Ausnahmen von der Regel
der DNA-Konstanz differenzierter Zellen stellen die Polyploidie und Polytidnie
(S.30) dar. Eine solche zusitzliche DNA-Synthese konnte auch nur selektiv
einzelne Gene betreffen (Genamplifikation); sie wire jedoch mit den heute
verfiighbaren cytologischen Techniken kaum nachweisbar.

Die besten Evidenzen fiir die qualitative Identitdt des genetischen Materials
verschiedener Zelltypen eines Organismus stammen zweifellos aus der experi-
mentellen Embryologie. Wenn eine einzelne Pflanzenzelle aus differenziertem
Gewebe wiederum eine ganze Pflanze bilden kann, oder wenn beim Krallen-
frosch aus einem Zellkern des Diinndarms, der in eine entkernte Eizelle injiziert
worden ist, ein normaler Frosch entsteht, so kann dies nur bedeuten, dal3 ein
differenzierter Kern noch alle genetische Information enthilt, die fir die
Entwicklung eines normalen Organismus benotigt wird. Diese Experimente
schlieffen jedoch keineswegs eine quantitative Verinderung des Genoms einzelner
Zellen im Verlauf der Entwicklung aus. Auch ist es durchaus moglich, dall das
genetische Material wahrend der Differenzierung reversibel verindert wird;
nur eine irreversible Veranderung der DNA 146t sich nicht mit den experimen-
tellen Befunden in Einklang bringen.

Der Beweis, dal} eine differenzierte Zelle oder deren Zellkern qualitativ noch
die gesamte genetische Information enthilt, ist bisher nur fiir wenige Arten
erbracht worden. Bei Pflanzen wurde dies fiir die Karotte, den Tabak und ein
paar andere Arten gezeigt. Im Tierreich ist dieser Nachweis bis jetzt nur beim
afrikanischen Krallenfrosch Xenopus laevis gelungen, jedoch nie — trotz aus-
gedehnter Versuche — bei anderen Froscharten. So bleibt vorliaufig die Frage
noch unbeantwortet, ob die Verhiltnisse, die bei Xenopus gelten, verallge-
meinernd fiir alle Arten giiltig sind, oder ob Xenopus nur eine Ausnahme
darstellt.

Offensichtliche Ausnahmen von der Regel, daf} alle differenzierten Zellen
eines Organismus qualitativ und quantitativ denselben Gengehalt aufweisen,
sind teilweise schon lange bekannt. Es betrifft dies Genamplifikation, Chromatin-
diminution und vollstandiger Genverlust; sie sollen nun abschlieBend besprochen
werden.

7. Genamplifikation

In Oocyten von Amphibien und einigen anderen Organismen wurde mit
Hilfe der Hybridisierungstechnik eine selektive Vermehrung von Genen fest-
gestellt, die fiir die Synthese von ribosomaler RNA (rRNA) verantwortlich
sind (Brown und Dawid, 1968; Gall, 1969). Diese spezielle RNA wird fiir den
Aufbau von Ribosomen bendtigt. Das als Genamplifikation bezeichnete Phi-
nomen fiihrt somit zu einem gquantitativ unterschiedlichen Gengehalt zwischen
Oocyten und somatischen Zellen. Dabei ist das Ausmall der Genamplifikation
sehr betrdchtlich: Wihrend der Oogenese entstehen zusidtzlich 1000-4000
Kopien von rRNA-codierenden Genen. Fiir somatische Zellen ist eine dhnliche
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Abb. 14: Chromatindiminution bei Ascaris. a) Teilung der befruchteten Eizelle
zum 2-Zeller. b) Teilung zum 4-Zeller. Die Chromatindiminution
erfolgt in der Zelle S, sie unterbleibt in der Zelle P. ¢) 4-Zeller nach
Abschlull der Zellteilung. Aus den Zellen S,, S, und S; entsteht das
Soma, aus der Zelle P, die Keimbahn.

Amplifikation von ribosomaler DNA nie mit Sicherheit nachgewiesen worden.
Einzig Speicheldriisenchromosomen der Mickenlarve RhAynchosciara zeigen eine
lokale DNA-Synthese in speziellen DNA-Puffs (Pavan, 1965). Im Gegensatz
zur Genamplifikation in den Oocyten ist jedoch {iiber die Iunktion dieser
zusdtzlichen DNA nichts bekannt.

8. Chyvomatindiminution

Im Jahre 1887 entdeckte Theodor Boveri beim Spulwurm Ascaris die Chro-
matindiminution. Bei der Teilung des sich entwickelnden Keimes vom Zwei-
zum Vierzeller (Abb. 14b) tritt ein unerwartetes Ereignis ein: Wihrend in der
einen Zelle (P) die Verteilung der Chromosomen auf die beiden Tochterkerne
normal erfolgt, zerfallen in der anderen Zelle (S) die Chromosomen in viele
kleine Einzelchromosomen. Nur diese werden anschlieBend den beiden Tochter-
kernen zugeteilt, die distalen Chromosomenschenkel bleiben im Cytoplasma
liegen (Abb. 14c) und werden spiter resorbiert. Nach Abschlufl der Zellteilung
enthalten deshalb die Kerne der beiden Zellen S, und S, weniger DNA als
diejenigen der Zellen P, und S;. In der ndchsten Teilung vom Vier- zum Acht-
zeller findet die Chromatindiminution auch in der S;-Zelle statt. Boveri verfolgte
nun das Schicksal der einzelnen Zellen und stellte fest, daB die Zellen mit der
reduzierten Menge DNA den adulten Kérper aufbauen, wihrend aus den Zellen
mit dem vollen DNA-Gehalt alle Keimzellen des Spulwurms hervorgehen. Somit
1aBt sich bei Ascaris eine Differenzierung in Soma und Keimbahn nachweisen;
dabei enthalten die Keimbahnzellen offensichtlich mehr DNA als die Somazellen.
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Qualitativer Unterschied Quantitativer Unterschied
Keimbahn- Soma Keimbahn- Soma

1 Einstringige DNA
der Keimbahn auf
Filter immobilisiert

2 Zugabe von radioaktiv
markierter DNA aus
Soma bis zur Sattigung

3 Hybridisierung mit
Somatischer DNA

4 Zugabe von radioaktiv
markierter DNA aus -
Keimbahn bis zur Sattigung

Ac

5  Hybridisierung mit
Keimbahn-DNA

Nochmaliger Anstieg Kein Anstieg

6 Resultat
st in Hybridisierungsrate in Hybridisierungsrate

Abb. 15: Sequentielle Hybridisierung. Erkldarung im Text.

Hier stellt sich nun die wichtige Frage nach dem genetischen Informations-
gehalt der keimbahnbegrenzten DNA. Sind in ihr Gene enthalten, die nur den
Keimbahn- aber nicht den Somazellen zugeteilt worden sind, d.h. besteht
zwischen den DNA-Sequenzen der Keimbahn und des Somas ein qualitativer
oder lediglich ein quantitativer Unterschied ?

Mit Hilfe der Technik der sequentiellen Hybridisierung versuchten wir (Tobler
et al., 1972), dieses Problem zu losen. Die Idee des Experimentes ist in Abb.15
skizziert. Im Fall a) wird angenommen, daf3 zwischen Keimbahn und Soma ein
qualitativer Unterschied besteht (die DN'A-Sequenzen C’ und D’ kommen nur
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Abb. 16: Sittigungshybridisierung der Keimbahn-DNA von Ascaris lumbri-
coides mit ¢cRNA ! von Keimbahn-DNA (@—®@) und cRNA von
somatischer DNA (O—0Q). Nach Bestimmung des Sittigungswertes
fiir somatische cRNA wurde zusidtzlich Keimbahn-cRNA zugegeben
(Pfeil). Der erneute Anstieg in der Radioaktivitit (A—A) weist auf
einen qualitativen Unterschied in den analysierten DNA-Sequenzen
zwischen Keimbahn und Soma hin (aus Tobler et al, 1972).

in der Keimbahn vor), wahrend sich im Fall b) die DNA-Sequenzen quantitativ
unterscheiden. Zundchst wird einstrangige DNA aus Zellen der Keimbahn auf
einem Filter immobilisiert. AnschlieBend wird radioaktiv markierte einstrangige
DNA aus somatischen Zellen bis zur Sittigung zugegeben. Im Fall a) hybridi-
sieren nur die DNA-Strange A’ und B’ mit ihren komplementdren Partnern, im
Fall b) zusdtzlich auch die Sequenzen C’ und D’. Wird nun in einem zweiten
Schritt einstringige, radioaktiv markierte DNA aus Zellen der Keimbahn
zugegeben, so ist im Fall a) ein weiterer Anstieg in der Hybridisierungsrate zu
erwarten, da nun die keimbahnspezifischen Sequenzen C’ und D’ mit ihren
noch freien, komplementiren Partnern zu hybridisieren vermdgen. Unter-
scheiden sich jedoch Keimbahn- und Soma-DNA nur quantitativ voneinander
(Fall b), so ist kein zweiter Anstieg in der Hybridisierungsrate zu erwarten,
da ja alle Sequenzen bereits nach Zugabe der somatischen DNA abgesattigt
worden sind.

! Da die radioaktive Markierung von Keimbahn-DNA bei lebenden Ascaris nicht
gelang, wurde im vorliegenden Sidttigungshybridisierungsversuch eine zu DNA kom-
plementire RNA (cRNA) verwendet, die in vitro enzymatisch an Keimbahn- und
Soma-DNA synthetisiert worden war. Es darf jedoch angenommen werden, dass
diese cRNA eine getreue Kopie der DNA-Sequenzen darstellt.
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Die experimentellen Resultate sind in der Abb. 16 dargestellt. Daraus wird
klar ersichtlich, dal3 die Hybridisierung der Keimbahn-DNA mit somatischen
DNA-Sequenzen einen geringeren Sittigungsgrad erreicht als mit DNA-
Sequenzen aus der Keimbahn. Wird jedoch nach Erreichen der Sittigung mit
somatischer DNA zusidtzlich Keimbahn-DNA zugegeben, so steigt die Hybridi-
sierungsrate auf das Niveau der Keimbahn-DNA an. Offensichtlich enthilt
die Keimbahn spezifische DNA-Sequenzen, die in den somatischen Zellen nicht
vorkommen. Dabei wurden allerdings aus experimentellen Griinden ausschlie3-
lich repetitive DNA-Sequenzen erfal3t. Ein qualitativer Unterchied zwischen
Keimbahn- und Soma-DNA ist deshalb nur fiir diese DNA-Sequenzen nachge-
wiesen. Theoretisch bleibt die Moglichkeit bestehen, dal auch Somazellen eine
Kopie der eliminierten, repetitiven DNA-Sequenzen in ihrem Genom zuriick-
behalten haben.

Leider ist iiber die Funktion der keimbahnspezifischen DNA bei Ascaris
nichts bekannt. Hingegen lassen Experimente bei zwei Gallmiickenarten darauf
schlieBen, da3 diese DNA fiir die Keimzellreifung unentbehrlich ist. Embryonen
von Wachtliella (Geyer-Duszynska, 1966) und Mayetiola (Bantock, 1970)
enthalten in ihren Keimbahnzellen den vollen Chromosomengehalt von ca. 40
Chromosomen, in den somatischen Zellen jedoch lediglich 8 Chromosomen.
Wird die Chromosomenelimination experimentell auch in der Keimbahn aus-
gelost, so wird den zukiinftigen Keimzellen ebenfalls die reduzierte Anzahl von
8 Chromosomen zugeteilt. Solche Embryonen entwickeln sich zu sterilen, sonst
jedoch normalen adulten Miicken. Aus diesem Resultat muf3 geschlossen werden,
daf3 die eliminierten Chromosomen genetische Information enthalten, die fiir
die normale Keimzellbildung unentbehrlich ist.

9. Vollstindiger DN A-Verlust in einigen spezialisievten Zellen

Ausnahmen von der Regel der DNA-Konstanz differenzierter Zellen stellen
alle jene Falle dar, wo Zellen ihren Kern, und somit den Hauptanteil des
genetischen Materials einer Zelle, endgiiltig verloren haben. Dies trifft zu fiir
Erythrocyten der Sduger, Linsenfaserzellen von Wirbeltieren und Siebzellen
von Pflanzen. Bei all diesen Beispielen handelt es sich um irreversible Differen-
zierungen, wobeli solche Zellen weder zu Zellteilungen noch zu weiteren Differen-
zierungsleistungen fahig sind.

10. Zusammenfassung

Viele Evidenzen sprechen fiir eine genetische Identitdt differenzierter Zellen
eines Organismus. Andererseits sind einige wichtige Ausnahmen zu dieser Regel
bekannt geworden. So fiihrt die Genamplifikation zu quantitativ verschiedenem
Gengehalt zwischen Oocyten und somatischen Zellen. Die Chromatindiminution
bei Ascaris hat einen qualitativen Unterschied im Anteil an repetitiven DNA-
Sequenzen zwischen Zellen der Keimbahn und des Somas zur Folge. Die Frage,
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ob quantitative oder qualitative Unterschiede im Gengehalt fiir die Zelldifferen-
zierung von Bedeutung sind, kann heute noch nicht endgiiltig beantwortet
werden.

Meinen Mitarbeitern O. Kuhn, C. Singeisen, H. Walt und E. Zulauf danke ich sehr
herzlich fiir die kritische Durchsicht des Manuskriptes. Herrn P. Geinoz bin ich fiar
die sorgfiltige Ausfithrung der Zeichnungen zu aufrichtigem Dank verpflichtet.
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