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Vorwort zur 2. Auflage

Die Einfigung des § 3a zur Pridimplantationsdiagnostik einschliefSlich der
Gesetzesmaterialien, einige fiir das Embryonenschutzgesetz relevante hochst-
richterliche Urteile, das vielfaltige in den vergangenen sechs Jahren publizierte
einschldgige Schrifttum und medizinisch-naturwissenschaftliche Entwicklungen
haben eine Neuauflage unseres Kommentars unabweislich gemacht. Das
urspriingliche Vorhaben, auch das Stammzellengesetz in die Kommentierungen
aufzunehmen, wurde aufgegeben. Seine Realisierung hitte den Umfang des
Kommentars gesprengt.

Im Ubrigen gelten die Ausfithrungen im Vorwort zur Vorauflage unverindert:

Abgesehen von der durch die Strafrechtsprechung erzwungenen Verabschiedung
des § 3a hat der Gesetzgeber weiterhin darauf verzichtet, das inzwischen in
weiten Teilen vollig tiberholte, bisweilen unbrauchbar gewordene Gesetz zu
reformieren, geschweige denn zu einem Fortpflanzungsmedizingesetz fortzu-
entwickeln. Die medizinisch-naturwissenschaftlichen Erliuterungen wie die
juristischen Ausarbeitungen richten sich gleichermafSen an interessierte Juristen,
Ethiker wie an mit der Materie befasste Mediziner und Naturwissenschaftler.
Zudem wollen wir alle gesellschaftlich relevanten Gruppierungen, insbesondere
Medien, Kirchen und Fachverbinde, in moglichst allgemeinverstandlicher Form
iiber den aktuellen medizinischen, naturwissenschaftlichen, ethischen und recht-
lichen Stand von Fortpflanzungsmedizin, Humangenetik und Embryonenfor-
schung informieren.

Fiir ihre Mitwirkung bei der Fertigstellung der Manuskripte und die Bewilti-
gung der Korrekturlasten schulden wir unseren Mitarbeitern herzlichen Dank.

Tubingen und Mannheim, im Februar 2014 Die Autoren
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I.  Einleitung

Die vergangenen drei Jahrzehnte haben einen grofien Erkenntnisgewinn auf
allen Gebieten der so genannten Lebenswissenschaften gebracht: Tiefe Einsich-
ten wurden gewonnen in die molekularbiologischen Strukturen alles Lebendi-
gen, in seine Funktion und Entwicklung im Wechselspiel zwischen Ererbtem und
Umwelt.

Moglich wurde dieser Erkenntniszuwachs im Wesentlichen durch neu entwickel-
te technische Verfahren in der molekularen Genetik in enger Verbindung mit der
ebenso neu entstandenen Informationstechnologie. Das Besondere daran ist,
dass dieselben Methoden, die die Erkenntnisse iiber die molekularen Strukturen
eines lebendigen Organismus gebracht haben, uns auch in die Lage versetzen,
wirkungsvoll in sie einzugreifen. Durch beides — die Erkenntnisse und die
Eingriffsmoglichkeiten — ergeben sich heute bereits weltweit viele neue prakti-
sche Anwendungen — haufig unter dem Begriff Biotechnologie zusammengefasst
—in verschiedenen Bereichen der Landwirtschaft, der Pharmazie und der Medi-
zin. Damit kommen auf der einen Seite Hoffnungen auf, die groffen 6kologi-
schen, 6konomischen und gesundheitlichen Probleme der Welt ein wenig zu
reduzieren. Auf der anderen Seite fithrt dieses Konnen aber auch an ganz
unterschiedlichen Stellen des menschlichen Zusammenlebens zu neuen Brenn-
punkten: Nirgends wird das deutlicher als an den Bertihrungspunkten der neuen
biotechnologischen Wissensgebiete mit der Medizin. Sie ist heute im Begriff, den
Schritt von der zellularen zur molekularen Medizin zu vollziehen. Diese er-
moglicht bereits jetzt eine wesentlich genauere Diagnostik von Erregern und
Ursachen vieler Krankheiten, die hinwiederum zusammen mit zielgerichteten,
individuell angepassten Medikamenten, den Organ-, Gewebe- und Stammzell-
transplantationen bis hin zur extrakorporalen Befruchtung effektiver und zum
Teil auch auf véllig neuen Wegen behandelt werden kénnen. Man spricht von
personalisierter oder individualisierter Medizin und auch von regenerativer
Medizin.

Damit er6ffnen sich aber auch neue Wege in eine Diagnostik und in Eingriffs-
moglichkeiten, die vor der Zeugung, vor der Geburt oder vor dem eigentlichen
Ausbruch einer Erkrankung liegen konnen. Schlagworte wie Keimzellmanipu-
lation, Praimplantationsdiagnostik, Pranataldiagnostik, prasymptomatische
und pradiktive Medizin weisen darauf hin.

All das schafft — neben den unbestreitbaren Erfolgen — eine Vielzahl personli-
cher, arztlicher und gesellschaftlicher Probleme und Konsequenzen. Viele Maf3-
gaben, z.T. sehr unterschiedliche, spezifische und allgemeine, staatliche und
nicht-staatliche, nationale und internationale, versuchen, den Handelnden —
den handeln-Miussenden — den Weg zwischen Nutzen und Schaden, zwischen
Gut und Bose zu weisen oder zu wehren. In Deutschland sind das neben
zahlreichen grundsitzlichen und spezifischen Richtlinien, Leitlinien, Empfeh-
lungen und Stellungnahmen der Bundesarztekammer, mehrerer Berufsverbande
und Kommissionen besonders auch das Embryonenschutzgesetz und das
Stammzellgesetz.

Wir wollen im Folgenden wichtige naturwissenschaftliche Grundlagen und
praktisch drztliche Anwendungen der neuen Medizin darstellen — mit bewusst
unterschiedlicher Schwerpunktsetzung — so sachlich und fundiert wie notig, um
sowohl die Hoffnungen als auch die Probleme, die sich an das Neue kniipfen, zu
zeigen, besonders aber, um zum fachlich besseren Verstindnis in den breiten,
derzeitig gefuhrten Auseinandersetzungen beizutragen und die Augen zu 6ffnen
fiir die Normen schaffende Kraft des Faktischen.
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. Zellfunktion, Fortpflanzung und Wachstum

1. Die Prinzipien der genetischen Information

Entwicklung, Wachstum, Form und Funktion eines jeden Organismus, erkenn-
bar in seinem Erscheinungsbild, dem Phinotyp, sind gesteuert von einem
genetischen Informationssystem, das im Prinzip fiir alle Lebewesen gilt, dariiber
hinaus aber im Laufe der Evolution eine hohe art- und individualspezifische
Differenzierung erfahren hat. Zumindest auf der Stufe homo sapiens ist jedes
Individuum innerhalb dieser Prinzipien genetisch einmalig (teilweise Ausnahme:
eineiige Zwillinge). Wir sprechen von dem spezifischen Genotyp eines Indivi-
duums. Dieser steuert unter dem Einfluf§ epigenetischer Mechanismen und
verschiedenster Umweltfaktoren das Individuum zur Entwicklung seines spezi-
fischen Phinotyps.

Wesentliche Details dieser genetischen Information, ihrer Realisierung wahrend
der spezifischen Zellarbeit und ihrer Weitergabe wihrend der natiirlichen Zell-
teilungen bei Wachstum, Funktion und Regeneration der einzelnen Organzellen
und von einer Generation an die nichste sind uns heute auch beim Menschen
bekannt.

Zunichst kompliziert erscheinende Vorgéange lassen sich auf ein relativ einfaches
Grundsystem zuriickfithren: Jeder Mensch besteht aus Organen, jedes Organ
aus verschiedenen Zellen, jede Zelle (mit wenigen, physiologischen Ausnahmen)
enthdlt als Steuerelemente Desoxyribonukleinsduren (DNS, im Englischen
DNA). Die Hauptmenge der Desoxyribonukleinsiuren liegt im Zellkern und
ist mit EiweifSen (Proteinen) zu einem so genannten Chromatingerust, den DNP-
Fibrillen, verbunden. Auflerdem finden sich im Zellleib in Mitochondrien
genannten Organellen wesentlich kleinere, ringférmige Desoxyribonukleinsdu-
remolekiile, die ein wenig anders aufgebaut sind. Das firr unsere Betrachtungen
entscheidende DNS-Molekiil setzt sich aus einer grofsen wechselnden Folge von
zwei Bausteinen, dem Zucker Desoxyribose und einem Phosphatrest zusammen.
An jedes Zuckermolekiil ist eine der zwei Purinbasen Adenin (A) und Guanin
(G) oder eine der zwei Pyrimidinbasen Cytosin (C) und Thymin (T) gebunden.
Sie werden kurz ,Basen“ genannt. Der Komplex Zucker-Phosphatrest-Base
wird als Nukleotid, genauer Desoxyribonukleotid, bezeichnet, und — entspre-
chend seiner vier moglichen Basen - unterscheiden wir vier verschiedene
Nukleotide: dAMP, dTMP, dGMP und dCMP (d=Desoxyribose, MP=Mono-
phosphat, A=Adenin, T=Thymin, G=Guanin, C=Cytosin)®.

Ein derartig aus Nukleotiden aufgebautes, strangférmiges DNS-Molekiil (Ein-
zelstrang) ist in seiner normalen Funktion im Zellkern mit einem zweiten
(komplementiren) gleichlangen DNS-Molekiil zu einem unterschiedlich stark
spiralisierten Doppelstrang, der so genannten Doppelhelix, verbunden. Die
Verbindung erfolgt tiber die jeweiligen Basen beider Strange und ist hoch
spezifisch, d.h.: die 4 Basen konnen sich nur zu 2 bestimmten Paarungen
verbinden: A=T und G=C. Mit dieser ,Spezifitit der Basenpaarung® bedingt
die Basenfolge des einen Stranges die des anderen. Man nennt den einen den
Sinnstrang und den anderen die komplementire Matrix.

1 Zur Ubersicht s. Knippers, R. Molekulare Genetik, Georg Thieme Verlag Stuttgart New York und
Strachan, T. Read, A.P. Molekulare Humangenetik, Spektrum Akademischer Verlag
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Abb. 1 Chemischer Aufbau der DNS aus Nukleotiden und Verkniipfung Uber die s.g.
Basen zum Doppelstrang (links); Spiralisierung der DNS zur Doppelhelix
(rechts). (Aus Strachan und Read mit freundlicher Genehmigung)

Die Basenfolge eines DNS-Stranges, auch Basensequenz genannt, ist das zweite
wesentliche Ordnungsprinzip der DNS: Jeweils 3 aufeinander folgende Basen
konnen eine informative Einheit darstellen: ein so genanntes Basentriplett. Bei
den 4 zur Verfugung stehenden Basen als Bausteinen ergibt das 43 = 64 mogliche
verschiedene Tripletts.

Die doppelstriangige Kern-DNS ist im Prinzip in jeder somatischen Korperzelle —
in wesentlichen Grundziigen identisch — zweifach vorhanden, und zwar einmal
vom Vater und einmal von der Mutter geerbt. Wir sprechen von Homologie
oder homologer DNS.

Neben der DNS des Zellkerns finden wir — wie oben bereits erwidhnt — im
Zellleib, dem Cytoplasma, in Mitochondrien genannten Zellorganellen, jeweils
3-6 wesentlich kiirzere ringférmige doppelstringige DNS-Molekiile (s.u.).?

Aus den drei, relativ einfachen Prinzipen der DNS: Basenpaarung, Basensequenz
und Homologie lassen sich die Realisierungen wesentlicher Teile der drei Auf-
gaben des genetischen Informationsmaterials erkldren: 1. Die Umsetzung der
genetischen Information in Struktur und Funktion eines Organismus (s. Kap.
A.IL2), 2. die Weitergabe jeweils eines Teiles der spezifischen Information eines
Individuums an die nichste Generation (s. Kap. A.IL3) und 3. die Weitergabe
der Information bei den Zellteilungen, die in fast allen Geweben wihrend des
Lebens stattfinden, allerdings in sehr unterschiedlicher Haufigkeit (s. Kap.
AIL4).

2 Giles, R.E., Blanc, H., Cann, H.M., Wallace, D.C. (1980) Maternal inheritance of human mito-
chondrial DNA, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 77: 6715-6719,1980
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All. 12-15 Zellfunktion, Fortpflanzung und Wachstum

2. Die Realisierung der genetischen Information (Genom, Epigenom und
Umwelt)

Die Gesamtheit des spezifischen genetischen Materials eines Organismus, die
DNS einer Zelle also, nennt man Genom. In ihm ist der Genotyp eines Indivi-
duums festgelegt. Das menschliche Genom besteht aus 2 mal 23 Molekiilen mit
insgesamt 2 mal 3,2 Milliarden Basenpaaren (bp) in jedem Zellkern und je
16.569 Basenpaaren in den ringformigen Molekiilen der Mitochondrien im
Zellleib. Man nimmt heute an, dass menschliche Individuen 99,9 % dieser
DNS-Sequenzen in identischer Form besitzen. Der Rest, 0,1 % (das sind immer-
hin noch 2mal 3,2 Millionen Basenpaare je Zelle), ist von einem zum anderen
mehr oder weniger unterschiedlich und legt damit den spezifischen Genotyp eines
bestimmten Menschen fest.

Der ganz tiberwiegende Teil des menschlichen Genoms (etwa 75 %) besteht aus
DNS-Sequenzen, die keine uns heute erkennbare genetische Funktion enthalten.
Man nennt sie Intergenische Sequenzen. Sicher ist ein Teil fiir Steuerungsfunk-
tionen erforderlich, ein anderer — grofSerer — wird als ,,junk® bezeichnet und ist
wahrscheinlich evolutionsbiologisch wichtig gewesen. Thr Aufbau ist jedoch in
mehrfacher Hinsicht bedeutungsvoll. 43 % bestehen aus so genannten ,,repeat
sequences“, das sind verschiedene, unterschiedlich lange Sequenzmotive in
bestimmten Wiederholungen. Daneben finden sich Insertionen, Deletionen
und Rearrangements. Thnen allen ist gemeinsam, dass sie grof3e interindividuelle
Variationen aufweisen, und damit in der Regel hoch spezifisch fir ein Indivi-
duum sind.

Von allen genetischen Varianten gewinnen in letzter Zeit immer grofSere Bedeu-
tung die so genannten ,single nucleotide polymorphisms“ (SNP). Das sind,
verstreut tber das ganze Genom gelegen, etwa aller 1000 bis 2000 Basen,
interindividuell unterschiedliche einzelne Basen; insgesamt im haploiden Genom
1,4 Millionen. Wichtig ist, dass etwa 60.000 SNPs auch innerhalb von Exons
(s.u.) liegen und dass sich etwa 85 % aller Exons in einem Bereich von weniger
als 5 kb zu einem SNP befinden. SNPs sind — im Gegensatz zu den anderen
Sequenzvarianten — sehr stabil, sie sind bindr und damit bestens geeignet fiir
automatisches Genotyping. Die gezielte Bestimmung von SNPs als bekannten
Marksteinen auf dem Genom ermoglicht die Kartierung vieler Gene, auch
solcher, die an den hiufigen polygenen Merkmalen (s.u.) beteiligt sind. Damit
erlaubt sie indirekte Genotypanalysen in bisher nicht bekanntem Ausmafs.?

Relativ iiberraschend fand man in den vergangenen Jahren, dass eine Vielzahl
sehr grofSer DNS-Sequenzen, von einigen tausend Nukleotiden bis zu mehreren
Millionen, im Genom in sehr unterschiedlichen Wiederholungen vorliegen kann.
Man nennt sie copy number repeats oder, da sie von Genom zu Genom variieren
konnen, copy number variants (cnr, cnv). Auf Grund ihrer GrofSe beinhalten sie
naturgemifS auch Gene, die damit in ihrer Zahl vervielfacht oder vermindert
sein konnen. Dadurch kann eine cnv auf verschiedene Weise Ursache einer
genetischen oder genetisch mitbedingten Erkrankung sein. Hier tut sich ein
ganz neues Forschungsgebiet auf mit vermutlich grofSer klinisch-diagnostischer
Bedeutung.

Obwohl diese Varianten direkt nichts iiber die eigentliche genetische Informa-
tion eines Individuums aussagen, ermoglichen sie die heute sicherste genetische
Unterscheidung verschiedener Personen voneinander und spielen eine zuneh-
mend grofere Rolle in der gesamten Medizin, aber auch in der Forensik und bei
Vaterschaftsuntersuchungen als sogenannter ,,Genetischer Fingerprint®.

3 International SNP map working group (2001)
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Naturwissenschaftl. u. arztl. Grundlagen 16,17 A.ll.

Die genetisch aktiven Einheiten im Genom nennt man Gene. Sie unterscheiden
sich von der tibrigen DNS dadurch, dass ihr jeweiliger Informationsgehalt in
einem Transkription genannten Prozess exprimiert werden kann, und dass ihre
Sequenzen in der Evolution stark konserviert geblieben sind. Uber Zahl und
Funktion der Gene sind letztlich noch viele Fragen offen, obwohl durch das
Human Genome Project 2004 die vollstindige Sequenzierung fast des gesamten
menschlichen Genoms gelang (Genauer gesagt: die Basensequenz des euchro-
matischen Anteils liegt vor; das sind immerhin 2,95 Milliarden der insgesamt
3,2 Milliarden Basenpaare des haploiden Genoms). Man schitzt die Zahl der
Gene heute auf etwa 26.000 — 31.000.*>¢ Die ganz iiberwiegende Mehrheit der
Gene befindet sich in der Kern-DNS. Die Mitochondrien-DNS enthilt nur
jeweils 37 Gene. Da allein die Zahl der verschiedenen Proteine, die die Gesamt-
heit der Gene codieren muss, beim Menschen schon wesentlich hoher als 31.000
ist, bedeutet das, dass ein grofSer Teil der Gene (man schitzt 60 %) durch so
genanntes alternatives Spleiffen (s. Rn. 17.) in der Lage sein muss, mehrere
unterschiedliche genetische Aufgaben wahrzunehmen. Von der Codierung der
ungeheuren Vielzahl der Immunantikorper ist das im Prinzip bereits bekannt.
Die DNS-Sequenz eines Gens setzt sich jeweils zusammen aus einer unterschied-
lichen Anzahl von relativ kurzen DNS-Sequenzen, den Exons (insgesamt etwa
1,5 % des Genoms), und relativ langen, den Introns (intragenische Sequenzen,
insgesamt etwa 24 % des Genoms). Exons enthalten die eigentlich wichtigen
Informationen, Introns haben unter anderem Steuerfunktion. Wir unterscheiden
nicht-(Protein)codierende und (Protein)codierende Gene, auch Funktions- und
Strukturgene genannt. Beide werden aber zunichst bei der Exprimierung ihrer
genetischen Information transkribiert.

Die Transkription beginnt mit der enzymatischen Losung der Wasserstoffbin-
dungen zwischen den Basenpaaren der DNS-Doppelhelix eines Gens und der
Anlagerung neuer Nucleotide an den Matrixstrang (s.0.). Diese Nucleotide
enthalten ein Ribosemolekiil statt des Zuckers Desoxyribose und die Pyrimi-
dinbase Uracil statt Thymidin. Sie lagern sich in einer bestimmten Folge
aneinander, die durch die Spezifitit der Basenpaarung und die Sequenz des
komplementiaren DNS-Vorbildes, der Matrix eben, bestimmt wird. Auf diese
Weise entstehen in einem sehr aufwindigen chemischen Vorgang (Roger Korn-
berg, Nobelpreis 2006) Transkripte in Form von Ribonucleotidmolekiilen
(RNS), die ein genaues Abbild der Basensequenz des Sinnstranges der DNS
enthalten. Nach Spleiffvorgingen, bei denen Teile des primiren Transkriptes
wieder entfernt werden, entstehen die fertigen RNS-Molekiile, die — einstrangig
— nur die Basensequenzen der Exons reprasentieren. Wir haben an dieser Stelle
zu bedenken, dass neuere Untersuchungen mehr und mehr zeigen, dass durch
diese Spleissvorginge die RNS-Produkte verschiedener Exons unterschiedlich
mit einander verkniipft werden und somit ganz verschiedene reife RNS-Mole-
kiile bilden konnen (alternatives Spleiffen). Wir haben — auch erst in letzter Zeit
— sehr viele verschiedene RNS-Arten kennen gelernt, die eine ganz wesentliche
Rolle bei der Steuerung der Realisierung der genetischen Information spielen
(nicht-Protein-codierend; z.B. RNS-Interferenz, Fire und Mello Nobelpreis
2006). Die Mehrzahl der Gene, die Protein-codierenden Gene, bildet jedoch
eine ganz bestimmte RNS, die so genannte Boten-RNS (Messenger-RNS,
mRNS), die den Zellkern verlisst und in den Zellleib wandert. Dort veranlasst
sie die Produktion jeweils spezifischer Proteine. Wir nennen diesen Vorgang
Translation. Hier gewinnt jetzt die Anordnung der Basen der DNS und RNS

4 International Human Genome Sequencing Consortium, Initial Sequencing and Analysis of the

Human Genome Nature/Vol 409/15. February 2001

Venter, Craig et al The Sequence of the Human Genome,16. February 2001 VOL 291 Science

6 International Human Genome Sequencing Consortium, Finishing the euchromatic sequence of the
human genome Nature 431,931-945 (2004)
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All. 18 Zellfunktion, Fortpflanzung und Wachstum

zu so genannten Tripletts ihren Sinn: Passend zu jedem individuellen Triplett
(1 von 43 moglichen) bringen ebenfalls hochspezifische Transport-RNS-Mole-
kiile (tRNS) je eine bestimmte Aminosdure (von 20 moglichen) zu einem Funk-
tionszentrum (Ribosom) und heften sie in der durch die Boten-RNS vorgege-
benen Triplett-Folge aneinander. Damit entsteht in einem komplizierten Prozess
eine ganz bestimmte Folge von Aminosiuren: ein Eiweif3, Protein.””8

Transkriptionseinheit —— >

Promotor Exon 1 Intron 1 Exon 2 Intron 2 Exon 3

P ranekrot
Transkript el aninio g o AG GUTAG

wird verworfen 4—{ GU:cceeevenen AG | ‘ GU----AG '—»wird verworfen
E1 E2 E3
N \ ] / K s
\ N\ SpleiBen A
a
\\\ \\\ /l I/I /' /,
\ \ / LSS
\\\ \\\ // //// //
\\ E1 \\ // E2 Es’ ///

\/

Abb. 2 Schematische Darstellung der Transkription. GT ... AG = Andeutung der
Basensequenz im Matrixstrang der Introns. Entsprechend der Anordnung
der Basensequenz der reifen (gespleiBten) RNA als Abbilder der Exons zu
Tripletts erfolgt im Anschluss im Zellleib die Translation (s. Text) (Aus Stra-
chan und Read mit freundlicher Genehmigung)

Man geht heute davon aus, dass jede somatische Zelle eines Organismus die
gleichen und gesamten Gene enthilt, also — mit geringen Ausnahmen - die
gleichen DNS-Sequenzen: die Kern-DNS in diploider Form, die Mitochondrien-
DNS in unterschiedlich vielen Kopien. Thre Realisierung, die Expression, ihre
eigentliche Funktion also unterliegt hochst komplexen, bisher nur in Ansitzen
verstandenen Steuerungsprozessen. Diese sorgen dafir, dass beispielsweise das
gleiche Genom wihrend der Embryogenese andere seiner Gene exprimiert als im
reifen Organismus und in einer Gehirnzelle andere als in einer Darmzelle. Man
spricht von Programmierung der Zellen und sucht nach dem ,,Zaubertrunk®,
der Zellen zur Expression aktiviert und vor allem die differenzierten Zellen eines
reifen Organismus wieder reprogrammieren kann zu jenen einer Embryonalzel-
le. (s. Kap. A.V). Wir unterscheiden bei diesen Steuermechanismen zwischen
genetischen und epigenetischen. Bei den genetischen handelt es sich im Wesent-
lichen um so genannte Transkriptions- und Posttranskriptionsfaktoren, deren
Strukturen in der DNS-Folge des Genoms festgelegt sind und die damit den

7 s.a Watson, J.D. (1990),The Human Genome Project,Science Vol. 248, p. 44-49
8 s.a. Strachan, Tom und Andrew P Read, Molekulare Humangenetik 3. Auflage 2005
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Naturwissenschaftl. u. arztl. Grundlagen 19,20 A.ll.

DNS-Vererbungsregeln folgen. Sie konnen sowohl hemmend als auch aktivie-
rend in die spezifische Zellarbeit eingreifen. Daneben lernen wir zunehmend
andere Steuermechanismen kennen, die nicht in der DNS-Sequenz eines Genoms
fixiert sind, aber dennoch von Zelle zu Zelle und von Generation zu Generation
weiter vererbt werden konnen. Man nennt sie wegen dieser Eigenschaften
epigenetische Mechanismen und fasst die spezifischen epigenetischen Eigen-
schaften eines Individuums in Analogie zum Genom als Epigenom zusammen.
Sie greifen — ebenso wie die genetischen — aktivierend oder hemmend in die
Zellsteuerung ein, konnen aber daneben zu ganz spezifischen An- und Abschal-
tungen einer ganzen Reihe von Genen fithren. Diesen Vorgang nennt man
Priagung (Imprinting). Prigung fihrt dazu, dass bestimmte Merkmale durch
sie physiologischer Weise nur von einem der beiden homologen Gene bestimmt
werden. Sie fithrt also zu einer partiellen Hemicygotie. Wichtig fiir unsere
folgenden Uberlegungen im Zusammenhang mit der Programmierung einer
Stammzelle ist die Tatsache, dass die Hemicygotie nicht konstant ist. Die
Prigungen betreffen zwar ganz offensichtlich nur eine (grofere) Reihe bestimm-
ter Gene, diese konnen dadurch aber — normalerweise! — zu verschiedenen
Zeiten der Keimzellentwicklung, der Embryonalentwicklung und der spiteren
Funktion unterschiedlich an- oder abgeschaltet sein. Ebenso wichtig ist zu
bedenken, dass Pragung geschlechtsspezifisch unterschiedlich sein kann, es
also einen Unterschied macht, ob ein Individuum ein bestimmtes Gen vom Vater
oder von der Mutter geerbt hat. Epigenetische Mechanismen sind also
Geschlechts-spezifisch und auch Gen-spezifisch, Entwicklungsphasen-spezifisch
und Organ-spezifisch. Beide Steuermechanismen, die genetischen und die epi-
genetischen, sind ebenso mehr oder weniger abhingig von ihrer Umgebung im
engeren oder weiteren Sinne, sind also abhangig von der Umwelt. Es kann nicht
oft genug betont werden, dass unser Wissen iiber all diese Vorginge zwar in den
vergangenen zwei Jahrzehnten stark gewachsen ist aber dennoch erst ganz in
den Anfingen steckt.

Die Vorginge der Transkription und Translation, des Aufbaus eines spezifischen
Proteins nach dem genetischen Code der DNS-Basensequenz, nennt man das
Zentrale Dogma der Genetik.

Die DNS-Molekiile eines Zellkerns sind zusammen mit Proteinen, den Histonen
und den Nicht-Histonen, zu Strukturen geordnet. Die kleinsten Strukturen
bilden jeweils 146 Basenpaare, die um einen Histonkomplex zu den sogenann-
ten Nucleosomen angeordnet sind. Mit Hilfe von Nicht-Histonen, werden
jeweils groffe Mengen von Nucleosomen zu langen Ketten geordnet, den soge-
nannten DNP-Fibrillen. In bestimmten Phasen eines Zellzyklus sind diese licht-
mikroskopisch als Chromosomen sichtbar.
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All. 20 Zellfunktion, Fortpflanzung und Wachstum

' Doppelstrang

Abb. 3 Schema der Strukturierung der DNA-Doppelhelix mit Histonen zur DNP-
Fibrille und zum Chromatid eines Chromosoms (von unten nach oben).

Die Zahl der Chromosomen ist artspezifisch: Der Mensch hat 46, wobei es sich
— entsprechend der Homologie der genetischen Information (eine Hilfte vom
Vater, die andere von der Mutter. S. Kap A.IL.1, Rn. 9) — bei ihnen um je zwei
Sdtze von im Prinzip gleichartigen 22 Autosomen (Nr. 1-22) und je einem
Gonosom X oder Y handelt. Bei der Frau enthilt jeder der beiden Sitze ein
X-Chromosom und beim Mann der eine ein X- und der andere ein Y-Chromo-
som. Das X- und das Y-Chromosom sind sehr unterschiedlich in ihrer Grofse. Sie
sind fiir die geschlechtliche Festlegung und Differenzierung eines Organismus
verantwortlich. Man nennt sie deshalb auch Geschlechtschromosomen. Die
Gesamtzahl der Chromosomen wird wegen dieser Zweisitzigkeit als Diploidie
(=2n), der einfache Satz als Haploidie (=1n) bezeichnet. Die Chromosomenfor-
mel (Karyotyp) des Menschen lautet demzufolge: 46,XX bei der Frau, bzw. 46,
XY beim Mann. Chromosomen lassen sich aus allen lebenden Geweben dar-
stellen, bei denen in vitro eine Zellteilung erreicht werden kann. In der mensch-
lichen Cytogenetik werden — je nach diagnostischem Ziel — hauptsichlich
Lymphozyten des peripheren Blutes, Fibroblasten, Knochenmarkzellen, Frucht-
wasserzellen oder Chorionzellen verwendet (s. Kap. III.1 und IIL.3.c).

12 Kaiser
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Abb. 4 Weiblicher Chromosomensatz einer Zelle; links wie nach Praparation und
(Trypsin-Giemsa-Banden) Farbung im Mikroskop bei ca.1200facher Vergro-
Berung darstellbar, rechts zu einem Karyogramm geordnet: 46,XX.
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Abb. 5 Ménnlicher Chromosomensatz einer Zelle; links wie nach Préaparation und
(Trypsin-Giemsa-Banden) Farbung im Mikroskop bei ca. 1200facher Vergro-
Berung darstellbar, rechts zu einem Karyogramm geordnet: 46,XY.

Die Lage eines Gens innerhalb der Chromosomen ist im Prinzip an einen 21
bestimmten Ort gebunden, den wir Genlocus nennen. Einen grofSen Teil der
etwa 30.000 Gene kann man heute bereits einem bestimmten Ort zuordnen,
wodurch sogenannte Genkarten entstehen. Entsprechend der Homologie der
genetischen Information gibt es fiir jeden Genort der Autosome einen entspre-
chenden auf dem dazugehorigen Paarling (homologe loci). Die Gene eines
homologen Genortes konnen eine absolut identische Basensequenz enthalten,
ein Zustand, den man als Homozygotie bezeichnet. Sie konnen aber auch in
einzelnen Basen abweichen. Wir sprechen dann von allelen Genen, und nennen
diesen Zustand Heterozygotie. Fur eine ganze Reihe homologer Genorte kennen
wir auch mehrere allele Gene, aus denen sich dann verschiedene Paarungen auf
den jeweils homologen Loci ergeben konnen (multiple Allelie).

Zu bedenken ist in diesem Zusammenhang, dass es zwischen dem X und dem 22
Y-Chromosom, die sehr unterschiedlich in ihrer GrofSe sind, nur sehr kleine

Kaiser 13
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homologe, so genannte pseudoautosomale, Regionen an den Enden der kurzen
und langen Arme gibt, dass aber auf einem X-Chromosom aufSer den fur die
weibliche Differenzierung wesentlichen etliche andere Gene lokalisiert sind, die
fir ganz ,normale“ nicht geschlechtsunterschiedliche Funktionen verantwort-
lich sind. Auf dem Y-Chromosom hingegen gibt es fast nur die mannlich
determinierenden und differenzierenden Gene. Ein Mann ist hinsichtlich dieser
X-chromosomalen Gene also einer Frau gegentiber deutlich benachteiligt, er ist
hemizygot.

Allele Gene konnen sich unterschiedlich hinsichtlich der Auspriagung ihrer
Information verhalten. Wir sprechen ganz allgemein von Dominanz, wenn
sich ein heterozygot vorliegendes Gen bereits phinotypisch nachweisen ldsst
und von Rezessivitat wenn das nur in homozygoter Form moglich ist (Zur
Problematik der Begriffe s. Kap. A.IIl.2, monogene Erkrankungen).

Dem oben schon erwihnten zentralen Dogma der Genetik entsprechend wird
der Genotyp in den Phanotyp, das Erscheinungsbild eines Individuums, tber-
setzt. Dabei wird die DNA eines Gens durch Transkription in RNA iibersetzt,
die selber Aufgaben tibernimmt oder durch SpleifSen und Translation in Proteine
verwandelt wird, um nun als Enzyme in der Funktion des Stoffwechsels oder als
Bausteine des Organismus zu fungieren. In manchen Fillen ist zur Ausprigung
bestimmter Merkmale tatsdchlich nur ein Gen erforderlich. Wir sprechen dann
von monogenen Merkmalen. Doch in vielen Fillen ist zur Auspriagung eines
Merkmals das Zusammenspiel mehrerer oder gar vieler verschiedener Gene
notig. Wir sprechen dann von polygenen Merkmalen. Zu letzteren gehoren
zum Beispiel Grofse, Gewicht, Intelligenz, Haarfarbe etc. Da diese dariiber
hinaus in ihrem Ausprigungsgrad meist eine mehr oder weniger starke Abhin-
gigkeit von Umwelteinfliissen zeigen, bezeichnet man sie auch als multifaktoriell
(s.a. Kap. I11.2).

Es soll an dieser Stelle schon darauf hingewiesen werden, dass die Ebenen, auf
denen die Diagnostik genetischer Merkmale erfolgt, sehr unterschiedlich sein
konnen:

a) Die Phanotyp-Ebene: Hier werden Merkmale mit relativ geringen Hilfs-
mitteln am korperlichen Zustand erkannt.

b) Die chromosomale Ebene: Hier werden mit Hilfe lichtmikroskopischer
Betrachtung relativ grobe numerische oder strukturelle Verdnderungen der
Chromosomen betrachtet (s. a. Kap. III.1 Rd. 60).

¢) Die biochemische Ebene: Hier werden die Genprodukte oder seine unmittel-
baren Folgen im chemisch erfassbaren Stoffwechsel eines Organismus
erkannt.

d) Die molekulargenetische Ebene: Hier werden die wirklichen Defekte der
genetischen Information an der DNS oder RNS erfasst. Es ist dabei wichtig,
sich klar zu machen, dass molekulargenetische Diagnostik unabhingig von
der tatsichlichen genetischen Informationsrealisierung erfolgen kann, die —
wie oben erwihnt — sowohl organ- als auch phasenspezifisch ist. Das
bedeutet unter Umstdnden auch die Diagnostik einer genetischen Veranla-
gung weit vor dem Auftreten einer Erkrankung selbst (prasymptomatische
Diagnostik, s. Kap. IIL.3.b).

Es hat sich eingebiirgert, diese verschiedenen Untersuchungsmoglichkeiten als

Genomdiagnostik zusammenzufassen. Zu Details der genetisch-diagnostischen

Methoden siche Kapitel III.1.
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Naturwissenschaftl. u. arztl. Grundlagen 26-31 A.ll.

3. Die Weitergabe der genetischen Information von Generation
zu Generation

Fortpflanzung ist Weitergabe genetischer Information an Nachkommen. Es gibt
zwei sehr unterschiedliche Formen der Fortpflanzung in der belebten Welt: Die
asexuelle und die sexuelle. Bei ersterer wird die gesamte genetische Information
eines Individuums an die Nachkommen weitergegeben, mit dem Ergebnis, dass
Eltern und Nachkommen und diese untereinander genetisch in der Regel
identisch sind. Eine genetische Weiterentwicklung im Laufe der Evolution ist
damit dufSerst langwierig. Es hat sich deshalb wihrend der Entwicklung bei der
Mehrzahl aller Pflanzen und Tiere ein sexueller Fortpflanzungsmechanismus
herausgebildet, bei dem jeweils nur eine Halfte der genetischen Information von
zwei Individuen an einen gemeinsamen Nachkommen weitergegeben wird. Das
setzt einen komplizierten Aufbau von speziell der Fortpflanzung dienenden
Zellen (Keimzellen), Organen (Sexualorgane) und damit (in der Regel) eine
Entwicklung zweier Geschlechter voraus. Sexuelle Fortpflanzung ermoglicht
durch die Rekombination des genetischen Informationsmaterials in relativ
kurzer Zeit die Ausbildung einer hohen genetischen Individualitat.

Die Weitergabe der genetischen Information von Generation zu Generation
erfolgt in zwei sehr wesentlichen aber vollig unterschiedlichen und zeitlich
zum Teil Jahrzehnte auseinander liegenden Schritten, der Keimzellenreifung
und der Befruchtung. Sie sollen der Ubersichtlichkeit halber in zwei getrennten
Kapiteln dargestellt werden.

a. Die Keimzellenreifung. Die Entwicklung der Keimzellen, der Gameten, ver-
lduft in drei wesentlichen Schritten: der Entwicklung spezieller Keimorgane
(Gonaden: Hoden, Ovar) aus den Zellen der embryonalen Keimbahn, der
Vermischung (Rekombination) und der Reduktion des genetischen Informati-
onsmaterials auf die Hilfte.

Sehr frith in der Embryonalentwicklung (etwa 3.—4. Woche) lassen sich von den
iibrigen Korperzellen (Somazellen) so genannte Urkeimzellen (Urgeschlechts-
zellen) unterscheiden, die — auf dem Wege der embryonalen Keimbahn -
wesentlicher Bestand der frithen, noch undifferenzierten primaren embryonalen
Gonaden (PEG) werden. Entsprechend der beiden jeweils moglichen Kombina-
tionen der Geschlechtschromosomen, XY beim minnlichen bzw. XX beim
weiblichen Embryo, fithrt die eine zur Differenzierung der PEG zu Testes und
die andere zu Ovarien.

In den Testes beginnt — ebenfalls sehr frith in der Entwicklung — die spezifische
Hormonproduktion (Testosteron, Oviduktrepressor), die zur Ausbildung der
minnlichen Sexualorgane fiihrt. Das Fehlen dieser Hormone beim Ovar fiihrt
zur weiblichen Differenzierung. Die weitere Entwicklung der Keimzellen verlauft
bei beiden Geschlechtern in mehrfacher Hinsicht unterschiedlich.

Bei einem weiblichen Organismus differenzieren sich die diploiden Urkeimzellen
zu Oogonien, die sich zundchst durch normale Zellteilungen (Mitosen) aufSer-
ordentlich stark vermehren. Einige von ihnen differenzieren sich im 3. Embryo-
nalmonat bereits zu primiren Oozyten. Das Besondere dieser Differenzierung
ist, dass die Eizelle mit ihr in die erste Phase einer speziellen Zellteilung (Meiose
I) eintritt, die so genannte Prophase I. Diese Phase ist deshalb so bedeutungsvoll,
weil in ihr durch wechselseitigen Austausch homologer Chromatidenstiicke
(crossing over) eine starke Rekombination der urspriinglich miitterlichen bzw.
viterlichen genetischen Information erfolgt. (s. Kap. A.IL1, Rn. 9 und A.IL.1,
Rn. 20, Homologe Loci).
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Spater in der Embryonalentwicklung bildet sich die Mehrzahl der Oogonien und
primdren Oozyten wieder zurtick, sie werden atretisch, so dass bei der Geburt
eines Midchens in den Eierstocken nur noch etwa 700.000 — 2 Mio. primire
Oozyten vorhanden sind. Diese werden jetzt von einer flachen Zellschicht
umgeben und heiffen primare Follikel. Sie haben — und das ist bedeutungsvoll
— die in der frithen Embryonalperiode begonnene Zellteilung immer noch nicht
abgeschlossen, sondern ruhen bis zum Beginn der geschlechtsreifen Periode in
einem sonst in keiner Zelle auftretenden Zustand, dem Diktyotan.

Follwkelep\the\zel en

Abb. 6 Reife menschliche Eizelle. Links: Mikroskopische VergréBerung, ca. 200fach;
die Pfeile weisen zum GréBenvergleich auf befruchtungswillige Spermien.
Rechts: Schematische Zeichnung.

Bis zur Pubertit geht aber auch von den Primirfollikeln ein grofSer Teil wieder
unter. Man schitzt, dass bei Beginn der Pubertit noch etwa 40.000 vorhanden
sind. Etwa 50 von ihnen reifen unter dem Einfluss eines hormonellen Systems
von Hypothalamus — Hypophyse (Gonadotropin-Releasing-Hormon (GnRH) —
Follikelstimulating-Hormon (FSH) — Luteinisierungs-Hormon (LH)) in jedem
Menstruationszyklus weiter, von denen normalerweise aber nur einer als
Graaf'scher Follikel am 14. Zyklustag die volle Reife erreicht und springt
(Follikelsprung). Nur in der Eizelle des Graaf'schen Follikels wird die oben
erwahnte Prophase der Meiose I vollendet: Je eins der beiden rekombinierten
Chromosomen der 23 Paare bleibt in der reifenden Keimzelle (Reduktions-
teilung), die jeweils anderen werden ausgeschleufSt und bilden das so genannte
erste Polkorperchen.

Da diese Trennung rein zufillig jeweils das viterliche oder miitterliche Chro-
mosom eines jeden Paares betrifft, erfolgt auch dadurch noch einmal eine
starke Rekombination des genetlschen Materials. Das Ergebnis ist eine (!) reife
Eizelle mit einem haploiden Chromosomensatz (1n=23), der in seiner
Zusammensetzung weder dem ehemalig viterlichen noch dem ehemals miitter-
lichen Chromosomensatz entspricht. Erst wihrend eines moglichen kiinftigen
Befruchtungsvorganges erfolgt die zweite meiotische Teilung, welche die zwei
Schwesterchromatiden eines jeden Chromosoms trennt. Ein Satz Chromatiden
bleibt in der befruchteten Keimzelle als weiblicher Vorkern, der andere Satz wird
als so genanntes zweites Polkorperchen ausgeschleufst (s. Kap. A.IV.3.b,
Rn. 206-214). (s. Abb. 7)
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Abb. 7 Schematische Darstellung der im Prinzip gleichen und doch unterschiedli-
chen Reifungsteilungen bei Frau (links) und Mann (rechts). Beachte: Im
Ergebnis eine reife Eizelle bei der Frau und vier reife Spermien beim Mann.
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Abb. 8 Schematische Darstellung eines reifen menschlichen Spermiums.

Beim Mann beginnt die Reifung der Keimzellen erst mit Eintritt der Pubertit
unter den dann ansteigenden hormonellen Einflissen von Testosteron, FSH, LH
und GnRH. Die beiden meiotischen Teilungen, die zur Rekombination und
Reduktion des Chromosomensatzes erforderlich sind, laufen jetzt zeitlich hinter-
einander ab. Der Vorgang heifSt Spermatogenese. Daran schliefit sich ein Ent-
wicklungs- und Reifungsprozess zu fertigen befruchtungsfihigen Spermien an,
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der Spermiogenese genannt wird. Im Ergebnis liegen vier (!) reife Samenzellen
vor, von denen jede einen rekombinierten, doppelstrangigen, haploiden Chro-
matidensatz enthilt. Zwei von ihnen enthalten neben den 22 Autosomen die
Chromatide eines X-Chromosoms und zwei die eines Y-Chromosoms (s.
Abb. 7). Spermien geben — im Gegensatz zu den Eizellen — keine Mitochondrien
und damit auch nicht die genetische Information der mitochondrialen DNS bei
der kiinftigen Befruchtung weiter. Ein reifes menschliches Spermium besteht aus
dem Kopf, der die DNS enthilt und von einer Kopfkappe (Akrosom) tiberzogen
ist, einem Mittelstiick und dem Schwanzteil, das ihm im Gegensatz zur Eizelle
eine aktive Beweglichkeit ermoglicht (s.Abb. 8). Im Ejakulat finden sich norma-
lerweise tiber 20 Mio. Spermien pro ml, von denen tiber 50 % gute allgemeine
Beweglichkeit (Globalmotilitit) und tiber 30 % gute Vorwirtsbeweglichkeit
(Progressivmotalitit) haben. Uber 50 % sind normal konfiguriert.

b. Die Befruchtung. Nach dem Follikelsprung am 14. Zyklustag ist die eigent-
liche Eizelle noch vom Cumulus oophorus und von zwei Zellschichten umgeben:
Der zona pellucida und der corona radiata. In diesem Zustand wird sie von dem
Eileiter (Tube) aufgefangen und in dessen weitesten Teil (Ampulle) transportiert.
Hier trifft sie mit den Spermien zusammen, die nach den Reifungsvorgingen
unmittelbar vor der Ejakulation mit Sekreten des Nebenhodens vermischt
wurden, die ihre aktive Beweglichkeit anregten. Auf dem Weg zur Eizelle im
weiblichen Genitale erfahren die Spermien wihrend der so genannten Kapazi-
tation sehr wesentliche strukturelle und biochemische Veridnderungen. Erst jetzt
sind sie zur Befruchtung (Konzeption) vorbereitet. Beim Zusammentreffen mit
der Eizelle bewirken Enzyme des Akrosoms (s. Kap. A.Il.3.a, Rn. 34) eine
teilweise Auflosung der die Eizelle umgebenden Zellschichten. Diese akrosomale
Reaktion ist artspezifisch, d.h. nur kapazitierte Spermien der gleichen Spezies
konnen sie hervorrufen. Auf diese Weise ist eine natiirliche Befruchtung zwi-
schen zwei artfremden Keimzellen nicht moglich.

Die Zellmembranen von Spermium und Eizelle gehen nun eine innige Verbin-
dung ein, die schlieSlich die Impragnation, das Eindringen des Spermiums in das
Plasma der FEizelle, ermoglicht. Stoffwechselvorginge, die im Einzelnen noch
nicht bekannt sind, verhindern, dass weitere Spermien, die die zona pellucida
durchdrungen haben konnen, in das eigentliche Ei-Innere eindringen. Damit wird
einer Doppelbefruchtung (Dispermie) in der Regel vorgebeugt. Die befruchtete
Eizelle heifst nun Zygote. Beide Keimzellen haben ihr genetisches Material einge-
bracht: Das Spermium den haploiden, rekombinierten DNS-Gehalt des viter-
lichen Genoms; die Eizelle den haploiden, rekombinierten Chromosomensatz
und die DNS der Mitochondrien. Die Reifeteilung der miitterlichen Chromoso-
men muss nun abgeschlossen werden: Der haploide Chromosomensatz der
Eizelle, der bis zu diesem Augenblick noch in Form von je zwei Chromatiden
pro Chromosom vorliegt, beendet seine oben erwihnte Reifeteilung durch
Abstofsung je einer Chromatide der 23 Chromosomen in das so genannte zweite
Polkorperchen. Damit wird in der Regel eine Digynie verhindert. Jetzt formieren
sich — jeweils aus dem haploiden Chromatidensatz der Ei- bzw. Samenzelle — zwei
Vorkerne (Pronuklei), die von Membranen umgeben sind. Unmittelbar danach
beginnt in jedem Vorkern die Verdopplung (identische Reduplikation) und
Kondensation des genetischen Informationsmaterials (wie normalerweise zur
Vorbereitung einer Zellteilung). Dann wandern die Vorkerne aufeinander zu,
ihre Membranen 16sen sich auf und die haploiden, reduplizierten Chromoso-
mensitze der Vorkerne vereinigen sich (Konjugation) zur ersten gemeinsamen
Teilung (Furchung) des nunmehr wieder diploiden Genoms samt Zelle. Die
Befruchtung ist abgeschlossen. (Interessant ist folgendes: Die Entfernung des
mannlichen Vorkerns im Tierexperiment bei der Maus fithrt zur Weiterentwick-
lung des haploiden weiblichen Vorkerns bis zur Blastozyste, unter Spezialbe-
handlung sogar auch zur Verdopplung des weiblichen Vorkerns und zur Ent-
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wicklung von homozygoten diploiden Nachkommen. Bei der Entfernung des
weiblichen Vorkerns gelingt das nicht, ein Hinweis auf die spezielle Bedeutung
des weiblichen Anteils bei der Embryonalentwicklung oder Implantation.)

c. Frithembryonale Differenzierung (Embryonale Stammzellen). Die Zygote ent-
hilt jetzt die volle artspezifische genetische Information des neuen Individuums,
die — durch Keimzellenreifung und Befruchtung in vielfaltiger Weise rekom-
biniert — fiir sie auch individualspezifisch ist. Die Zygote ist die Ausgangszelle
der gesamten Fruchtanlage. Sie wird heute im allgemeinen Sprachgebrauch
bereits als Embryo bezeichnet, im amerikanischen Sprachgebiet hiufig als
Preembryo. Das deutsche Embryonen-Schutz-Gesetz definiert in § 8, Absatz 1
»Als Embryo ... gilt bereits die befruchtete, entwicklungsfihige menschliche
Eizelle vom Zeitpunkt der Kernverschmelzung an...“. Eine Verschmelzung der
Vorkerne zu einem, von einer Zellkernmembran umgebenen diploiden Kern der
Zygote gibt es jedoch nicht. Gemeint ist das Zusammenfinden der beiden
haploiden Chromosomensitze der Vorkerne zur Zellteilung, der Augenblick
also, da die Zygote statt zweier haploider Vorkerne ein neues, sich teilendes
diploides Genom enthilt. Die Vorkernphase der Zygote unterliegt also nicht den
Bestimmungen des Embryonen-Schutz-Gesetzes.

Der Vorgang der Befruchtung dauert etwa 24 Stunden. Wihrend der nichsten
6-7 Tage erfolgt eine relativ langsame Weiterwanderung der befruchteten Eizelle
durch den Eileiter bis in die Gebarmutterhohle, durch aktive eigene Bewegung,
Fimbrienschlag der Tubenwand und durch den Sekretfluf§ hervorgerufen. Hier-
bei findet bereits ein Stoffaustausch statt mit den umgebenden Sekreten und
zwar in beiden Richtungen: Sowohl hormonelle Einfliisse der Mutter als auch
Reaktionen des Embryo sind beschrieben. So ist bereits 48 Stunden nach der
Befruchtung im miitterlichen Serum ein embryonales Produkt nachzuweisen, der
so genannte Early Pregnancy Factor.

Wihrend dieser Wanderung — unmittelbar nach der Befruchtung beginnend —
teilt sich die Embryonalanlage etwa alle 12 Stunden in Tochterzellen, die so
genannten Blastomeren und verwandelt sich dadurch zur Morula. Man geht
heute davon aus, dass diese Zellen bis zum 8-Zellstadium totipotent sind, das
heifst sie haben die Fahigkeit, sich jeweils unter gegebenen Umstinden zu voll-
stindigen und selbstindigen Individuen zu entwickeln. Gegebenenfalls kann
auch in diesen Phasen die Trennung zu eineiigen Zwillingen erfolgen.

Im 8-Zellstadium am 3. Tag nach der Befruchtung haben die Einzelzellen, die
Blastomeren, offenbar eine bestimmte Position erhalten, so dass die folgenden
Teilungen zum 16-Zellstadium bereits ,,auflere und ,,innere“ Zellen entstehen
lassen. Bald danach vergrofSern sich die extrazelluliren Riume und fiillen sich
mit Flussigkeit:
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Abb. 9 Der Weg von der Befruchtung im Eileiter bis zur Einnistung der Blastozyste in
die Gebarmutterwand. (Mit freundlicher Genehmigung des Deutschen Refe-
renzzentrums fur Ethik in den Biowissenschaften (DRZE))

Aus der Morula ist eine Blastula (Blastozyste) entstanden, an der jetzt (5. Tag)
sehr deutlich eine so genannte innere Zellmasse (inner cellmass, Embryoblast)
von den umgebenden Zellen, dem Trophektoderm (Trophoblast), abzugrenzen
ist. Die innere Zellmasse, die wahrscheinlich zunachst nur aus 5 Zellen besteht,
differenziert sich zum eigentlichen Embryo. Jede Zelle der ,,Inneren Zellmasse“
hat die Fihigkeit, sich in ihrer spateren Entwicklung zu den Zellen aller Organe
eines reifen Organismus zu differenzieren, nicht aber zu den Folgezellen des
Trophektoderm, aus dem sich der kindliche Anteil der Plazenta entwickelt.
Mogliche (eineiige) Zwillingsbildungen in dieser Entwicklungsphase miissen
sich den dufleren Teil der Embryonalhiillen teilen. Man nennt die Zellen der
»Inneren Zellmasse® jetzt auch embryonale Stammzellen und ihre umfassende
Differenzierungsfihigkeit in alle Organzellen eines reifen Organismus Pluri-
potenz. Das Trophektoderm hingegen stellt die Vorstufe des embryonalen Teils
der spateren Placentaanlage dar. Am 7. Tag hat die menschliche Blastozyste etwa
ein Stadium von 125 Zellen erreicht, liegt im Inneren der Gebarmutter und hat -
wihrend die zona pellucida verloren geht — den ersten Kontakt zur Gebarmut-
terschleimhaut aufgenommen (Nidation). Diese wurde zuvor durch den hor-
monellen Einfluss des Gelbkorpers (Gelbkorperhormon, Progesteron), der sich
aus den verbliebenen Zellen des Graaf'schen Follikels im Ovar nach dem
14. Zyklustag gebildet hatte, zur Decidua umgewandelt.

Die Praimplantationsphase ist beendet; mit der Nidation geht die Entwicklung
in die Implantationsphase tiber: Enzymatische und proliferative Vorginge fiih-
ren dazu, dass innerhalb der nichsten 7 Tage die gesamte Keimanlage in der
obersten Schicht der Decidua eingebettet wird. Dieser Prozess beginnt damit,
dass sich die der Gebarmutterschleimhaut anliegenden Zellen des Trophektod-
erm differenzieren: Die dufSeren verschmelzen zum Synzytiotrophoblast, der mit
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Hilfe enzymatischer Vorginge unter starker Proliferation in die Schleimhaut
eindringt, und ein lacunenartiges Hohlraumsystem bildet. Die anderen werden
zum Zytotrophoblast, an dem sich — nachdem die ganze Anlage noch tiefer in
die Schleimhaut eingedrungen ist — in das Synzytium hinein zottenférmige
Ausstulpungen bilden, aus denen sich dann die Chorionzotten entwickeln.
Chorionzotten sind von ihrem DNS-Gehalt dem eigentlichen Embryo gleich
und eignen sich deshalb ebenso wie die Zellen des Fruchtwassers zur prinatalen
genetischen Diagnostik. (s. Kap. A.IIL.3.c). Bis zur 8. Woche umgeben sie die
ganze Keimanlage, danach degenerieren sie auf der Seite des Uteruscavum zum
Chorion laeve und entwickeln sich auf der anderen Seite sehr schnell zum
Chorion frondosum, aus dem sich bis zum Ende der 14. Woche der fetale Teil
der Placenta bildet. Der maternale Teil der Placenta entsteht aus der Decidua
basalis. Aus den Lakunen der 2. Woche sind jetzt grofle, mit miitterlichem (!)
Blut gefullte intervillose Raume entstanden, aus denen heraus tber die Zellen
der embryonalen (!) Zotten der Austausch der Nahrungsstoffe zum fetalen Blut
erfolgt, das durch die Nabelschnur Verbindung mit dem Feten hat.

Dieser innige Kontakt von genetisch unterschiedlichen Geweben - kindlichem
und mitterlichem — ist nur moglich, wenn die normalen Abwehrmechanismen
gegen artfremdes Gewebe voriibergehend aufgehoben werden. Auf welche
Weise diese voruibergehende Immuntoleranz hervorgerufen wird, ist weitgehend
unbekannt.

Mit dem Beginn der Implantation ist die erste Phase, die so genannte Blasto-
genese abgeschlossen. Mit der nun folgenden Gastrulation, der Bildung der
Keimblitter, beginnt die Organogenese: in ihr erfolgt die Differenzierung ein-
zelner Zellen zu den spéteren Organanlagen. Am Ende der 8. Woche ist auch
diese Phase beendet: alle wesentlichen dufSeren und inneren Organe sind ange-
legt, die Frucht hat eine Scheitel-Steif$-Linge von etwa 30 mm erreicht. Mit
dieser Differenzierung ist auch die eigentliche Embryogenese abgeschlossen. Es
folgt die Fetogenese, die Reifung aller Organe bis zum Ende der Schwanger-
schaft.

Es ist wesentlich, an dieser Stelle darauf hin zuweisen, dass es in der drztlichen
Praxis tiblich ist, das Schwangerschaftsalter nicht — wie wir es eben getan haben
—vom Zeitpunkt der Befruchtung an zu rechnen, sondern vom 1. Tag der letzten
Menstruation. Dadurch ergeben sich verschiedentlich Missverstindnisse. Man
hat sich deshalb daran gewohnt, der Schwangerschaftswochenangabe (SSW)
jeweils p.c. (post conceptionem) bzw. p.m. (post menstruationem) hinzuzufu-
gen. Im Zusammenhang mit den Methoden der IVF (s. Kap. A.IV.3) gewinnen
zunehmend Uberlegungen Raum, den Beginn einer Schwangerschaft erst mit der
Nidation des Embryos in der Gebarmutterschleimhaut anzusetzen.

4. Wachstum und Zelldifferenzierung (Adulte Stammzellen)

Wachstum und Zelldifferenzierung sind die Voraussetzungen fir die Entwick-
lung und Regeneration eines reifen Organismus in der Tier- und Pflanzenwelt.
Aus einer Zelle, der befruchteten Eizelle, der Zygote, entstehen schlieflich 10'*
Zellen eines reifen Menschen. Bei all den dazu erforderlichen Zellteilungen —
man spricht von Proliferation — muss gewihrleistet sein, dass das genetische
Informationsmaterial, die DNS von Zellkern und den Mitochondrien, in glei-
cher Weise auf die neu entstandenen, so genannten Tochterzellen, verteilt wird.

Die Zellen durchlaufen dazu jeweils Zellzyklen. Ein Zellzyklus besteht prinzi-
piell aus mehreren Phasen: Der G1-Phase, in der bei den spezialisierten Zellen
die eigentliche, spezifische Zellarbeit geleistet wird, der Synthese-Phase und der
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G2-Phase, die der Vorbereitung der Zellteilung dienen, und der Teilungs-Phase.
Den Zellteilungsvorgang nennt man Cytokinese. Die innerhalb dieses Vorgangs
erfolgende Teilung der DNS des Zellkerns bezeichnet man als Mitose. Die
Vorbedingung der Mitose ist die Verdopplung der DNS in der Synthesephase.
Diese vollzieht sich im Prinzip nach dem gleichen Mechanismus wie die oben
beschriebene Transkription (s. Kap. A.IL2), nur dass die an die Einzelstrange der
DNS angelagerten Nukleotide wieder Desoxyribonukleotide sind (und nicht
Ribonukleotide wie bei der Transkription). Bei dieser Verdopplung wird jeweils
ein Strang an jeden der beiden ,alten® Strange neu synthetisiert. Die genetische
Information ist dadurch in beiden neuen Doppelstrangen identisch. Man spricht
deshalb von ,,semikonservativer identischer Reduplikation der DNS.

Die neu entstandenen Doppelstringe — wir erinnern uns: sie sind verbunden mit
bestimmten EiweifSen zur so genannten DNP-Fibrille (s. Kap. A.IL.1.) - verkiir-
zen sich nun und sind im Lichtmikroskop als die Schwesterchromatiden der
einzelnen Chromosomen erkennbar, s. Kap. A.IL.2, Rn. 20. Die Schwesterchro-
matiden aller Chromosomen werden in einem nichsten Schritt auseinander
gezogen und formieren sich jeweils zu zwei neuen Zellkernen. Mit der anschlie-
Benden Teilung des Zellleibes ist ein Zellzyklus abgeschlossen: Aus einer Zelle
sind zwei genetisch identische Tochterzellen entstanden.

Diese Zellteilungen der Proliferation laufen in den einzelnen Wachstumsphasen
in sehr unterschiedlichen Frequenzen ab. Zunichst, in der Embryo-Fetalzeit in
sehr schneller Folge, spiter in den einzelnen Organen zur Regeneration sehr viel
langsamer, aber von Organ zu Organ durchaus unterschiedlich. Wir kennen
Gewebe, die auflerordentlich stark proliferieren, dazu gehéren Haut- und Darm-
epithelien - sie sind normalerweise nach wenigen Tagen vollstindig erneuert —
und solche mit extrem langsamer Regeneration, wie Herzmuskelgewebe und
Nervengewebe, von denen man bis vor kurzem noch glaubte, dass sie sich gar
nicht regenerieren konnen.

Proliferation ist das eine: die Fahigkeit einer Zelle, sich mit ihrer gesamten
genetischen Information gleichmifig zu teilen. IThre Mechanismen sind ziemlich
gut erforscht. Sehr viel problematischer ist der zweite Schritt, der zur Entwick-
lung eines Organismus erforderlich ist, namlich die Spezialisierung der einzelnen
Zellen fiir die besonderen, unterschiedlichen Aufgaben der mehr als 300 einzel-
nen Organgewebe eines Menschen: Die Zelldifferenzierung. Sie hingt ab von
verschiedenen Einflissen, die im Einzelnen noch wenig verstanden werden.
Grofse Hoffnungen auf das Verstindnis dieser Vorginge werden in die Erfor-
schung der Stammzellen gesetzt (s. Kap. A.V). Unser erstes Wissen dariiber
verdanken wir im Wesentlichen den Untersuchungen an der Taufliege (Droso-
phila melanogaster), dem Fadenwurm (Caenorhabditis elegans) und einigen
relativ niederen Tieren. Dabei zeigt sich, dass die wichtigsten Mechanismen,
die zur Differenzierung fithren, in ganz wesentlichen Schritten in der belebten
Welt identisch sind, das heifSt, sie haben sich in der Evolution nicht oder nicht
wesentlich verdndert. Man spricht von stark konservierten genetischen Struk-
turen. Wahrscheinlich handelt es sich dabei im Wesentlichen um die fiir das
unterschiedliche An- und Abschalten erforderlichen oben bereits erwihnten
Transkriptionsfaktoren, die fiir die Expression der jeweils spezifischen geneti-
schen Informationen verantwortlich sind. Diese werden reguliert von epigene-
tischen Faktoren und von ,iufleren® Einfliissen im Zellkern, im Zellleib und
auch aufSerhalb der Zelle. So werden beispielsweise die ersten Befehle zur
Differenzierung der ganz frithen Embryonalzellen noch durch mitterliche Sub-
stanzen gegeben, die im Protoplasma der Eizelle vorhanden waren. In ihnen
haben wir offenbar das Geheimnis zu vermuten, das in der Lage ist, das Genom
des werdenden Individuums so zu programmieren, dass es sich zielgerichtet und
spezifisch entwickelt. Durch diese Substanzen wird eine Korperachse festgelegt,
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und die einzelnen Zellen erhalten eine bestimmte Position. Die Positionen fiithren
zu Segmentierungen des Embryos und schliefSlich, gesteuert durch bestimmte —
stark konservierte — Gene, die so genannten homoostatischen Gene, zu spezi-
fischen Korpersegmenten. Diese Vorginge beginnen in den oben (s. Kap.
AL3.c) beschriebenen morphologischen Entwicklungen der Zygote zur Moru-
la. Man ist sich heute ziemlich sicher, dass die nach den ersten drei Zellteilungen
vorliegenden 8 Zellen jeweils die volle Fahigkeit zur Differenzierung in alle
Gewebe eines vollstandigen Organismus einschliefSlich der zur Entwicklung
erforderlichen kindlichen Anteile der Plazenta haben. Sie sind totipotent.

Die spitere Differenzierung zu ,,Innerer Zellmasse“ und Trophoblast schrinkt
die Potenz bereits deutlich ein. Die Zellen der ,,inneren Zellmasse“ haben ,,nur*
noch die Fihigkeit zur weiteren Differenzierung in alle Gewebe aufSer denen des
kindlichen Anteils der Plazenta. Sie sind pluripotent.

Die sich anschliefSende Gastrulation mit Entwicklung der drei Keimblatter engt
die Differenzierung weiterhin ein. So entstehen zum Beispiel aus dem dufSeren
Keimblatt, dem Ektoderm, das dufSere Korperepithel, das Riickenmark, Ner-
vengewebe und Gehirngewebe, aus dem inneren Keimblatt, dem Endoderm,
Lungen, Leber und Darm, und aus dem mittleren Keimblatt (Mesenchym)
entwickeln sich das Skelettsystem, das Herz und das Blut.

Proliferation und Differenzierung sind die beiden in der Entwicklung vorwarts
wirkenden Krifte. Eine dritte Kraft ist aber fir die Entwicklung unentbehrlich:
der gezielte Zellabbau, die Apoptose. Auch sie ist genetisch gesteuert und wird
uber epigenetische und ,,duflere“ Mechanismen aktiviert.

So ist der neue Organismus iiber Proliferation, Differenzierung und Apoptose zu
einem reifen Lebewesen heran gewachsen, das sich in groflen Teilen stindig
regenerieren muss, ganz besonders aber bei Verletzung oder Krankheit. Diese
Regenerierung geht von Zellen aus, die die vollstindige Gewebedifferenzierung
nicht abgeschlossen haben, also keine spezifische Organarbeit leisten (nicht
verdauen, nicht denken!). Sie ruhen in den Geweben oder werden in akuten
Situationen aus bestimmten Regionen dorthin transportiert und teilen sich zu
gegebener Zeit in einer Weise, dass hoher differenzierte Organzellen entstehen
und die vorhandenen ergidnzen oder ersetzen konnen. Wir sprechen von Gewe-
bestammzellen, somatischen Stammzellen oder im Unterschied zu den embryo-
nalen Stammzellen von adulten Stammzellen. Man kann sie in vielen Geweben
nachweisen: z. B. Knochenmark, Leber, Gehirn. Thre Potenz ist abermals deutlich
geringer: sie differenzieren sich normalerweise nur noch in wenige verschiedene
Zellen, wie z.B. die hamatopoetischen Stammzellen des Knochenmarks in die
verschiedenen Zellen des Blutes (Erythrozyten, Granulozyten, Makrophagen,
Lymphozyten, Thrombozyten). Sie sind multipotent. Wieder andere Stamm-
zellen, wie die des Bindegewebes, haben normalerweise nur noch die Fihigkeit,
sich in eine Zellart zu differenzieren, sie sind unipotent. (Zur weiteren Pro-
blematik der Stammzellen siehe Kap. A.V)

1. Humangenetik und Molekulare Medizin

Die Erkenntnisse von Darwin und Galton zusammen mit den ersten groflen
Erfolgen der naturwissenschaftlichen Medizin der Neuzeit hatten zum Ende des
19. Jahrhunderts zu der Befurchtung gefiihrt, dass der Mensch durch seine
besonderen Fahigkeiten (Denken, Sprache, Tradition) aus der alleinigen Bio-
sphire bereits mehr und mehr herausgewachsen sei, dass er bestindig dem
natiirlichen Ausleseprozess der Evolution entgegenwirke durch selektive Paa-
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rung (z.B. nach Reichtum, Besitz, Gesundheit, Krankheit) und ganz besonders
eben auch durch die Erfolge der modernen Medizin — und somit einen lang-
wierigen Prozess in Gang gesetzt habe, der notwendigerweise zu einer Ver-
schlechterung der genetischen Ausstattung (des Genpools) der ganzen mensch-
lichen Population fithren miusse. Der Begriff Eugenik wurde geschaffen als
Ausdruck fiir eine wiinschenswerte ideale, vollkommene genetische Veranlagung
eines jeden Individuums in dieser Population. Und mit den Begriffen positive
und negative Eugenik wurden Programme belegt, die zur Verbesserung bzw. zur
Verhinderung einer weiteren Verschlechterung dieses Genpools fithren sollten.
Es gab um die Wende vom 19. zum 20. Jahrhundert in den meisten westlichen
Kulturnationen so genannte Eugenische Gesellschaften mit ganz unterschiedli-
chen Zielsetzungen und Aktivititen.’

Neben diesen Denkansitzen entwickelte sich schliefSlich tiber die Rassenbiologie
die naturwissenschaftlich fundierte Anthropologie, aus der sich mehr und mehr
unter dem Begriff der Humangenetik (1940 weltweit zum ersten Mal verwendet,
von einem Deutschen) ein Fach herausbildete, das sich speziell mit dem Erbgut
des Menschen beschiftigt. Ziele sind die Strukturen des menschlichen Genotyps,
seine Funktion und Realisierung zum Phanotyp mit allen normalen und patho-
logischen Erscheinungen. Eine gewaltige Aufgabe!

Die Humangenetik hat in der zweiten Halfte des 20. Jahrhunderts insbesondere
jeweils mit der Etablierung neuer technischer Untersuchungsmethoden einen
weltweiten sprunghaften Anstieg erfahren, sich als ein klinisch-anwendungs-
bezogenes Fach, die ,,Medizinische Genetik®, an den medizinischen Fakultiten
der Universititen fest etabliert (s. Kap. A.II.3) und den Anstofs gegeben zu dem,
was wir heute molekulare Medizin nennen. Molekulare Medizin verlegt (mit
grofsem und schnell wachsendem Erfolg) Diagnostik und Therapie auf die causal
tiefst mogliche Ebene des molekularen Stoffwechsels und ist damit in der Lage,
Krankheiten wesentlich genauer zu charakterisieren und spezifischer zu thera-
pieren (personalisierte Medizin). Mit dem Einzug der molekularen Medizin in
die wissenschaftliche Medizin vollzieht sich ein revolutiondrer Sprung nach
vorne vergleichbar dem, hervorgerufen durch die Virchow’sche Zellularpatho-
logie zum Ende des 19. Jahrhunderts.

1. Genetische Diagnostik, Technologien und ihre Anwendungen

Ziel genetischer Diagnostik ist es, den genetischen Anteil am Zustandekommen
des spezifischen Erscheinungsbildes eines Individuums so genau wie moglich zu
erfassen. Sie umfasst damit nicht nur das Erkennen der genetischen Grundlagen
von als ,,normal“ bezeichneten Erscheinungen und Eigenschaften, sondern auch
Ursachen oder Teilursachen einer Vielzahl von Erkrankungen. Damit hinwieder-
um gehort heute genetische Diagnostik zum Handwerkszeug aller arztlichen
Disziplinen und wird bei diesen mehr und mehr zur Grundlage wissenschaftlich
begriindeter Diagnostik, Therapie und Pravention. Sie steht am Beginn einer
unausweichlich auf uns zukommenden individualisierten (oder personalisierten)
Medizin. Genetisch-diagnostische Methoden konnen an verschiedenen Stellen
des Weges vom Genotyp zum Phanotyp ansetzen: Auf der molekulargenetischen
Ebene der DNS, der zytogenetischen Ebene der Chromosomen, der bioche-
mischen Ebene der Genprodukte und schlieflich auf der phanotypischen Ebene
eines Individuums.

9 s.a. Becker, P.E. (1988), Zur Geschichte der Rassenhygiene, Wege ins Dritte Reich, Band T + II,
Georg Thieme Verlag Stuttgart New York
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Die Methoden der Phianotypebene, detaillierte Beobachtungen und Vergleiche
der Erscheinungsbilder von verwandten Individuen, waren die altesten gene-
tisch-diagnostischen Untersuchungstechniken. Sie ermoglichten unter anderem
auch Gregor Mendels berithmte Experimente mit Erbsen zum Ausgang des
19. Jahrhunderts und seine genialen Riickschliisse auf die Vererbungswege
von Merkmalen, die ,,Mendel’schen Gesetze“. Das ,,Erbsenzihlen® von heute
hat sich zu einer sehr wesentlichen und wichtigen medizinischen Subspezialitit
entwickelt, zur medizinischen Syndromologie. Syndromologen, Spezialisten der
medizinischen Genetik zumeist, versuchen iiber die Erfassung von (hiufig
pathologischen) sehr detaillierten Erscheinungsbildern Erkrankungseinheiten
(Syndrome) festzulegen, deren genetische Eigenart durch den Erbweg und Unter-
suchungen der oben erwihnten anderen Ebenen weiterhin festgelegt oder aus-
geschlossen werden muss.

Die Untersuchungen auf der biochemischen Ebene, der Genprodukte, umfassen
eine Vielzahl von Proteinbestimmungen, einschliefSlich deren sekundiren und
tertidren Strukturen, wobei nicht unbedingt ein linearer Bezug zur jeweiligen
codierenden DNS-Struktur herzustellen ist (s. Kap. A.IL.1).

Die dritte grofSe Gruppe der genetisch-diagnostischen Methoden stellen die
zytogenetischen Untersuchungen dar. Sie erfassen lichtmikroskopisch die Chro-
mosomen und damit die DNP-Strukturen des Zellkerns, nicht jedoch die DNS
der Mitochondrien und damit folglich auch nicht das Gesamtgenom einer Zelle
(s. Kap. A.IL.1). Chromosomenuntersuchungen gehoren seit den 50er Jahren des
20. Jahrhunderts zu den Routinemethoden der Genetik. Sie sind in der Regel an
relativ zeitaufwendige Zellkulturen gebunden, weil die Chromosomen nur in
den Zellteilungsphasen dargestellt werden konnen (s. Kap A.IL.4). Zunichst
konnten die genaue Zahl und die groben Strukturen der 46 Chromosomen eines
menschlichen Zellkerns in der Zellteilungsphase erfasst werden. Spiter, seit den
frithen 70er Jahren, ermoglichten spezielle Bandenfarbungen (Giemsa-, R-Ban-
den) die Darstellung von Feinstrukturen zur sicheren Differenzierung und
Erkennung jedes einzelnen Chromosoms. Danach kam eine Reihe von Spezial-
farbungen hinzu, von denen ganz besonders die so genannten Fluoreszenz in situ
Hybridisierungen (FISH-Methoden) eine wesentliche Erweiterung brachten. Bei
ihnen werden bekannte einstringige DNS-Segmente, die markiert sind, mit
entsprechenden DNS-Sequenzen der (zuvor denaturierten und damit einstrangig
gewordenen) Chromosomen hybridisiert (s.u.) und danach mit Fluoreszenzfarb-
stoffen dargestellt. Auf diese Weise ist es moglich, bestimmte Chromosomen
selektiv zu firben oder einzelne relativ kleine Chromosomensegmente darzustel-
len, die lichtmikroskopisch bei Standardfirbungen nicht separat zu erkennen
sind. Eine dieser Methoden ist der bei vorgeburtlichen Untersuchungen von
Patienten oft gewiinschte Schnell-Fish-Test. Er ermoglicht eine wirklich schnelle
(einige Stunden), aber nur grob orientierende Untersuchung der am hiufigsten
zu erwartenden numerischen Aberrationen einiger Chromosomen in der Inter-
phase des Zellzyklus, also ohne die zeitaufwindige Zellkultur von bis zu 2
Wochen. Trotz der angedeuteten Verfeinerungen ermoglichen selbst Kombina-
tionen verschiedener zytogenetischer Methoden aber nur die Erfassung eines
Teils der vorkommenden chromosomalen Veranderungen (Verlust, Vermehrung,
Translokationen) und das auch nur ab einer Grofle von einigen Millionen
Basenpaaren. Damit sind Umlagerungen im selben Chromosom oder Veriande-
rungen, die kleiner sind, aber immer noch einen erheblichen Teil genetisch
informativer DNS-Sequenzen enthalten konnen, nicht zu erfassen. Hier er6ffnen
Kombinationen molekulargenetischer Techniken mit herkommlichen zytogene-
tischen als comparative genomic hybridisation (CGH) neue Perspektiven, die
mit ihren augenblicklich aussichtsvollsten Methoden, den Microarray-CGH,
ungezielt Genomveranderungen von unter 1 Million Basenpaaren erfassen
konnen (s. u.).
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Die molekular-genetische Diagnostik schlieflich kann Basensequenzen der DNS
von Kern und Mitochondrien, einschliefSlich ihrer Transkriptionsprodukte, der
RNS, bestimmen (Sequenzierung), mit dem Ziel, Genstrukturen und ihre jewei-
lige Positionierung auf den Chromosomen (Kartierung) zu erkennen. Dadurch
konnen molekulargenetische Defekte (Mutationen) als Ursachen genetischer
Erkrankungen erkannt werden, aber auch so genannte Polymorphismen, die
eine indirekte genetische Diagnose ermoglichen (s. Kap. A.IL.2, Rn. 13, 14). Eine
stindig wachsende Zahl genetischer Merkmale wird mit diesen Methoden heute
sicher bestimmt.

Eine entscheidend neue Dimension erhielten molekulargenetische Technologien
mit der Fihigkeit, die Rekombination der DNS, also die Verinderung der
genetischen Information durch Auswechseln oder Einfiigen bestimmter Basen-
sequenzen (ein Ereignis, das wir als sehr wesentlich in der Evolution kennen
gelernt haben), auch im Laboratorium durchfiihren zu konnen und das — da die
Prinzipien der Genetik fur alles Lebende gelten — nicht nur innerhalb einer
bestimmten Spezies und auch nicht nur mit natiirlichen, sondern auch mit
kiinstlich hergestellten DNS-Sequenzen. (s. Kap. A.IL.1 und A.IL.3.a)

Eine wesentliche Vorbedingung dazu war es, ein DNS-Molekiil an einer klar
definierten Stelle trennen zu konnen. Mit Hilfe von so genannten Restriktions-
enzymen kann man ein — wir erinnern uns: normalerweise sehr langes und
doppelstringiges — DNS-Molekiil schneiden. Restriktionsenzyme kommen
natiirlicherweise in Bakterien vor und benutzen ihre Fahigkeit, DNS zerschnei-
den zu konnen, als Abwehr (Restriktion) gegen eingedrungene fremde DNS. Wir
kennen heute eine Vielzahl derartiger Restriktionsenzyme, die nach ihrer Her-
kunft bezeichnet werden: z. B. Eco RI = Escherichia coli, Hind IIl = Haemophilus
influenzae. Jedes Restriktionsenzym schneidet an ganz besonderen, spezifischen
Stellen des DNS-Molekiils. Diese Schnittstellen sind jeweils klar definierte, sich
uberlappende Basensequenzen. Das bedeutet, dass ein bestimmtes Restriktions-
enzym die DNS eines Genoms jeweils an allen den Stellen schneidet, an denen
diese spezifische Basensequenz auftritt. Die Wahrscheinlichkeit, mit der eine
bestimmte Basensequenz innerhalb der tiber 3 Mrd. Basenpaare der DNS eines
Zellkerns auftritt, hangt von der Zahl ihrer Basen ab. Die meisten Restriktions-
enzyme schneiden tberlappende spezifische Sequenzen von 4-8 Basen, das
heifSt, sie schneiden statistisch alle 4* ~ 250 Basenpaare (bp) bzw. alle 4%
~65.000 bp. Das bedeutet hinwiederum, dass ein bestimmtes Restriktions-
enzym die Gesamt-DNS eines Individuums in ganz bestimmte Fragmente trennt,
so genannte Restriktionsfragmente. Die Restriktionsfragmente eines Individu-
ums lassen sich elektrophoretisch von einander trennen und durch eine Metho-
de, die man nach ihrem Urheber Southern-Blotting nennt, genauer charakteri-
sieren.

Hierbei gewinnt eine weitere Eigenschaft der DNS an Bedeutung: Die Fihigkeit
zur Hybridisierung. Entsprechend der hohen Spezifitit der komplementiren
Basenpaarung (AT bzw. GC, s. Kap. A.IL.1) im DNS-Doppelstrang ldsst sich
ein bestimmtes einzelstringiges DNS Segment — vermischt mit anderer einzel-
strangiger DNS — nur an den Stellen wieder zu doppelstrangiger DNS vereinen,
an denen die Basenpaare exakt zusammenpassen. Diesen Vorgang nennt man
Hybridisierung.

Im Verfahren des o.g. Southern-Blotting wird die DNS eines Individuums nach
enzymatischer Spaltung und Denaturierung auf einer festen Membran elektro-
phoretisch getrennt. In ihrer Basensequenz bekannte, durch Marker gekenn-
zeichnete, einzelstrangige DNS-Stiicke, so genannte Sonden oder ,,Probes®,
werden mit den vielen hunderttausenden nun nebeneinander liegenden Fragmen-
ten zusammengebracht. Die Sonden hybridisieren, verbinden sich jeweils nur an
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den ,,passenden Stellen®“. Durch Vergleich mit einem Standard kénnen diese
genau charakterisiert werden. Die ,,erkannten® Fragmente werden entsprechend
der Zahl ihrer Basenpaare in bp oder in tausenden als Kilobasen (kb) angegeben.

Als ein sehr wesentliches Prinzip hat sich dabei herausgestellt, dass Fragmente,
hervorgerufen durch ein bestimmtes Restriktionsenzym und ,erkannt“ durch
eine bestimmte Sonde, intraindividuell konstant, reproduzierbar sind, jedoch
interindividuell durch die unterschiedliche Zahl von Schnittstellen ganz deutli-
che Unterschiede zeigen konnen. Dieses Phinomen nennt man: Restriktions-
fragmentlangenpolymorphismus (RFLP). Die Restriktionsfragmente werden wie
mendelnde Merkmale vererbt und sind codominant nachweisbar. Dieser Poly-
morphismus unterstreicht ebenfalls die genetische Einmaligkeit eines Individu-
ums und seine Bestimmung hat heute viele Anwendungsbereiche gefunden.

Eine zweite wesentliche Konsequenz der Restriktion besteht darin, dass sie es
ermoglicht, Enden von DNS-Fragmenten miteinander zu verbinden, zu ligieren.
Die Vorbedingung dazu sind die durch ein Restriktionsenzym geschaffenen,
spezifischen Schnittstellen, die an den Enden der doppelstringigen DNS-Frag-
mente nun frei liegen. Sie ermoglichen ein exaktes (Wieder-)Zusammenfiigen
dieser Fragmente in gleicher oder veranderter Folge aber auch das Zusammen-
zufiigen von ganz anderer, artfremder oder sogar kunstlicher DNS, wenn sie nur
beide zuvor mit demselben Enzym geschnitten worden sind. Dieser Vorgang
heiflt Rekombination. Er erméglicht es uns auch, bestimmte DNS-Sequenzen in
so genannte Vektoren einzubringen und zu vermehren. Als Vektoren dienen
kleine ringformige DNS-Teile, die neben dem eigentlichen Genom in den meisten
Bakterienzellen vorkommen (Plasmide), die DNS von Viren oder auch kiinstlich
aus Plasmiden und so genannten cos-Regionen aus Viren zusammengesetzte
Cosmide. Da sich Bakterien und Viren sehr schnell vermehren, gelingt es auf
diese Weise, auch die eingesetzte DNS-Sequenz in kurzer Zeit in vielen Kopien
vorliegen zu haben. Man nennt diesen Vorgang Klonieren.

Eine sehr wesentliche Erweiterung und Vereinfachung des Klonierens hat die
Polymerase-Kettenreaktion (Polymerase chain reaction = PCR) gebracht. Dabei
handelt es sich um eine der bedeutungsvollsten Methoden der jiingeren Zeit. Die
PCR ermoglicht — wie die oben erwidhnten Methoden — eine exponentielle
Vermehrung bestimmter definierter DNS-Sequenzen in sehr kurzer Zeit, jedoch
ohne den labortechnisch aufwindigen Zwischenschritt des bakteriellen oder
viralen Vektors. Hitzestabile Taq-Polymerase (aus den Bakterien Thermus
aquaticus) synthetisiert im schnellen Wechsel mit einer Hitzedenaturierung
eine durch zwei kurze Oligonukleotide (Primer) begrenzte DNA-Sequenz bis
zu einigen tausend Basenpaaren.

Die Fihigkeit, DNS-Sequenzen klonieren, in praktisch beliebig grofler Zahl
herstellen zu konnen, ist in mehrfacher Weise bedeutungsvoll. Hier — bei der
Besprechung der Technologien — ist es wichtig darauf hin zuweisen, dass es die
Vorbedingung fiir die direkte Bestimmung der Basenfolge, die so genannte
Sequenzierung ist. Mit Hilfe wohl dosiert zugegebener etwas veranderter
DNS-Bausteine, statt Desoxyribonukleotide Didesoxyribonukleotide und Poly-
merase wird dabei im Reagenzglas von einem doppelstrangigen Startpunkt
(Primer) einzelstrangige DNS kopiert. Die Didesoxyribonukleotide wirken dabei
jedoch als Block, so dass nur jeweils Teile der Gesamtvorlage entstehen. Da -
wie wir uns erinnern (s. Kap. A.Il.1) — es vier verschiedene Nukleotide gibt,
abhingig von ihrer Base — kann man in vier verschiedenen Ansitzen mit je einer
der vier Didesoxyribonukleotiden die gleiche DNS in — verschieden endenden -
Stiicken synthetisieren. Hat man sich die Enden zuvor radioaktiv markiert und
trennt die Stiicke wieder elektrophoretisch voneinander, so kann man aus den
vier Ansitzen auf die Basenfolge schliefSen. Dieser Vorgang des Sequenzierens ist
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heute soweit vervollstindigt, dass maschinell bereits relativ grofse Segmente in
kurzer Zeit bestimmt werden konnen. Hierbei spielt die Informationstechnolo-
gie wieder eine grofSe Rolle.

Um die Sequenz einer in seiner Funktion bekannten DNS, eines Gens, sequen-
zieren zu konnen, kann man iiber extrahierte mRNS (s. Kap. A.IL.2) mit Hilfe
einer Reversetranskriptase eine so genannte cDNS herstellen, die den Exons (s.
Kap. A.I.2) dieses Gens entspricht. Haufig ist es jedoch wichtig, nicht nur diese
codogenen Sequenzen zu kennen, sondern auch die Introns, also das ganze Gen.
Ein zunichst unbekanntes kloniertes DNS-Segment muss dann mit einer
bekannten Gensonde bestimmt und sequenziert werden.

Alle bisher skizzierten Methoden erfassen jeweils ein Gen, ein Transkript, ein
Protein oder relativ grofle zusammenhingende DNS-Segmente bis hin zu ganzen
Chromosomen. Man spricht von vertikalen Methoden.

Ganz neue Technologien ermdglichen seit einigen Jahren eine breite (horizon-
tale) Diagnostik von Tausenden von Genen, Genteilen, intergenischen Sequen-
zen (DNS) oder Genprodukten (RNA, Proteine) desselben Gewebes, Organs
oder Organismus gleichzeitig in einem Arbeitsgang. Sie sind unter verschiedenen
Namen im Umlauf: Micro-Array, Gene Chip® (Fa.Affymetrix), gene chip(s),
DNA-Chip, DNA-Array, Gene Array oder Genomechip und beruhen alle auf
einem ganz dhnlichen Prinzip, das Methoden der Molekularbiologie, der Chip-
technologie aus der Elektronikbranche und der Informationstechnologie kom-
biniert:

Auf einem etwa 1 cm? grofen Glas- oder Nylontriger, dem Chip, kénnen in
nebeneinander liegenden Untersuchungsfeldern, den Spots, 10.000 Analysen zur
gleichen Zeit durchgefithrt werden. Ein Mikroroboter bringt dazu gezielt viele
verschiedene, aber jeweils bekannte 500 bis 5000 Basen lange (einstringige)
c-DNS, aus so genannten Gen-Bibliotheken entnommen und vervielfiltigt, auf,
oder Mikromethoden veranlassen die gezielte in-situ-Synthetisierung kurzer 20
bis 80 Basen langer verschiedener, ebenfalls in ihrer Basensequenz bekannter,
Oligonukleotide in den so genannten Spots. Die aufgebrachten DNS-Segmente
werden auf den Chips immobilisiert. Man nennt sie Proben. Auf diese derartig
vorbereiteten Chips werden ebenfalls mit Hilfe bestimmter Mikromethoden die
zu untersuchenden, vervielfaltigten und mit Fluoreszenzfarbstoffen markierten
DNS- oder RNS-Abschnitte, die Targets, aufgebracht, die entsprechend der
Basenspezifitit (s. Kap. A.IL.1) nur an ganz bestimmten, komplementiren Basen-
sequenzen in bestimmten Spots hybridisieren konnen. Die Fluoreszenzsignale
werden in einem Readout genannten Vorgang genauestens in ihrer Lokalisation
und Stirke erfasst und mit komplizierten Rechenprogrammen aufbereitet.
Damit erhélt man auf einen Schlag eine Fiille genetischer Informationen eines
Individuums.

Ahnliche Mikrochip-Analysen sind nicht nur mit DNS- und RNS-Proben und
Targets moglich, sondern auch auf der Proteinebene (Genproduktebene) und
ermoglichen dadurch eine wesentlich komplexere Erfassung der spezifischen
Zellarbeit.

Mikrochip-Methoden werden zur Beantwortung vieler Fragen angewandt: Zur
Genbestimmung, zur RNA-Bestimmung, zur Erkennung von Krankheiten in
ihren genetischen Ursachen oder ihrem gemeinsamen Vorkommen mit bestimm-
ten DNS-Markern (z.B. SNPs, s. Kap. A.IL.2), zur Erkennung von Medikamen-
tenwirkungen (Pharmakogenomic) oder zur Erkennung von toxischen Wirkun-
gen (Toxicogenomic).

Gentechnologische Methoden ermoglichen durch Rekombination, Klonierung
und Sequenzierung bestimmter DNS/RNS-Sequenzen eine ganz wesentliche
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