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Zusammenfassung 1 

Zusammenfassung 
 

Die exakte Bruchpunktbestimmung und zytogenetische Analyse chromosomaler 

Veränderungen hängt von vielen Komponenten, wie etwa guter Präparation der 

Zellsuspension, ausreichender Spreitung der Mitosen und hohem Bandenstadium 

der Chromosomen maßgeblich ab. Etablierte herkömmliche Bänderungstechniken, 

wie z.B. Giemsa- und Reverse-Banding, erlauben lediglich eine Unterscheidung 

zwischen positiven und negativen Banden, was leicht zu Fehlinterpretationen des 

Ursprungs einzelner Banden führen kann. 

Die Methode des MCB von Chudoba et al. (1999), produziert ein Banding, welches 

durch Hybridisierung sich überlappender Mikrosezierungssonden entlang eines 

einzelnen Chromosoms entsteht und sich daher genau und ausschließlich an der 

spezifischen DNA dieses Chromosoms orientiert und letztlich in einem mehrfarbigen 

Bandenmuster resultiert. 

 

Aufgabe der vorliegenden Arbeit war es, diese neue Methode auf Genauigkeit und 

Reproduzierbarkeit der Bruchpunktbestimmung an aberranten Fällen zu prüfen, 

sowie die erhaltenen Bruchpunkte mit denen herkömmlicher Bänderungstechniken 

zu vergleichen und etwaige Unstimmigkeiten aufzuklären. Des weiteren sollte 

überprüft werden, ob und wie genau Chromosomen innerhalb der verschieden 

Phasen des Zellzyklus mittels MCB dargestellt werden können. 

 

Die Bruchpunktanalyse wurde an klinischen Fällen durchgeführt, die größtenteils von 

auswärtigen Labors eingesandt wurden, wo auch die konventionelle 

Bruchpunktbestimmung stattfand. Um den Bandenabgleich zu vereinfachen wurde 

ein MCB Ideogramm erstellt.  

Für die Interphaseuntersuchungen wurden Zellen von genetisch unauffälligen 

Probanden sowie HeLa-Zellen kultiviert. Zellpräparation und FISH wurden nach 

adaptierten Standartprotokollen durchgeführt. Die Auswertung fand mit Hilfe der 

mFISH-Software von MetaSystems statt. 

 

Die Ergebnisse zeigten einen zum Teil sehr deutlichen Zugewinn an Genauigkeit der 

MCB-Bruchpunktbestimmung gegenüber herkömmlichen Bänderungstechniken. Das 

MCB ermöglichte sogar präzise Bruchpunktanalysen in Fällen, bei denen 
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konventionelle Techniken versagten. Außerdem wurden häufige Fehlerquellen bei 

der konventionellen Bruchpunktbestimmung offenbart und ausgewertet.  

 

Darüber hinaus gelang es, Chromosomen auf Bandenniveau im Interphasekern 

darzustellen, womit erstmals ein direkter Vergleich von Interphase- zu 

Metaphasechromosomen hinsichtlich ihrer Größe und Form sowie Anordnung und 

Reihenfolge ihrer einzelnen Banden möglich wurde. Weitere Vergleiche von 

Interphasechromosomen von HeLa-Zellen, die in unterschiedlichen Phasen des 

Zellzyklus arretiert wurden, bestätigten diese Analysen. Zusätzlich gelang es, sogar 

kleinere chromosomale Aberrationen während der Interphase darzustellen. 

 

Zusammenfassend läßt sich sagen, daß das MCB weniger abhängig von äußeren 

Faktoren wie Präparation oder Spreitung ist als bisherige Bänderungstechniken. Es 

kann eine höhere Auflösung im Bandenmuster als herkömmliche Methoden erreichen 

und liefert damit genauere Informationen über die chromosomalen Regionen von 

Interesse, sowohl während der Meta- als auch erstmals der Interphase. Das 

Erkennen von chromosomalen Aberrationen im Interphasekern eröffnet 

darüberhinaus ganz neue Möglichkeiten auf dem Gebiet der molekularen 

Zytogenetik. 
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Einleitung 
 

Genetische Erkrankungen werden häufig durch numerische bzw. strukturelle 

Chromosomenaberrationen verursacht, und umgekehrt können auch Erkrankungen 

wiederum zu einer Veränderung von Zellen und deren Chromosomensatz führen. Die 

genaue Analyse dieser Veränderungen kann von enormer diagnostischer und 

gegebenenfalls therapeutischer Bedeutung sein. Die Karyotypisierung mit 

konventionellen Bänderungstechniken wie GTG und RBG erreicht bei 

hochkomplexen Chromosomenveränderungen jedoch häufig ihre Grenzen, da die 

Bandenauflösung zum einen nur eine Unterscheidung von positiven und negativen 

Banden erlaubt und zum anderen von vielen äußeren Faktoren beeinflußt wird. So 

wirken sich beispielsweise eine geringe Spreitung der Metaphaseplatten oder ein zu 

stark ausgeprägter Proteinsaum um die jeweilige Mitose negativ auf das 

Bandenmuster bzw. die Bandenauflösung der Chromosomen aus. 

Die sehr geringe Unterscheidbarkeit der einzelnen positiven bzw. negativen Banden 

kann wiederum selbst bei gut gebänderten Chromosomen nur zu einer ungefähren 

Bruchpunktbestimmung führen. Aberrationen, die nur einzelne Banden oder gar nur 

Fragmente dieser betreffen, können auf diese Weise der Detektion mit 

herkömmlichen Bänderungstechniken gänzlich entgehen. 

Später entwickelte mFISH-Techniken (Speicher et al. 1996, Schröck et al. 1996) 

ermöglichten das spezifische Färben von Chromosomen auf DNA-Ebene. Damit 

kann zwar abgeklärt werden, welche Chromosomen in etwaige Rearrengements 

involviert sind, die genauen Chromosomenabschnitte bzw. –banden bleiben jedoch 

im Ungewissen. Auch können intrachromosomale Veränderungen, wie etwa 

pericentrische Inversionen oder kleinste Duplikationen bzw. Deletionen mit diesen 

Techniken nicht detektiert werden, da die Morphologie des Chromosoms dabei zu 

wenig verändert wird. 

Basierend auf der mFISH-Technik in Verbindung mit der Mikrosezierung von 

mehreren sich gegenseitig überlagernden partiellen Chromosomensonden wurde 

1999 von Chudoba et al. die Methode des Multicolour Bandings entwickelt, welche 

es erstmals ermöglichte all diese Einschränkungen zu überwinden. Chromosomen 

können so DNA-spezifisch gefärbt und anschließend mittels einer speziellen 

Software hochauflösend gebändert werden.  
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Bevor diese Methode für Routinezwecke bzw. andere Fragestellungen zur 

Anwendung kommen konnte, war es nötig, ihre Genauigkeit, Zuverlässigkeit und 

Reproduzierbarkeit  genauer zu prüfen und mit konventionellen 

Bänderungsmethoden zu vergleichen. (Lemke et al. 2001)  

Während diese konventionellen Bänderungstechniken vorrangig spezifische 

Proteinstrukturen stärker oder schwächer anfärben, orientiert sich das MCB direkt an 

der Abfolge der zu untersuchenden DNA und ermöglicht zusätzlich durch seine 

Vielfarbigkeit eine deutlich bessere Unterscheidbarkeit der einzelnen Banden an 

sich. 

Aufgrund dieser DNA-Ausrichtung erlaubt diese Methode erstmals auch eine 

spezifische Bänderung einzelner Chromosomen während aller Phasen des 

Zellzyklus. Das Banding war bislang ein Phänomen, welches routinemäßig nur an 

Chromosomen in der Mitose dargestellt werden konnte. Es war lange Zeit kaum 

möglich, genauere Aussagen zum Wesen der Chromosomen während der 

Interphase zu treffen. Aus dem Verhalten der Chromosomen während der Mitose 

wurden Theorien entwickelt und mit Fakten aus Interphase-Analysen ergänzt. 

So wurde angenommen, Chromosomen lägen unstrukturiert als relativ lange, 

dekondensierte DNA-Stränge in eigenen Territorien im Interphasekern vor. Arbeiten 

neueren Datums wie von Dietzel et al 1998, Chevret et al. 2000 und Volpi et al. 2000 

gaben erste Anhaltspunkte für eine gewisse DNA-Strukturierung innerhalb dieser 

Territorien. Erst mit dem MCB stand jedoch eine hochauflösende 

Chromosomenfärbetechnik zur Verfügung, um Lage und Form von 

Interphasechromosomen genauer zu ergründen und mit denen von Chromosomen 

der Metaphase bzw. den verschiedenen Interphasestadien untereinander zu 

vergleichen. Dies war Inhalt des letzten Abschnitts der vorliegenden Arbeit. (Lemke 

et al. 2002) 

Damit bettet sich diese Arbeit in übergeordnete Projekte meines Betreuers Prof. Dr. 

Uwe Claussen zur Aufklärung des Verhaltens von Chromosomen sowie deren 

Banden in der Meta- und Interphase generell sowie beim Übergang von 

verschiedenen Phasen in einander ein. 
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Ziele der Arbeit 
 

Aufgabe der vorliegenden Arbeit war es, die Methode des Multicolour Bandings auf 

Genauigkeit, Zuverlässigkeit und Reproduzierbarkeit zu prüfen und auftretende 

Schwachpunkte dieser Methode aufzuzeigen und zu diskutieren. Um dies zu 

erreichen, sollte die Methode des MCB auf eine Vielzahl von klinischen Fällen mit 

unterschiedlichsten chromosomalen Aberrationen sowie an nicht-aberranten 

Chromosomen genetisch unauffälliger Probanden angewandt werden. All dies sollte 

exemplarisch mit dem MCB-Sondenmix für Chromosom 5 geschehen. 

Wichtige Aspekte waren hier unter anderem das Auffinden möglicher Artefakte bei 

diversen Chromosomenveränderungen sowie etwaiger Änderungen des 

Bandenmusters in Abhängigkeit der Chromosomenlänge. 

Des weiteren sollte ein MCB-Ideogramm erstellt werden, um die Bruchpunktanalyse 

zu vereinfachen. Differenzen zwischen MCB-Bruchpunkten und den vorher 

bestimmten Bruchpunkten konventioneller Techniken sollten genauestens analysiert 

und interpretiert werden. 

Darüber hinaus war die Applizierbarkeit des MCB auf die Interphase zu prüfen. Dabei 

lag das Hauptinteresse auf Lage und Form der Interphasechromosomen sowie der 

Abfolge und Anordnung der einzelnen Banden im Vergleich zu 

Metaphasechromosomen. Ein weiteres Augenmerk lag, auch in den 

Interphaseanalysen, auf Chromosomenlänge und -form und deren möglichen 

Änderungen während der unterschiedlichen Phasen des Zellzyklus sowie auf dem 

Zusammenhang zwischen Chromosomenlänge und Bandenstadium. 

Letztlich sollte geprüft werden, ob kleinere Aberrationen möglicherweise bereits auch 

im Banding von Interphasechromosomen nachvollzogen werden können. 
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Diskussion 
 

Die Methode des Multicolour Bandings erlaubt es erstmals, Chromosomen 

unabhängig von Länge, Spreitung und Qualität der Metaphasen auf Bandenniveau 

darzustellen, da sich das Bandenmuster an der zu untersuchenden Ziel-DNA und 

nicht, wie konventionelle Techniken, an chromosomalen Proteinen orientiert. 

Die einzelnen Mikrosezierungssonden des MCB-Cocktails verursachen ein sich 

ständig änderndes aber hochspezifisches Fluorochromintensitätsprofil entlang der 

Chromosomenachse, welches vom Nutzer in beliebige Abschnitte unterteilt werden 

kann. Diesen Abschnitten werden Falschfarben zugeordnet, was letztendlich in 

einem typischen Bandenmuster für das jeweilige Chromosom resultiert. Kleinste 

Veränderungen des Intensitätsprofils schlagen sich somit auch im MCB Muster 

nieder. 

Das MCB Muster verhält sich sehr konstant. Chromosomen gleicher Länge zeigen 

MCBanden gleicher Größe, Anordnung und Reihenfolge, während die Bandengröße 

abhängig von der Chromosomenlänge, ähnlich dem G-Banding, leicht variieren kann. 

Auch Bruchpunkte chromosomaler Aberrationen stellen sich unabhängig vom 

Kondensationsgrad der jeweiligen Chromosomen immer in den gleichen 

Falschfarbbanden dar.  

 

Um diese MCBanden dem etablierten ISCN G-Bandenideogramm vergleichbar zu 

machen, konnte ein MCB-Ideogramm erstellt werden, welches in seiner Auflösung 

ungefähr einem Metaphasechromosom des 550 Bandenstadiums entspricht. Die 

Bandenzuordnung wurde mit Simultanhybridisierungen lokusspezifischer Sonden 

sowie dem Abgleich mit diversen Intensitätsprofilen und reversem DAPI-Banding 

gesichert. 

Der Vergleich der MCB-Bruchpunkte mit denen herkömmlicher Methoden anhand 

von 40 klinischen Fällen mit unterschiedlichsten Aberrationen zeigte zum Teil 

deutliche Differenzen. 

In 30 der 40 Fälle wurde zumindest einer der involvierten Bruchpunkte mittels MCB 

neudefiniert. Auf die komplette Anzahl aller Bruchpunkte bezogen, entspricht dies 

69%, wovon in 34% der bisher angenommene Bruchpunkt in der Nachbarbande bzw. 

der darauf folgenden lag. In weiteren 29% war eine exakte Bruchpunktbestimmung 

mit konventionellen Techniken gar nicht möglich und in den verbleibenden 6% 
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wichen die GTG-Bruchpunkte aus unbekannter Ursache stark vom MCB-Ergebnis 

ab.  

Diese Ergebnisse zeigen deutlich die Hauptursache für Fehldeutungen der GTG-

/RBG-Bruchpunkte. Die Abfolge von ausschließlich positiven und negativen Banden 

im Muster eines Chromosoms führt zu einer nur sehr geringen  

Bandenunterscheidbarkeit und kann gerade bei Aberrationen bzw. Rearengements 

leicht zu Fehlinterpretationen des eigentlichen Bandenursprungs führen. Nahezu 

jeder zweite, der später mittels MCB neudefinierten Bruchpunkte war aufgrund dieser 

geringeren Auflösung konventioneller Bänderungstechniken bisher unpräzise oder 

gar falsch. Hier wird die Überlegenheit des MCB besonders deutlich, da sich durch 

seine Vielfarbigkeit eine ungemein höhere Unterscheidbarkeit der einzelnen Banden 

ergibt.  

Die Ergebnisse belegen außerdem eine geringere Anfälligkeit des MCB gegenüber 

den bereits genannten Störgrößen wie Spreitung der Metaphasen und  

Chromosomen. Die Bruchpunktbestimmung wurde in 11 der 40 Fälle an 

Chromosomen von Lymphozyten vorgenommen, welche häufig von vornherein zu 

einer besseren Spreitung und Bandenauflösung neigen. Dies ist wohl auch ein Grund 

dafür, daß in diesen 11 Fällen mit MCB keine oder nur geringfügige 

Bruchpunktabweichungen festgestellt wurden. Der Großteil der bearbeiteten Fälle 

dieser Arbeit (29) beruhte allerdings auf einer Bruchpunktbestimmung an 

Knochenmarkszellen, welche für herkömmliche Bänderungstechniken oft nur eine 

geringere Qualität bieten. Auch hier wird die Überlegenheit des MCB sehr deutlich, 

denn selbst in sehr kurzen, schlecht GTG-bänderbaren Chromosomen (200 G-

Banden-Stadium oder weniger) kann mit dieser Methode eine Bandenauflösung 

erzielt werden, die noch der eines 550 G-Bandenstadiums entspricht. 

Dementsprechend führte die Bruchpunktbestimmung mittels MCB an solchen 

Chromosomen auch deutlich häufiger zu Berichtigungen. Jedoch bewahren auch gut 

gespreitete Lymphozytenchromosomen nicht vor Fehlinterpretationen wie Fall 1 

verdeutlicht. 

Rückvergleichend ließ sich sagen, daß sich jegliche mit MCB neudefinierten 

Bruchpunkte wiederum auch in Übereinstimmung mit dem G- bzw. R-Bandenmuster 

befanden. 

Allerdings zeigte sich, daß das MCB bei Aberrationen in seltenen Fällen auch zu 

Fehlinterpretationen bzw. Artefakten führen kann. In der vorliegenden Arbeit wurden 
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2 Typen solcher Aberrationen entdeckt. In einem Fall (Fall 3) handelte es sich um 

eine Insertion eines kleineren Duplikates aus dem distalen in den proximalen q-Arm 

des Chromosoms 5. Dabei entstand an den beiden Insertionspunkten durch das 

Überstrahlen und Vermischen der nun neu aneinander grenzenden 

Fluorochromkonstellationen eine artifizielle neue Bande, welche in ihrer 

Zusammensetzung einer bereits definierten vorhandenen Bande im distalen q-Arm 

sehr stark entsprach, die dem duplizierten Abschnitt direkt angrenzte. 

In diesem Falle konnte ein neues eigens definiertes Bandenmuster, das sich in 

seinem Auflösungsmaximum besonders auf die Region der Duplikation konzentrierte 

und alle sonstigen Informationen (Banden) außer Acht ließ, den genauen Umfang 

der Insertion aufdecken. Zusätzlich war es möglich durch diese fokusierte 

Auflösungsoptimierung, auch die Orientierung der Insertion aufzuklären.  Da es sich 

hier im Umfang um lediglich einen Bruchteil einer einzelnen G-Bande  handelte, war 

dies mit herkömmlichen Bänderungsmethoden bislang völlig unmöglich. 

Im anderen Falle (Fall 12 und Fall 28) handelte es sich um die Deletion eines 

Bereiches im q-Arm, welche sich im MCB-Bandenmuster nicht als Verlust von 

Banden, sondern lediglich als Schrumpfung der beteiligten Banden zeigte. In den 

Fluorochromintensitätsprofilen zeigte sich eine deutliche Verkleinerung der Peaks der 

betroffenen Fluorochrome und damit auch ihrer Intensitäten. Da das MCB aber 

hauptsächlich auf der Unterscheidung von Fluorochromrelationen zueinander, nicht 

aber der Intensitäten an sich beruht, kommt es bei solchen Deletionen nicht zum 

Bandenverlust. Solange sich die Fluorochrommischungsverhältnisse nicht auffällig 

ändern und die Deletion damit nur zu einer Stauchung der Intensitätsprofile führt, 

schlagen sich Intensitätsverminderungen auch nicht in einem MCBandenverlust 

nieder, sondern lediglich in einer Verschmälerung der beteiligten Banden. 

In solch einem Fall, wie auch im ersten (Fall 3), hülfe vor allem eine bessere 

Abdeckung und Überlagerung der einzelnen Mikrosezierungssonden entlang der 

Chromosomenachse, um eine Repräsentation eines Areals durch zwei oder gar nur 

ein Fluorochrom zu vermeiden. 

Allerdings lassen sich die eben genannten MCB Artefakte auch anhand der 

Intensitätsprofile erkennen und eventuell durch Erstellen von höher auflösenden 

Bandenmustern beheben.  

Zusammenfassend läßt sich also sagen, daß das MCB bei der Analyse von 

Bruchpunkten in Metaphasechromosomen signifikante Vorteile bietet, da es eine 
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deutlich höhere Auflösung und Bandenunterscheidbarkeit bietet und gerade an 

Material, welches für konventionelle Bänderungsmethoden oft schlecht zugänglich 

ist, eine bei weitem bessere Auflösung gewährleistet. 

Allerdings sollte im direkten Vergleich zwischen MCB und GTG/RBG auch darauf 

hingewiesen werden, daß die weithin etablierten konventionellen Methoden auch 

kaum schlagbare Vorteile bieten. Sie sind ohne großen technischen Aufwand und 

Vorarbeit bei äußerst geringen Kosten sehr leicht, schnell und nutzerfreundlich 

durchzuführen. 

 

Als Konsequenz der DNA-Orientierung des MCB ergab sich erstmals die 

Gelegenheit, Chromosomen unabhängig von Pro- bzw. Metaphase einzeln und als 

ganzes im Zellkern auf Bandenniveau darzustellen. 

 

Für GTG gebänderte Metaphasechromosomen konnte ein signifikanter 

Zusammenhang (P<0,001) zwischen der Länge des Chromosoms und seinem 

Bandenstadium gefunden werden. Anhand dieses Graphen (Figure 2, Lemke et al. 

2002) ließ sich die Länge eines Interphasechromosoms direkt einem 

Metaphasenbandenstadium zuordnen.  

Für Interphasechromosomen 5 wurde eine Länge von 12,0 ± 2,3µm gemessen, was 

ergo einem Bandenstadium von lediglich ca. 600 in der Metaphase entspricht. Die 

geringe Standartabweichung spricht sogar für eine relative Konstanz der Länge der 

Interphasechromosomen. Auch 3D-Untersuchungen bestätigten, daß 

Interphasechromosomen 5 zwar länger als Metaphasechromosomen sind, jedoch 

nicht um ein Vielfaches, wie bislang angenommen. Je höher das MCBandenstadium 

gewählt wurde, desto gewundener zeigte sich die Chromosomenachse, ohne daß 

dies allerdings die tatsächliche Länge des Interphasechromosoms beeinflußte, denn 

der Abstand der Telomere zueinander blieb ja unverändert. 

Dies steht im Gegensatz zu Arbeiten, die davon ausgehen, daß 

Interphasechromosomen vielfach länger als Prophasechromosomen seien und ein 

noch höheres Bandenstadium als das von 2000 Banden (wie in Prophasen 

beobachtet) aufweisen (Yunis et al. 1976, 1981). Darüberhinaus wurde 

angenommen, Chromosomen kondensierten im Verlauf von Pro-, Prometa-, Meta- 

und Anaphase immer stärker, um schließlich nach der Telophase erneut zu 

dekondensieren. 
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Diese Diskrepanzen der zellzyklusunterschiedlichen Bandenstadien können 

eventuell durch die Beobachtungen von Hliscs et al. 1997 erklärt werden, welche 

zeigten, daß das hohe Bandenstadium von Prophasechromosomen hauptsächlich 

durch eine spezielle Chromosomenpräparation und das anschließende Auftropfen 

auf den Objektträger verursacht wird und Chromosomen außerdem 

zellzyklusabhängig unterschiedlich stark auf eben genannte präparative Manipulation 

ansprechen. 

Die weithin bekannten und etablierten GTG Bandenstadien sowie deren Ideogramme 

laut ISCN 1995 scheinen damit weniger auf tatsächlich morphologische, als eher 

präparativ artifizielle Phänome zurückführbar zu sein. 

 

Die Interphase-MCB Analysen zeigten, ein überraschend konstantes und stark 

metaphaseähnliches Bandenmuster. In gut einem Drittel aller untersuchten 

Interphasekerne (n=106) stellten sich beide Chromosomen 5 komplett gebändert dar. 

Fast die Hälfte der Kerne konnte jedoch für die Auswertung nicht herangezogen 

werden, da sich beide Chromosomen überlagerten oder unvollständige 

Bandenmuster aufwiesen. Dieser nicht unbeträchtliche Anteil ließe sich sicherlich 

noch weiter dezimieren, wenn die Analyse an dreidimensional intakten Kernen auf 

den selben MCBandenstadien durchgeführt werden könnte und sich die 

Präparations- bzw. FISH-Methodik noch stärker auf Interphasekerne optimieren 

ließe. 

 

Um das MCB des Chromosoms 5 während der verschiedenen Interphasestadien 

untereinander zu vergleichen, wurden HeLa-Zellen kultiviert, synchronisiert und dann 

jeweils in der G1-, S- und G2-Phase arretiert. In allen Phasen zeigte sich ein 

metaphaseähnliches Banding. Auch die Länge der Chromosomen 5 war 

phasenunabhängig relativ ähnlich. Der offensichtlichste Unterschied bestand in der 

Form der Chromosomen bzw. deren einzelnener Banden. Beide erschienen 

aufgelockerter und aufgeweiteter als im Vergleich zu Metaphasechromosomen, was 

vermuten läßt, daß sich nach der Telophase zwar kaum eine Verlängerung der 

Chromosomenlänge ergibt, dafür wohl aber ein stärkeres seitliches Ausloopen von 

Chromatin stattfindet. Am augenscheinlichsten wird dies an S-Phase-Chromosomen. 

Ob dieses Phänomen allerdings wirklich auf funktionelle Hintergründe 
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zurückzuführen ist oder doch eher auf einem präparationsbedingten Artefakt beruht, 

wurde nicht genauer untersucht. 

 

Dietzel et al. 1999 beschrieb, daß die Position der einzelnen Gene innerhalb der 

jeweiligen Interphaseterritorien in Abhängigkeit zu ihrer Transkriptionsaktivität stehen 

könnten. So lägen aktive Gene mehr peripher und oberflächennah im 

Interphasechromosom und wären somit für die Transkription leichter zugänglich, im 

Gegensatz zu inaktiven Genen, welche sich vornehmlich zentral befänden.  

Der Mechanismus, Chromatinstrukturen der Transkription zugänglicher zu machen, 

in dem DNA-Strukturen innerhalb des Interphasechromosoms von zentral nach 

peripher verlagert werden, könnte ein Equivalent zu dem von Hliscs et al. 1997 

beschriebenen Prozeß des Aufspaltens heller G-Banden innerhalb dunkler 

darstellen. Auch könnten Parallelen in der Hierarchie der Aufspaltung der einzelnen 

hellen G-Banden und –Subbanden zu der transkriptionalen Aktivität der Gene, die sie 

beherbergen, liegen. 

Andere vergleichende Arbeiten von aktiven und inaktiven X-Chromosomen (Eils et al. 

1996) zeigten, daß das transkriptionsaktive X-Chromosom eine größere und 

unregelmäßigere Oberfläche hat als das inaktivierte. 

Darüber hinaus liegen transkriptionell hochregulierte Gene, wie die des Major 

Histocompatibility Complex auf 6p ebenso auf der Oberfläche des jeweiligen 

Interphaseterritoriums (Volpi et al. 2000). 

 

Interphasekerne sind in vivo dreidimensional, in situ jedoch präparationsbedingt stark 

abgeflacht und somit nahezu zweidimensional, was starke Strukturveränderungen 

der Interphasechromosomen vermuten läßt. Die Gleichartigkeit der 

MCBandenmuster von Interphase- und Metaphasechromosomen in situ läßt jedoch 

auf eine viel größere Ähnlichkeit beider Chromosomentypen in vivo schließen als 

bisher angenommen wurde. Aufgrund dieser Gleichartigkeit erscheint der Begriff 

„Interphasechromosom“ nunmehr auch angebrachter als die bisherigen Termini 

„Domäne“ oder „Territorium“. 

 

Das Bändern von Interphasechromosomen ermöglicht darüber hinaus auch die 

Detektion verschiedener chromosomaler Veränderungen und Rearrengements, wie 

an 2 Fällen demonstriert werden konnte. In beiden Fällen zeigten Chromosomen der 
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Interphase exakt die selben MCB Muster (einer Insertion(5) vom distalen q-Arm nach 

weiter proximal bzw. einer Deletion von 5q) wie schon die Metaphasechromosomen. 

Gleiches gilt für den aberranten Karyotyp der HeLa-Zelllinie. 

Diese Tatsache verdeutlicht, daß Interphasekerne durchaus zur Analyse von 

Chromosomenbanden herangezogen werden und hinsichtlich bestimmter 

Fragestellungen eine vergleichbare Qualität und Bandenauflösung wie in der 

Metaphase gewährleisten können. Die Bandenauswertbarkeit der Chromosomen der 

Interphase scheint der der Metaphase jedoch aufgrund der aufgelockerteren 

Morphologie bislang noch unterlegen. Trotz allem gestattet das MCB eine gewisse 

Unabhängigkeit von Mitosen, was interessante Ansätze zur Vereinfachung und 

Optimierung der Präparation und vor allem der Kultivierung von Zellen für die 

Chromosomenanalyse bietet.  
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Schlußfolgerungen 
 

Das Multicolour Banding überliegt aufgrund seiner DNA-Ausrichtung und 

Vielfarbigkeit in Präzision und Auflösungsvermögen den herkömmlichen 

Bänderungstechniken, wie GTG bzw. RBG  teils deutlich. 

Es wurde gezeigt in welchem Ausmaß Bruchpunktbestimmungen bisher von 

Fehlinterpretation beeinflußt wurden und worauf diese zurückzuführen sind. Auch 

sehr kleine Aberrationen, welche von herkömmlichen Methoden bislang nicht oder 

nur schlecht detektierbar waren, können mit MCB genau dargestellt werden, was 

anhand der Orientierung der Insertion eines Bandenfragments (Fall 3, Lemke et al. 

2001) gezeigt werden konnte. 

 

Die Möglichkeit, Chromosomen mit MCB während der Interphase hochauflösend zu 

bändern, erlaubte es erstmals einen direkten Vergleich von Form, Größe und 

Strukturierung von Interphase- mit Metaphasechromosomen durchzuführen. Es 

zeigte sich, daß Chromosomen in der Interphase viel mehr mit 

Metaphasechromosomen gemein haben, als bisher vermutet wurde. So ist 

beispielsweise die Chromosomenachse nicht um ein Vielfaches länger als in der 

Metaphase. Auch haben Interphasechromosomen die gleiche MCBandenabfolge wie 

Metaphasechromosomen bei einer zusätzlich recht ähnlichen Bandenanordnung. 

Dies verdeutlicht, daß das Chromatin in der Interphase wohl auch sehr ähnlich 

strukturiert und nicht weitgehend dekondensiert und nahezu amorph in Territorien 

liegt. 

Die lockerere Anordung der Banden und deren größeres Volumen bei vergleichbarer 

Chromosomenachslänge läßt statt dessen ein seitliches Ausloopen von Chromatin 

eher vermuten als eben einen drastische Längenzuwachs durch Dekondensation. 

 

Das MCB ist darüber hinaus so präzise, daß auch im Interphasekern kleinere 

Chromosomenanomalien detektiert werden können, was an 2 unterschiedlichen 

Fällen dokumentiert wurde. Dies eröffnet der Bruchpunktbestimmung in der 

Zytogenetik und molekularen Zytogenetik völlig neue Möglichkeiten. 

Wenn es möglich ist, die Methodik des MCB an Interphasechromosomen weiter zu 

optimieren und zu perfektionieren, könnte auch routinemäßig eine verläßliche 

Chromosomenanalyse auf Bandenniveau mitoseunabhängig durchgeführt werden. 
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Dies erscheint besonders im Hinblick auf die Schwierigkeiten der Kultivierung von 

Zellen bzw. des Stimulierens der Mitosebildung einiger Zellkulturen von großem 

Vorteil, denn beides entfiele in diesem Falle, was zusätzlich eine beträchtliche Zeit- 

und Arbeitseinsparung bedeutete. 

 

Außerdem kann diese Methode dazu verwandt werden, um auch die 

dreidimensionale Gestalt der Interphasechromosomen genauer zu ergründen, was in 

der vorliegenden Arbeit nur ansatzweise geschah, und damit helfen, zellzyklus- bzw. 

phasenspezifische Chromosomenunterschiede aufzuklären und das Kozept des 

Zellzyklus schlüssiger werden zu lassen. 
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