Neue Fluoreszenzmethoden zur strukturellen
und funktionellen Genomanalyse

(Fish and Chips)

Inauguraldissertation
Zur
Erlangung des Doktorgrades der Naturwissenschaften
der Justus-Liebig-Universitit Giefen

vorgelegt von
Tanja Hardt
aus Seelbach

angefertigt am
Max-Planck-Institut fiir Molekulare Genetik
Berlin-Dahlem

Berlin, im Juli 2001






The most beautiful thing we can experience is the mysterious.
It is the source of all true art and science.

Albert Einstein






Inhaltsverzeichnis

1 Einleitung 9
2 Grundlagen zur strahleninduzierten genomischen Instabilitét 11
2.1 Strahleninduzierte Schiaden der DNS . . . . ... .. .. ... .. 11
2.2 Auswirkungen genomischer Instabilitdt . . . . . . .. .. ... .. 13
2.2.1 Verzogerte Mutationsauslésung . . . . . . .. ... ... 13
2.2.2  Verzogerter Riickgang der Teilungsfahigkeit . . . . .. .. 14
2.2.3 Chromosomeninstabilitat . . . . . . . ... ... ... ... 16
2.2.4 Weitere Folgen genomischer Instabilitdt . . . . . . . .. .. 20
2.3 Natur strahleninduzierter genomischer Instabilitdt . . . . . . . .. 21
2.3.1 Einflull von Strahlenqualitdt und Dosis . . . . . . . . . .. 21
2.3.2 Genetische Faktoren . . . . .. ... ... .. ... .. .. 22

2.3.3 Mogliche Mechanismen der induzierten genetischen Insta-
bilitdt . . . ..o 23
2.4 Strahleninduzierte genomische Instabilitdt und Krebsentstehung . 24
2.5 Zusammenfassung . . . .. ..o 25

3 Methodische Grundlagen der modernen molekularzytogenetischen

Analysen 27
3.1 24-Farben-Fluoreszenz-in situ-Hybridisierung (FISH) . . . . . .. 28
3.1.1 FISH . . . .. oo 28
3.1.2 M-FISHund SKY . ... ... ... ........... 29
3.1.3 Neue Methoden der Vielfarben-FISH . . . . ... ... .. 31

3.1.4 ,Bar-Kodierung“ von Chromosomen mit Vielfarben-FISH 33
3.1.5  SKY und Vielfarben-FISH in der strahlenbiologischen For-

schung . . . . . .. Lo 35
3.2 Matrix-CGH . . . ... ... . o o 38
3.2.1 Chromosomale CGH (Comparative Genomic Hybridization) 38
3.2.2  DNS-Chiptechnologie . . . . . . ... ... .. ... .... 40
323 Matrix-CGH. . . ... ... ... .00 44

3.3 Kombination von CGH und SKY zur Unterscheidung miitterlicher
und véaterlicher Chromosomen . . . . . . .. ... .. ... .. .. 47
3.3.1 genomische Prigung - ,Imprinting* . . . . .. .. ... .. 47

5



3.3.2 Komparative Hybridisierung und SKY-Analyse . ... .. 48

4 Material und Methoden 51
4.1 Sonden und Sondenherstellung . . . . . . . ... ... o1
4.1.1 Genomische DNS . . . .. ... ... ... ... .. ... 52
4.1.2 DOP-PCR-Produkte . . . ... ... ... ... ...... 53
4.1.3 CTA4-DOP-PCR-Produkte . . .. ... .. ........ 54
4.1.4 Inter-Alu-PCR-Produkte . . . . .. ... ... ... .... 54
415 Cot-1DNS . . . . .o 55
4.1.6 Inter-B1-PCR-Produkte der Maus . . . . . .. ... .. .. o6
4.2  Chipherstellung . . . . . . . ... o oo o6
4.2.1 Sonden aufdem Chip. . . . .. ... ... ... ... ... 06
4.2.2 Spotten . . . . .. ... o7
4.3 Markierung . . . . ... Lo o8
4.3.1 PCR-Markierung . . . . . ... ... ... ... 58
4.3.2 ,Nick-Translation . . . . ... ... ... ... .. ... 62
4.3.3 Random Priming . . . .. ... ... ... .. ... 62
4.4 Hybridisierung . . . . . . . . Lo 65
4.4.1 Praparation der Objekttrager . . . . . . . .. . ... ... 65
4.4.2 24-Farben-FISH . . . . .. ... ... ... ... ... 67
4.4.3 CGH auf Maushybridchromosomen . . . . .. ... .. .. 68
444 CGHaufChips . . . ... ... ... ... ... ..., 68
4.5 SpectraCube und Spectral Karyotyping (SKY) . . . . .. ... .. 69
4.5.1 Zusammensetzung des SKY-Systems . . . .. ... .. .. 70
4.5.2 Fourierspektroskopie . . . . . . .. ..o L. 70
4.5.3 Klassifikation der Chromosomen mit SKY . . ... .. .. 72
4.6 Bestrahlung und Kultivierung von P3 Zellen . . . . . . .. .. .. 73
4.7 Auswertung der CGH-SKY Hybridisierungen . . . . . . . . .. .. 73
4.7.1 Spektrale Bildanalyse . . . . . . .. ... ... 73
4.7.2  Statistische Auswertung . . . . ... ... 75
4.8 Auswertung der CGH-Chips . . . . . . .. ... ... ... .... 75
5 Ergebnisse 79
5.1 Vielfarben-FISH und SKY . . . . ... .. ... ... ... .... 79
5.1.1 Analyse von komplexen Chromosomenaberrationen . . . . 79
5.1.2 FISH-Bandierung der Chromosomen 2 und X . . . .. .. 85
5.2 Chromosomenaberrationen und genomische Instabilitdt nach Ront-
genstrahlung . . . . . . . ... oo L 91
53 Matrix-CGH . . . . .. ... ..o 99
5.3.1 Komparative Hybridisierung am Beispiel von Patienten mit
multiplen X-Chromosomen . . . . . . .. ... ....... 100
5.3.2 Komparative Hybridisierung weiblicher und méannlicher gesamt-
genomischer DNS . . . . . ... ... ..o oL 114



5.4 SKY und CGH zur Unterscheidung véterlicher und miitterlicher

Chromosomen bei Maushybriden . . . . .. ... .. ... ... 126
5.5 Zusammenfassung der wichtigsten Methoden . . . . . . . . .. .. 135
6 Diskussion 137
6.1 Multicolor-FISH und Spectral Karyotyping . . . . . . ... .. .. 137
6.1.1 Analyse komplexer Chromosomenaberrationen . . . . . . . 137
6.1.2 FISH-Bandierung der Chromosomen 2 und X . . . .. .. 141
6.2 Chromosomenaberrationen und genomische Instabilitdt nach Ront-
genstrahlung . . . . . . .. ..o oL 143
6.3 Matrix-CGH . . . . .. .. .. ... 146
6.4 SKY und CGH zur Unterscheidung miitterlicher und véterlicher
Chromosomen . . . . . . . . . ... oo 150
7 Zusammenfassung 153
Glossar 154
Literaturverzeichnis 160
Danksagung 176






Kapitel 1

Einleitung

Die Fluoreszenz-in situ-Hybridisierung (FISH) bietet eine Vielzahl hochentwickel-
ter Untersuchungsmethoden zur Analyse chromosomaler Verdnderungen des Ge-
noms. Dazu gehoren u. a. die ,Vergleichende Genomische Hybridisierung“ (Com-
parative Genomic Hybridisation, CGH) und die Vielfarben-FISH mit den zwei
Methoden M-FISH (Multicolor-FISH) und SKY (Spectral Karyotyping, Spektra-
le Karyotypisierung).

Bei chromosomalen Verdanderungen unterscheidet man zwischen strukturellen
Chromosomenaberrationen, zu denen Austauschaberrationen (Translokationen)
und Inversionen gehoren und numerischen Verdnderungen, die Verlust oder Ge-
winn eines ganzen Chromosoms beinhalten. Translokationen bezeichnet man als
balanciert, wenn es sich um einen reziproken Austausch von Chromosomenseg-
menten handelt, bzw. als unbalanciert, wenn Chromosomenabschnitte verloren
gehen. In der Humangenetik werden Chromosomenverinderungen, die in jeder
Korperzelle auftreten, als konstitutionelle Chromosomenaberrationen bezeichnet,
wahrend man bei einzel auftretenden Verinderungen von erworbenen Chromoso-
menveranderungen spricht.

Mit 24-Farben-FISH lassen sich alle menschlichen Chromosomen durch kom-
binatorische Markierung mit nur fiinf Fluoreszenfarben unterscheiden. Dadurch
wird eine eine spezifische Farbung jedes der 24 menschlichen Chromosomen in
einem Hybridisierungsexperiment moglich. Diese Methode eignet sich insbeson-
dere zur Untersuchung von Translokationen, da sich die ausgetauschten Segmente
zweier Chromosomen durch ihre unterschiedliche Fluoreszenzmarkierung leicht
aufdecken lassen.

Die CGH deckt hingegen numerische Unterschiede, Deletionen und Ampli-
fikationen einzelner Chromosomen oder Chromosomenabschnitte, auf. Durch
vergleichende Hybridisierung verschiedenfarbig markierter Genome auf eine Kon-
trollmetaphase konnen genomische Imbalancen zwischen zwei Genomen detektiert
werden. Deletionen und Amplifikationen werden durch Unter- bzw. Uberrepre-
sentation einer Hybridisierungssonde auf den betreffenden Chromosomenregio-
nen sichtbar. Ein limitierender Faktor der CGH ist die Notwendigkeit, komple-
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xe Strukturen auszuwerten, da die Hybridisierung auf Chromosomenpriparaten
stattfindet. Mit der Entwicklung der DNS-Chip-Technologie kann eine Vielzahl
von DNS-Sonden auf kleinstem Raum aufgebracht werden. Diese Technik ermog-
licht es, das Auflosungsvermogen der chromosomalen CGH um ein Vielfaches zu
erhohen. Der Chip ersetzt dabei die Chromosomenpriaparate. Mit dieser Me-
thode kénnen ganze Genome in einem Hybridisierungsexperiment gleichzeitig auf
auf Gewinn oder Verlust definierter DNS-Sequenzen (Sonden) untersucht wer-
den. Die Hybridisierungsunterschiede werden statt auf den Chromosomen auf
den , gespotteten“ DNS-Sequenzen festgestellt.

In dieser Arbeit wurden mehrere Methoden zur Detektion von strukturelle
und numerischen Aberrationen etabliert. Die Moglichkeiten und Limitationen
von SKY zur 24-Farben-FISH- Analyse wurde zunichst am Beispiel von Trans-
lokationsfillen demonstriert. Dabei wurde u. a. ein Patient mit Moebiussyndrom
untersucht, der eine duflerst komplexe Translokation zwischen vier Chromosomen
aufwies.

Eine neuartige Anwendung von SKY war die Untersuchung bestrahlter mensch-
licher Zellen zum Nachweis von Chromosomenaberrationen als Folge einer strah-
leninduzierten genetischen Instabilitdat. Strukturelle Chromosomenveréinderun-
gen sind seit langem Untersuchungsobjekt der biologischen Strahlenforschung.
Mit der Methode der Spektralen Karyotypisierung (SKY) er6ffnete sich die Mog-
lichkeit, alle Chromosomen einer Zelle in einem Experiment auf Translokationen
zu untersuchen und genomische Instabilitdt in bestrahlten Zellkulturen festzu-
stellen. Strahleninduzierte genetische Instabilitdt gehort zu den aktuellsten und
umstrittensten Themen der modernen Strahlenbiologie. Der experimentelle Ab-
lauf und die Anwendung der SKY ermdéglichen es, alle stabilen Translokationen
zu registrieren und unmittelbar nach Bestrahlung ausgeloste Aberrationen von
denen zu unterscheiden, die durch Instabilitdt hervorgerufen wurden.

Als Beispiel zur Erhohung des Auflésungsvermogen der Vielfarben-FISH wur-
de eine Fluoreszenzbandierung verschiedener Fluoreszenzfarben individueller Chro-
mosomen durchgefiihrt. Zur Untersuchung chromosomaler Imbalancen wird in
dieser Arbeit die Etablierung einer Matrix-CGH vorgestellt. Diese Methode be-
dient sich der Chiptechnologie, um Sonden auf kleinstem Raum, auf einem Chip,
aufzubringen. Als weitere Neuentwicklung zur Unterscheidung zwischen viter-
lichen und miitterlichen Chromosomen wird eine Kombination chromosomaler
CGH und der SKY vorgestellt. Dabei wird eine herkémmliche CGH auf Meta-
phasechromosomen mit SKY-Systems ausgewertet. Dadurch er6ffnen sich neue
technische Méglichkeiten zum Nachweis von genomischen Imprintingdefekten.

Durch das Humangenomprojekt steigt die Anzahl der zur Verfiigung stehen-
den DNS-Sonden zur Analyse von Chromosomenaberrationen stédndig an. Damit
vervielféltigen sich die Anwendungsméglichkeiten fiir moderne molekularzytoge-
netische Methoden (FISH und CHIPs).
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Kapitel 2

Grundlagen zur strahleninduzierten
genomischen Instabilitat

2.1 Strahleninduzierte Schaden der DNS

Vor rund 70 Jahren (GATES [35]) wurden von erste Hinweise gefunden, daf die
DNS (Desoxyribonukleinsdure) das primére Ziel der Strahlenschidigung ist. In
den Experimenten von TAYLOR et al. [147] wurde nach Bestrahlung mit Ront-
genstrahlen eine Abnahme der Viskositdt von DNS in vitro gefunden. Ein paar
Jahre spéter veroffentlichte ALPER [2], da Bakteriophagen, die zum groften Teil
aus DNS bestehen, mit ansteigender Strahlendosis zunehmend inaktiviert werden.
Eine Ubersicht zur biologischen Strahlenwirkung findet man bei KIEFER [70).

Ionisierende Strahlung kann einen DNS-Schaden sowohl direkt durch Photo-
nen bzw. Ionen auslosen, als auch indirekt durch Radiolyseprodukte des Was-
sers. Strahlung verursacht Ionisation (H,O = H" + OH™) und Spaltung (H,O =
H® + OH*) des Wassers. Folgeprodukte dieser Reaktion sind u. a. freie Radika-
le und die hochreaktiven Produkte OH®, H®, sowie durch Riickraktion entstan-
dene Folgeprodukte H; und Hy0Os. Durch direkt und indirekte Schiden ent-
stehen Verdnderungen der DNS: Einzelstrangbriiche (ESB), Doppelstrangbriiche
(DSB), Basenmodifikationen, Desoxyriboseverdanderungen, Verbindungen inner-
halb eines und zwischen verschiedenen DNS-Molekiilen (inter- und intra-DNS-
Strang-Crosslinks) sowie Verbindungen von DNS mit Proteinen (DNS-Protein-
Crosslinks).

LET = ,Linear-Energy-Transfer”, die lokal absorbierte Energie pro durchlau-
fener Wegstrecke, ist ein Maf zur Beschreibung der Strahlenqualitit. Man un-
terscheidet im wesentlichen zwischen diinnionisierenden Strahlen mit niedrigem
LET und dichtionisierenden Strahlen mit hohen LET-Werten. Diinnionisieren-
de Strahlung, wie Rontgen- und y-Strahlung, 16st ein Drittel der Schiden direkt
durch Strahlung aus, der restliche Anteil durch indirekte Effekte. Bei dichtionisie-
render Strahlung (hoher LET), bei a-Strahlen, die beispielsweise von Radon, Ra-
donzerfallsprodukten und Plutonium-238 emittiert werden, oder schweren Ionen
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Zeit [sec] Strahleninduzierte Ereignisse

Phys. und chem. Abldufe: Energiedeposition und Chemie freier Radikale

10716 —10~!® ~Energieverlust sekundirer Elektronen und Riickgang zu thermischen Energien

1079 Hydroxyl-Radikale reagieren in der Zelle

1073 Freie Radikale reagieren mit Sauerstoff

100 Reaktion der freien Radikale ist abgeschlossen

Friihe biologische Reaktionen: genomische Instabilitit wird etabliert
10t —10* Signaltransduktion
Reparatur von DNS Schiden
10% —10° Einleitung der genomischen Instabilitét
Verdnderungen der Genexpression
105 — 108 Fortschreiten der genomischen Instabilitit
Zellzykluseffekte
Spéte biologische Reaktionen: Konsequenzen der genomischen Instabilitét

10¢ — 107 Absterben der Zellen und Anstieg der Mutationen
108 —10° Transformation und Krebsentstehung

Tabelle 2.1: Zeitlicher Ablauf strahleninduzierter Prozesse (aus LIMOLI et al.

[81])

dominiert der Effekt der Schiden, die direkt durch Strahlung ausgelost werden.

Der LET steht in Zusammenhang mit der RBW, der Relativen Biologischen
Wirksamkeit. Diese wird bestimmt durch den Quotienten der Dosen einer Test-
strahlung und Rontgen- oder y-Strahlung als Referenz, die den gleichen Effekt
auslosen. Der Zusammenhang zwischen LET und RBW ist darauf zuriickzufiih-
ren, dafl Strahlung eines hoheren LETs einen gehduften Schaden (,cluster”) in
einem kleinen Bereich und damit einen komplexen Schaden in dem betroffenen
DNS-Abschnitt erzeugt.

Die durch ionisierende Strahlung verursachten DNS-Schiden bewirken im
biologischen System u. a. Genmutationen, Chromosomenaberrationen, zellula-
re Transformation und Zelltod. Die strahleninduzierten Schiden (Doppel- und
Einzelstrangbriiche) fithren durch Replikationen und durch falsche enzymatische
Reparatur zu einer irreversiblen Verdnderung des DNS-Molekiils. Diese Prozesse
finden in den ersten Zellteilungen nach Bestrahlung statt und fiihren zu gene-
tischen Verdnderungen oder einem Absterben der Zelle. Die lange implizierte
Rolle der Doppelstrangbriiche in der Ausbildung von chromosomaler Aberratio-
nen wurde von NATARAJAN et al. [110] 1980 erstmals indirekt bestétigt.

Neben den unmittelbaren Schiden treten lange nach der Bestrahlung wei-
tere Veranderungen auf, die auf eine strahleninduzierte genomische Instabilitét
zuriickgefiihrt werden. Dieser Effekt wurde schon vor iiber 30 Jahren erwihnt
(SINCLAIR [141], NIAS et al. [111] und WESTRA UND BARENDSEN [160]), fand
aber erst in den letzten 10 Jahren gesteigertes Interesse. Grund dafiir ist die
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eine Korrelation zwischen genomischer Instabilitat und Krebs. Der Verlust der
Genomstabilitit ist oft der erste Schritt bei der Krebsentstehung. Die strahlen-
induzierte genomische Instabilitdt kann mit den Kenntnissen der herkémmlichen
Strahlenbiologie nur schwer bzw. nicht erklirt werden. Eine Ubersicht zum zeit-
lichen Ablauf der strahleninduzierten Reaktionen in biologischem Gewebe, aus-
gehend von den physikalischen und chemischen Prozessen bis hin zur moglichen
Karzinogenese, wird in Tabelle 2.1 wiedergegeben.

Im Folgenden werden die Auswirkung der genomischen Instabilitdt und die
Ergebnisse bisheriger Untersuchungen besprochen. Der Schwerpunkt liegt dabei
auf der chromosomalen Instabilitdt mit der sich diese Arbeit beschéftigt. Aufer-
dem wird versucht, die Natur dieser Instabilitit genauer zu beleuchten, indem
auf den Einflufl der Strahlenqualitdt und die moglichen Targets zur Induktion
eingegangen wird.

2.2 Auswirkungen genomischer Instabilitat

2.2.1 Verzogerte Mutationsauslosung

Fiir Mutationsanalysen bend6tigt man Modellsysteme, die es ermoglichen, Muta-
tionen in einem Gen, z. B. dem Hypoxanthin-Guanin-Phosphoribosyl-Transferase
(HPRT)-Locus, makroskopisch zu entdecken. Das HPRT-Gen kodiert fiir ein En-
zym zur Wiederverwertung von Purin bei der Nukleinsduresynthese. Das HPRT-
Gen eignet sich fiir Mutationsuntersuchungen, da Nullmutanten im Gegensatz
zum Wildtyp resistent sind gegeniiber der Purinanaloge 6-Thioguanin (6-TG)
und bei Anwesenheit von 6-TG iiberlebensfahig sind. Da das HPRT-Gen auf
dem X-Chromosom liegt, geniigt eine einzige inaktivierende Mutation, um einen
6-TG-resistenten Phinotyp zu erzeugen.

Spat auftretende Genmutationen nach Bestrahlung wurden von HARPER et al.
[46] am Beispiel dieses HPRT-Modells untersucht. Die Proliferation von HPRT-
defizienten Zellen wurde durch Einbau von Tritium-Thymidin nachgewiesen. In
einem Autoradiogramm konnten Mutanten von Wildtypzellen unterschieden wer-
den, und der Zeitpunkt des Auftretens der Mutation konnte durch die Anzahl
der vorangegangenen Zellteilungen abgeschitzt werden. Nach a-, (Neutronen-)
und Rontgenstrahlung wurde ein 5-facher Anstieg nicht klonaler Mutationen in
den klonalen Nachkommen der bestrahlten Zellen beobachtet. Allerdings konnten
mit dieser Methode keine Informationen zur molekularen Struktur der genetischen
Verénderungen erhalten werden.

LITTLE et al. [89] [88] benutzten ebenfalls das HPRT-System, um strukturelle
Verdinderungen auf molekularer Ebene zu untersuchen. Zunichst wurde die An-
zahl der durch strahleninduzierte Instabilitdt ausgelosten Mutationen ermittelt.
Wihrend in den unbestrahlten Kontrollen 1% der Zellpopulation spontane Mu-
tationen zeigte, fand man in 8-9% der zuvor bestrahlten Zellen HPRT-negative
Mutanten. Uber einen Dosisbereich von 2-12 Gy war keine Dosisabhingigkeit
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nach Rontgenbestrahlung feststellbar. Die Anzahl der Mutationen bei 2 Gy a-
Bestrahlung war vergleichbar haufig (9% unstabile Klone). Bei der Analyse der
molekularen Verdnderungen der durch Instabilitit erzeugten Klone wurden je-
doch Unterschiede zu direkt durch Bestrahlung verursachten Mutationen deutlich.
Mutationen, die direkt duch Bestrahlung (Rontgenstrahlung) gesetzt wurden, be-
standen zu iiber 75% aus partiellen Deletionen, 20% Punktmutationen und einem
kleineren Teil aus Deletionen des gesamten Gens. Das Mutationsspektrum der
instabilen Klone glich dem spontaner Mutationen. Der Grofteil (>80%) der Ver-
anderungen waren Punktmutationen, der kleinere Teil partielle Deletionen und
einige grofere Deletionen. Im Gegensatz zu direkt induzierten Mutationen waren
bei den Deletionen, die durch Instabilitit verursacht wurden, regelmifig 2 oder
mehr nicht zusammenhédngende Exons ausgefallen; dabei waren die Genenden
auffallend hiufig beteiligt.

DUBROVA et al. [27] brachten den Beweis, daf sich strahleninduzierte gene-
tische Instabilitdt in vivo iiber zwei Generationen iibertragen laft. Mainnliche
CBA/H Mause wurden mit Spaltneutronen bestrahlt und die Nachkommen in
der F2 Generation auf Mutationen in den ,Expanded Single-Tandem Repeat”
(ESTR)- Loci untersucht. Es zeigte sich ein 6-facher Anstieg der Mutationsrate
in den Nachkommen der ménnlichen F'1 Generation und eine 3,5-fache Erh6hung
in den Nachkommen der weiblichen F1 Generation. Bei den Nachkommen der
bestrahlten M&use hat offenbar eine Destabilisierung der ESTR- Loci stattge-
funden. Die Mutationen konnten sehr friih bei der Entwicklung der Keimzellen
aufgetreten sein und zu einer Mosaikbildung gefiihrt haben, die sich in den Nach-
kommen dieser Mause auspriagt. Da die Mutationen von unabhingigen Sper-
mazellen stammten, kann die erhohte Mutationsrate der ESTR-Loci nicht durch
de-novo-Mutationen in DNA-Reparatur-Genen entstanden sein. Also liegt der
Schluss nahe, dafs die Strahlung eine universelle Instabilitat ausloste.

Zusammenfassend kann gesagt werden, daf nach Bestrahlung verspiatet Muta-
tionen auftreten, die nicht nur in Zellkultur nach mehreren Zellteilungen, sondern
auch in vivo nach mehreren Generationen nachgewiesen werden kénnen. Mole-
kulare Untersuchungen haben gezeigt, dak es einen deutlichen Unterschied zu
Mutationen gibt, die direkt durch Bestrahlung ausgelost werden. Der Mecha-
nismus der verspéiteten strahleninduzierten Instabilitdt fithrt zu einer universale
Destabilisierung des Genoms.

2.2.2 Verzogerter Riickgang der Teilungsfahigkeit

Schon in den 60er Jahren wurde festgestellt, dal Populationen, die von bestrahl-
ten Zellen abstammen, ein verdndertes Zellteilungsverhalten zeigen, das sich als
verschlechtertes Wachstum und Ausbildung kleiner Kolonien bei einigen Zellen
der Kultur bemerkbar machte (SINCLAIR [141], NIAS et al. [111] und WESTRA
UND BARENDSEN [160]). HAEFNER UND STRIEBECK [43] bezeichneten die Beob-
achtung bei E. coli als lethale Segregation (,lethal sectoring”). Dieses Phanomen
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wurde zunéchst durch strahleninduzierte Mutationen erklirt, die eine reduzierte
Uberlebenstiahigkeit verusachen.

In neueren Untersuchungen von SEYMOR et al. [138], GORGOJO UND LITT-
LE et al. [38] und MENDOCA et al. [103] wurde das Phénomen des verspitet
auftretenden Zelltodes gefunden. Dabei wurde das Zelliiberleben (,Plating Effi-
ciency“) von Zellklonen nach akuter Bestrahlung analysiert. Es zeigte sich, daf
das verzogert auftretende Zellsterben haufiger auftrat und linger andauerte als
zuvor angenommen. Der verspitete Effekt auf das Zelliiberleben wurde durch
Mutationen in essentiellen Genen (Letalmutationen) erklért.

Der Prozentsatz der betroffenen Zellen, die iibertragbare Defekte zeigten, war
allerdings zu grof (teilweise bis zu 50%), um durch Genmutation ausgelost zu
werden. CHANG UND LITTLE [17] diskutierten als Alternative einen verspi-
tet auftretenden Zelltod. Experimente mit bestrahlten CHO-Zellen zeigten, daf
DNS-Schéden in bestrahlten Zellen iiber viele Generationen weitergegeben wer-
den kénnen und sich durch schlechteres Wachstum und Verlust der Teilungsfahig-
keit bemerkbar machen. In weiteren Untersuchungen demonstrierten sie, daf der
verspatete Zelltod durch Doppelstrangbriiche und deren Reparatur ausgelost wer-
den kann [19]. Zellhybridisierungen der bestrahlten CHO Klone mit somatischen
Zellen zeigten, dak es sich beim spéiten Zelltod um einen dominanten Phénotyp
handelt [18]. Dies 1kt auf epigenetische Vorgénge schliefen.

Wie es schon fiir Mutationen beschrieben wurde, ist auch der verspétete Zell-
tod in vivo iiber mehrere Generationen iibertragbar. In den Experimenten von
WILEY et al. [162] wurden Embryonen im 4-Zellstadium der F1 und F2 Ge-
nerationen ~y-bestrahlter ménnlicher Mause mit Embryonen unbestrahlter Mau-
se fusioniert. Die Zellen der Chimére konnten durch Fluoreszenzfirbung eines
Embryos ihrer Herkunft nach identifiziert werden. Die Proliferationsraten der
Zellen verschiedenen Ursprungs wurden nach etwa 35 Stunden verglichen. Die
Nachkommen bestrahlter Tiere zeigten fiir die F'1 und F2-Generationen einen
gleichbleibenden Nachteil in der Proliferation der embryonalen Zellen. Diese Be-
obachtung wurde als eine induzierte Strefempfindlichkeit der bestrahlten M&use
interpretiert.

In den klonalen Abkémmlingen bestrahlter (Rontgen- und a-Strahlung) Zellen
fand man eine ansteigende Rate apoptotischer Zellen (siehe KADHIM et al. [60]
und JAMALI et al. [56]). Die lange nach Bestrahlung auftretende Apoptose ist
sehr wahrscheinlich auf spét auftretende Schiden der DNS zuriickzufiihren. In
Rontgenbestrahlten V79-Zellen wurde ein dosisabhéngiger bestdndiger Anstieg
der Apoptose bis zu zwei Wochen nach Bestrahlung festgestellt. JAMALI et al.
[56] fand einen Dosisabhéngigkeit bis zu 3-4 Gy mit anschliefender Sattigung.
Diese Dosisabhingigkeit gleicht der, die lange zuvor von SEYMOR et al. [13§]
beschrieben wurde.
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2.2.3 Chromosomeninstabilitat

Chromosomenaberrationen gehéren zu den am haufigsten analysierten Endpunk-
ten genomischer Instabilitit und werden oft mit strahleninduzierter Krebsent-
stehung in Verbindung gebracht (siehe Kapitel 2.4). Vor ca. 15 Jahren konnte
gezeigt werden, daf in bestrahlten menschlichen Fibroblastenzellen eine abnor-
male Klonbildung auftrat. Diese Beobachtung versuchte man mit altersbedingter
Akkumulation genetischer Verinderungen zu erkliren (KANO UND LITTLE 1985
[64]). PAMPFER UND STREFFER berichteten 1989 erstmals von einer iibertrag-
baren strahleninduzierten chromosomalen Instabilitdt in embryonalen Mauszellen
[115]. Seitdem wurden viele Studien ver6ffentlicht, die sich mit der chromosoma-
len Instabilitdt nach Bestrahlung beschéftigen. Der Mechanismus dieser induzier-
ten Instabilitdt konnte bisher nicht geklart werden.

Chromosomenverdnderungen werden unterteilt in Chromatid- und Chromo-
somenaberrationen. Bei Chromatidaberrationen ist nur ein Chromatid eines
Chromosoms an einer Verédnderung beteiligt. Zu Chromatidaberrationen zéhlen
Chromatidbriiche und Chromatidaustausche zwischen homologen Chromatiden
(Schwesterchromatidaustausche) oder homologen Chromosomen. Strahlenindu-
zierte Chromatidaberrationen sind auf eine Bestrahlung der Zelle in der Synthese-
oder G2-Phase zuriickzufiihren. Zu den Chromosomenaberrationen zihlen Verén-
derungen, an denen beide Chromatiden eines Chromosoms in gleicher Weise be-
teiligt sind. Dazu gehdren Deletionen, Chromosomentranslokationen und dizen-
trische Chromosomen. Chromosomenaberrationen entstehen durch eine Bestrah-
lung in der G1-Phase oder aus Chromatidaberrationen nach einer Zellteilung. Die
meisten Chromosomenaberrationen bleiben nach einer Zellteilung erhalten und
sammeln sich im Genom an. Chromatidaberrationen sind charakteristisch fiir
Aberrationen, die seit der letzten Zellteilung entstanden sind.

Die ersten Untersuchungen strahleninduzierter chromosomaler Instabilitit wur-
den nach Hoch-LET-Bestrahlung vorgenommen. KADHIM et al. [61] fithrten Ver-
suche an Knochenmarkzellen von CBA/H Maiusen durch. Nach dichtionisieren-
der Bestrahlung mit a-Teilchen einer Plutonium-238-Quelle (LET 121keV /um™")
konnten in den Nachkommen der exponierten Zellen chromosomale, nicht klona-
le Aberrationen gefunden werden. Dabei traten mehr Chromatidaberrationen
als Chromosomenaberrationen auf. In parallel durchgefiihrten Experimenten mit
Rontgenstrahlung wurde kein Effekt strahleninduzierter chromosomaler Insta-
bilitdt registriert. Diese Beobachtungen wurden von SABATIER UND MARTIN
[126] bestétigt. Sie wiederholten die Experimente mit menschlichen Fibrobla-
sten und Hoch-LET-Bestrahlung iiber einen weiten LET-Bereich durch Bestrah-
lung mit drei verschiedenen Ionen (Neon: LET=386 keV/um™', Argon: LET=
1207 keV/pm™" und Blei: LET=13600keV /um™"). Wihrend KADHIM et al. ei-
ne zufillige Verteilung der Chromosomenbruchpunkte beobachtete, stellten SA-
BATIER UND MARTIN fest, daft die Telomerregionen iiberzufillig hdufig an der
Ausbildung von Aberrationen beteiligt sind. Folgeexperimente von KADHIM et
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Strahlung LET | Zellen Aberrationen | Literatur
C.-tid | C.-som
v- und Rontgen- | <1 | Mausembryonen ++ ++ WEISSENBORN UND
strahlung STREFFER (1988) [159]
Mausknochenmark - - KADHIM et al. (1992) [61]
(CBA/H)
Maus-Brust-Epithel +++ + PONNAIYA et al. (1997)
BALB/c [125]
Maus-Brust-Epithel - - PoNNAIYA et al. (1997)
C57CL/6 [125]
Mensch-Hamster Hy- | +4++ ++ MARDER UND MORGEN
bridzellen GM10115 (1993) [98]
LIMOLI et al. (1997) [85]
[85]
Mensch-Brust-Epithel | +++ + PoNNAIYA et al. (1997)
MCF-10A [124]
menschliches Knochen- + ++ | KADHIM et al. (1995) [60]
mark
menschliche  diploide - - KADHIM et al. (1998) [62]
Fibroblasten (HF12)
menschliche  diploide | ++ + KADHIM et al. (1998) [62]
Fibroblasten (HF19)
menschliche Lympho- + +++ | HOLMBERG et al. (1993)
zyten [51]
2,2MeV Neutro- | 20 | menschliche diploide - - KADHIM et al. (1998) [62]
nen Fibroblasten (HF12)
menschliche diploide | +++ + KADHIM et al. (1998) [62]
Fibroblasten (HF19)
1MeV  Neutro- | 57 | Mausmilzzellen - - BOUFFLER et al. (1996)
nen [11]
0,43MeV  Neu- | 75 | Mensch-Brust-Epithel | ++-+ + PONNAIYA et al. (1997)
tronen MCF-10A [124]

Tabelle 2.2: Ubersicht zu Verdffentlichungen strahleninduzierter chromosomaler
Instabilitat (teilweilse aus LIMOLI, 2000 [81] entnommen). Die Aberrationen sind
unterteilt in Chromatid- (C.-tid) und Chromosomenaberrationen (C.-som). Der
LET ist in keV/um~! angegeben.
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Strahlung LET | Zellen Aberrationen | Literatur
C.-tid | C.-som
3,3MeV a- 120 | Mausknochenmark +++ + KADHIM et al. (1992) [61]
Teilchen (CBA/H)
LORIMORE et al. (1998)
[90]
WATSON et al. (1997)
[157]
Mausknochenmark +++ + WATSON et al. (1997)
(DBA/2) [157]
Mausknochenmark + - WATSON et al. (1997)
(C57BL/6) [157] [157]
menschliches Knochen- | +++ ++ KADHIM et al. (1994,
mark 1995) [59] [60]
menschliche  diploide - - KADHIM et al. (1998) [62]
Fibroblasten (HF12)
menschliche  diploide | +++ + KADHIM et al. (1998) [62]
Fibroblasten (HF19)
Eisen(1GeV) 146 Mensch-Hamster Hy- | ++ + LiMOLI et al. [82]
bridzellen GM10115
Neon 10,7 MeV 386 | menschliche Fibrobla- ? ++ SABATIER et al. 1992 [126]
sten
MARTINS et al. 1993 [99]
Argon 10,5 MeV | 1207 | menschliche Fibrobla- ? ++ SABATIER et al. 1992 [126]
sten
MARTINS et al. 1993 [99]
Gold(11GeV) 1450 | Mensch-Hamster Hy- | ++ + LIMOLI et al. [82]
bridzellen GM10115
Blei 9,5 MeV 136000 | menschliche Fibrobla- ? ++ SABATIER et al. 1992 [126]
sten
MARTINS et al. 1993 [99]

Tabelle 2.3: Fortsetzung der Tabelle 2.2: Ubersicht zu Verdffentlichungen strah-
leninduzierter chromosomaler Instabilitit (teilweilse aus LiMoOLI, 2000 [81] ent-
nommen). Die Aberrationen sind unterteilt in Chromatid- (C.-tid) und Chromo-
somenaberrationen (C.-som). Der LET ist in keV/um™' angegeben.
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al. |59] [60] mit menschlichen Knochenmarkzellen zeigten dhnliche Resultate fiir
a-Bestrahlung. Zusétzlich konnte nach Rontgenbestrahlung ebenfalls eine Insta-
bilitét festgestellt werden, die sich in einer hoheren Ausbeute an Chromosomen-
statt Chromatidaberrationen dufierte [60].

Durch Rontgenstrahlung induzierte chromosomale Instabilitdt wurde von HOLM-
BERG et al. [51] [52] bei menschlichen T-Lymphozyten-Kulturen und von MAR-
DER UND MORGAN [98] bei der somatischen Mensch-Hamster Hybridzelline GM10115
gefunden.

PONNAIYA et al. [124] fithrten die ersten Untersuchungen zur Auslésung von
chromosomaler Instabilitdt mit Neutronen (0,43 MeV Neutronen) durch. Ex-
perimente mit menschlichen Epithelzellen MCF-10A zeigten, daf eine genomi-
sche Instabilitdt ausgelost werden kann. Dabei wurden dhnlich wie in den mit
~v-Strahlung durchgefiihrten Kontrollexperimenten mehr Chromatid- als Chro-
mosomenaberrationen registriert. KADHIM et al. [62] fithrte vergleichbare Ex-
perimente mit menschlichen diploiden Fibroblasten zwei verschiedener Stémme
(HF19 und HF12) durch. Dabei zeigte der HF19 Stamm bei allen Strahlenarten
(2,2 MeV Neutronen-, Rontgen- und a-Strahlung) eine induzierte Instabilitét,
wéahrend beim HF12 Stamm keine Instabiltdt zu entdecken war.

Es zeigen also nicht alle Zelltypen nach Bestrahlung im gleichen Mafe chro-
mosomale Instabilitdt. Es gibt offenbar genetische Faktoren fiir die strahlenindu-
zierte Instabilitdt eines Zelltyps. PONNAIYA et al. [125] demonstrierten in ihren
Versuchen deutlich, dak der genetische Hintergrund fiir eine Auslosung geneti-
scher Instabilitit einen wesentlichen Einflufl hat. Brustepithel-Zellkulturen der
beiden Mausstimme BALB/c und C57BL/6 wurden mit y-Strahlung bestrahlt
und die Chromatidbriiche nach bis zu 28 Verdoppelungen untersucht. Wihrend
die Zellen des BALB/c-Stammes einen Anstieg an Chromatidveréinderungen auf-
grund von Instabilitéit zeigten, verhielten sich die Zellen der C57BL/c Stammes
wie unbestrahlte Kontrollzellen. Die Experimente von WATSON et al. zeigten bei
der Untersuchung von Knochenmarkzellen des Mausstammes C57BL/6 nach a-
Bestrahlung eine sehr geringe Instabillitdt (Chromatidaberrationen), wihrend die
Knochenmarkzellen von CBA/H und DBA /2 einen deutlichen Anstieg aufwiesen
[157].

In vielen der aufgefiihrten Untersuchungen konnte keine eundeutige Dosis-
Effektbeziehung gefunden werden, z. B. nach a-Bestrahlung von Mausknochen-
markzellen von LORIMORE et al. [90] und nach a- und ~-Bestrahlung einer
menschlicher Keratinozyten Zellinie von MOTHERSILL et al. [105]. Dagegen fan-
den MANTI et al. [97] nach Rontgen- und a-Bestrahlungen chinesischer Hamster-
zellen V79 eine dosisabhéngige Zunahme dizentrischer Chromosomen und Mikro-
nuklei. Es ist wahrscheinlich, daf verschiedene Zellen unterschiedlich empfindlich
fiir die Auslosung genomischer Instabilitit sind. In den Experimenten von PON-
NAYIA et al. [124] und KADHIM et al. [62] fand man eine starke zeitabhingige
Auspriagung der chromosomalen Instabilitét.

LIMOLI et al. [86] untersuchten in ihrem Experiment am Beispiel der Mensch-
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Hamster-Hybridzellinie GM10115, ob DNA-Strangbriiche die Ausléser chromoso-
maler genomischer Instabilitdt sind. Bleomyzin, Neocarzinostatin, Wasserstoff-
peroxid, Restriktionsendonukleasen und ionisierende Strahlung wurden auf ihre
Wirkung untersucht, verspitet Chromosomenaberrationen hervorzurufen. Wih-
rend eine Behandlung mit Restriktionsenzymen oder Wasserstoffperoxid, die ein-
fache Lasionen der DNS verursachen, keine Instabilitdt hervorriefen, zeigten io-
nisierende Bestrahlung, Bleomycin und Neocarzinostatin vergleichbare Effekte
bei der Auslosung chromosomaler Instabilitdt. DNS-Strangbriiche alleine 16sen
also keine Instabilitdt aus. Die Komplexitiat bzw. die Qualitdt der Strangbrii-
che trigt entscheidend zur Ausbildung genomischer Instabilitdt bei. LIMOLI et
al. [84] zeigten in einer weiteren Arbeit, daf nach strangbruchinduzierender UV-
Bestrahlung BRDU- und Hoechst 33258-behandelter Zellen Chromosomenaberra-
tionen als Folgen genomischer Instabilitdt auftreten. Eine solche photochemische
Behandlung kann folglich ebenfalls eine chromosomale Instabilitét auslosen.
Zusammenfassend 1afst sich festhalten, dafs chromosomale genomische Instabi-
litdt prinizpiell durch Hoch- und Niedrig-LET-Bestrahlung auslésbar ist. Unter-
schiede in der Expression strahleninduzierter Instabilidt liegen im wesentlichen
am genetischen Hintergrund der bestrahlten Zellen. Die Ausbildung chromo-
somaler Instabilitdt wird nicht alleine durch DNS-Strangbriiche sondern durch
komplexen DNS-Schiden ausgelost. Die Tabellen 2.2 und 2.3 geben eine Uber-
sicht iiber relevante Publikationen zur chromosomalen genomischen Instabilitét
nach Bestrahlung mit verschiedenen Strahlenarten und unterschiedlichem LET.

2.2.4 Weitere Folgen genomischer Instabilitat

Neben Chromosomenaberrationen, Mutationen und Uberleben, das als klona-
le Heterogenitéit oder geringe ,Plating Efficiency” erkennbar ist, gibt es weitere
Endpunkte genomischer Instabilitat. Beispielsweise der Anstieg von Mikronuklei,
der von JAMALI UND TROTT 56| durch Réntgenbestrahlung und von MANTI et
al. [97] durch Rontgen-, Neutronen- und a-Bestrahlung ausgelést wurde. DuU-
BROVA et al. [26] untersuchten erstmals die Instabilitit der Minisatelliten zum
Nachweis strahleninduzierter Instabiliit in Mausen. Ahnliche Arbeiten gibt es
von PAQUETTE UND LITTLE [116] und von SADAMOTO et al. [129]. Im letz-
ten Jahr konnten DUBROVA et al. [27] mit Minisatelliten eine Ubertragbarkeit
strahleninduzierter Instabilitdt iiber zwei Mausgenerationen nachweisen.
Wihrend KENNEDY et al. [68] und MENDOCA et al. [102] den Aspekt der
Transformation nach Bestrahlung untersuchten, quantifizierten andere Gruppen
die Ausbildung von Schwesterchromatidaustauschen nach a-Bestrahlung (DES-
PHANDE et al. [24]). LIMOLI et al. [85] stellten nach Rontgenbestrahlung hingegen
keinen Zusammenhang zwischen genomischer Instabilitdt und Schwesterchroma-
tidaustauschen fest. Nach einer Bestrahlung von 10 Gy wurden chromosomal
stabile und unstabile Klone isoliert und auf weitere Endpunkte untersucht. Dabei
stellte sich heraus, daf chromosomale Instabilitdt mit abnehmender Platierungs-
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effizienz und zunehmender Genamplifikation korreliert, nicht aber mir Mismatch-
Reparatur-Genmutationen und Schwesterchromatidaustauschen. Méglicherweise
ist die Wahl des Zellsystems und die Untersuchungsprozedur von entscheidender
Bedeutung, um Korrelationen zwischen verschiedenen Endpunkten zu finden.

2.3 Natur strahleninduzierter genomischer Insta-
bilitat
2.3.1 Einfluff von Strahlenqualitit und Dosis

Eine Vielzahl unabhéngiger Untersuchungen konnten nach Hoch- und Niedrig-
LET-Bestrahlung eine induzierte chromosomale Instabilitdt beobachten, die sich
durch einen Anstieg der Chromatid- und Chromosomenaberrationen nach vie-
len Zellteilungen bemerkbar machte und iiber mehrere Generationen iibertragbar
war. Die Ergebnisse unterschiedlicher Gruppen sind in den Tabellen 2.2 und 2.3
zusammengefakt und zeigen die Abhéingigkeit der Chromosomen- und Chroma-
tidaberrationen vom LET.

Die Arbeiten mit priméren Mausknochenmark und menschlichem Knochen-
mark deuteten auf eine Abhéngigkeit der Aberrationen nach Bestrahlung unter-
schiedlichen LETs hin. KADHIM et al. [61], [59], [60] zeigten nach a-Strahlung eine
starkeren Anstieg der Chromatidaberrationen gegeniiber den Chromosomenaber-
rationen. Nach Rontgenstrahlung konnten sie nur wenige oder keine Chromoso-
men oder Chromatidverdnderungen feststellen. In weiteren Rontgenbestrahlungs-
experimenten mit menschlichen Fibroblastenzellinien [62] wurde eine induzierte
chromosomale Instabilitit festgestellt, die abhingig vom Untersuchungszeitpunkt
und der Zellteilungsanzahl war.

Untersuchungen mit Neutronenbestrahlung von Mausembryozellen (BOUFF-
LER [11]), menschlichen Epithel- (PONNAIYA et al. [124]) und Fibroblastenzellen
(KADHIM et al. [62]) zeigten eine hohere Ausbeute an Chromatid- als an Chro-
mosomenaberrationen und eine Abhéngigkeit vom benutzten Zellsystem.

Diese Beobachtungen wurden von SABATIER und MARTIN [126] bestétigt.
Sie wiederholten die Experimente mit menschlichen Fibroblasten und Hoch-LET-
Bestrahlung iiber einen weiten LET-Bereich durch Bestrahlung mit drei verschie-
dener Tonen (Neon: LET=386 keV/um™', Argon: LET= 1207 keV/um™' und
Blei: LET=13600keV /um™").

Man kann zusammenfassen, dal genomische Instabilitdt durch Hoch- und
Niedrig-LET-Bestrahlung ausgelost werden konnte. Die Strahlenqualitit hat
einen Einflufl auf die Ausbildung genomischer Instabilitdt. In vielen Untersu-
chungen stieg die Anzahl der Chromosomenaberrationen mit steigendem LET.
Das Untersuchungsobjekt und der genetische Einfluff hatten den wesentlichen
Einfluk auf die Ausbildung genomischer Instabilitit.
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2.3.2 Genetische Faktoren

Wihrend Strahlenqualitidt und Dosis bei der Ausbildung chromosomaler Instabili-
tét eine untergeordnete Rolle spielen, zeigte sich in verschiedenen Experimenten,
dak das untersuchte Zellsystem von entscheidender Bedeutung ist. Genetische
Faktoren spielen bei der chromosomalen Instabilitit eine grofse Rolle.

Die Experimente von PONNAIYA et al. [125] zeigten am Beispiel zweier pri-
mérer Mausepithelzellinien von BALB/c und C57BL/6, daf im Laufe einer Viel-
zahl von Zellverdoppelungen nur in den Zellen der BALB/c-Maus ein Anstieg
chromosomaler Verdanderungen auftritt. Zu den gleichen Ergebnissen kamen WAT-
SON et al. [158], die den genetischen Einfluf an Knochenmarkzellen von induzier-
baren CBA /H und DBA /H und unempfindlichen C57BL/6 Mausen untersuchten.
In Nachkommen der CBA /H oder DBA /H und C57BL/6 konnte gezeigt werden,
daf die Empfianglichkeit fiir strahleninduzierte genomische Instabilitit rezessiv
vererbbar ist. Die Zellen der F1 Generation dieser Mausstimme zeigten keine
induzierte genomische Instabilitdt. Bei Untersuchungen des spit auftretenden
Zelltods in somatischen Zellhybriden vermuteten CHANG UND LITTLE [18], daR
es sich dabei um einen dominanten Phénotypen handelt. Der genetische Ein-
flull auf die Expression strahleninduzierter genomischer Instabilitit trifft auch
fiir menschliche Zellen zu (KADHIM et al. [62]).

LIMOLI et al. [86] zeigten, dak DNS-Doppelstrangbriiche, die durch Restrikti-
onsenzyme induziert wurden, keine genomische Instabilitit auslosen (siehe auch
Kapitel 2.2.3). UV-Strahlung dagegen ist in der Lage, eine genomische Insta-
bilitdt zu verursachen. CHANG UND LITTLE erhielten dazu widerspriichliche
Ergebnisse. Der spat auftretende Zelltod konnte durch Behandlung mit Restrik-
tionsenzymen aber nicht durch UV-Bestrahlung induziert werden.

Experimente von LIMOLI et al. [83] lieferten Hinweise, daf die DNS das kri-
tische Target bei der Auslésung von chromosomaler Instabilitit ist. In Mensch-
Maushybridzellen, in denen Thymidin in der DNS durch Bromdeoxyuridin (Br-
dU) ersetzt wurde, und die deshalb empfindlich fiir die Induktion von Strang-
briichen sind, wurde eine erhéhte chromosomale Instabilitdt beobachtet. Zur
Unterscheidung, ob eine Bestrahlung der Membranen oder des Zellkern der Initia-
tor der chromosomalen Instabilitéit ist, wurden von KAPLAN UND MORGAN |[65]
Versuche durchgefiihrt, in denen vorzugsweise die Zellmembran oder der Zellkern
bestrahlt wurden. Durch Einbau eines mit radioaktiven ?°I gekoppelten Proteins
Succinyl-conconavalin A wurden haupséchlich Plamamembran und Zytoplasma
bestrahlt, wihrend '?°I-iododeoxyuridin die DNS schidigt. Nach Exposition der
Membran trat keine chromosomale Instabilitit auf. Die Bestrahlung des Zellkerns
fiihrte zur Instabilitét.

Es liegt nahe, daf die DNS an der Auslosung der Instabilitéit beteiligt ist, aber
der Mechanismus ist kompliziert und die verschiedenen Endpunkte der Instabiliét
héngen nicht in einfacher Weise zusammen [45].
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2.3.3 Mogliche Mechanismen der induzierten genetischen
Instabilitat

Durch welche Mechanismen genomische Instabilitdt nach Bestrahlung ausgelost
wird, ist bisher nicht geklirt. Eine mogliche Ursache sind strahleninduzierte Ver-
anderungen der DNS wie Basenpaarverdnderungen, die erst spater zu Schiden
fiihren. Dies ist allerdings nicht vereinbar mit der Beobachtung, dafs die Instabi-
litdt erst nach 20-40 Zellteilungen auftritt. In der Regel treten strahleninduzierte
Verénderungen eines Genoms, z. B. Translokationen, direkt nach Bestrahlung auf.
Ein Grofteil dieser Rearrangements, z. B. dizentrische Chromosomen, sind nicht
stabil und gehen normalerweise nach mehreren Zellteilungen verloren. Bei der
induzierten genetischen Instabilitdt hingegen bildet sich eine Genominstabilitit
aus, wie sie aus Krebszellen bekannt ist. Da ein relativ hoher Prozentsatz der
Zellen eine solche Instabilitdt zeigt, kann man ausschliefsen, daft durch Strahlung
verurachte Verdnderungen spezifischer Gene fiir dieses Verhalten verantwortlich
sind (MURNANE [108]).

Vielmehr wird vermutet, daf durch epigenetische Verédnderungen eine ver-
dnderte Genexpression ausgelost wurde. Diese konnte moglicherweise durch Si-
gnaltransduktion nach Doppelstrangbruch-Reparatur bedingt sein (CHANG UND
LITTLE [19]). Durch Bestrahlung oder Behandlung mit Chemikalien kénnen so-
wohl DNS-Schiden (HOLBROOK UND FORNACE [49]) als auch Verdnderungen in
der Zellmenbran (KARIN [66]) ausgel6st werden, welche die Genexpression be-
einflussen. In den meisten Fillen sind diese Verdnderungen der Genexpression
temporar.

Es gibt aber auch permanente Anderungen der Genexpression durch epige-
netische Verdnderungen, wie die Methylierung von CpG-islands. CpG-islands
sind CG-reiche Regionen im Genom, die grofitenteils in Promoterbereichen von
Genen liegen. Methylierung dieser Sequenzen fiihrt zur Inaktivierung, d. h. die
betroffenen Gene werden nicht mehr exprimiert. Man findet methylierte CpG-
islands u. a. in Promoterregionen von Tumorsuppressorgenen. Es ist bekannt,
dak stressinduzierte Hypermethylierung der CpG-islands zur Inaktivierung von
Tumorsuppressorgenen fiithrt (KESHET et al. [69] und CEDAR [16]). Eine solche
Methylierung der CpG-islands wurde auch nach ionisierender Bestrahlung (ISsA
et al. [55]) beobachtet.

Induzierte genomische Instabilitdt konnte die Folge einer Kettenreaktion chro-
mosomaler Rearrangements sein. Dieser Prozess wiirde direkt durch Strahlung
oder durch eine enzymatische Reparaturantwort ausgeldst und zu einer initialen
Chromosomenverdnderung fiihren, die eine Kettenreaktion von Zellteilungen mit
Chromosomenbriichen und neuer Fusion getrennter Chromosomenenden nach sich
zieht (MARDER UND MORGAN [98]). Durch diese sogenannten ,bridge-breakage-
fusion-cycles“ (MCCLINTOCK [101]) treten Chromosomenverinderungen in den
nachfolgenden Generationen auf. Diese Zyklen wiederholender Chromosomebrii-
che werden solange fortgefiihrt, bis es zu einer Fusion mit einem Chromosomen-

23



segment kommt, das telomerische Sequenzen an den Enden trigt und den Um-
bau stabilisert. Diese Kettenreaktion wére vereinbar mit der Beobachtung, daf
Instabilitdt in Zellen auftritt, die direkt nach Bestrahlung schon Chromosomen-
verdnderungen zeigen (HOLMBERG et al. [51]). Das Auftreten chromosomaler
Instabilitdt in Tumoren und die Variabilitit von Chromosomenaberrationen in
einem Tumorgewebe werden von (GISSELSSON et al. [37] ebenfalls auf diesen Me-
chanismus zuriickgefiihrt. Denkbar wire auch, daf eine initial nach Bestrahlung
entstehende Chromosomenverdnderung einen ,Hotspot® fiir Rekombinationser-
eignisse darstellt, weil instabile Chromatinstrukturen entstanden sind [107]|. Die
Untersuchungen von DESMAZE et al. [23] in menschlichen Zellen lassen vermuten,
dak interstitielle telomerische Sequenzen zu spontanen Rearrangements neigen.
Es bleibt zu priifen, ob dhnliche Mechanismen auch im Hinblick auf strahlenin-
duzierte Instabiliit eine Rolle spielen.

2.4 Strahleninduzierte genomische Instabilitit und
Krebsentstehung

Wihrend die Mechanismen, die zur strahleninduzierten Instabilitéit fiihren noch
weitgehend im Unklaren liegen, verdichten sich die Erkenntnisse, dak die durch
Strahlung ausgeloste genomische Instabilitéat eine entscheidende Funktion in der
Auslosung von strahleninduziertem Krebs besitzt. Bisher ging man davon aus,
daf durch die initale Bestrahlung gleichzeitig mehrere genetische Verdnderun-
gen ausgelost werden miissen, um zur malignen Entartung zu fiihren. Klassische
Mutationsstudien haben gezeigt, dal Mutationen in relevanten Genen ein sehr
seltenes Ereignis sind. Nach einer einmaligen Bestrahlung mit niedriger Dosis
ist es sehr unwahrscheinlich, daf gleichzeitig Mutationen in mehreren relevanten
Genen entstehen. Lost ionisierende Strahlung dagegen eine bestdndige Instabili-
tat aus, konnen sich Mutationen im Lauf der Zeit ansammeln und die betroffene
Zelle maligne transformieren (KRONENBERG [74]).

Eine Reihe von Beobachtungen deuten auf die initiierende Wirkung der strah-
leninduzierten genomischen Instabilitdt hin. SELVANAYAGAM et al. [137] berichte-
ten von einer spit nach Bestrahlung auftretenden Mutation in p53 in bestrahlten
Mausbrustepithelzellen, die anschliefend transformierte. Dabei gilt die genomi-
sche Instabilitiat als Ausloser der Mutation in p53.

Weiterhin zeigten ULLRICH und PONNAIYA [153] in ihren Experimenten mit
Mausepithelzellen, daf die Empfinglichkeit fiir strahleninduzierte zytogeneti-
sche Instabilitdt vererbbar ist und mit der Empfinglichkeit zur Transformati-
on und Brustkrebsentstehung zusammenhéngt. Mé&use, die resistent gegeniiber
der Transformation und Brustkrebsentstehung waren, zeigten keine strahlenin-
duzierte Instabilitdt, wihrend Méause, die empfindlich fiir Transformation und
Krebsentstehung waren, auch eine Chromosomeninstabilitit nach Bestrahlung
aufwiesen. Damit wurde erstmals ein Zusammenhang zwischen strahleninduzier-
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ter Instabilitdt und Krebsentstehung hergestellt.

2.5 Zusammenfassung

In zahlreichen Experimenten wurde eine durch Strahlung induzierte genomische
Instabilitit festgestellt. Dabei handelt es sich um eine Verdnderung des Genoms,
die durch Strahlung verursacht und iiber mehrere Zellteilungen und Generatio-
nen iibermittelt wird. Die Auswirkungen treten ca. 20-30 Zellteilungen nach
der initialen Bestrahlung in Erscheinung. Diese genomische Instabilitédt kann sich
durch verschiedene Endpunkte wie z. B. verzogerter Zelltod, spit auftretende Mu-
tationen und chromosomale Instabilitdt duflern. Die bisherigen Untersuchungen
mit unterschiedlichen Zell- und Modellsystemen und Strahlenarten verschiedener
LET-Werte ergaben zum Teil widerspriichliche Resultate. Die genetische Insta-
bilitit nach Bestrahlung war in den meisten Féllen unabhingig von der appli-
zierten Dosis, zeigte aber in vielen Untersuchungen eine Abhingigkeit vom LET
der Strahlung. Zahlreiche Experimente bestétigten einen Einflufs des genetischen
Hintergrunds der untersuchten Zellen. Die Mechanismen, die zur Ausbildung
der Instabilitédt fiihren, konnten bisher nicht geklirt werden. Man geht davon
aus, dak es sich um einen komplizierten Mechanismus handelt, bei dem die DNS
zumindest ein Target darstellt.
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Kapitel 3

Methodische Grundlagen der

modernen molekularzytogenetischen

Analysen

Die folgende Tabelle zeigt eine Ubersicht der in dieser Arbeit angewendeten Me-
thoden, die zum Nachweis von strukturellen oder numerischen Verdnderungen
im Genom verwendet wurden. Die Verfahren sind mit zunehmender Auflésung

aufgefiihrt.

Methode Anwendung zur Aufklirung von: | Auflésung

SKY strukturellen =~ Chromosomenveridnde- | 2 Mb
rungen, insb. Translokationen

chromosomale CGH Deletionen oder Amplifikationen von | 15 Mb
ganzen Chromosomen oder Chromoso-
menabschnitten

klassische G-Bénder, | strukturellen =~ Chromosomenverinde- | 1-3 Mb

SKY-Bandierung rungen, die eine Verdnderungen der
Bandierung verursachen, Translokatio-
nen und Inversionen

Matrix-CGH Deletionen und Amplifikationen | 1 kb-50 kb
von genetisch/physikalisch definierten
DNS-Sonden, die auf einem Mikroarray
aufgebracht sind

CGH und SKY Differenzierung von viterlichen und | 1% Sequenz-

miittlerlichen Chromosomen

unterschied
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3.1 24-Farben-Fluoreszenz-in situ-Hybridisierung -
(FISH)

3.1.1 FISH

Als die In situ-Hybridisierungsmethode in den 60er Jahren entwickelt wurde, ver-
wendete man radioaktiv markierte DNSn und RNSn als Sonden (PARDUE UND
GALL [117]). Anfang der 80er Jahre wurden Nukleinsiuren erstmals enzymatisch
mit Haptenen (kleinen Molekiilen) markiert, die mit Fluoreszenzfarbstoffen de-
tektiert werden kénnen (LANGER et al. [76]). Die Verwendung fluoreszierender
Sonden hat mehrere Vorteile gegeniiber der herkommlichen radioaktiven Markie-
rung. Die Sonden sind sehr stabil und man erreicht eine hohe raumliche Auf-
16sung. Auferdem konnen die Praparate direkt am Mikroskop ausgewertet wer-
den. Man benétigt keine zeitaufwendige Autoradiographie wie bei der Detektion
radioaktiv-markierten Sonden. Die Auswertung ist daher vergleichsweise schnell,
und es entsteht kein radioaktiver Abfall. Ein weiterer wesentlicher Vorteil fluo-
reszierender Proben ist die M6glichkeit, mehrere verschiedene Sonden gleichzeitig
hybridisieren und unterscheiden zu kénnen.

Die Fluoreszenz-in situ-Hybridisierung (FISH) hat sich in den letzten 10-15
Jahren zu einer weitverbreiteten und vielseitigen Methode in der Zytogenetik
etabliert. Bei einer FISH werden spezifische DNS-Sequenzen (Sonden) direkt mit
fluoreszenzmarkierten Nukleotiden oder indirekt mit Reportermolekiilen (Hapte-
nen) markiert und durch eine Hybridisierung auf einem Target lokalisiert. Bei
den Targets handelt es sich um morphologisch erhaltene zytologische Priaparate
wie zum Beispiel Metaphasechromosomen, Interphase-Zellkerne oder ausgestreck-
te Chromatinfibrillen (,Fiber-FISH).

Das Prinzip der In-situ-Hybridisierung beruht darauf, dak zwei komplementé&-
re einzelstrangige DNS-Sequenzen die Fahigkeit besitzen, sich spezifisch aneinan-
der zu lagern und dabei einen DNS-Doppelstrang (Hybrid) bilden. Bei einem Hy-
bridisierungsexperiment reassoziiert die markierte Sonde mit den entsprechenden
DNS-Sequenzen im Target. Sowohl die Target- als auch die Sonden-DNS miissen
zunichst denaturiert (einzelstringig gemacht) werden, um dann miteinander zu
hybridisieren. Gleichzeitig werden repetitive Sequenzen durch Suppressionshy-
bridisierung mit genomischer DNS oder Ct-1-DNS unterdriickt (LICHTER et al.
[79], PINKEL et al. [120], siehe auch Kapitel 4.1.5). Genomische DNS enthélt (in-
terspergierte) zwischengelagerte repetitive DNS-Sequenzen (z. B. Alus), die mit
dhnlichen Sequenzen in der DNS-Sonde hybridisieren. Dies erzeugt unspezifische
Hybridisierungssignale, die das spezifische und auf Einzelgensequenzen beruhende
Hybridisierungssignal iiberdecken kénnen. Deshalb ist es notwendig, markierte
repetitive DNS-Sequenzen moglichst vollstéindig aus der Sonde zu entfernen. Die
repetitiven Fraktionen (Cpt-1-DNS) einer genomischen Sonde hybridisieren sehr
schnell. Bei geeigneter Vorhybridisierung der Sonde bleiben grofstenteils einzel-
strangige Einzel-Kopie-Sequenzen iibrig, die mit dem entsprechenden Target hy-
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bridisieren. Unspezifische Hybridisierungen werden durch Waschschritte entfernt
und die Haptenmolekiile anschliefend detektiert. Spezifische Signale werden da-
nach ausschliefllich an den Orten der Hybridisierung sichtbar. Das DNS-Target
einer In situ-Hybridisierung liegt im Interphasezellkern oder Metaphasechromo-
somen durch Histon- und Nichthiston-Proteine in einer hochkondensierten Form
verpackt vor. Die individuellen Hybridisierungsbedingungen sind empirisch fest-
gelegt.

Als Sonden dienen u. a. YACs (Yeast artificial chromosomes) und chromoso-
mensperzifische Sonden, die durch Mikrodissektion (GUAN et al. [41]) oder Durch-
flukzytomtrie (VOOI1IS et al. [155] und FERGUSON-SMITH [29]) gewonnen wur-
den. Wie schon erwihnt, erlaubt die FISH eine Untersuchung mehrerer Sonden
in einem Experiment. Durch die Auswahl unterschiedlicher Fluoreszenzfarben
und entsprechender Filterkombinationen lassen sich die unterschiedlich gefarbten
Sonden aufgrund ihrer verschiedenen spektralen Eigenschaften einzeln betrachten
und digital aufnehmen. Computerunterstiitzte FISH-Systeme nehmen Graustu-
fenbilder von den Emissionen einzelner Fluoreszenzfarben auf und ermoglichen
anschliefend eine Uberlagerung der Bilder zu einem Falschfarbenbild. Mit her-
kommlichen Filtersystemen konnen bis zu drei Farben (rot, griin und blau) dis-
kriminiert werden.

In den letzten zehn Jahren haben fortschreitende technische Entwicklungen
die Anwendungen der FISH beeindruckend erweitert. Bei der vergleichenden
genomischen Hybridisierung (Comparative Genomic Hybridization, CGH) koén-
nen genetische Ungleichheiten (Amplifikationen oder Deletionen) festgestellt wer-
den, ohne daf eine Chromosomenpréiparation des zu untersuchenden , Tester*-
(Tumor- oder Patienten-) Genoms notwendig ist. Mit dieser Methode werden
normale Kontroll-DNS und ,Tester-DNS unterschiedlich markiert und auf Me-
taphasechromosomen hybridisiert. Ungleichgewichte der beiden Genome werden
als Intensitatsunterschiede der Hybridisierungssignale auf den betroffenen Chro-
mosomenregionen sichtbar (siehe Kapitel 3.2.1). Eine weitere Methode ist die
Vielfarben-in situ-Hybridisierung. Durch kombinatorische Markierung von Son-
den mit nur fiinf Farbstoffen konnen alle (24) menschlichen Chromosomen diffe-
rentiell markiert werden. Diese Methode erlaubt beispielsweise die Analyse stark
rearrangierter Tumorkaryotypen (VELDMAN et al. [154]) und eine verbesserte
Diagnostik von konstitutioniellen Chromosomenaberrationen (z. B. SCHROCK et
al. [135] und UHRIG et al. [152]). Im folgenden wird auf die verschiedenen Me-
thoden der Vielfarben-in situ-Hybridisierung eingegangen.

3.1.2 M-FISH und SKY

Ein lang angestrebtes Ziel in der Chromosomenforschung war es, alle Chromo-
somen in verschiedenen Farben darzustellen. Zwei Gruppen gelang unabhéin-
gig voneinander eine Entwicklung der 24-Farbenhybridisierung und verschiedenen
Auswertungsmethoden: SPEICHER et al. [143] entwickelten M-FISH (Multicolor-
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FISH, Vielfarben-FISH), SCHROCK et al. [134] SKY (Spectral Karyotyping, Spek-
trale Karyotypisierung). Der Ansatz zur FISH ist in beiden Féllen gleich und be-
ruht auf einer kombinatorischen Markierung aller chromosomenspezifischen Son-
den mit wenigen Fluoreszenzfarben. Dabei wird ausgehend von 5 Fluoreszenz-
farben fiir jedes einzelne Chromosom eine individuelle Kombination an Farben
gewihlt. Insgesamt miissen 24 Chromosomen, d. h. 22 Autosomen, ein X- und ein
Y- Chromosom unterschieden werden kénnen. 5 Fluoreszenzfarben reichen aus,
24 verschiedenen Kombinationen herzustellen. Insgesamt sind 2" —1 = 25—1 = 31
verschiedene Kombinationen méglich. Die Hybridisierung erfolgt nach einem her-
kommlichen FISH-Protokoll mit Suppression der repetitiven Sequenzen durch Ko-
hybridisierung von Cyt-1-DNS. Die Analyse der Praparate erfolgt bei bei M-FISH
und SKY mit grundsétzlich unterschiedlichen Strategien:

Multicolor-FISH (M-FISH)

Die von SPEICHER et al. [143| etablierte Methode zur Untersuchung der 24-
Farben-FISH, M-FISH, basiert auf der Verwendung hochspezifischer Filtersets.
Jedes Filterset ist auf einen Farbstoff abgestimmt und besteht aus Anregungsfil-
ter, dichromatischem Strahlenteiler, Emissionsfilter und ermdglicht die separate
Aufnahme jedes einzelnen Fluoreszenzfarbstoffs. M-FISH benutzt Filtersets ge-
ringer Bandbreite (5-15 nm, herkémmliche Filter: 50nm) zur Anregung und zur
Emission der Fluoreszenzmolekiile. Dabei werden die Fluorophore jeweils aufer-
halb ihrer Anregungs- und Emissionsmaxima angeregt und detektiert, um eine
Uberlagerung mit Spektren anderer Fluorophore auszuschliefen. Die Emissions-
bandbreiten werden so grof wir moglich gewéhlt, damit die bestmdgliche Ausbeu-
te erreicht wird. Die Fluoreszenz jedes einzelnen Fluorophors wird mit dem dafiir
gewéhlten Filterset und einer CCD Kamera aufgenommen. Die digitalen Bilder
werden anschliefend mit Hilfe einer Software iiberlagert, wobei Verschiebungen
durch optische und mechanische Einfliisse ausgeglichen werden.

Spektrale Karyotypisierung (SKY)

Die von SCHROCK et al. [134] verwendete spektrale Analyse (SKY) arbeitet
nach interferometrischem Prinzip. Bei dieser Methode wird die gesamte Fluo-
reszenz des mikroskopischen Objekts iiber ein Sagnac-Interferometer und eine
CCD-Kamera aufgenommen. Das Interferogram jedes Bildpunktes (Pixel) wird
mit Fouriertransformation analysiert, um das Spektrum in jedem Bildpunkt zu
ermitteln. Ausgehend von den ermittelten Spektren kann ein spektrales Falsch-
farbenbild hergestellt werden, das den spektralen Verteilungen des Originalbildes
entspricht. Mit einem Klassifikationsalgorithmus kénnen die Chromosomen unter
Beriicksichtigung der verwendeten Farbkombinationen einer Klassifikationsfarbe
zugeordnet werden (MALIK et al. [96] und GARINI et al. |34]). Eine detailierte
Beschreibung des SKY-Systems befindet sich in Kapitel 4.5.1.
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Vergleich von M-FISH und SKY

Mit beiden Methoden M-FISH und SKY konnen alle 24 menschlichen Chromoso-
men anhand ihrer Hybridisierungssignale eindeutig identifiziert werden. Die Vor-
und Nachteile von M-FISH bzw. SKY ergeben sich aus den unterschiedlichen
experimentellen Ansétzen.

Ein M-FISH-System ist verhdltnisméfkig kostengiinstig, da jedes konventio-
nelle Fluoreszenzmikroskop mit Spezialfiltern und spezialisierter Software aufge-
riistet werden kann. SKY hingegen benétigt ein zusatzliches optisches Bauteil,
das Spektrometer, zur computergesteuerten Aufnahme spektraler Bilder und ist
daher kostspieliger in der Anschaffung. Bei M-FISH miissen die Bilder der einzel-
nen Filter elektronisch iiberlagert werden. Der resultierende ,Pixelhift (6rtliche
Verschiebung der einzelnen Bilder gegeneinander beim Wechseln der verschiede-
nen Filter) muf bei jeder Aufnahme ausgeglichen werden. SKY nimmt in einer
Aufnahme zu jedem Bildpunkt das gesamte Spektrum auf; es kommt zu keinen
"“Pixelshifts“. Die Aufnahme eines spektralen Bildes dauert aufgrund der in-
terferometrischen Aufnahmeprozedur und Fouriertransformation bis zu mehreren
Minuten und benétigt 3-6MB fiir die Datenspeicherung. Der Arbeitspeicher des
Rechners sollte nicht kleiner als 96MB sein. Um die Datengrofe der Bilder und
den Rechenaufwand bewéltigen zu kénnen, wird eine Kamera mit relativ geringer
Auflésung bevorzugt. Mit M-FISH erzeugte Bilder sind nicht viel grofer als ein
herkémmliches FISH-Bild und entsprechend hochauflésend. Wahrend mit SKY
fast jedes Fluorophor benutzt werden kann, das sich in der Emission um wenige
nm (die spektrale Auflosung des Systems betréigt 4 nm bei 400nm und 16nm bei
800 nm, siehe MALIK et al. [96]) unterscheidet, miissen bei der M-FISH Fluores-
zenzmarker kombiniert werden, die sich mit den zur Verfiigung stehenden Filtern
unterscheiden lassen, d. h. sowohl in Anregung als auch Emission in einem Bereich
nicht iiberlappend sind.

3.1.3 Neue Methoden der Vielfarben-FISH

Grundsétzlich gibt es zwei verschiedene Strategien fiir Vielfarben-FISH: | Ratio
Labelling“ (Verhéltnis-Markierung) und ,;,Combinatorial Labelling* (Kombinato-
rische Markierung). Beim ,Ratio Labelling* werden fiir jedes Chromosom bis
zu drei unterschiedlich markierte Sonden des Chromosoms benétigt. Die indivi-
duellen Fluoreszenzfarben entstehen durch unterschiedliche Mischverhiltnisse der
Ausgangsfluoreszenzfarben. Beim ,Combinatorial Labelling* werden die Chromo-
somen durch eine unterschiedliche Kombination von Farben verschieden markiert.
Zur 24 Farbenhybridisierung werden 5 Fluoreszenzfarben benétigt. Vielfarben-
FISH nach kombinatorischer Markierung l4ft sich am einfachsten auswerten, da
einzelne Farben entweder in der Sonde vorhanden sind, oder vollig fehlen. Das
Combinatorial Labelling” hat sich in der Anwendung durchgesetzt.
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Neue Kombinationen zur Markierung

Die exakten Grenzen der Auflosung bei der Erkennung von strukturellen Chro-
mosomenveranderungen mit Hilfe der 24-Farben FISH sind noch nicht genau be-
stimmt worden. In dem Artikel von AZOFEIFA et al. [5] wird argumentiert, daf
das Auflosungsvermdogens dieser Methode stark von der Farbkombination der be-
teiligten Chromosomen abhingt, die an einer Austauschaberration beteiligt sind.
Im folgenden Beispiel sind zwei Chromosomen 1 und 2 an einer Aberration be-
teiligt. Chromosom 1 ist mit den Fluorophoren A und B, Chromosom 2 nur mit
A markiert. Ein Chromosomenaustausch der Chromosomen 1 und 2, bei dem ein
geniigend kleiner Teil des Chromosoms 2 an das grofere Segment des Chromo-
soms 1 transloziert wird, ist bei dieser Wahl der Farbkombination nicht auflésbar.
Da beide Chromosomen mit derselben Farbe A markiert sind und nur das grofe-
re Segment eine zusitzlichen Farbe B enthilt, iiberstrahlt diese Markierung (A
und B) das kleine translozierte Segment (nur A). Und dieses Problem zu umge-
hen, stellten AZOFEIFA et al. eine optimierte Sondenkonstellation zusammen. Es
wurde eine zusitzliche Fluoreszenzfarbe verwendet und die Kombinationen der
sechs Farben so gewihlt, dafl zum einen die Komplexitit des Sondenmixes mog-
lichst gering bleibt und zum anderen die Wahrscheinlichkeit sinkt, da schwer
auflosbare Farbkombinationen bei Translokationen auftreten.

Entfernung repetitiver Sequenzen

Bei der Hybridisierung genomischer Sonden ist in der Regel eine Suppressions-
hybridisierung mit repetitiver Cyt-1-DNS erforderlich, um Kreuzhybridisierun-
gen repetitiver Sequenzen in der Sonden-DNS mit im ganzen Genom vertreuten
ahnlichen Sequenzen zu verhindern (siehe Kapitel 3.1.1. Eine andere Méglich-
keit ist die Entfernung repetitiver Sequenzen aus der DNS-Sonde bereits vor der
Sondenmarkierung. Dazu wurde Cyt-1-DNS mit Biotin markiert und mit den
Sonden hybridisieren lassen. Diese biotinylierten repetitiven Sequenzen wurden
iiber Streptavidin-markierte Magnetkiigelchen magnetisiert und von der restli-
chen Sonde getrennt, die dann mit stringenten PCR-Zyklen amplifiziert wurde
(CRAIG et al. [22], BOLZER et al. [9], siche Kapitel 4.1.3).

Kombinatorische Verhiltnismarkierung (COBRA)

Eine neue Methode der Vielfarben-in situ- Hybridisierung ist COBRA (Com-
binatorial Ratio Labelling). COBRA ist eine Kombination von ,Ratio Label-
ling“ und ,Combinatorial Labelling”. Dabei handelt es sich um eine Erweite-
rung der M-FISH, indem die bindre und ausschlieklich auf Kombination mehrerer
Fluoreszenzfarben beruhende unterschiedliche Markierung erweitert wird. Bei
der Verhéltnismarkierung (,,Ratio Labelling“) werden zur Probenmarkierung zwei
Farbstoffe in unterschiedlichen Mengen zugegeben (Verhéltnis). Diese Verhélt-
nismarkierung wird durch eine kombinatorische Markierung einer zusdtzlichen
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Farbe erweitert. Damit kann die Anzahl der unterschiedlichen Farben verdoppelt
werden. TANKE et al. [146] stellt diese Methode zur 24 Farben-Markierung vor
und verwendet dazu 4 unterschiedliche Fluoreszenzfarben. Mit 3 Farben konnten
durch Einsatz unterschiedlicher Verhéltnisse von DNS und markierten Nukleoti-
den bei einer Kombination von jeweils 2 Farben 12 unterscheidbare Sonden ge-
bildet werden. Durch Zugabe einer vierten Farbe entstanden 12 weitere Sonden,
also insgesamt 24 Sonden, die alle Chromosome unterscheiden konnten. Diese
Methode liefe sich durch Hinzunahme weiterer bindrer Farben jeweils verdoppeln
und/oder durch Erhohung der verschiedenen Verhéltnisse erh6hen. WIEGANT et
al. [161] erhohten durch Hinzunahme einer zweiten bindren Fluoreszenzfarbe die
Anzahl unterschiedlicher Sonden auf 48 und konnten mit dieser Farbkombination
alle Chromosomen und zusétzlich alle Chromosomenarme unterscheiden.

Die Verhidltnismarkierung erweist sich in der Anwendung um ein Vielfaches
komplizierter und fehleranfilliger als eine einfache kombinatorische Markierung
und erfordert eine sehr genaue Bildanalyse. Unterschiede in der Intensitit zwei-
er Fluorophore miissen nicht ausschlieflich auf unterschiedliche Verhéltnisse bei
der Markierungsreaktion zuriickzufiihren sein, sondern kénnen auch durch die
préferentielle Hybridisierung einer Sonde entstehen. Aufterdem kénnen physika-
lische Phinomene wie Energietransfer zwischen zwei Fluoreszenzmolekiilen, die
auf dem DNS-Molekiilen eng benachbart liegen, die Intensitit der Fluoreszenz
beeintrichtigen .

3.1.4 ,Bar-Kodierung”“ von Chromosomen mit Vielfarben-
FISH

Mit der Technik der Chromosomenbandierung vor iiber 30 Jahren durch CAs-
PERSSON et al. [14] [15] begann eine neue Ara in der Zytogenetik. Durch fort-
schreitende Verbesserung konnten bald bis zu tausend Untereinheiten menschli-
cher Chromosomen unterschieden werden (YUNIs [164]). Das Auflésungsvermo-
gens wird im wesentlichen durch die Chromosomenpriparation limitiert. Unter
optimalen Bedingungen kénnen Deletionen und Bruchpunkte an bandierten Chro-
mosomen auf 10-20 Megabasen genau kartiert werden. Die klassischen (G-, R-,
Q-, C-) Banden reflektieren die Chromosomenstruktur und sind inhérente Eigen-
schaften des Chromosoms. Sie sind u. a. abhéngig von der Basenpaarkomposition
und dem Kondensationsgrad. Die klassische Banderung erzeugt also nicht die
Banden, sondern macht sie nur sichtbar.

Durch die Methode der FISH eroffneten sich neue Untersuchungsmoglichkei-
ten in der molekularen Zytogenetik. Die FISH-Bandierung erzeugt fluoreszierende
,Banden®, die nur von der Auswahl der Proben abhingen und nicht die Struk-
tur des Chromosoms wiederspiegeln. LICHTER et al. [80] demonstrierten mit
genetisch verankerten Cosmidklonen die Anwendung der FISH zur schnellen und
hochauflosenden Kartierung. Bei gleichzeitiger Hybridisierung mehrerer Cosmi-
de konnte die physikalische Reihenfolge einzelner Gene auf den Chromosomen
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eindeutig festgelegt werden.

LENGAUER et al. [77| |78] priagten den Begriff der ,Barkodes* zur Beschrei-
bung fluoreszierender Chromosomenbanden. Sie verwendeten YACs (Yeast Ar-
tificial Chromosomes) zur Markierung von artifiziellen Chromosomenbanden.
Aufgrund der relativ grofen menschlichen DNS- Inserts“, (500kb-1Mb) markie-
ren YACs oder YAC-Pools grofere Bereiche eines Chromosoms.

Eine Anwendung der Barkodes wurden von HAAF UND BRAY-WARD beschrie-
ben [42]. Sie verwendeten zytogenetisch und genetisch verankerte YACs zum
Erstellen einer Bandierung des Chromosoms 2. Mit der Aufdeckung einer pe-
rizentrischen Inversion bei Gorilla und Orang-Utan konnte die Niitzlichkeit der
Fluoreszenzbandierung zur Untersuchung evolutionidrer Chromosomenumbauten
gezeigt werden.

Eine Vielfarbenbandierung iiber das gesamte Genom wurde von MULLER et
al. [104] hergestellt, indem zwei Pools mit somatischen Zellhybriden zusammen-
gestellt wurden. Die Zellhybride enthalten jeweils ein Gemisch oder verschiedene
menschliche Chromosomenfragmente. Jeder Zellhybrid erzeugt ein komplexes
Hybridisierungsmuster auf den Chromosomen. Die mit rot und griin markierten
Pools resultierten in einer dreifarbigen Bandierung, wobei die in beiden Pools vor-
handenen Sonden eine gelbe Fluoreszenz zeigten. MULLER et al. demonstrierten
das Potential dieser Methode durch ihre Anwendung in der Sondenkartierung,
zur Untersuchung somatischer Zellhybride und in der komparativen Genetik zur
Auklarung evolutionérer Chromosomenumbauten.

CHUDOBA et al. [21] etablierten Sonden zur Chromosomenbandierung aus mi-
krodissezierten Sonden. Das Auflosungsvermégen dieser Bandierung héingt von
den mikrodissezierten DNS-Fragmenten ab. Genetische Verankerung der Fluo-
reszenzbanden ist mit dieser Methode nicht gewdhrleistet und ist aus diesem
Grund nicht direkt mit den Bandierungsmethoden kartierter Sonden wie YACs
oder Cosmide vergleichbar.

Mit der Vielfarben-Chromosomenbandierung ergeben sich neue FISH-Anwen-
dunbgen zur Aufklirung von Chromosomenverinderungen. Waihrend die 24-
Farben-FISH eine Unterscheidung aller Chromosomen und damit die Aufklarung
von Chromosomenaustauschaberrationen ermdoglicht und die CGH Deletionen
und Amplifikationen im Genom unterscheiden kann, nutzt die FISH-Bandierung
das Potential der hochauflosenden FISH-Kartierung genetisch verankerter Son-
den. Mit einer Vielfarben-Hybridisierung ausgewahlter Sonden kénnen kleine De-
letionen, intrachromosomale Veridnderungen wie Inversionen, die der 24-Farben
FISH und CGH verborgen bleiben, aufgedeckt werden. Gleichzeitig konnen bei
Verwendung genetisch beschriebener Sonden die Bruchpunkte festgestellt werden.

Die Auswahl des Sondensets kann der Fragestellung entsprechend gewahlt und
angepalst werden. Zur Untersuchung des ganzen Genoms, wie es im Falle evolutio-
narer Fragestellungen bendtigt wird, konnen grofiere Sonden, z. B. Zellhybride,
zur Bandierung verwendet werden. Um spezifische Regionen mit medizinisch-
genetischer Relevanz auf Mikrodeletionen, etc. zu untersuchen, konnen hochauf-
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l6sende FISH-Untersuchungen gemacht werden. Alle Barkodes haben gemein,
dak die Bandierung nicht natiirlich festliegt, wie es bei G- und R-Banden der Fall
ist, sondern frei wihlbar bleibt durch die Auswahl der verwendeten Sonden.

In dieser Arbeit wird die Etablierung einer Vielfarben-SKY Chromosomen-
bandierung der Chromosomen 2 und X vorgestellt. Zur moglichst gleichméfigen
Bandierung der Chromosomen wurden mit DOP-PCR amplifizierte YACs ver-
wendet. Bei diesen CEPH-(Centre d’Etude du Polymorphisme Humain) YACs
handelt es sich um zytogenetisch kartierte und genetisch verankerte Sonden, die
im MPI fiir Molekulare Genetik zur Verfiigung standen (WIRTH et al. [163],
BRAY-WARD et al. [12]). Diese YACs mit STS (sequence tagged sites) wur-
den durch FISH-Experimente auf Chromosomen physikalisch kartiert. Bei STS
handelt es sich um genetische Marker, die durch eine PCR-Reaktion in Klonen
nachgewiesen werden konnen. Genetische Marker sind ausschlieflich auf vererb-
te genetische Merkmale und deren Verebungsverhalten in Familienstammb&umen
zuriickzufithren. Durch FISH-Hybridisierungen und physikalischer Kartierung
von Klonen mit bekannten genetischen Markern lassen sich die genetische und
physikalische Karte integrieren. Wiahrend physikalische Karten in der Einheit bp
(Basenpaaren) erstellt werden, werden die Abstinde genetischer Karten in ¢cM
(centi Morgan) gefiihrt. Der Abstand von 1 ¢cM zwischen zwei Markern auf einem
Chromosom entspricht der Wahrscheinlichkeit von 1%, dak eine Rekombination
zwischen diesen Bereichen in der Meiose stattfindet.

3.1.5 SKY und Vielfarben-FISH in der strahlenbiologischen
Forschung

SKY wird nicht nur zur Aufklirung struktureller Chromosomenaberrationen in
der Tumorgenetik oder der Humangenetik genutzt, sondern findet auch zuneh-
mend Anwendungen in der strahlenbiologischen Forschung. Die Moglichkeit, alle
Chromosomen eines Individuums in einem Experiment auf Translokationen zu
untersuchen, macht die Methode zu einem geeigneten Werkzeug in der biologi-
schen Dosimetrie und Epidemiologie. Translokationen gehoren zu den stabilen
Chromosomenverdanderungen, d. h. sie bleiben nach einer Zellteilung und damit
auch in einem Organismus erhalten. Strahlenbiologische epidemiologische Studien
nutzen diese Chromosomenaberrationen zur Abschitzung von Dosis und Strah-
lenqualitdt. Durch FISH mit chromosomenspezifischen DNS-Bibliotheken wur-
den Chromosomenaberrationen nach dem Tschernobylungliick (SALASSIDIS et al.
[131], [130]) oder nach dem Strahlenunfall in Gioana (Brasilien 1987, STRAU-
ME et al. [144]), nach einem Strahlenunfall mit Tritium (LUCAS et al. |93]) und
bei chronischer Niedrigdosisexposition der Arbeiter des Kernkraftwerks von Sel-
lafield (Grofbritannien, TUCKER et al. [151]) oder der Langzeitbestrahlung von
Uranbergarbeiter in Namibia (ZAIRE et al. [165]) quantifiziert.

Die 24-Farben-Analyse wurde auch zur Aufklarung von strukturellen Chro-
mosomenaberrationen bei strahleninduziertem Krebs angewandt. Ionisierende
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Strahlung kann Schilddriisenkarzinome auslésen. Der Mechanismus der strahlen-
induzierten Karzinogenese ist bisher unklar. Nach dem Reaktorungliick in Tscher-
nobyl trat eine dramatische Erh6hung von Schilddriisentumoren bei Kindern auf
(BAVERSTOCK et al. [6] und KAZAKOV et al. [67]). Es handelte sich dabei um
papilldre Schilddriisenkarzinome, die nomalerweise bei Kindern sehr selten auftre-
ten. Um einen Einblick in die strahleninduzierte Karzinogenese des Schilddriisen-
gewebes zu geben, wurden von ZITZELSBERGER et al. [166] Schilddriifentumore
von Kindern aus Weifsrukland und sekundéire Schilddriisentumore von Strahlen-
therapiepatienten untersucht. Neben den zytogenetischen Untersuchungen der
G-Bandierung wurden CGH und SKY zur Analyse von stark verdnderten Karyo-
typen benutzt. Aufer den fiir strahleninduzierten Schilddiisentumore bekannte
Chromosomenbruchpunkte, z. B. in 10q11 (RET-Proto-onkogen), wurden mit die-
sen Methoden zusétzliche Chromosomenverdnderungen festgestellt, die sowohl in
den Tumoren der weifrussischen Kinder als auch in den sekundédren Tumoren der
Strahlentherapiepatienten auftraten. Durch SKY wurden Markerchromosomen
und komplexe Chromosomenrearrangements aufgedeckt, die mit konventionellen
FISH-Analysen nicht interpretiert werden konnten.

Eine dhnliche Anwendung von SKY wurde zur Untersuchung maligner Mela-
nome eingesetzt. Karyotypen maligner Melanome zeigen einen stark verdnderten
Chromosomensatz. GREINERT et al. [39] diskutieren, dal UVA-Strahlung durch
Induktion genetischer Instabilitit in den verschiedenen Entwicklungsphasen des
malignen Melanoms diese Umbauten bewirkt. Durch SKY wurden alle Chro-
mosomen in verschiedenen Stadien des malignen Melanoms untersucht und die
Ausbildung multipler Aberrationen beobachtet.

Vielfarben-FISH ist nicht ausschieflich auf die Untersuchung von Translo-
kationen, also interchromosomalen Umbauten beschrinkt. Verwendet man den
Vielfarbenbarkode (siehe Kapitel 3.1.4), so ist die Analyse intrachromosomaler
Aberrationen moglich. Eine alternierende Fluoreszenzbandierung mit mehreren
Farben entlang eines Chromosoms lafst eine relativ genaue Analyse von Bruch-
punkten zu, ohne dak eine G-Bandierung notwendig wire. JOHANNES et al. [57]
beschreiben die Vielfarbenbandierung (multicolor banding FISH (mBAND)) des
Chromosoms 5 mit Mikrodissektionssonden zur Analyse strahleninduzierter Ver-
anderungen. Verglichen mit den herkdmmlichen 24-Farben-FISH-Methoden SKY
und M-FISH konnen nicht nur interchromosomale sondern auch intrachromoso-
male Umbauten detektiert werden; z. B. perizentrische (NATARAJAN et al. [109]
und LUCAS et al. [92]) und parazentrische Inversionen, interstitielle und terminale
Deletionen.

In der Strahlenbiologie werden Chromosomenanalysen hauptséichlich zur bio-
logischen Dosimetrie oder zur Risikoabschitzung bei Strahlentherapie und der
Krebsentstehung angewendet. Ein weiteres Potential der FISH im Verbindung
mit Strahlung liegt in der Aufklarung von Kernarchitektur und Chromatinstruk-
tur sowie dem Zusammenhang zwischen DNS-Schaden und Ausbildung von Chro-
mosomenaberrationen (SACHS [128|). Die Untersuchung der Chromosomenaber-

36



rationen nach Bestrahlungsexperimenten erlaubt Riickschliisse auf die Anord-
nung der Chromosomen in der Interphase und auf die Mechanismen, die von
einem DNS-Schaden zu einer Aberration fithren. Die Rolle der DNS-Strangbruch-
reparatur bei der Aberrationsentstehung ist noch nicht vollstandig geklart [132].
Diskutiert werden das Bruch-Wiedervereinigungsmodell (breakage-and-reunion),
bei dem zwei Strangbriiche durch Verbindung der offenen Enden (end-joining)
zusammengefiihrt werden [28] und das Ein-Treffer- (one-hit) Modell, bei dem
ein Bruch ausreicht, um durch Rekombination an einer homologen Stelle eine
falsche Verbindung einzugehen. Die bisherigen Ergebnisse (bei SACHS [128] zu-
sammengefafit) deuten auf eine zufillige Doppelstrangbruchinduktion und Fehl-
reparatur (an unterschiedlichen Orten im Genom) hin, die das Verbinden von
nicht-homologen Enden (end-joining) bewirkt. Monte-Carlo Computersimulatio-
nen konnten zeigen, daf die auftretenden Translokationsfrequenzen sich mit dem
,breakage-reunion“-Modell vereinbaren lassen. Neueste Ergebnisse von NIKIFO-
ROVA et al. [112] zeigen eine Abhéngigkeit der strahleninduzierten Aberrationen
von der Anordnung der DNS im Zellkern. Das RET-Gen, das in strahlenindu-
zierten Schilddriisentumoren auffallen hiufig an Chromosomenumbauten beteiligt
ist, transloziert auf im Zellkern benachbarte Chromosomenregionen. Desweite-
ren konnte bestitigt werden, dak sich Chromosomen in bestimmten Territorien
aufhalten. Durch Wiedervereinigung der Enden desselben Chromosom entstehen
relativ hdufig Ringe, im Vergleich zu dizentrischen Chromosomen und Transloka-
tionen, an denen immer zwei Doménen beteiligt sind.

Durch Experimente mit dichtionisierenden Strahlen konnte nachgewiesen wer-
den, daf diese relativ hdufig komplexe Chromosomenaberrationen auslosen. Dicht-
ionisierende Strahlung wie a-Strahlung oder Neutronen induzieren eine Vielzahl
von DNS-Doppelstrangbriichen entlang der Teilchenspur. Diese Konzentration
der Doppelstrangbriiche in einem kleinen Zellkernbereich beeinflutt die Art der
entstehenden Chromosomenaberrationen und begiinstigt komplexe Aberrationen
zwischen mehreren Chromosomen (GRIFFIN et al. [40]). Die Anzahl der kom-
plexen Aberrationen nach diinnionisierender Strahlung ist im Vergleich geringer,
da komplexe Aberrationen nur entstehen kénnen, wenn von zwei unabhéngigen
Teilchen ausgekoste Doppelstrangbriiche eine komplexe Aberration eingehen. Bei
dichtionisierender Strahlung geniigt ein Teilchendurchgang, um mehrere Briiche
auszulosen, die miteinander interagieren konnen. Der hohere Anteil komplexer
Aberrationen nach dichtionisierender Bestrahlung kann als ein ,fingerprint“, ein
Fingerabdruck, dichtionisierender Strahlung registriert werden (ANDERSON et al.
[3]). Untersuchungen zum ,fingerprint“ dichtionisierender Strahlung sind bislang
widerspriichlich.
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Komparative genomische Hybridisierung auf Metaphasechromosomen

Patienten DNS

/

Metaphasechromosomen + Cotl-DNS

. ) normal

J ) Deletion

Fluoreszenzintensitét [ \ . o
entlang des Chromosoms Amplifikation

Rot/Grin
Intensitdtsverhéaltnis

Abbildung 3.1: Schema der CGH auf Chromosomen. Die Patienten- und
Kontroll-DNS werden mit rotem bzw. griinem Fluoreszenzfarbstoff markiert und
auf eine normale Metaphase hybridisiert. Numerische Unterschiede zwischen bei-
den Genomen zeigen sich als eine Uber- oder Unterreprisentation der roten Fluo-
reszenz auf den betroffenen Chromosomenbereichen. Deletionen im Patientenma-
terial sind als griines, Amplifikationen als rotes Fluoreszenzsignal zu erkennen.

3.2 Matrix-CGH

3.2.1 Chromosomale CGH (Comparative Genomic Hybri-
dization)

Wihrend M-FISH und SKY (Kapitel 3.1.2) strukturelle Chromosomenaberratio-
nen wie Translokationen und andere interchromosomale Aberrationen detektie-
ren, mikt die CGH-Methode (KALLIONIEMI et al. [63], DU MANOIR et al. [25]) die
Ungleichgewichte zwischen zwei Genomen, die als Amplifikationen und Deletionen
auftreten. Bei der chromosomalen CGH benotigt man keine Chromosomenpra-
parate und damit keine Zellkultur von den zu untersuchenden Patientenproben.
Diese Methode spielt vor allem in der Tumorzytogenetik eine Rolle, da bei Tu-
moren die Chromosomenpriparation oft schwierig ist. Bei der CGH werden die
zu untersuchende Patienten-DNS und eine Kontroll-DNS mit zwei unterschied-
lichen Fluoreszenzfarbstoffen markiert, beispielsweise die Patienten-DNS mit ei-
nem roten, die Kontroll-DNS mit einem griinen Farbstoff. Beide Sonden werden
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gleichzeitig auf eine normale Metaphase hybridisiert. Anschliefend konnen die
Fluoreszenzintensititen quantifiziert werden. Das Protokoll der Hybridisierung
entspricht im wesentlichen dem einer herkémmlichen FISH. Ist die Kopienzahl ei-
ner DNS-Sequenz in Patienten- und Kontrollsonde identisch, so zeigt die Hybridi-
sierung auf den Chromosomen an der entsprechenenden Stelle ein ausgeglichenes
Intensititsverhiltnis beider Fluoreszenfarbstoffe, das im Mikroskopbild als gelbe
Farbe zu erkennen ist. Liegt eine Deletion oder Amplifikation beim Patienten vor,
so zeigt sich dies in einer Unter- oder Uberrepresentation der patientenspezifischen
Hybridisierung. Der betroffene Bereich wird auf dem Chromosomenpréparat bei
einer Amplifikation als mehr rotes oder bei einer Deletion als mehr griines Singnal
sichtbar (sieche Abbildung 3.1). Die Auswertung erfolgt mit spezieller digitaler
Bildanalysesoftware.

Die computergestiitzte Bildanalyse der vergleichenden genomischen Hybridi-
sierung wurde ausfiihrlich von PIPER et al. [122]| und in einer etwas anderen Form
von LUNDSTEEN et al. [94] beschrieben. Bei der digitalen Bildanalyse einer CGH
nach PIPER et al. [122] wird zunéchst eine automatisierte Segmentierung der
Chromosomen vorgenommen. Anschliefend werden die Hybridisierungsintensita-
ten der unterschiedlich markierten Sonden normalisiert. Die absolute Intensitit
wird durch viele variierende Parameter beeinflufft und trigt deshalb keine essen-
tielle Information. Es wird eine Normalisierung eingefiihrt, bei der die medianen
Intensititen angeglichen werden. Gleichzeitig soll durch bestimmte Normierungs-
faktoren ein Intensitdtsverhiltnis von 1 erreicht werden. Des weiteren wird der
lokale Hingergrund korrigiert, da in einem Hybridisierungsexperiment der fluores-
zierende Hintergrund iiber eine gesamte Metaphase variieren kann. Danach kon-
nen die Intensitdten gemessen werden. Dazu wird zunéchst die Intensitétsprofile
der Kontroll- und Testhybridisierung bestimmt, indem fiir beide Fluoreszenzen
iiber Pixelwerte der einzelne Schnitte, die senkrecht zu der bestimmten Chromo-
somenachse stehen, integriert wird. Daraus lassen sich die Intensitdtsverhéltnisse
an jedem Chromosomensegment bestimmen.

In dieser Arbeit wird eine Kombination der beiden Methoden SKY und CGH
vorgestellt. Dabei wird eine CGH mit der spektralen Analyse des SKY-Systems
ausgewertet (siehe Kapitel 3.3).

Mit CGH und SKY/M-FISH wurden im letzten Jahrzehnt zwei Methoden
entwickelt, die die Moglichkeiten (Ausfésungsvermégen und Anwendungen) der
molekularen Zytogenetik stark erweitert haben. Das Auflosungsvermogen von
Deletionen und Amplifikationen der chromosomalen CGH ist im wesentlichen ab-
héngig von der Qualitdt der Kontrollmetaphasen und wird weiterhin bestimmt
von der Anzahl der Amplifikationen und der Gréfe der amplifizierten Region. Das
theoretische Auflosungsvermégen wurde von PIPER et al. [122] auf ca. 2 Mb ab-
geschitzt, wenn es sich um ein Dosisverhéltnis von 3:1 handelt; zur Detektion von
0,25 Mb (250 kb) grofen Verdnderungen miifite die Amplifikation 400% betragen.
Damit liegt die Empfindlichkeit im gleichen Bereich, wie es zuvor von JOOS et al.
|58 beschrieben wurde, der ein Auflésungvermégen von 100 kb bei mindestens
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20 facher Amplifikation angab. Fiir Deletionen gaben PIPER et al. ein Limit
von mindestens 2 Mb fiir die Deletion eine Kopie und 1 Mb fiir Totaldeletionen
an. PARENTE et al. [118] versuchten, das Detektionslimit im Experiment aufzu-
kldren, indem unterschiedlich grofer YACs in verschiedenen Mengen komparativ
hybridisiert wurden. Dabei wurden 15 Mb als untere Dektektionsgrenze fiir Am-
plifikationen bestimmt, also ca. 10 mal héher als theoretisch ermittelt. In diesen
Experimenten wurde auferdem gezeigt, dak die Empfindlichkeit der komparati-
ven Hybridisierung unabhéingig vom betroffenen Ort auf dem Chromosom, aber
abhéngig von der Grofe der hybridisierten Sonde ist. Die Empfindlichkeit geht
bei abnehmender Grofie zuriick. In einem anderen Experiment von KRAUS et al.
[73] konnten mit einer komparativen Hybridisierung von Cosmiden Dosisunter-
schiede auf ausgestrecken Chromatin-Fibrillen (,DNA-fiber“), d. h. auf einzelnen
DNA-Molekiilen festgestellt werden.

Das Auflésungsvermogen der CGH auf Metaphasechromosomen liegt bei Ver-
lust oder Gewinn einer Kope bei >10Mb, also im Bereich einer Chromosomenban-
de. Mit einer Weiterentwicklung der CGH zur Matrix-CGH, bei der die Chro-
mosomen durch vereinzelte topographische Sonden ersetzt werden, kdnnte das
Auflésungsvermogen dieser Methode erheblich erhoht werden. Die Matrix-CGH
nutzt die Chiptechnologie, um Sonden auf einer mdglichst kleinen Oberfliche
aufzubringen. Durch eine komparative Hybridisierung zweier Genome werden
Dosisunterschiede an den Sequenzen der aufgebrachten Sonden detektiert.

3.2.2 DNS-Chiptechnologie

Die DNS-Chiptechnologie beschéftigt sich mit der die Miniaturisierung der Ar-
raytechnologie auf Glasobjekttragern. Wahrend bei der herkémmlichen Array-
technologie Sonden auf Filtern in groffem Umfang und in rasterartigem Muster
roboterunterstiitzt aufgetragen werden, werden bei Mikroarrays die Sonden in
kleineren Dimensionen auf Glasobjekttriager aufgebracht und an der Oberfiche
gebunden (MAIER et al. [95]). In Analogie zur Computertechnologie werden die
Mikroarrays auch DNS-Chip oder Mikroarray-Chip genannt. Bei Filterarrays
wird die Hybridisierung mit radioaktiv markierten Sonden durchgefiihrt. Die Mi-
kroarrays erlauben eine Hybridisierung mit fluoreszierenden Sonden. Im Gegen-
satz zur radioaktiven Hybridisierung ist bei der fluoreszierenden Hybridisierung
auf dem DNS-Chip eine Kohybridisierung zweier unterschiedlich markierter Son-
den moglich. Die hybridisierten Chips werden zur Auswertung mit konfokalen
Laserscannern ausgewertet.

In der Zwischenzeit werden Chips fiir die unterschiedlichsten Anwendungen
benutzt. Zum einen gibt es Expressionschips, die aus cDNS oder Oligonukleotiden
bestehen. Mit den Expressionschips kann im Hochdurchsatzverfahren die gleich-
zeitige Expression einzelner Gene und deren Zusammenhang untersucht werden
(,Expression-profiling“). Damit kann u. a. die Wirkung von Medikamenten auf ein
Zellsystem analysiert werden. Aufserdem gibt es Mikroarrays, die mit topogra-
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phischen Markern als Sonden bestiickt sind. Diese topographischen Chips ermog-
lichen mit der Matrix-CGH eine Analyse auf Genomebene. Mit der Verbreitung
der Chiptechnologie ist gleichzeitig eine Entwicklung der computerunterstiitzten
Datenverwaltung und Datenanalyse notwendig, um die gewaltige Menge an In-
formation sammeln, bearbeiten und auswerten zu konnen. Diese neue Technolo-
gie besitzt ein betrichtliches wissenschaftliches und kommerzielles Potential, das
viele Mittel in die Entwicklung und Anwendung fliefen 1a£t. Durch das Human-
Genom-Projekt sind viele Sequenzen entschliisselt worden, deren Aufgaben und
Zusammenh#nge noch zu erforschen sind.

Chipherstellung - ,,Spotten*

Die mit Robotern durchgefiihrte Chipherstellung wird als ,,Spotten bezeichnet.
Die Glasobjekttriger dienen als Trager fiir die DNS-Sonden. Thre Oberfiche
ist beschichtet, um die Sonden fiir die nachfolgenden Prozessierung irreversibel
zu binden. Die Beschichtung besteht beispielsweise aus einer Silanisierung oder
anderen chemischen Verdnderungen der Oberfliche (BEIER UND HOHEISEL [7]).

In einem Hochdurchsatzverfahren werden einige Nanoliter zuvor generierter
Sonden aus Mikrotiterplatten auf beschichtete Glasobjekttriager iibertragen. Dies
geschieht beispielsweise durch Metallstifte (,,Pens”), die entweder an der Spitze
eingeschlitzt sind, um durch Kapillarkréfte die Sondenfliissgkeit einzusaugen und
beim Aufsetzen auf die Glasoberfliche Fliissigkeit abzugeben, oder sie besitzen
eine stumpfe Spitze, um in dieser Gréfe Spots auf dem Objekttriger zu iiber-
tragen. Eine andere Methode des Spottens ist die Piezostrahltechnik, bei der
die Sondenfliissigkeit auf den Glasobjekttriger aufgespriiht wird. Der Tropfen ist
dabei entgegensgesetzt zum Objekttriger geladen. Bei einer weiteren Methode
wird ein kleiner Ring von der Sondenfliissigkeit umspannt. Eine sehr feine Nadel
wird durch diesen Ring auf den Glaschip gefiihrt und triagt damit die Sondenfliis-
sigkeit auf. Mit der letztgenannten Methode lassen sich die kleinsten Spots und
damit die dichtesten Mikroarrays erzeugen. Diese Methoden beruhen alle auf dem
gleichen Prinzip, indem zuvor generierte Sonden mechanisch auf den Chip aufge-
bracht werden. Mit einem alternativen Verfahren der Firma ,Affymetrix“ werden
die Sonden mit einer photolithographischen Technik direkt auf dem Glaschip syn-
thetisiert (beschrieben von PEASE et al. [119]). Die Glasobjekttriger sind mit
einer lichtempfindlichen Substanz beschichtet, die mit Masken abgedeckt werden
kann, die ausgesuchte lichtdurchlissige Stellen besitzen. Nach Auflegen der Mas-
ke werden diese Stellen belichtet, die photolabile Schutzgruppe wird entfernt und
das erste Nukleotid mit ebenfalls einer lichtempfindlichen 5’-OH Gruppe wird ge-
bunden. Diese Prozedur wird mit allen Nukleotiden und verschiedenen Masken
wiederholt, um spezifische Oligonukleotid-Sonden (Spots) zu generieren.

41



roter Kanal

zur Computeranalyse i

M|
PMT I -

LINd

Photomultipier

griiner Kanal

Yy

Photomultipier -JL_. Pinhole

Anregungslaser

Filter
4 Laser '

A

.
A
4

D Objektiv

Soo0B86000
-‘u.oonﬂoocnoﬁ ﬂnca.nﬂ.ﬂaoal.ﬂo.o
Q00 80000
G
L c’eonaoneoe’uaoeaouBn"aeocnu
0000002000 0OBO00

X- Y-Ausrichtung

Abbildung 3.2: Schematische Darstellung der Auswertung eines DNS-Arrays (mo-
difiziert aus CHEN et al. [20]

Hybridisierung

Das zu untersuchende Target und ein bekanntes Vergleichstarget werden unter-
schiedlich fluoreszierend markiert und gleichzeitig unter stringenten Bedingungen
auf den Chip hybridisiert. Die Hybridisierungsbedingungen sind dabei abhingig
von der Beschaffenheit der gespotteten Sonden und des Targets. Gegebenfalls
ist eine Suppressionshybridisierung repetitiver Sequenzen notwendig. Nach der
Hybridisierung werden ungebundene Sequenzen, unspezifische Hybridisierungssi-
gnale und Salze durch Waschschritte entfernt.

Auswertung der Chips — ,,Scannen*

Die Auswertung der Mikroarrays erfolgt in der Regel mit einem konfokalen Laser-
scanner. Zur Hybridisierung werden in den meisten Fillen zwei zu vergleichende,
unterschiedlich fluoreszierend markierte Targets verwendet, die separat analysiert
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werden. Abbildung 3.2 zeigt in einer schematische Darstellung wie ein DNS-Chip
an mit einem konfokalen Laserscanner ausgelesen wird. Mit unterschiedlichen
Lasern werden die Fluorezenzfarbstoffe in ihrem Anregungsbereich einzeln nach-
einander angeregt und die Emissionen mit einem Photomultiplier gemessen. Da
die auszuwertende Schicht eines Spots sehr diinn ist, verwendet man zur Auswer-
tung einen konfokalen Laserscanner, der in der Ebene des Spots fokussiert wird.
Das einfallende Laserlicht wird iiber einen Strahlenteiler weitergeleitet, durch eine
Linse auf dem Chip fokussiert und induziert dort eine Fluoreszenz in alle Richtun-
gen. Die Fluoreszenz in Richtung der Linse wird dort gebiindelt und als paralleler
Strahl weitergeleitet. Am Strahlenteiler wird der Teil des Anregungslichtes grofk-
tenteils zuriick zur Lichtquelle reflektiert und das Fluoreszenzlicht kann passie-
ren. Ein zusidtzlicher Emissionsfilter mit geringer Bandbreite 14ft nur einen Teil
der Fluoreszenzlichtes durch, um das Anregungslicht vollig auszufiltern. Danach
schlieit sich eine Detektorlinse mit konfokalem ,Pinhole“ an, bevor das Licht im
Detektor gemessen wird. Mit diesem Element wird ausschliefflich die Fluoreszenz
aus der fokussierten Objektebene registriert. Mit der Methode des konfokalen
Scannens wird eine Verfilschung des Signals durch die Hintergrundfluoreszenz aus
einer anderen Ebene vermieden. Die Detektion wird mit Photomultipliern, den
empfindlichsten Detektoren im sichtbaren Wellenldngenbereich, durchgefiihrt.

Anwendungen der DNS-Mikroarrays:

¢ Expressionsuntersuchungen:
Um die Expression einzelner Gene im Vergleich zu untersuchen, wird die
mRNS von Kontroll- und Testzellen in ¢cDNS umgeschrieben und verschie-
den markiert auf einen DNS-Chip hybridisiert. Dieser besteht aus cDNS-
Klonen, meistens in Form von ESTs (Expressed Sequence Tags). Unter-
schiede in der Expression machen sich bei der komparative Hybridisierung
durch Signalunterschiede auf den betroffenen Sonden bemerkbar.

e Untersuchung von SNPs (Single Nucleotide Polymorphisms):
SNPs (Einzelnukleotidpolymorhismen), gehéren zu den hiufigsten geneti-
schen Variationen im menschlichen Genom. Etwa alle 1000 Basenpaare
treten bei verschiedenen Individuen einer Population variable Basen auf.
Diese Variablilitdt will man mit Pradispositionen fiir bestimmte Kankhei-
ten assoziieren (Pharmakogenetik). Die SNPs wurden mit Mikroarrays auf
synthetische Oligonukleotide typisiert (WANG et al. [156]). Die ,Single
Base Extension“-Methode untersucht SNPs, indem allelspezifische Primer
auf einen Chip aufgebracht werden und in Anwesenheit von dNTPs und
einem ddNTP (zum Abbrechen der Synthese) eine Amplifikation ablauft.
Eine Kombination mit ,Matrix-Assisted Laser Desorption Ioninization-Mass
Spectroscopy” (MALDI-MS) erlaubt es, die unterschiedlichen Massen und
damit die Zusammensetzung der generierten Produkte auf dem Chip zu
bestimmen.
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e Matrix-CGH: Aufdeckung genomischer Unterschiede in einem Tester-
genom durch eine komparative Hybridisierung mit einem normalen Refe-
renzgenom auf DNS-Chips. Deletionen und Amplifikationen sollen durch
Intensitatunterschiede auf den betroffenden Sonden auf dem Chip detek-
tierbar sein.

3.2.3 Matrix-CGH

Im ,Human Genome Project” konnte ein Grofiteil des menschlichen Genoms mit
kartierten Sonden abgedeckt werden. Diese Sonden eignen sich als topographische
Marker, die das menschliche Genom mit einem Raster abdecken und als Matrix
fiir Hybridisierungsexperimente dienen. Mit der Entwicklung der Chiptechno-
logie wurde die sogenannte Matrix-CGH ermoglicht. Dabei werden analog zur
chromosomalen CGH zwei unterschiedlich markierte, zu vergleichende Genome
auf einen Array von DNS-Sonden hybridisiert. Abbildung 3.3 zeigt schematisch
das Prinzip der Matrix-CGH analog zur chromosomalen CGH (Abbildung 3.1).
Die Kontrollmetaphasen der chromosomalen CGH werden durch spezifische, kar-
tierte DNS-Sonden ersetzt. Diese Sonden werden in Form von ,Spots“ in einem
regelméfigen Muster (,Array“) auf beschichtete Glasobjekttriger als ,Matrix“
aufgetragen. Imbalancen zwischen den beiden hybridisierten Genomen sind als
Intensitidtsunterschiede auf den Spots mefibar.

In Analogie zu einer herkémmlichen FISH, bei der das zu untersuchende Chro-
mosomenpriparat als Target (Genom) und die hybridisierte bekannte Probe als
Sonde bezeichnet wird, werden bei der Matrix-CGH die auf dem Chip aufgetra-
genen DNS-Sequenzen als Sonden und das hybridisierte Testgenom als Target
bezeichnet. Tabelle 3.1 vergleicht chromosomale CGH und Matrix-CGH.

Im folgenden sollen die wichtigsten Entwicklungsschritte der Matrix-CGH zur
Analyse komplexer Genome auf Mikroarrays kurz zusammengefakt werden. Von
SHALON et al. [139] wurde 1996 ein Experiment vorgestellt, in dem komplexe
Targets vergleichend auf einen DNA-Chip hybridisiert wurden. Dazu wurden
genomische kartierte Hefe A-Klone als Sonden gespottet und als Target wurden
zum Vergleich zwei unterschiedliche Kombinationen aus isolierten genomischen
YACs hybridisiert. SHALON et al. erwdhnten die Moglichkeit, diese Methode zur
genomweiten Kartierung und zu Expressionsstudien zu nutzen. Die aufgetretene
falsch-negative Hybridisierung einzelner Klone wurde auf eine fehlerhafte PCR-
Amplifikation der A-Klone zuriickgefiihrt.

SOLINAS-TOLDO et al. [142] etablierten 1997 eine Matrix-CGH mit ca. 75-
130 kb grofen P1, PAC-Klonen und Cosmiden aus Chromosomenbibliotheken als
Sonden und genomischer Tumor-DNS als Hybridisierungstarget. Wéahrend auf
den PAC-Sonden auch geringe Dosisunterschiede (z. B. 2:1) festgestellt werden
konnten, war dies mit Cosmiden, die eine maximalen Grofe von 40 kb besit-
zen nicht moglich. In ihrem Artikel wird das technische Problem angesprochen,
das auftritt, wenn eine komplexes Target auf eine komplexe Sonde hybridisiert
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wird. In beiden komplexen Proben sind viel repetitive Sequenzen vorhanden, die
unterdriickt bzw. entfernt werden miissen.

PINKEL et al. [121] (1998) verwandten ebenfalls Cosmide, P1-, BAC-Klone
und A-Klone als Sonden, um die Empfindlichkeit von Klon-Arrays zu testen.
Dazu wurden vor der Hybridisierung der genomischen Test- und Kontroll-DNS
verschiedene Mengen 50 kb grofer A-Klone zugefiigt. Dieses Modell simulierte
das Verhalten Cosmid-grofer Targets, die frei von repetitiven Sequenzen sind.
Die Fluoreszenzverhiltnisse waren proportional zu den relativen Mengen der A-
DNS in dem hybridisierten Target. Mit X-chromosomalen Sonden war das Inten-
sitdtsverhéltnis zwar immer proportional zur DNS-Kopienzahl, wich aber vom
optimalen Verhéltnis ab. Dies wurde durch die Hybridisierung repetitiver Se-
quenzen, die nicht durch Cyt-1-DNA Sequenzen supprimiert werden, oder mit
einer Kreuzhybridisierung verwandter Sequenzen erkldrt. ALBERTSON et al. [1]
(2000) nutzten die Matrix-CGH, um eine Amplikonstruktur in Tumoren quanti-
tativ zu analysieren. Der Mikroarray enthielt BAC-Klone aus einem Contig von
Chromosom 20. Ein Contig ist eine Zusammenstellung von kartierten Klonen,
die teilweise iiberlappend eine Sequenz des urspriinglichen DNS-Stranges iiber-
spannt. Untersuchungen der Tumorzellen mit Matrix-CGH zeigten, dak einzelne
Bereiche hoher amplifiziert waren als andere und identifizierten das CYP2/-Gen
als Kandidaten-Onkogen in der Region 20q13.2.

POLLACK et al. [123] benutzten einen cDNA-Mikroarray mit ca. 1 kb grofen
Sonden zur CGH und hybridisierten genomische DNA. In ihren Experimenten
konnten sie an einzelnen Klonen Genamplifikationen und Deletionen identifizieren
und gleichzeitig Verdnderungen auf genomischer (DNS-Sequenz) Ebene mit der
Verdanderung der Genexpression vergleichen.

GESCHWIND et al. [36] fiihrten eine CGH an Mikroarrays zur Untersuchung
der Gendosis in der X-chromosomalen pseudoautosomalen Region bei Patienten
mit Klinefelter Syndrom durch. Als Sonden wurden inter-Alu-PCR-Produkte
von Cosmiden aus dieser Region und BACs des Chromosoms 17 als Kontrolle
verwendet. Als Target wurden inter-Alu-Produkte der zu untersuchenden DNS
verwendet. Insgesamt wurden 61 Klone vom Chromosom X und 71 BACs vom
Chromosom 17 generiert. Von allen Klonen zeigten in einem Kontrollexperiment
weniger als 5% eine Abweichung vom erwarteten Intensitétsverhéltnis.

Die Hybridisierung bei einer Matrix-CGH gleicht in den meisten Fillen der
einer chromosomalen FISH. Zwei genomische DNSn werden mit unterschiedlichen
Fluoreszenzfarbstoffen markiert und unter Suppressionsbedingungen zur Unter-
driickung der repetitiven Sequenzen mit Cyt-1-DNA auf Klon-Arrays hybridi-
siert. Die Hybridisierung wird durch die Stringenz des Hybridisierungspuffers,
Formamidgehalt und Salzkonzentration, Hybridisierungstemperatur und strin-
gente Waschbedingungen gesteuert.

Ahnlich der chromosomalen CGH erfordert die Matrix-CGH eine digitale Bild-
analyse und eine statistische Auswertung. Wihrend chromosomale CGH an ei-
nem fluoreszenzmikroskopischen Bild analysiert wird, werden die Signale auf dem
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Komparative genomische Hybridisierung auf dem Chip

Patienten DNS

/

OGO OO0 000
Array OO00COO0000000 +Competitor
: CO0COO000000

kartierter Sonden 86665659866

) 2 normal
Detektierte Fluoreszenz

00000000000 ®
000000000000 Deleti

im Laserscanner @COCOO0O0eC0 & eetl_o.n .
CO00CO000000 o Amplifikation

Abbildung 3.3: Schema der CGH auf einem DNS-Array: rot markierte Patienten-
DNS und griin markierte Kontroll-DNS werden auf einen Array aus kartierten
Klonen hybridisiert. Intensitidtsunterschiede auf den Sonden werden durch Aus-
lesen mit einem Laserscanner detektiert. Amplifikationen im Patientengenom
werden als Verstarkte Rot-Fluoreszenz, Deletionen als vermehrte griine Fluores-
zenz repriasentiert.

DNS-Chip mit einem konfokalen Laserscanner aufgenommen. Nach Auswahl der
hybridisierten und auswertbaren Spots wird der lokale Hintergrund subtrahiert.
Die Fluoreszenzverhéltnisse werden normalisiert, und ein Grenzwert zur Unter-
scheidung der Dosisverhéltnisse wird festgelegt. Uber- oder unterschreiten diese
Intensitdtsverhéltnisse einen Grenzwert, wird eine Deletion bzw. Amplifikation
der betroffenen Sequenz diagnostiziert. Bei der chromosomalen CGH werden
die Ergebnisse mehrerer Metaphasen gemittelt. Bei der Matrix-CGH analysiert
man die die Intensitdtsverhéltnisse mehrerer Spots mit identischen Sequenzen
und/oder aus wiederholten Hybridisierungsexperimenten.

In dieser Arbeit wird die Etablierung einer Matrix-CGH basierend auf inter-
Alu-PCR Produkten beschrieben. Es wird gezeigt, wie mit X-chromosomalen
Sonden bei Patienten mit multiplen X-Chromosomen eine Dosisunterscheidung
gelingt. Mit den etablierten experimentellen Bedingungen wurde ein 2:1 Dosis-
unterschied nachgewiesen.
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Chromosomale CGH Matrix-CGH

Sonde Genomische DNS, Genomische Klone:
DOP-PCR-Produkte genomi- | Cosmide, YACs, PACs
scher DNS ESTs,

PCR-Produkte (inter-Alu etc.)

von Klonen

Target Metaphasechromosomen Genomische DNS,
PCR-Produkte genomischer DNS

Technische Fluoreszenzmikroskop, Spotter,

Ausstattung CCD-Kamera, Scanner,
Software zur Aufnahme und | Software zur Analyse der
Analyse der Bilder Intensitatswerte

Auflésung 15 Mb [118] 50 kb [121] / 1 kb [123]

Tabelle 3.1: Vergleich von chromosomaler CGH und Matrix-CGH

3.3 Kombination von CGH und SKY zur Unter-
scheidung miitterlicher und viterlicher Chro-
mosomen

Bei SKY (,Spectral Karyotyping“) (siehe Kapitel 3.1.2) und CGH (,Compara-
tive Genomic Hybridization“) handelt es sich um moderne zytogenetische Me-
thoden, die vor allem in der Tumorforschung verwendet werden, um strukturelle
bzw. numerische Chromosomenumbauten aufzudecken. Wahrend SKY komplexe
Translokationen in einem einzigen Hybridisierungsexperiment aufklart, entdeckt
CGH genomiche Imbalancen. Ein weiteres lang angestrebtes Ziel, viterliche und
miitterliche homologe Chromosomen in einer somatischen Zelle verschieden zu
markieren und dadurch unterscheiden zu kénnen, blieb bislang unerreicht. Die-
se Methode konnte dazu dienen, Chromosomenstorungen zu entdecken, die auf
einem Ungleichgewicht von vaterlichen und miitterlichen Erbanlagen beruhen.

3.3.1 genomische Pragung - ,Imprinting*

Die ,genomische Pragung“ (genomic imprinting) beschreibt das Phénomen, daf
vaterliche und miitterliche Erbanlagen funktionell nicht gleichwertig sind. Hierbei
spielen epigenetische Mechanismen eine Rolle. Zur Entwicklung und Ausbildung
eines normalen Phénotypen sind sowohl viterliche wie miitterliche Chromosomen
erforderlich. Gene, die der ,Pragung” unterliegen, werden namlich nur vom viter-
lichen bzw. miitterlichen Chromosom transkribiert. ,,Uniparentale Disomie” liegt
vor, wenn statt eines miitterlichen und eines viterlichen Chromosos beide homolo-
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ge Chromosomen von einem Elternteil auf das Kind iibergegangen sind, wiahrend
das Chromosom des anderen Elternteils verloren ging. Molekulargenetische Un-
tersuchungen haben gezeigt, dak gepréigte Gene fiir eine normale Entwicklung und
einen normalen Phinotyp wichtig sind. Beispiele einer genetischen Krankheit, die
durch Imprintigstérungen beeinfluit wird, sind das ,,Prader-Willi-Syndrom* und
das ,Angelman-Syndrom®“. Obwohl in beiden Féllen eine Deletion im Chromo-
som 15, 15q11-13 zugrunde liegt, sind die resultierenden Syndrome vollkommen
unterschiedlich. Wahrend das Prader-Willi-Syndrom durch Entwicklungsverzo-
gerungen, Verhaltensstorungen und Hypotonie gekennzeichnet ist, treten beim
Angelman-Syndrom schwere geistige Behinderungen und Krampfanfille in Er-
scheinung. Es stellte sich heraus, dak beim Prader-Willi-Syndrom das viterliche
Chromosom von einer Deletion betroffen war, beim Angelman-Syndrom das miit-
terliche Chromosom. In einigen Féllen konnte keine Deletion dieses Bereichs im
Genom festgestellt werden. In diesen Fillen lag jeweils eine uniparentale Diso-
mie (UPD) vor. Wéhrend Patienten mit Prader-Willi-Syndrom zwei maternale
Chromosomen 15 besaflen, stammten beim Angelman-Syndrom beide vom Vater.
UPDn kénnen bisher nur mit aufwendigen molekularen Techniken diagnostiziert
werden. Ein langersehntes Ziel sind zytogenetische Methoden zu Unterscheidung
von véterlichen und miitterlichen Chromosomen.

3.3.2 Komparative Hybridisierung und SKY-Analyse

Bei der in dieser Arbeit beschriebenen Methode wurden die beiden zytologischen
Techniken CGH und SKY kombiniert, um eine differentielle Markierung der el-
terlichen Chromosomen zu erreichen. Die Experimente wurden an Metaphasen
der F Hybride von Mus musculus (MMU) und M. spretus (MSP) durchgefiihrt.
Die Genome von MMU und MSP sind in ihrer Entwicklung ca. 2-3 Millionen
Jahre voneinander getrennt und der Sequenzunterschied beider Stimme betrigt
insgesamt ca. 1%.

Komplexe DNS-Sonden der beiden Eltern wurden mit zwei unterschiedlichen
und fiir den Emissionswellenldngenbereich spektral nicht iiberlappenden Fluores-
zenzfarben Cy3 und Cy5 markiert. In der nachfolgenden Hybridisierung wurden
die euchromatischen Chromosomenarme individuell markiert. Unterschiede der
Sondenhybridisierung von MMU- und MSP- DNS zu den viterlichen und miitter-
lichen Chromosomen wurden durch Ermittlung des Quotienten der Intensitéiten
beider Farben auf den Chromosomenarmen festgestellt. Anders als bei herkomm-
licher CGH wurde zur Ermittlung der Intensitit iiber anndhernd den gesamten
Wellenldngenbereich beider Emissionsspektren integriert.

Genomische In situ-Hybridisierung wurde zuerst von SCHWARZACHER et al.
[136] in der Pflanzenzytogenetik verwendet, um bei interspezifischen Hybriden
die Chromosomen beider Eltern auseinanderzuhalten, oder um eine Integrati-
on fremder Chromosomen zu verfolgen. Die analysierten Pflanzengenome waren
genetisch viel weiter voneinander entfernt als die unterschiedlichen Mausspezi-
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es. Die Experimente dieser Arbeit sollen einen ersten Schritt zu Identifikation
vaterlicher und miitterlicher Chromosomen in der Sdugetiergenetik aufzeigen.
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Kapitel 4

Material und Methoden

4.1 Sonden und Sondenherstellung

Als Sonde wird im allgemeinen eine spezifische DNS-Sequenz oder ein Gemisch
von Sequenzen bezeichnet, das an die komplementire Sequenz des stationédren
Targets hybridisiert. In FISH-Experimenten kann es sich bei den Sonden u. a. um
fluoreszierend markierte YACs oder chromosomenspezifische DNS-Bibliotheken
handeln. Die Hybridisierungstargets konnen Metaphasechromosomen, Interpha-
sepraparate etc. sein. Bei den Hybridisierungen auf die DNS-Arrays sind die
sequenzspezifischen Sonden fest auf dem Glasobjekttriager aufgebracht, wihrend
das komplexe Target markiert und hybridisiert wird. Im folgenden wird zun#chst
ein kurzer Uberblick iiber alle verwendeten Sonden gegeben, bevor die unter-
schiedlichen Methoden im Detail erlautert werden. Fiir die Experimente wurden
folgende Sonden eingesetzt:

e Genomische DNS
e DOP-PCR-Produkte

— chromosomenspezifischer DNS-Bibliotheken

— YACs

CTA4-PCR-Produkte
— repeatfreier Chromosomenbibliotheken

Inter-Alu-PCR-Produkte

— genomischer DNS
— YACs

Cgt-1-DNS
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e Bl- und B2-PCR-Produkte der Maus
e inter B1 PCR-Produkte der Maus

Zur 24-Farben-FISH standen fiir 21 Chromosomen durchflufszytometrisch sor-
tierte, chromosomenspezifische DNS-Bibliotheken zur Verfiigung (FERGUSON-
SMITH [29]). Diese wurden mit ,,Degenerated-Oligonucleotid-Primed-Polymerase-
Chain-Reaction“ (DOP-PCR) amplifiziert und anschiefiend mit einem verénder-
ten DOP-PCR-Protokoll fluoreszierend markiert. Fiir die restlichen 3 Chromoso-
men (Chromosomen 12, 14 und 22) konnten wir von Repeats befreite Sonden be-
nutzen, die mit einer CTA4-PCR vervielfacht und und markiert werden konnten.
Diese wurden von M. R. Speicher (Institut fiir Anthropologie und Humangenetik,
LMU Miinchen) hergestellt und uns freundlicherweise zur Verfiigung gestellt. Die
in der Chromosomenbandierung verwendeten YAC-Sonden wurden nach Auftren-
nung durch Pulsfeldgelelektrophorese und Gel-Extraktion isoliert und mit dem
herkémmlichen DOP-PCR-Protokoll amplifiziert.

Die YACs zur Bandierung der Chromosomen 2 und X wurden aus der FISH-
kartierten YAC-Bibliothek des MPIs bezogen [163]. Um eine moglichst gleichmé-
Rige Bandierung zu erhalten, wurde etwa alle 5cM ein YAC ausgewihlt, und je
drei bis fiinf YACs bildeten einen Pool einer FISH-Bande.

Zur komparativen Hybridisierung der mausspezifischen Sonden wurde uns von
R. Fundele genomische DNS der beiden Mausspezies M. musculus und M. spre-
tus zur Verfiigung gestellt. Die genomischen DNSn wurden direkt als Sonde,
bzw. als Ausgangsmaterial zur Erzeugung von Cyt-1-DNS verwendet. Auflerdem
wurden sie zur PCR-Amplifikation von Bl-Elementen, B2-Elementen und inter-
B1-Sequenzen eingesetzt.

Zur CGH auf den Chips wurden die genomischen DNSn aus Zellpellets der
Kontrollpersonen und Patienten extrahiert und zu Inter-Alu- oder DOP-PCR-
Amplifikationen verwendet.

4.1.1 Genomische DNS

Die genomische DNS wurde mit einer phenolfreien DNS-Extraktionsmethode ge-
wonnen. Das aufgetaute Zellpellet (ca. 5 - 10° Zellen) wurde in einem 50 ml
Zenrifugenréhrchen in 20 ml Lysierpuffer (0,4 M Tris HCI, pH 8,0, 0,06 M Na-
triumacetat, 0,15 M NaCl und 1% SDS) resuspendiert. Nach Zugabe von 32 ul
RnaseA-Losung (50 pg/ml) wurden die Zellen fiir 60 min bei 37°C inkubiert. An-
schliefend wurde 5 ml 5 M Natriumperchlorat zugegeben und die Lésung wur-
de ca. 10 x geschiittelt. Nach Zugabe von 20 ml kaltem Chloroform wurde das
Schiitteln wiederholt und anschieflend wurde das Gemisch 10 min bei 2000 U/min
zentrifugiert (Hettich-Rotant-Zentrifuge). Durch die Zentrifugation bildeten sich
zwei Phasen. Die obere, DNS-enthaltende Phase wurde abgenommen und erneut,
wie zuvor mit Chloroform ausgeschiittelt. Dieser letzte Vorgang wurde so oft wie-
derholt, bis die obere Phase klar erschien und keine Proteinreste mehr enthielt.
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Die klare Losung wurde abgenommen und das gleiche Volumen an eiskaltem 100%
Ethanol wurde zum Fillen der DNS zugegeben. Bei leichtem Schiitteln des Ge-
fikes wurde der DNS-Faden sichtbar, der mit einer Impfose aufgenommen wurde.
Dieses DNS-Pellet wurde zum Waschen kurz in 70%igem Ethanol getaucht und
dann trocknen lassen. Die DNS konnte in 1 x TE gel6st werden.

4.1.2 DOP-PCR-Produkte

Der Grofsteil der chromosomenspezifischen Sonden und die YACs zur Chromo-
somenbandierung wurden mit DOP-PCR (,,Degenerate-Oligonucleotide-Primed-
Polymerase-Chain-Reaction®) vervielfacht. DOP-PCR wird benutzt, um komple-
xe genomische DNS zu amplifizieren (TELENIUS et al. [148]). Der degenerierte
Primer bindet etwa alle 300-3000 bp an genomische DNS. Durch PCR werden
die Sequenzen zwischen zwei gebundenen Primern vervielfaltigt. Es resultiert ein
komplexes Gemisch von 200 bp bis 2 kb langen Fragmenten, die die genomische
DNS représentieren. Die Amplifikation erfolgte in zwei PCR-Schritten und nach
herkémmlichen PCR-Bedingungen. Alle DOP-PCR Schritte wurden mit dem
Telenius 6MW-Primer mit folgender Sequenz durchgefiihrt: 5-CCG ACT CGA
GNN NNN NAT GTG G-3’. Fiir alle Reaktionen wurde die Perkin-Elmer 9600
PCR-Maschine verwendet.

Im ersten Schritt (DOP1-PCR) wurde in einem 5 pl Reaktionsvolumen mit
1 x PCR-Puffer (Promega), 6 mM MgCl, (Promega), jeweils 0,25 mM dATP,
dGTP, dCTP, dTTP (Boehringer Mannheim), 2,5 pmol/ul DOP-Primer (MWG-
Biotech), 2 U Tag-Polymerase und 2,3 ul genomische DNA als Ausgangsmaterial
die Amplifikation durchgefiihrt. Das Temperaturprofil der DOP1-PCR war wie
folgt:

DOP1-PCR

75°C 5 min

94°C 1 min

30°C 1 min 8 Zyklen
74°C 2 min

Im zweiten Schritt (DOP2-PCR) wurde das 5 pl Produkt der DOP1-PCR
als Ausgangsmaterial fiir eine 50 pl Reaktion mit 1 x PCR-Puffer, 0,25 mM je
dATP, dGTP, dCTP, dTTP, 0,5 pmol/ul DOP-Primer, 2,5 mM MgCl, und 2 U
Taq-Polymerase benutzt.

DOP2-PCR

94°C 1 min

94°C 1 min

40°C 1 min 35 Zyklen
72°C 4 min

72°C 10 min
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Das Produkt der DOP2-PCR erhielt ca. 100 ng/ul PCR-Produkt.

4.1.3 CTA4-DOP-PCR-Produkte

Die von repetitiven Elementen freien chromosomenspezifischen Sonden der Chro-
mosomen 12, 14 und 22 wurden von M. R. Speicher als CTA,-Produkt zur Ver-
fiigung gestellt. In dem von BOLZER et al. [9] beschriebenen Protokoll wurden
die ,Repeatsequenzen* des Ausgangsmaterials durch eine Hybridisierung mit bio-
tinylierter Cyt-1-DNS gebunden. Mit Streptavidin-markierten Magnetkiigelchen
wurden die repetitiven Sequenzen in einer Affinitdtschromatographie von den iib-
rigen Sequenzen abgetrennt. Die ungebundene Sonde konnte nach Aufreinigung
weiterverwendet werden.

Die so erhaltenen Sonden ohne repetitive Sequenzen konnten durch eine strin-
gente DOP-PCR, mit dem CTA-Primer (5’-CTA CTA CTA CTA CCG ACT
CGA G-3’) vervielfiltigt werden. 100 ng des repeat-freien Ausgangsmaterials
wurde mit 1 x Tag-Puffer, 2 mM MgCly, jeweils 2 mM dATP, dGTP, dCTP,
dTTP, 1,7 uM CTA4-Primer und 5 U Tag-Polymerase in einem 50 pl Volumen
mit folgendem CTA,-PCR-Profil amplifiziert:

CTA,-PCR

95°C 5 min

95°C 1 min

53°C 1,5 min 36 Zyklen
72°C 1 min + 1 sec pro Zyklus

Die amplifizierten Sonden konnten anschlieffend mit einer CTA,-Markierungs-
PCR fluoreszierend markiert, bzw. mit einer weiteren Runde CTA,-PCR nochmal
vervielfiltigt werden.

4.1.4 Inter-Alu-PCR-Produkte

Zur Matrix-CGH wurden vorwiegend Inter-Alu-PCR-Produkte als Sonden und
Targets verwendet. Repetitive Alu-Elemente sind etwa alle 5 kb im Genom vor-
handen. Die Dichte von Alu-Elementen hingt aber von der Chromosomenregion
ab; sie sind vermehrt in R-positiven Banden zu finden. Die Inter-Alu-Primer
lagern sich in den Alu-Repeats an. Durch Inter-Alu-PCR werden Sequenzen zwi-
schen eng benachbarten Alus (<5 kb) amplifiziert. Zur Sondenherstellung wurden
YACs ausgehend von genomischer DNS in Mikrotiterplatten in PCR Maschinen
(Perkin Elmer Gene Amp. 9700) amplifiziert. Von der DNS der YACs wurden je
200 ng in eine Reaktion eingesetzt; von gesamtgenomischer DNS der untersuch-
ten Patienten und der Kontrollen wurden zwischen 500 ng und 1 ug eingesetzt.
Die PCR Reaktion wurde in einem 50 pl Reaktionsvolumen mit 1 x PCR-Puffer
(Perkin-Elmer), jeweils 0,2 mM dATP, dCTP, dGTP, dTTP, 2 U Tag-Polymerase
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und 0,8 pmol/ul Cly-Primer durchgefiihrt. Der Cly-Primer hat die Sequenz: 5’-
CTG CAC TCC AGC CTG GG-3’. Fiir einige Sonden wurde ein Amino-Cl,-
Primer verwendet. Dabei handelt es sich um einen Cly-Primer, dessen 5’-Ende
um eine NHy-Gruppe verlidngert ist. Mit dieser NHy-Gruppe konnen die auf den
Chip gespotteten Sonden mit der Oberfliche es Objekttrigers gekoppelt werden.
Zur Herstellung der Sonden wurden die YACs mit einem PCR-Protokoll mit 35
Zyklen vervielfiltigt. Bei der Amplifikation der Target-DNS wurde darauf ge-
achtet, daf die PCR-Reaktion eine lineare Vervielfiltigung zulédft. Um bei der
Amplifikation der Target-DNS nicht in den kritischen Sattigungsbereich zu gera-
ten, wurden die PCRs mit 20 Zyklen durchgefiihrt.

Inter-Alu-PCR

94°C 3 min

94°C 0,5 min

40°C 0,5 min 20 bzw. 35 Zyklen (Target/Sonden)
72°C 1,5 min

72°C 10 min

Zur Hybridisierung wurden jeweils 4 PCR-Anséitze der gesamtgenomischen
Target-DNS gepoolt, um mogliche praferentielle Amplifikationen einzelner Se-
quenzen in einem Reaktionsvolumen auszugleichen.

Exonukleaseverdau

In den Alu-PCR-Produkten bestehen die Enden aus Alu-Primer-Sequenzen. Alu-
Sequenzen hybridisieren unspezifisch mit genomischer DNS bzw. YAC-DNS. Um
dies zu verhindern sollten moglichst wenige Alu-Sequenzen der hybridisierten
Target-DNS vorhanden sein. Storende Alu-Sequenzen an den Enden der Target-
Inter-Alu-Produkte wurden mit der Exonuklease Bal31l entfernt. Bal31 verdaut
die Enden von DNS ab und entfernt so die Alu-Sequenzen.

Das Enzym Bal31 wurde in einem Puffer von 20 mM Tris-HCI, pH 8,1, 100 mM
NaCl, 5 mM CaCly, 5 mM MgCly, 1 mM EDTA und 50% Glycerol auf eine Kon-
zentration von 0,1 U/ul verdiinnt. Der Verdau von 5 pug DNS wurde in einem
50 pl Volumen bei 20 mM Tris-HCI, pH 8,1, 14,5 mM CaCls, 14,5 mM MgCl, und
600 mM NaCl mit 0,25 U Bal31 (Boehringer Mannheim) 10 min bei 30°C durch-
gefiihrt. Die verdaute DNS wurde anschliefend durch Affinitdtschromatographie
iiber eine Quiagen-Saule von Puffer und Nukleotiden gereinigt.

4.1.5 Cyt-1 DNS

Die Bezeichnung der Cyt-1-DNS kommt aus der Reassoziierungskinetik denatu-
rierter Doppelstrang-DNS. Die Definition der Abkiirzung Cyt bedeutet:

Cot = Konzentration [Mole Nukleotide/Liter| x Zeit |[Sekunden)]
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Ein niitzlicher Parameter zur Beschreibung der Komplexitit eines Genoms ist
Cot1/2=1/k (k =Reassoziationskonstante), wenn die Reassoziation zur Halfte
vollendet ist. Saugetier-DNS zeigt 3 verschiedene Komponenten in ihrem Re-
assoziationsverhalten: eine schnelle, eine intermedidre und eine langsame Kom-
ponente. Die schnelle Komponente entspricht hochrepetitiver DNS, die ca. 10%
des M. musculus Genoms betrifft; ungefahr 58% des Mausgenoms bestehen aus
nichtrepetitiver DNS.

Zur Praparation repetitiver Cyt-1-DNS von M. musculus und M. spretus nach
NISSON et al. [113] wurden je 1 mg genomische DNA in 500 pl TE (10 mM Tris,
pH 8,0, 1 mM EDTA) gel6st, mit Ultraschall auf Fragmentlangen zwischen 200-
1000 bp zerkleinert und bei 96°C denaturiert. Nach Zugabe von 100 ul 0,3 M
NaCl wurde die DNS fiir 200 s bei 63°C reassoziiert. Dies entspreicht einem bis
Cot-Wert von ungeféhr 1. Anschliefend wurde zum Verdau der iibriggebliebenen
einzelstrangigen DNS 600 pl (400 U) S1 Nuclease (in 0,4 M NaCl, 0,1 M Na-
triumacetat, pH 4,5 , 2 mM ZnSOy4 und 1% Glycerin) fiir 20 Minuten bei 37°C
zugegeben. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 60 ul 0,2 M EDTA gestoppt
und auf Eis gestellt. Die renaturierte doppelstringige DNS wurde von der verdau-
ten einzelstrangigen DNS iiber eine Sephadex G50 Sédule abgetrennt und zweimal
mit TE-Puffer gespiilt. Die DNS Losung wurde in 100 ul Aliquots nach Durch-
laufen der Siaule gesammelt. Die Fraktionen, die den ersten DNS-Peak enthielten,
wurden gepoolt und als Cyt-1-DNS verwendet.

4.1.6 Inter-B1-PCR-Produkte der Maus

Es wurden Sonden hergestellt, die aus einer Mischung komplexer, gréfitenteils
Einzel-Kopie-DNS- Sequenzen bestehen. B1 und B2 sind, dhnlich wie die mensch-
lichen Alus, interspegierte repetitive DNS-Sequenzen. Diese B1-Sonden wurden
aus gesamt-genomischer DNS amplifiziert (beschrieben von HIMMELBAUER et al.
[48]). Genomische Maus-DNS wurde in einem Gesamtvolumen von 60 pl mit
10 mM Tris-HCI, pH 8,3, 50 mM KCI, 1,5 mM MgCls, 125 uM jedes dNTPs,
und 1 pg B1R Primer amplifiziert. Die Sequenz des B1R Primers lautet: 5-AGT
TCC AGG ACA GCC AGG GCT AYA CAG A-3 L.

4.2 Chipherstellung

4.2.1 Sonden auf dem Chip

Fiir die vorgestellten Ergebnisse wurden 2 verschiedene Chips verwendet, die zum
grofen Teil identische Sonden trugen: Chip 1, der in den Varianten a und b vor-
lag und Chip 2. Auf Chip 1 wurden vorwiegend Inter-Alu-PCR-Produkte von
YACs verwendet. Chip 1 setzte sich zusammen aus 158 subtelomerischen YACs,

'R und Y ersetzen Purin- bzw. Pyrimidinbasen
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ca. 4 Sonden pro Chromosomenende. Hinzu kamen weitere 97 autosomale YACs
(davon 74 von Chromosom 13) und 63 YACs vom X. Also insgesamt 243 YACs
von Autosomen und 73 vom X. Auferdem befanden sich auf Chip 1a DOP-PCR
Produkte von subtelomerischen Cosmiden bzw. auf Chip 1b Inter-Alu-PCR Pro-
dukte von subtelomerischen Cosmiden und PACs (davon eine X-chromosomale
Sonde).

Chip 2 bestand aus den gleichen 158 subtelomerischen YACs, den 63 X-
chromosomalen YACs, einem X- und einem XY-chromosomalen PAC, auferdem
4 YACs und 2 PACs von Chromosom 2. Von diesen Sonden als Ausgangsmateri-
al wurden jeweils drei verschiedene Produkte generiert: Inter-Alu-PCR-Produkt,
DOP-PCR-Produkt von Inter-Alu-PCR-Produkten und mit Exonuklease verdau-
te Inter-Alu-PCR-Produkte. Bei der Herstellung von Chip 2 wurden jeweils drei
identische Spots von jedem Produkt auf den Chip aufgetragen.

Bei allen verwendeten YACs handelte es sich um Sonden, die bei der FISH-
Kartierung keine chimirischen Hybridisierungssignale zeigten. Die DNS der ein-
zelnen Sonden wurde in Mikrotiterplatten vorgelegt und, wie in Kapitel 4.1.4
beschrieben, amplifiziert. Vor dem Spotten wurden die PCR-Produkte der Son-
den in Mikrotiterplatten gefillt. Dazu wurden zu den 50 pl PCR-Reaktionen
jeweils 100 pl eiskalter 100% Ethanol, 3 ul 3 M Natriumacetat und 8 ng Glyco-
gen hinzugegeben, fiir 1 h bei -80°C geféllt und 1 h bei 3000 rpm (Eppendorf-
Kiihlzentrifuge) bei 4°C zentrifugiert. Anschliefend wurden die Sonden mit je
50 pul 70% Ethanol auf einem Schiittler mindestens 30 min gewaschen und erneut
zentrifugiert. Der Uberstand wurde jeweils abgesaugt und das Pellet luftgetrock-
net. Durch das Féllen wurden stérende Primer und Nukleotide weitgehend aus
den Sonden entfernt. Die Pellets wurden zum Spotten in 5 pl 100 mM NaCOj3
gelOst.

4.2.2 Spotten

Als Spotten wird das automatisierte Aufbringen von Sonden auf Glasobjekttrager
verstanden. Die DNS-Arrays wurden alle mit einem Arrayer von Beecher herge-
stellt. Dabei werden die Objekttrager, deren Vorbehandlung in Kapitel 4.4.1
beschrieben wird, durch eine Unterdruckpumpe auf einem Metalltisch immobi-
lisiert. Der computergesteuerte Roboterarm wird in den 3 Ortskoordinaten be-
wegt, zur Ausrichtung der Nadeln auf den Objekttriger in XY-Richtung und zum
Aufsetzen der Nadeln sowie zum Eintauchen in die Sondenlosung in Z-Richtung.
In diesen Experimenten wurden jeweils 2 Nadeln gleichzeitig verwendet. Die Na-
deln wurden vor dem Wechseln zu einer neuen Sonde jedesmal gewaschen und mit
Druckluft getrocknet. Durch kurzes Eintauchen der Nadeln in die Sondenlosung
wurden die Kapillare der Nadeln gefiillt, um dann bis zu 48 Objekttrager mit
der jeweiligen Sonde zu bestiicken. Der automatisch gesteuerte Zwischenraum
zwischen den einzelnen Spots betragt in X- und Y-Richtung 400 pm.
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4.3 Markierung

Sonden und die Targets fiir die Chipexperimente wurden zur Hybridisierung en-
zymatisch markiert. Im wesentlichen unterscheidet man zwischen direkter und
indirekter Markierung.

e Direkte Markierung: In die Markierungsreaktion werden mit Fluores-
zenzfarbstoffen gekoppelte Nukleotide eingebaut.

e Indirekte Markierung: Zur Markierung werden mit Biotin- und Digoxi-
genin- gekoppelte dUTPs verwendet, die nach der Hybridisierungsreaktion
mit Avidin- bzw. Antidigoxigenin- konjugierten Farbstoffen detektiert wer-
den. Mit Briickenantikérpern kann auch eine Signalamplifikation durchge-
fiihrt werden.

Beide Methoden besitzen Vor- und Nachteile. Bei der direkten Markierung tritt
kaum Hintergrundfluoreszenz auf, da keine Sekundirreaktion (Entwicklung der
Fluoreszenzsignale) auf den Objekttrigern notwendig ist. Direkte Markierung ist
wegen des schwierigen Einbaus der grofen Fluoreszenzmolekiile in der Enzymre-
aktion weniger effizient. Manche Molekiile (z. B. Cyb) sind so grof, daf sie aus
sterischen Griinden sehr schlecht oder iiberhaupt nicht in einen DNS-Strang ein-
gebaut werden konnen. Indirekte Markierung gewihrleistet einen guten Einbau
der mit kleinen Molekiile (Biotin- oder Digoxigenin-) markierten Nukleotide und
ist durch Einsatz verschieden fluoreszierender Sekundirreaktionen in der Detek-
tion flexibel. Die Signale konnen bei Bedarf durch einen zusétzlichen Antikor-
per verstiarkt werden (,Sandwich“-Technik). Die Antikérperreaktion verursacht
eine gewisse Hintergrundfluoreszenz, da die Antikorper nicht ausschliefslich mit
ihrem korrespondierenden Antigen reagieren, sondern auch unspezifische Bindun-
gen eingehen. In Tabelle 4.1 sind die verwendeten Nukleotide und Antikorper mit
ihren Herstellern aufgelistet. Fiir die direkt-markierten dUTPs und die fluores-
zenzmarkierten Antikérper sind die Emissionsmaxima der Fluoreszenzfarbstoffe
angegeben.

Zur direkten und indirekten Markierung wurden verschiedene enzymatische
Methoden (PCR-Markierung, Nick Translation, Random Priming) benutzt, die
im Folgenden beschrieben werden.

4.3.1 PCR-Markierung
DOP-PCR

DOP-PCR wurde zur Markierung von chromosomenspezifischen DNS-Bibliotheken
und DOP-PCR, amplifizierten Sonden der YACs benutzt. Das Protokoll ent-
spricht im wesentlichen dem der herkémmlichen DOP-PCR-Amplifikation. Zur
Markierung sind den ,kalten“ Nukleotiden fluoreszenzmarkierte dUTPs zugefiigt
worden, die bei der DNA-Strang-Verldngerung statt dTTPs eingebaut werden.

28



Name

Cy3-dUTP

Cy5-dUTP

Texas Red-12-dUTP
Spectrum Green-dUTP
Spectrum Orange-dUTP

monoklonal Anti-Digoxigenin

Avidin-Cy5
FITC-Avidin
Cy3-Avidin
FITC-Antidigoxigenin
Cy3-Antidigoxigenin
anti-Maus-Cy5,5-1gG
Biotin-dUTP
Digoxigenin-dUTP

Tabelle 4.1:

Hersteller

Amersham Life Science
Amersham Life Science
Molecular Probes
Vysis
Vysis
Sigma Bio Science
Amersham Life Science
Dianova
Dianova
Dianova
Dianova
Amersham Life Science
Boehringer Mannheim
Boehringer Mannheim

Emissionsmaximum

570 nm
670 nm
610 nm
524 nm
588 nm
indirekt
670 nm
520 nm
570 nm
520 nm
570 nm
694 nm
indirekt
indirekt

Eine Auflistung aller verwendeten Fluoreszenzfarbstoffe. Die

Avidin-gebundenen Farbstoffe wurden zur Detektion Biotin-markierter Nukleo-
tide verwendet, die fluoreszierenden Antidigoxigenin-Antikorper zur Detektion
Digoxigenin-markierter Nukleotide. Cy5,5-Antimaus-IgG wurde nach einem Zwi-
schenschritt iiber Maus-Antidigoxigenin-Antikérper zur Fluoreszenzmarkierung
Digoxigenin-markierter Nukleotide in der 24-Farben-FISH verwendet.
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Wegen der Groke des Molekiils konnen die fluoreszierenden Nukleotide nicht an
jeder passenden Stelle eingebaut werden. Daher miissen neben den markierten
dUTPs auch unmarkierte dT'TPs angeboten werden, um den enzymatischen Ab-
lauf erhalten zu kénnen. Da die Biotin- und Digoxigenin-gebundene Nukleotide
kleiner sind als dUTPs mit Fluoreszenzfarbstoff, werden markierte:unmarkierte
dUTPs je nach Kopplung in unterschiedlichen Mengenverhiltnissen angeboten.

Markierung zur 24-Farben-FISH

Es wurden Sondenpools aus den DOP-PCR-Produkten aller Chromosomen er-
stellt, die mit der gleichen Farbe markiert werden sollten. Die Fluoreszenzfarb-
stoffe Texas Red, Spectrum Green und Spectrum Orange wurden zur direkten
Markierung, Cy5 (Biotin) und Cy5.5 (Digoxigenin) zur indirekten Markierung
verwendet. Der Texas Red-Pool wurde aus den PCR-Produkten der Chromoso-
men 1, 5, 6, 7, 15, 16 und 18 zusammengestellt, der Spectrum Green-Pool aus den
Chromosomen 1, 3, 4, 5, 6, 8,9, 11, 13, 16, 18, 21 und Y; der Biotin-Pool aus den
Chromosomen: 1, 3, 4, 6, 7, 10, 11, 15, 17, 19 und Y; der Spectrum Orange-Pool
aus den Chromosomen: 3, 5,9, 11, 13, 15, 18, 19, 20, und X; der Digoxigenin-Pool
aus den Chromosomen 2, 3, 5, 6, 9, 10, 21, X und Y. Die Markierung der Chro-
mosomensonden wurde in einem 100 ul Ansatz durchgefiihrt mit 1 x PCR-Puffer
(Promega), 2 mM MgCl,, jeweils 0,1 mM dATP, dGTP und dCTP, 0,075 mM
dTTP, 8 uM DOP-Primer (5’-CCG ACT CGA GNN NNN NAT GTG G-3)
und 2 U Taq Polymerase. In eine Reaktion wurde ca. 800 ng DNS eines Pools
und das entsprechende markierte Nukleotid (10 uM Texas Red-dUTP (Molecular
Probes), 10 uM Spectrum Green-dUTP (Vysis), 10 uM Spectrum Orange-dUTP
(Vysis), 30 uM Biotin-dUTP (Boehringer Mannheim) oder 30 uM Digoxigenin-
dUTP (Boehringer Mannheim)) eingesetzt. Die PCR wurde in einer PE 9600
PCR~Maschine nach folgendem Temperaturprofil durchgefiihrt:

DOP-PCR-Markierung

94°C 5 min

94°C 1 min

56°C 1,5 min 30 Zyklen
74°C 2 min

72°C 10 min

Aus diesen Markierungsreaktionen resultieren die in Tabelle 4.2 aufgelisteten
Fluoreszenzkombinationen fiir die einzelnen Chromosomen.

Markierung der YACs

Die Markierung der YACs wurde dhnlich wie bei den chromosomenspezifischen
DNS-Bibliotheken mit DOP-PCR durchgefiihrt. In einem 50 pl Volumen wur-
den ca. 400 ng DOP-PCR Produkt der YACs mit 1x PCR-Puffer (Promega),

60



A B C D E
Spectrum- Texas Red Biotin Spectrum-  Dig.-
Chromosom | Orange (Cyb) Green (Cy5.5)

1 X X X

2 X
3 X X X X
4 X X

5 X X X X
6 X X X X
8 X

9 X X X
10 X X
11 X X X
12 X X
13 X X
14 X
15 X X X
16 X X
17 X
18 X X X
19 X X
20 X
21 X X
22 X X X X
X X X
Y X X X

Tabelle 4.2: Die Farbkombinationen aller 24 menschlichen Chromosomen bei der
SKY-Analyse
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2 mM MgCl,, jeweils 0,15 mM dATP, dCTP, dGTP, 0,05 mM dTTP, 0,01 mM
direkt oder indirekt markiertes dUTP, 8 uM DOP-Primer (5- CCG ACT CGA
GNN NNN NAT GTG G-3’) und 2 U Tag-Polymerase nach den oben genannten
PCR-Bedingungen amplifiziert. In den Tabellen 4.3 und 4.4 sind die zur Bandie-
rung markierten YACs der Chromosom 2 und X und deren Fluoreszenzmarker
aufgefiihrt.

CTA4+PCR

Zur Markierung der mit CTA4-PCR generierten repeatfreien Chromosomenson-
den der Chromosomen 12, 14 und 22 wurde fiir jedes Chromosom und jede
Fluoreszenzmarkierung eine 50 ul PCR-Reaktion durchgefiihrt. Dabei wurden
je 100 ng PCR, Produkt mit 1x PCR-Puffer (Promega), 2 mM MgCl,, 1,7 uM
CTA,4-Primer, jeiweils 0,1 mM dATP, dCTP, dGTP, 0,08 mM dTTP, 0,02 mM
markiertes dUTP und 5 U Tag-Polymerase markiert. Dabei wurde das gleiche
PCR-Programm wie zur Amplifikation der repeatfreien Sonden benutzt (siehe
Kapitel 4.1.3).

4.3.2 ,Nick-Translation*

Zur komparativen Hybridisierung auf den Maushybriden wurden die genomischen
Sonden von M. musculus und M. spretus mit herkdmmlicher Nick-Translation
markiert. Bei der Nick-Translation setzt die DNAse Einzelstrangeinschnitte (nicks)
in die DNS. Die Polymerase I entfernt die alten Nukleotide und ersetzt dieser bei
einer Synthesereaktion mit neuen markierten und unmarkierten Nukleotiden. In
einem 50 pl Volumen mit 50 mM Tris-HCI, pH 8,0, 5 mM MgCls, 50 ng/ml BSA,
10 mM pB-Mercaptoethanol, jeweils 50 nM dATP, dCTP, dGTP, sowie 37,5 nM
dTTP und 12,5 nM mit digoxigenin-11 oder biotin-16 markiertes dUTP (beide
Nukleotide von Boehringer Mannheim) wurden 1 yg DNS mit (3-10~%) U DNase I
und 6,5 U DNA Polymerase I (beide Enzyme von Boehringer Mannheim) bei 15°C
fiir 2 h markiert. Die M. musculus-DNS-Sonde wurde mit digoxigenin-11-dUTP,
die M. spretus-DNS-Sonde mit biotin-16-dUTP markiert.

4.3.3 Random Priming

Das Random Priming erwies sich nach Vorversuchen als eine sehr effiziente Metho-
de, Sonden zur Chip-Hybridisierung zu markieren. Beim Random Priming wird
die DNS zunéchst denaturiert. Dekanukleotid-Primer lagern sich zufillig an die
einzelstrangige DNS an. Klenow synthetisiert den neuen DNS-Strang und baut
dabei markierte und unmarkierte Nukleotide ein. Zur Markierungsreaktion wur-
den ca. 5 pg Inter-Alu-PCR-Produkt genomischer DNA in 5 x Decanucleotid Puf-
fer (Fermentas, DecaLabel”™-Kit) 5 min bei 99°C denaturiert und anschliefend
sofort auf Eis gestellt. Nach Abkiihlung wurde die Markierungsreaktion in einem
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YAC Chrom.-band Flpter cMpter Markierung

76505 p22.3 0.04-0.08 6 SO
Xa08098  p22.3,ypll.2  0.04-0.08 6 SO
225h10 p22.3 0.05-0.08 SO
388c8 p22.3 0.07-0.1 SO
74910 p22 0.13-0.14 19 Cy5.5
74307 p22.2-22.3 0.13-0.15 24 Cy5.5
810e01 p22 0.13-0.17 26 Cy5.5
i£10027 p22 0.13-0.14 Cy5.5
913208 p22 0.14-0.2 26 Cy5.5
82710 p22.1 0.15-0.17 33 SG
iB12039 p22 0.15-0.19 35 SG
911f03 p22-p21 0.16-0.18 40 SG
85002 p22-p21 0.16-0.19 37-41 SG
933d05 p22-p21 0.16-0.20 41 SG
940c10 p21.1 0.21-0.26 47 TR
912b08 p21.1 0.21-0.27 49 TR
957£05 p21-pll.4 0.22-0.28 56 TR
949207 pll.d 0.23-0.28 66 TR
78104 pll.4 0.23-0.28 66 TR
779b08 pll.3 0.24-0.29 68 Cy5
749g05 plld 0.23-0.29 68 Cy5
958d12 pll.3 0.24-0.32 68 Cy5
96407 pll.3 0.29-0.33 77 Cy5
iD01063 pll.3 0.3-0.33 80 Cy5
785b06 pll.3 0.3-0.35 85 SO
787105 pll.2 0.34-0.39 85 SO
77012 pll.3 0.3-0.35 85 SO
743¢10 pll 0.35-0.4 (103cR) SO
876h06 pll 0.37-0.49 85 SO
822d08 qll-q12 0.4-0.45 87 SO
693¢08 qll 0.41-0.49 87 SO
921b10 ql2-q13 0.42-0.55 95 Cy5.5
759f12 qll-ql2 0.45-0.56 96 Cy5.5
910h01 ql3 0.5-0.58  (197cR) 96 Cy5.5
753e10 ql3-21 0.56-0.62 96 Cy5.5
959h11 ql3-q21 0.4-0.69 (197cR) SG
hhmil5c4  ql3 0.5-0.57 SG
74804 q21 0.56-0.62 108 SG
85109 q21 0.56-0.62 108 SG
933d12 q21-22 0.62-0.67  (245cR) SG
899f12 q21-q22 0.64-0.65  116/251 TR
746210 q21-q22 0.64-0.72 116 TR
75507 q21-22 0.64-0.72 TR
85308 q21-q22 0.64-0.73 117 TR
657e12 q22.3 0.68-0.7 119 TR
963b01 q25-q26 0.76-0.85 148 Cy5
916d01 q25-q26 0.76-0.85 148 Cy5
905e10 Q27 0.88-0.96 159 SO
960c09 Q27 0.89-0.94 164 SO
826b11 qq27 0.90-0.93 165 SO
948h11 a27 0.9-0.94 174 Cy5.5
742h05 q27-28 0.91-0.95 180 Cy5.5
iG11138 q27-q28 0.93-0.96 Cy5.5
iG07092 q27-28 0.93-0.99 Cy5.5
hhmi24D1  q27 0.88-0.96 SG
844b09 q28 0.95-1 190 SG
834d06 q28 0.95-1 190 SG
913h11 q28 0.95-1 190 SG
81910 q28 0.97-1 192 SG
849¢12 q28 0.97-1 192 SG

Tabelle 4.3: Liste der markierten YACs zur Bandierung des Chromosoms X. Centi
Morgan [cM] ist die Einheit fiir den genetischen Abstand. 1cM entspricht einer 1%
Wahrscheinlichkeit, daf eine Rekombination in der Meiose stattfindet, hier bezogen auf
das Telomer am p-Arm (pter). 63



YAC Chrom.-band Flpter cMpter  Markierung

93504 p25.3 0.00-0.04 1 SG
800£09 p25 0.00-0.05 8/9 SG
955c11 p25 0.01-0.04  9/10 SG
695h07 p25.3 0.01-0.05  21/17 SG
833d03 p24 0.07-0.1 33 Cy5
916c07 p24 0.07-0.12 39 Cy5
96809 p24 0.08-0.13  41/42 TR
96909 p24-p23 0.08-0.16 48 TR
738a09 p22 0.09-0.11  52/54 TR
958d02 p22-p23 0.09-0.12 58 Cy5.5
761h06 p22-p23 0.11-0.14 64 Cy5.5
957b10 p22-p23 70 Cy5.5
913g04 p22 0.15-0.27 73 SO
91910 pl6 0.2-0.27 74 SO
797203 p21-pl6 0.2-0.24 77 SO
89910 pl6 0.21-0.3 77 SO
92905 p16-p21 0.21-0.25 77 SO
692g04 pl6-pld 0.24-0.29 81 SO
923e01 pl3-pl5 0.29-0.35 88 SG
635d07 pl3 0.3-0.31 92 SG
744107 pl3 0.3-0.33 96 SG
89804 pl3 0.31-0.34 103 SG
918d11 p12 0.31-0.36 103 Cy5
856£04 pll-pl2 0.35-0.37  108/110 Cy5
889e04 qll.2 0.39-0.45 116 Cy5
809c08 qll-q12 0.42-0.46 120 TR
770e10 ql2-q13 0.44-0.5 125 TR
93907 ql2 0.44-0.51 126 TR
953h06 ql2-ql4 0.41-0.55 128/129 TR
821h09 ql4d 0.52-0.58 136 Cy5.5
918b04 q21 0.53-0.65 138 Cy5.5
858b06 q21 0.53-0.62 138 Cy5.5
691203 ql2 0.54-0.6 146 Cy5.5
856c07 q22 0.56-0.6 152 SO
748d06 q21 0.56-0.61 156 SO
702b05 q23 0.61-0.73 163 SO
882b09 q23-q24 0.61-0.71 166 SG
766502 q24 0.63-0.72 167 SG
793b06 q22-q24 0.66-0.68 170 SG
960b12 q23-q24 0.65-0.7 170 SG
938b04 q24 0.63-0.64 175 SG
737d04 q24 0.66-0.74 181 Cy5
859d02 q31 0.72-0.8 190 Cy5
929d12 q31-g32 0.73-0.8 192 Cy5
918b05 q31 0.73-0.79 194 TR
855c04 q32 0.76-0.82 197 TR
849b12 q32 0.79-0.84 205 TR
94102 q33 0.82-0.84  209/210 TR
819€06 q33 0.82-0.92 210/212 TR
812d08 q33 0.82-0.87 212 TR
95606 q34 0.85-0.91 213 Cy5.5
678¢01 q33-g34 0.87-0.91 222 Cy5.5
80706 q36 0.93-0.95 229/228 Cy5.5
929g01 q36 0.9-0.95 236 SO
695g12 q37 0.91-0.99 242 SO
68606 q35 0.89-0.96 247 SO
627d09 q36-q37 0.92-0.99 248 SG
764g08 q36-q37 0.93-0.97 253 sG
963g07 q37 0.98-1 253 SG

Tabelle 4.4: Liste der markierten YACs zur Bandierung des Chromosoms 2. Centi
Morgan [cM] ist die Einheit fiir den genetischen Abstand. 1cM entspricht einer 1%
Wahrscheinlichkeit, daf eine Rekombination in der Meiose stattfindet, hier bezogen auf
das Telomer am p-Arm (pter).
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50 pl Reaktionsvolumen mit je 0,12 mM dATP, dGTP, dCTP, 0,06 mM dTTP
(Boehringer Mannheim), 0,06 mM markierten Cy3-, bzw. Cy5-dUTP (Amers-
ham)und 1 pl Klenow (Fermentas) bei 37°C fiir 2 Stunden inkubiert. Bei Kohy-
bridisierungen weiblicher und ménnlicher Sonden wurde die weibliche DNS mit
Cy3 markiert, die minnliche mit Cy5. Bei der Kobybridisierung der Patienten-
sonden mit multiplen X Chromosomen wurde das Testgenom mit Cy3 und die
Referenz-DNS mit Cyb markiert.

4.4 Hybridisierung

4.4.1 Praparation der Objekttrager
Metaphasechromosomen

Praparation und Vorbehandlung der Chromosomen war bei der der 24 Farben-
FISH, der Vielfarben-YAC-FISH-Bandierung und der CGH auf die Maushybrid-
chromosomen identisch. Die Chromosomenpréaparation erfolgte nach einem Stan-
dardprotokoll. Um die Zellen in der Metaphase zu arretieren, wurden die Kul-
turen 1-2 h vor dem Abbruch mit dem Spindelgift Colcemid behandelt. Die
geernteten Zellen wurden mit 50 mM KCI bei 37°C fiir 15 min bzw. mit 20%
Natriumcitrat bei 37°C fiir 20 min (P3-Zellen) hypotonisch behandelt. Dadurch
schwellen die Zellen an und die Chromosomen trennen sich voneinander. Dies
dient der Spreitung der Chromosomen und erméglicht die mikroskopische Ana-
lyse. Anschliefend wurden die Zellen mit kaltem 3:1 Methanol:Eisessig-Gemisch
fixiert. Zur Praparation der Chromosomenobjekttriger wurde ein Tropfen der
Losung auf einen gereinigten Glasobjekttrager aufgetropft. Dieser Objekttriager
wurde kurz iiber heiflen Wasserdampf gehalten und unter der Warme einer Gliih-
birne getrocknet. Die Qualitdt der Chromosomenpréiparation ist stark davon
abhingig, wie schnell das Fixativ verdampft. Die Objekttrager mit den Chromo-
somenpréparaten wurden vor ihrer Behandlung 2 h bei 65°C auf einer Heizplatte
erhitzt, um das restliche Wasser zu entfernen und die Chromosomenmorphologie
zu verbessern.

Vor der Hybridisierung wurden die Objekttréager zunéchst fiir 5 min in 2 x SSC
gespiilt. Danach wurden sie mit 100g/ml RNaseA in 2 x SSC fiir 60min bei 37°C
inkubiert. Die RNase-Behandlung ist notwendig um die RNS-DNS-Hybridbildung
bei der FISH zu verhindern und den Hintergrund zu reduzieren. Danach wurden
die Objekttréager und 3 x 5 min in 2 x SSC gewaschen. Zum Verdau chromosoma-
ler Proteine wurden die Chromosomenpraparate fiir 10 min bei 37°C mit 0,01%
Pepsin in 10 mM HCI behandelt und danach 2 x in 1 x PBS gewaschen. Um ein
Ablosen der proteasebehandelten Chromosomen zu verhindern, wurden die Pra-
parate nach 1 x Waschen (5min) in 1 x PBS, 50mM MgCl, mit 1 x Formaldehyd,
1 x PBS und 50mM MgCl,; 30min bei Raumtemperatur fixiert. Anschlieffend
wurden sie in einer aufsteigenden Ethanolreihe (70%, 80%, 90%, 100%) dehy-
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driert. Zur Vorbereitung auf die Hybridisierung wurden die Objekttrager in 70%
Formamid, 2 x SSC (pH 7,0) unter einem Deckglas in einem Ofen bei 90°C 1 min
denaturiert. Die Denaturierung ist ein entscheidender Schritt, sie ist notwendig
um die chromosomale DNS einzelstringig zu machen. Werden die Chromoso-
men zu wenig denaturiert, so findet keine oder eine ineffiziente Hybridisierung
statt. Eine Uberdenaturierung fiihrt zu einer schlechten Chromosomenmorpho-
logie. Fiir eine optimale Denaturierung muf ein Kompromif gefunden werden.
Direkt nach der Denaturierung wurden die Objekttréger in einer eiskalten Alko-
holreihe (70%, 85%, 100%) dehydriert, um eine Renaturierung der Chromosomen
auszuschliefsen.

DNS-Chips

Zur Herstellung der DNS Chips wurden die Sonden auf Glasobjekttriger gespot-
tet. Als Objekttrager wurden 2 verschiedene Arten verwendet, zum einen die mit
Aminosilan GAPST™ (Amino Silan Coated Slides) Objekttriger von Corning,
zum anderen die mit Polylysin beschichteten Objekttriger von Perkin Elmer.
Die mit Polylysin beschichteten Objekttriger wurden am Tag vor dem Spotten
aktiviert. Aufgrund dieser Aktivierung konnten die mit Amino-Enden versehe-
nen Sonden anschliefend chemisch auf dem Objekttrager gebunden werden. Dazu
wurden die Objekttriger zundchst 10 min in Aceton gewaschen und danach 1 h
im Exikator getrocknet. Anschliefend wurden die Objekttrager 90 min in N,N-
Dimethylformamid mit 0,2% Phenylendiisothiocyanat (PDC) und 10% Pyridin
(>99,0%) inkubiert. Danach wurden die aktivierten Objekttrager kurz mit Me-
thanol und danach mit Aceton gewaschen und nach Abtropfen iiber Nacht im
Exikator getrocknet. Am nichsten Tag wurden die Sonden gespottet. Die Hybri-
disierung wurde ohne Vorhybridisierung oder Denaturierung der Objekttragern
durchgefiihrt. Die DNS lag bereits einzelstriangig vor. Durch die Aktivierung
der Objekttrager wurde jeweils ein Strang der PCR Fragmente an die Oberfliche
gebunden, und durch die Ladungsverteilungen der Objekttrageroberfliche vom
anderen komplementiren Strang getrennt.

Die beschichteten Corning-Objekttrager wurden ohne weitere Vorbehandlung
gespottet und nach dem Spotten 3 Stunden bei 50°C unter Luftfeuchtigkeit inku-
biert, um die Oberfliche, die nicht mit den gespotteten Sonden reagiert hat, zu
inaktivieren. Anschlieflend wurden sie bei 100°C fiir 15 min in einem Trockenofen
gebacken und bis zur Hybridisierung im Dunkeln aufbewahrt werden. Die gespot-
teten Corning-Objekttriager wurden fiir 45 min in einer auf 42°C vorgewarmten
Prahybridisierungslésung (1% BSA, 6 x SSC, 0,5% SDS) vorbehandelt und da-
nach 5 x 1 min in Wasser gewaschen. Die gebundenen Sonden wurden in 95°C
heiflem Wasser fiir 2 min denaturiert und danach luftgetrocknet. Danach wa-
ren die Objekttriger fertig zur Hybridisierung. Experimente mit beschichteten
Objekttragern von Corning lieferten im allgemeinen die besseren Ergebnisse und
zeigten weniger Hintergrundfluoreszenz.
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4.4.2 24-Farben-FISH

Aliquots (70 pl) der fiinf unterschiedlich markierten Sondenpools (Texas-Red-,
Spectrum Orange-, Spectrum Green-, Biotin- und Digoxigenin-Pool) der chromo-
somenspezifischen DNS-Bibliotheken wurden mit jeweils 5 ul der CTA4-markierten
Chromosomensonden gemischt. Die gesamte DNS-Menge wurde dann mit 50 ug
Cpt-1-DNS, 1 pg Heringsperma-DNS, 33,6 pul 3 M Natriumacetat und 924 pul eis-
kaltem 100% Ethanol bei -20°C iiber Nacht gefallt. Cyt-1-DNS dient als Compe-
titor zu Suppression der Repeats, Heringsperma-DNS erleichtert die Fallung und
féngt DNS-bindende Substanzen, die bei der Hybridisierung zur Verunreinigung
fiihren konnte. Die Losung wurde bei 14000 rpm in einer Hettich-Kiihlzentrifuge
45 min zentrifugiert, der Uberstand abgenommen, das Pellet mit 1 ml 70%igem
Ethanol gewaschen und erneut fiir 45 min zentrifugiert. Das Ethanol wurde an-
schliefend entfernt und das Pellet getrocknet. Mit 6 pul deionisiertem Formamid
wurde das DNS-Pellet fiir 3 h in einem Schiittler bei 37°C gelost. Anschlie-
Kend wurden 6 ul 4 x SSC, 20% Detransulfat zugegeben und nochmals 1 h bei
37°C schiitteln lassen. Der Sondenmix wurde 10 min bei 80°C denaturiert und
danach 30min bei 37°C prahybridisiert. Die Sonde wurde auf die vorbereite-
ten und auf 37°C vorgewdrmten Objekttriger aufgebracht, mit einem Deckglas
(20 x 20 mm?) abgedeckt, mit Fixogum verschlossen und bei 37°C fiir 5 Tage
hybridisiert. Formamid im Hybridisierungsmix erniedrigt die Hybridisierungs-
temperatur. Formamid und SSC dienen zur Einstellung der Stringenz. Eine
hohe Formamidkonzentration bzw. eine niedrige Salzkonzentration erhéhen die
Stringenz. Dextransufat verringert das Volumen, in dem die Sonde geldst ist und
erhoht so die Sondenkonzentration in der Hybridisierungslosung.

Bei der Hybridisierung der YACs wurden ebenfalls alle einzelnen Sonden ge-
poolt und entsprechend dem vorangegangenen Protokoll mit 50 ug Cgt-1-DNS
und 1 pg Heringsperma-DNS gemischt und gefillt. Alle weiteren Schritte wurden
analog zur 24-Farben-FISH-Hybridisierung durchgefiihrt.

Nach der Hybridisierung wurden die Objekttrager in 3 x 5 min in 50% For-
mamid, 2 x SSC bei 42°C gewaschen, danach 1 x 5 min in 2 x SSC bei 42°C und
1 x 5 min in 0,2 x SSC bei 65°C gewaschen. Die Stringenz der Waschlésungen ist
abhingig von Formamid- und Salzkonzentration und von der Temperatur. Die
Stringenz wird durch zunehmende Formamidkonzentration, abnehmende Salz-
konzentration und zunehmende Temperatur erhoht. Die Waschschritte nach der
Hybridisierung erfolgen unter stringenteren Bedingungen als die Hybridisierung,
um locker gebundene Sonden zu entfernen und nur perfekt oder nahezu perfekt
gepaarte Hybridmolekiile iibrig zu lassen. Zu hohe Stringenz der Waschlosung
kann zum Verlust des Hybridisierungssignals fiihren.

Die Antikorper Reaktionen wurden jeweils in 1% BSA, 0,2% Tween, 4 x SSC
in einem 200 pl Volumen je 20 min bei 37°C durchgefiihrt. Die erste Reak-
tion enthielt Avidin-Cy5 (Amersham Life Science) in einer Verdiinnung 1:200
und Antidigoxigenin-Maus (Sigma) 1:500 verdiinnt. Avidin (Vitamin H) bin-
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det mit hoher Affinitdt an Biotin und koppelt die biotinylierte Sonde mit Cy5.
Monoklonaler Maus-Anti-Digoxigenin-Antikérper bindet an Digoxigenin. Nach
3 x Waschen mit 0,1% Tween und 4 x SSC wurde die zweite Antikorperreak-
tion mit Antimaus-Cy5,5-IgG (von Evelin Schrock freundlicherweise zur Verfii-
gung gestellt) (1:200) durchgefiihrt. Cy5.5 konjugierte Anti-Maus-IgG bindet an
den Anti-Digoxigenin-Briickenantikérper und koppelt Cy5.5 an die digoxigenier-
te Sonde. Die direkt markierten Sonden miissen nicht mehr entwickelt werden.
Nach 3 x Waschen mit 0,1% Tween, 4 x SSC wurden die Objekttriger in einer Lo-
sung mit 1 pg/pl 4’,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) in 2 x SSC 1 min gefirbt,
mit destilliertem Wasser gespiilt und in Mounting Medium (2,3% Diazobiglycol-
2,2,2-octane (DABCO) 20mM Tris-HCI, 90% Glycerol) eingedeckt. Der Fluo-
reszenzfarbstoff DAPI bindet an DNS. Die Chromosomen werden dadurch im
Fluoreszenzmikroskop sichtbar. Das Mounting-Medium verringert das Ausblei-
chen der Préiparate. Die Objekttrager wurden im Dunklen bei Raumtemperatur
aufbewahrt.

4.4.3 CGH auf Maushybridchromosomen

Zur Komparativen Hybridisierung auf den Maushybridchromosomen wurden je-
weils 10 ng/pul biotinylierter M. spretus und digoxigenierter M. musculus DNA
mit 500 ng/pl Heringssperma DNS prézipitiert und dann in 50% Formamid, 10%
Dextransulfat und 2 x SSC gel6st. Nach 10 min Denaturierung bei 80°C wurde
der Hybridisierungspuffer mit der Sonden-DNS auf die Objekttriager aufgetragen
und mit einem Deckglas verschlossen. Die Objekttrager wurden 1-3 Tage bei
37°C zur Hybridisierung inkubiert. Anschliefend wurden die Objekttriager 3 x
5 min in 50% Formamid, 2 x SSC bei 42°C, 1 x 5 min in 2 x SSC bei 42°C
und 1 x 5 min in 0,1 x SSC bei 65°C gewaschen. Die biotinylierten M. spretus
Sonden wurden mit Cy5-Avidin (Amersham Life Science) und die digoxigenierten
M. musculus Sonden mit Fluorescein-isothiocyanat konjugiertem anti-digoxigenin
Antikoérper (Dianova) detektiert. In einem Experiment wurde M. musculus DNA
mit Cy3 und M. spretus DNA mit FITC (beide Dianova) gefirbt. Die Objekt-
trager wurden mit 90% Glycerin, 100 mM Tris-HCI (pH8,0) und 2,3% DABCO
eingebettet.

4.4.4 CGH auf Chips

Die Sonde zur Hybridisierung auf dem Chip enthielt jeweils 50l der beiden Cy3
und Cyb markierten Target-DNSn. Als Targets wurden Inter- Alu-PCR Produk-
te oder DOP-PCR-Produkte von Inter-Alu-PCR Produkten von Patienten mit
einer unterschiedlichen Anzahl an X-Chromosomen benutzt. Zur Hybridisierung
wurden 24 pug Cpt-1-DNS und jeweils 1,2 pug Competitor- und Competitor-rev-
DNS addiert. Bei Competitor-DNS und Competitor-rev-DNS handelt es sich um
50mer Oligonukleotide, die dem Abschnitt der Alu-Sequenz entsprechen, der bei
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der Amplifikation durch den Cly-Primer an den Enden der PCR-Produkte ange-
fiigt wird. Das Competitor-Oligo hat die Sequenz: 5-AAC TCG AGC TGC
ACT CCA GCC TGG GCG ACA GAG CGA GAC TCC GTC TCA AAA
AAA AAA AAA A-3’, das komplemetire Competitor-rev-Oligo: 5-TTT TTT
TTT TTT TTT GAG ACG GAG TCT CGC TCT GTC GCC CAG GCT GGA
GTG CAG CTC GAG TT-3'. Diese Oligos sollen bei der Priahybridisierung die
Alu-Sequenzen der Target-DNSn binden und so eine unspezifische Hybridisierung
an den gespotteten Sonden vermeiden. Der Hybridisierungsmix wurde in einer
Speedvac (Eppendorf) getrocknet und in 12 pl 67% Fomamid fiir 30 min bei
42°C gelost. Es wurden 12 pl 4 x SSC, 20% Dextransulfat zugegeben und noch-
mal 15min geschiittelt. Das Target wurde 5 min bei 94°C denaturiert und 1 h bei
42°C prihybridisiert. Danach wurde das Target auf den auf 42°C vorgewirmten
Chip aufgetragen, mit einem 24 x 50 mm? Deckglas abgedeckt und in einer feuch-
ten Hybridisierungskammer bei 42°C iiber Nacht hybridisiert. Am néchsten Tag
wurden die Objettridger zum Entfernen der unspezifischen Bindung 1 x 5 min in
50% Formamid, 2 x SSC bei 42°C und 1 x 3 min in 0,1 x SSC bei 65°C gewaschen
und getrocknet. Die Chips wurden bis zur Auswertung im Dunkeln aufbewahrt.

4.5 SpectraCube und Spectral Karyotyping (SKY)

Mit dem SpectraCube’™ wurde eine Methode zur spektralen Bildanalyse ent-
wickelt. Sie verbindet die ortsauflésende Bildanalyse einer Charge-Couple-Device-
(CCD-) Kamera mit der spektralen Analyse einer Fourierspektroskopie. Mit dem
SpectraCube-Gerat wurde als ,Cube* die dreidimensionale Intensitét I(x,y, \) als
Funktion der Ortskoordinaten z,y und der Wellenldnge A aufgenommen. Diese
Methode eignete sich zur Analyse der Vielfarben-Hybridisierung, da bei der Auf-
nahme eines mikroskopischen Bildes die gesamte spektrale Information in jedem
Bildpunkt gesammelt wird. Mit der ,Spectral-Imaging* (SI) -Software wurden
die spektralen Bilder aufgenommen. Mit den ,Spectral Karyotyping“- (SKY) und
wSpectral FISH* (SPY) -Programmen wurden die Bilder der 24 Farben-FISH und
der YAC-Bandierung ausgewertet. Die Algorithmen beider Bildanalyseprogram-
me werden zur Klassifizierung von Fluoreszenzsignalen benutzt. Dazu vergleicht
die Software die Spektren der ausgewihlten Bildpunkte mit Referenzspektren.
Wihrend SKY vorzugsweise zu Klassifikation von Chromosomen verwendet wird,
ist SPY in der Lage, kleinere fluoreszierende Objekte zu klassifizieren.

Die Software SPCUB konnte ebenfalls zur Auswertung verwendet werden
und ermoglichte zusétzlich die Auswertung der Fluoreszenzintensitit, die von
der SKY-Software nicht unterstiitzt wurde. Die Analysen mit SPCUB konnten
den eigenen Anforderungen angepaft werden. Das Programm wurde zur Aus-
wertung der CGH-Hybridisierung auf den Maushybriden benutzt. Mit SPCUB
liefen sich Intensititen innerhalb selbst gewihlter spektraler Bereiche bestim-
men. Dazu wurde innerhalb eines ausgewédhlten Wellenldngenbereiches iiber das
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Spektrum integriert.

4.5.1 Zusammensetzung des SKY-Systems

Ein SKY-System (Applied Spectral Imaging, ASI, Israel) setzt sich aus mehreren
Einzelbausteinen zusammen. Es besteht aus einem Fluoreszenzmikroskop, einem
optischen Kopf, der sich aus Interferometer und CCD-Kamera zusammensetzt,
einem Computer und zwei vom Computer gesteuerten Controllern zur Bildauf-
nahme und Steuerung des Interferometers.

Das Fluoreszenzmikroskop (Firma Zeiss, Axioskop) ist mit einer 75W Xe-
nonlampe (Osram-Zeiss), einem 63x Olimmersions-Objektiv (Zeiss) und einem
speziell entwickelten Filterset (Chromatechnology Brattleboro, VT) ausgestat-
tet. Mit diesem Filterset ist eine gleichzeitige Anregung und Aufnahme aller
Fluoreszenzfarben ohne eine Verschiebung des Bildes (Pixelshift) méglich. Das
Mikroskop ist iiber den C-Mount-Adapter mit dem optischen Kopf verbunden.
Dieser besteht aus einem Fouriertransformspektrometer und einer CCD Kamera
(Princeton Instruments). Beide sind iiber Kontroller mit dem Computer verbun-
den und werden simultan gesteuert.

In Abbildung 4.1 wird der Strahlengang im SpectraCube schematisch darge-
stellt. Das Fluoreszenzlicht der Probe gelangt iiber eine Sammellinse (Mikroskop)
zum optischen Kopf. Dort trifft das Licht auf ein Sagnac-Interferometer. Das
entstandene Interferogramm wir mit einer CCD-Kamera aufgenommen und iiber
Fourieranalyse kann daraus das Spektrum ermittelt werden.

4.5.2 Fourierspektroskopie

Das Prinizip der Fourierspektroskopie besteht darin, dal durch ein Interferometer
kohérentes Licht in zwei Strahlen geteilt und nach Durchlaufen unterschiedlich
langer Wege zur Interferenz gebracht wird. Es entsteht ein Interferogram, eine
Funktion, die die Intensitdt in Abhéngigkeit des Gangunterschieds beschreibt.
Mit Fouriertransformation kann aus dem Interferogram das Spektrum des einge-
strahlten Lichts bestimmt werden.

Bei dem im optischen Kopf angebrachten Interferometer handelt es sich im we-
sentlichen um ein Sagnac-Interferometer, das aus zwei Spiegeln und einem Strah-
lenteiler besteht. In Abbildung 4.2 wird der Strahlengang im Sagnac Interferome-
ter und am Strahlenteiler skizziert. Das einfallende Licht wird am Strahlenteiler
in zwei Strahlen aufgeteilt, die beide den gleichen Weg iiber zwei Spiegel aber in
gegengesetzte Richtung zuriicklegen und sich am Strahlenteiler wieder iiberlagern
(Abbildung 4.2a). Dabei kommt es zu Interferenzen, die abhingig sind von der
Differenz der optischen Weglinge, (= Gangunterschied), die im Strahlenteiler zu-
stande kommt (Abbildung 4.2b). Der Gangunterschied wird durch Rotation des
Strahlenteilers bzw. durch Anderung des Winkels des einfallenden Lichts auf den
Strahlenteiler verdndert. Das Interferogram, die resultierende Interferenzintensi-
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Abbildung 4.1: Schematische Darstellung des SpectraCubes (der Homepage von
ASI entnommen [54])
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Abbildung 4.2: Sagnacinterferometer (a) und Strahlengang am Strahlenteiler (b)
aus MALIK et al. [96]

tat als Funktion des Gangunterschieds, wird als ein sogenannter Cube (Wiirfel,
da abhingig von 3 Koordinaten: x,y und A) aufgenommen. Dazu wird mit der
CCD-Kamera das Interferogram jedes Bildpixels aufgenommen. Die einzelnen
Kamerabilder der Intensitédten werden bei verschiedenen Gangunterschieden auf-
genommen und zum Cube zusammengesetzt. Durch Fouriertransformation wird
aus dem Interferogram, der Uberlagerungsfunktion identischer Spektren, die um
einen Gangunterschied verschoben sind, das ausgehende Spektrum ermittelt.

Zur Wiedergabe eines spektralen Bildes des aufgenommenen Objekts am Bild-
schirm wird das Spektrum in 3 spektrale Bereiche aufgetrennt, die jeweils in einer
anderen Farbe (rot, griin und blau) wiedergegeben werden. Die Intensitit jeder
Farbe ist proportional zur integrierten Intensitéit des entsprechenden spektralen
Bereiches.

4.5.3 Klassifikation der Chromosomen mit SKY

Zur Software des SKY-Systems gehort die Ahnlichkeitsanalyse, mit der Spektren
der aufgenommenen Bilder mit Referenzspektren verglichen werden (sieche GA-
RINI et al. [34]. Ein Algorithmus vergleicht die Spektren des aufgenommenen
Bildes mit den Referenzspektren. Dazu wird der minimale quadratische Feh-
ler Spyn = Y[Ipy(A) — I(N)]? fiir jeden Pixel errechnet. Dabei ist I, ,()\) das
normalisierten Spektrum an den Pixelkoordinaten z,y. I,(\) représentiert das
normalisierte Referenzspektrum fiir jedes Chromosom n = 1,2,...23(X), 24(Y).
Nach Feststellung von S, fiir alle Referenzspektren, wird der kleinste Wert fiir
S gewihlt und die Klassifikation durchgefiihrt, indem jeder Pixel dem &hnlichsten
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Referenzspektrum zugeordnet wird. Die Klassifikation wird durch Klassifikations-
farben auf den Chromosomenbild verdeutlicht. In einer anderen Methode wird das
gemessene Spektrum I, ,(A) als Linearkombination bekannter Fluoreszenzspek-
tren bzw. Referenzspektren verarbeitet. Nach der letzteren Methode arbeitet die
aktuelle SKY-Software.

4.6 Bestrahlung und Kultivierung von P3 Zellen

Zur Untersuchung der genomischen Instabilitit nach Bestrahlung wurden die P3
Zellen als Untersuchungsobjekt ausgewihlt. Die P3-Zellinie ist ein Zellklon, der
von HUBERMANN et al. [53] aus der Zellinie eines menschlichen Ovarialkarzi-
noms isoliert wurde. Diese Zellinie ist im Labor des Instituts fiir Biophysik der
Justus-Liebig-Universitiat in Giefen etabliert und strahlenbiologisch ausfiihrlich
untersucht (HILL et al. [47], KOHLPOTH [72]). Die Zellen besitzen einen relativ
stabilen Chromosomensatz mit einer stabilen Translokation der Chromosomen 15
und 20. Alle anderen Chromosomen sind normal. Aus vorhergehenden Untersu-
chungen kann man auf eine mittlere Strahlensensitivitat schliefsen.

Die Rontgenbestrahlung und Aufzucht der Klone wurde am Institut fiir Bio-
physik in Giefen durchgefiihrt. Die Zellen wurden in Dulbecco-Medium (Gibco)
mit 10% fotalem Kélberserum (FKS) bei 37°C, unter 100% Luftfeuchtigkeit und
5% CO,-Anteil der Luft inkubiert. Vor der Bestrahlung wurden die Zellen auf
Petrischalen iiberfiihrt und im subkonfluenten Zustand bestrahlt. Die Rontgenbe-
strahlung wurde am Strahlenzentrum in Giefsen an einer Rontgenréhre des Typs
MG300 (Miiller, Hamburg) bei 250 kV mit einem Berylliumfenster durchgefiihrt.
Anschliefend wurden die Zellen in hoher Verdiinnung auf Petrischalen ausgesetzt
und im Brutschrank inkubiert. Nach 10 Tagen hatten sich aus den iiberlebenden
Zellen Klone gebildet. Diese Klone wurden einzeln in Kulturflaschen iiberfiihrt
und weiterkultiviert. Mit diesen klonalen Kulturen wurden ca. 25 Tage nach
Bestrahlung am MPI fiir Molekulare Genetik Chromosomenpréaparationen nach
dem Standardprotokoll durchgefiihrt (siehe 4.4.1).

Die Chromosomenpraparate wurden mit SKY auf Chromosomenaberrationen
untersucht. Abbildung 4.3 zeigt schematisch den Ablauf der Experimente.

4.7 Auswertung der CGH-SKY Hybridisierungen

4.7.1 Spektrale Bildanalyse

Die Bilder wurden mit dem SD200 SpectraCube-System aufgenommen und mit
der dazugehorigen Software SPCUB-Software analysiert. Nach Abzug des all-
gemeinen Hintergrunds wurden zur Auswertung der Fluoreszenzintensititen auf
einem Chromosom die Intensitdten auf Punkten mit einer Grofie von 3x3 Pixel
gemessen. Wir konnten nach Stichproben feststellen, daf sich bei einer Auwahl
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Abbildung 4.3: Experimenteller Ablauf zur Untersuchung der genomischen Insta-
bilitdt nach Rontgenbestrahlung: P3 Zellen wurden im subkonfluenten Zustand
mit Rontgenstrahlung bestrahlt, die Zellen wurden anschliefend vereinzelt und
inkubiert, damit sich Klone bilden konnten. Aus den klonalen Kulturen wurden

Chromosomen prépariert und mit SKY analysiert.
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von je 2 Punkten pro Chromosom die Intensititen und das Spektrum der Fluores-
zenzfarben und damit der Sonden genau bestimmen lassen. Spezifische Wellenla-
genbereiche fiir beide Fluoreszenzfarben wurden festgelegt und Grenzen wurden
gesetzt, die sich nicht {iberschneiden durften, um die Hybridisierungssignale von
Cy5 (bzw. Cy3) und FITC zu unterscheiden. Die Intensititen wurden ermit-
telt, indem innerhalb der festgelegten Grenzen iiber das Fluoreszenzspektrum
integriert wurde.

4.7.2 Statistische Auswertung

Fiir jede Gruppe (MMU und MSP Chromosomen) wurde der Stichprobenumfang
an untersuchten Chromosomen, der Mittelwert der Intensitétsverhéltnisse, die
Standardabweichung sowie der Standardfehler des Mittelwertes bestimmt. Der
t-Test fiir unabhingige Stichproben wurde benutzt, um die Mittelwerte der Inten-
sitdtsverhéltnisse der beiden Gruppen von M. musculus und M. spretus Chromo-
somen zu vergleichen. Um die Herkunft der Chromosomen vorauszusagen, wurde
eine Diskriminanzanalyse durchgefiihrt. Die Diskriminanzanalyse generiert eine
Funktion, die auf der linearen Kombination der vorausgesagten Variablen beruht,
die die beste Diskrimination zweier Gruppen erméglicht. Anschlieffend konnten
die Fille aufgrund dieser Funktion in zwei Gruppen unterteilt werden. Damit
konnte man die Anzahl der korrekt klassifizierten Fille und die Qualitit der Dis-
kriminanz bestimmen. T-Test und Diskriminanzanalyse wurden mit SPSS 9.0
fiir Windows durchgefiihrt. Um die relativen Haufigkeiten der einzelnen Fille
zu vergleichen, die mit der Diskriminanzanalyse klassifiziert wurden, wurde ein
x2-Test angewendet.

Jede komparative Hybridisierung wurde graphisch dargestellt. Dazu wurde
jedes einzelne Chromosom in einem Diagramm, das auf den Achsen die Intensi-
titen der beiden verwandten Fluoreszenzen anzeigt, als Punkt abgebildet. Um
die Hybridisierungsunterschiede zu verdeutlichen, wurde fiir M. musculus und
M. spretus Chromosomen je eine lineare Regression iiber alle ausgewerteten Punk-
te berechnet. Die Regressionsanalyse wurde mit Microsoft Excel durchgefiihrt.

4.8 Auswertung der CGH-Chips

Alle Objekttrager wurden mit einem konfokalen Laserscanner fiir Arrays der Fir-
ma Affymetrix (vormals GMS 418 Array Scanner) ausgelesen. Der Laserscanner
verfiigt {iber zwei Laser mit den Wellenlingen 532nm zur Anregung von Cy3
und 635nm zur Anregung von Cyb. Fiir die Auswertung einer komparativen
Hybridisierung wurden die beiden Fluoreszenzfarben nacheinander mit dem ent-
sprechenden Laserlicht angeregt und die Fluoreszenzen einzeln aufgenommen.
Die Auswertung der hybridisierten Chips wurde mit der Bildanalysesoftwa-
re IPLab und dem Statistikprogramm SPSS 9.0 (for Windows) durchgefiihrt.
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Zur Analyse benétigt man ein sogenanntes GIPO-file, in dem durchlaufend alle
gespotteten Sonden mit den Koordinaten der zum Spotten verwendeten Mikro-
titerplatten gespeichert sind. Mit dieser Datei kann die Bildanalysesoftware die
Spots spezifischen Sonden zuordnen.

Mit der Software IPLab wurden die zueinander gehérenden Graustufenbilder
der Cy3 und Cyb Emissionen einer Hybridisierung ge6ffnet und zunéchst so ausge-
richtet, dak die identischen Spots beider Bilder aufeinanderfallen. Entsprechend
des Gipofiles und der Parameter beim Spotten (Anzahl der verwendeten Nadeln,
Anzahl der Spots in X-Richtung und Anzahl der Spots in Y-Richung) lieken sich
Gitternetzlinien aufspannen, die manuell auf die Spots gelegt wurden, um jeden
einzelnen Spot einzurahmen. Bei der anschlieffenden Analyse der IPLab-Software
wurde fiir jeden eingerahmten Spot die Intensitit ermittelt. Dabei wurde fiir je-
den Spot der lokale Hintergrund abgezogen und ein Schwellenwert fiir die Anzahl
der Pixel pro Spot festgesetzt. Spots (Signale) mit nur wenigen Pixeln wurden
vernachlissigt, um Verunreinigungen auf dem Chip zu ignorieren. Die Auswer-
tung der Intensitdtsmessungen erfolgte mit einem von Roland Kirchner verfakten
Skript. Dabei wurden fiir jede Farbe die durchschnittlichen Intensititen eines
Spots (Intensitéit pro Spotfliche) ermittelt und das Cy3/Cyb Intensitiatsverhélt-
nis berechnet. Das Ergebnis wurde in einer Datei zusammengefafst, welche die
Sondenbezeichnungen, die Cy3- und Cy5-Intensititen, die Pixelgrofsen und das
berechnete Intensitédtsverhéltnis (Intensitét im Cy3-Bild/Intensitédt im Cy5-Bild)
fiir jeden Spot des Arrays beinhaltet.

Die weitere Datenanalyse wurde mit der Software SPSS 9.0 (for Windows)
durchgefiihrt. Dazu wurde die Datenmenge reduziert auf die Spots, die in beiden
Bildern, im Cy3- und im Cy5-Bild, eine auswertbare Hybridisierung zeigten.

Bei den komparativen Hybridisierungen wurden Targets verwendet, die sich
nur in der Anzahl der Geschlechtschromosomen unterschieden (5X : XY, 4X : XY,
4X : 2X, 2X : XY). Die Anzahl der Autosomen war in allen Targets gleich. Daher
konnte eine Normalisierung iiber alle autosomalen Sonden vorgenommen werden.
Die Verteilung der Signalintensititsverhiltnisse auf den autosomalen Spots konn-
te aullerdem als Qualitatskontrolle genutzt werden. Fiir die autosomalen Sonden
wurde der Mittelwert und die Standardabweichung der Intensitétsverhiltnisse
berechnet. Dieser Mittelwert +2xStandardabweichung wurde als oberer Schwel-
lenwert festgelegt.

Zur Auswertung der komparativen Hybridisierung weiblicher und ménnlicher
DNS auf den auf den Objekttriagern von Corning wurden alle Sonden 3mal ge-
spottet. Die Auswertung dieser Objekttrager (Chip2) wurde durchgefiihrt wie
zuvor beschrieben. Es wurden alle Sonden aus der Auswertung ausgeschlossen,
die nicht auf allen drei Spots eine Hybridisierung zeigten. Auferdem wurde je-
weils iiber alle drei Spots einer Sonde gemittelt.

Zur Auswertung wurde die Anzahl der Sonden ermittelt, die ein Intensitétver-
héltnis oberhalb dieses Schwellenwertes zeigten, sowohl die falsch positiven als
auch die korrekten. Dies wurde fiir verschiedene Experimente und verschiedene
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Hybridisierungstargets durchgefiihrt. Bei eindeutigen Féllen konnten die Do-
sisunterschiede durch Bilder im sogenannten , Targetlocator sichtbar gemacht
werden. Der Targetlocator fiarbt die Graustufenbilder, die beim Auslesen der ein-
zelnen Fluoreszenzfarben entstanden ein und iiberlagert sie. Die Spots erscheinen
bei iiberschiissiger Cy3-Markierung rot, bei iiberschiissiger Cy5-Markierung griin
und bei einem ausgeglichenen Verhéltnis beider Markierungen gelb.
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Kapitel 5

Ergebnisse

5.1 Vielfarben-FISH und SKY

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die SKY-Methode einschlieflich der Sondenher-
stellung im Labor etabliert. Die Generierung der Hybridisierungssonden umfaf-
te die PCR-Amplifikation durchfluffzytometrisch sortierter Chromosomenbiblio-
theken und deren kombinatorische Markierung mit Fluoreszenzfarbstoffen. Um
das Auflésungsvermogen und die Verldflichkeit dieser Methode zu iiberpriifen,
wurden Patienten mit bekannten Chromosomenaberrationen mit SKY nachun-
tersucht. Eine weiterfilhrende Anwendung der Vielfarben-FISH ist die FISH-
Bandierung einzelner Chromosomen (sieche Kapitel 3.1.4), die am Beispiel der
Chromosomen 2 und X demonstriert wurde.

5.1.1 Analyse von komplexen Chromosomenaberrationen

Die 24-Farben-Hybridisierungen wurden mit der SKY-Software analysiert und
klassifiziert. Eine gleichzeitige DAPI-Bandierung der Chromosomen diente zu-
séitzlich zur Identifikation der Chromosomen. Die Abbildungen 5.1, 5.2, 5.4 und
5.6 zeigen die Karyotypen der untersuchten Patienten nach 24 Farben-Hybri-
disierung und SKY-Analyse. Die Chromosomen sind jeweils in den spektralen
Falschfarben (A) und den Klassifikationsfarben (B) dargestellt. Die Falschfar-
bendarstellungen geben im Prinzip die wirklichen Fluoreszenzsignale (Spektren)
der Metaphasechromosomen wieder.

In Tabelle 5.1 sind die Chromosomenumbauten der analysierten Patienten
beschrieben. Patient 72 zeigt eine Austauschtranslokation der Chromosomen 10
und 14 mit Chromosomenbriichen an 10g21 und 14q32. Bei Patient 309 ist ei-
ne Austauschaberration der Chromosomen X und 18 zu finden, dabei hat der
Chromosomenbruch an Xp22.3 und 18q21 stattgefunden. Die SKY-Analyse er-
reichte in den Féillen der einfachen Austausaberrationen der Patienten 72 (siehe
Abblildung 5.1) und 309 (siehe Abbildung 5.2) im wesentlichen dasselbe Auflé-
sungsvermogen wie die klassische Banderungsanalyse. Bei Patient 309 konnte

79



Patient Karyotyp

72 16,6(10;14)(q21;932)
309 46,t(X;18)(p22.3;q921)
176 46,t(1;4;2;11)(q43;q13;p13;p14)

Moebius | 46,XY,t(7,8,11,13)(q21.1;q21;14.3;q21.2)

Tabelle 5.1: Karyotypen (ISCN-Nomenklatur) der untersuchten Patienten

mit SKY das translozierte Fragment des Chromosoms X auf dem der(18) nicht in
allen Metaphasen klassifiziert werden. Das Auflosungsvermégen von SKY hingt
stark von der Qualitit der Chromosomenpréparate ab und liegt im Bereich einer
Chromosomenbande.

Bei Patient 176 konnte nach G-Bandierung eine komplexe Translokation zwi-
schen vier Chromosomen aufgedeckt werden. Das Ideogramm in Abbildung 5.3
zeigt die Bruchpunktregionen auf den Chromosomen 1, 4, 2 und 11. Das kleine
Chromosomenstiick 1q43-qter war am der(4) zu finden, der distale lange Arm
4q13-4qter am der(2) und das Segment distal zu 2p13 am der(11). Der Chromo-
somenabschnitt 11pl4-pter war am der(1) zu finden. Mit der SK'Y-Analyse (siehe
Abbildung 5.4) konnten nur die Bruchpunkte an den drei Chromosomen 2, 4 und
11 aufgedeckt werden. Es war nicht mdglich, das telomerische Stiick des Chromo-
soms 1 auf dem der(4) zu detektieren und auch das Chromosom 11-Segment auf
dem der(1) war nicht in allen Metaphasen zu klassifizieren. Das Chromosom 1-
Material auf dem der(4) war zu klein, um mit SKY aufgelést zu werden, wihrend
das Chromosom 11-Material auf dem der(1) sich nicht eindeutig von der Markie-
rung des normalen 11lers unterschied. Der limitierende Faktor in diesem Falle war
die Markierung der Bibliotheken fiir Chromosom 11 und 1 mit &hnlichen schwer
unterscheidbaren Farbstoftkombinationen. Bei dhnlichen Fluoreszenzmarkierun-
gen konnen nur relativ groke Austausche mit SKY detektiert werden. Dies stellt
sicherlich einen limitierenden Faktor dar.

Im Falle des Patienten mit Moebius-Syndrom handelt es sich um eine der
komplexesten Chromosomenaberrationen, die bisher beschrieben wurden. Die
Bruchpunkte waren in diesem Fall nach zytogenetischer Bandierungs- und FISH-
Analyse mit YACs in folgenden Chromosomenbindern zu finden: 7q21, 8q21.3,
11p14.3 und 13¢g21.2. Abbildung 5.5 zeigt das Bild einer klassischen G-Bandierung
einer Metaphase des Moebius-Patienten und das mit FISH-Kartierung erstellte
Ideogramm der an der komplexen Translokation beteiligten Chromosomen. Die
Aufklérung dieser Translokation mit klassischer Banderungsmethode und konven-
tioneller FISH war duferst zeitaufwendig und nahm mehrere Monate in Anspruch.
Mit der SKY-Analyse konnten wir in einem einzigen Hybridisierungsexperiment
die Beteiligung der Chromosomen 7, 8 und 13 an dieser komplexen Chromoso-
menverdnderung zeigen. Abbildung 5.6 zeigt das spektrale Falschfarbenbild sowie
das klassifizierte Bild einer reprisentativen Metaphase, Abbildung 5.7 den dazu-
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Abbildung 5.1: Patient 72 mit der Translokation t(10;14)(q21;q32)
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Abbildung 5.2: Patient 309 mit der Translokation t(X;18)(p22.3;q21)
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Abbildung 5.3: Ideogram des Patienten 176 komplexer Translokation. Die Bruch-

punkte und translozierten Segmente wurden durch YAC-Hybridisierungen kar-
tiert
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Abbildung 5.4: Patient 176 mit der komplexen Translokation nach SKY-Analyse
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gehorigen Karyotyp. Das derivative kurze Chromosom 7 war einheitlich mit der
Farbe der Chromosom 7-Markierung gefirbt. Das chromosomale Material distal
zu 7q21 wurde auf der(8) und der(13) detektiert. Das distale Segment 8q21-qter
war auf dem der(13) zu finden und das Segment 13q21-qter auf dem der(8). Die
mit G-Bandierung erwartete Verdnderung an Chromosom 11 konnte mit der SK'Y-
Methode nicht aufgedeckt werden. In einigen untersuchten Metaphasen konnte
mit SKY eine Insertion in 11p vermutet werden, eine chromosomale Herkunft
konnte man jedoch nicht identifizieren. Die FISH-Kartierung mit YACs konnte
zusitzlich eine Insertion von 11q14.3 am der(8) und eine weitere Insertion am
der(11) von 8q21.3 und 7q21 aufdecken.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dalk SKY eine effiziente Nachweisme-
thode von einfachen und komplexen Translokationen darstellt. Das Auflésungs-
vermogen liegt im Bereich einer Chromosomenbande. Bei ungiinstigen Farb-
kombinationen ist die Auflésung deutlich schlechter. Zur genauen Charakteri-
sierung von komplexen Translokationen muf SKY mit anderen Untersuchungen
(G-Bandierung, YAC-FISH) kombiniert werden.

5.1.2 FISH-Bandierung der Chromosomen 2 und X

Zur Erstellung einer FISH-Bandierung fiir Chromosomen, auch ,chromosomale
Barkodierung® genannt, wurden jeweils 5 YACs innerhalb eines 15 cM-Intervalls
gepoolt und die verschiedenen Pools entlang eines Chromosoms mit 5 Fluoreszenz-
farben alternierend markiert. In den Tabellen 4.3 und 4.4 wurden die Sonden, die
zur Bandierung der Chromosomen X und 2 verwendet wurden, mit ihren Markie-
rungen aufgelistet. Die Abbildungen 5.9 und 5.8 zeigen die in Falschfarben dar-
gestellten spektralen Farben der Fluoreszenzbandierung, sowie die klassifizierten
Banden, die mit dem Klassifikationsalgorithmus der Software SKY bzw. SPCUB
bestimmt wurden.

Dle Abbildungen 5.9 und 5.8 zeigen die FISH-Bandierungen der beiden Chro-
mosomen im Vergleich mit den Ideogrammen der G-Bandierung und einer Aufli-
stung der verwendeten YACs.
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Abbildung 5.5: Karyotyp eines Moebiuspatienten nach Q-Bandierung und sche-
matische Darstellung der an der komplexen Aberration beteiligten Chromosomen.
Die Bruchpunkte und translozierten Segmente wurden durch YAC-Hybridisierung
kariert (BORCK et al.2001 [10])
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Abbildung 5.6: Abbildung einer Metaphase des Patienten mit Moebius-Syndrom.
Die linke Seite zeigt das spektrale Bild, die rechte Seite die gleiche Metaphase in
Klassifikationsfarben. Die Translokationschromosomen der(7), der(8) und der(13)
sind durch Pfeile gekennzeichnet.
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Abbildung 5.7: Karyotyp des Patienten mit Moebius-Syndrom in den spektralen
Farben (A) und in den Klassifikationsfarben (B)
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YAC Chrom.-band _ chpter Markierung
935704 p25.3 4 5G

800f09 p2g 84 56
955011 p2g 810 56
B95h07 p25.3 217 56
833d03 () 33 Cya
916c07 p24 39 Cya
96809 P24 41142 TR
96409 p24-p23 48 TR
738a09 P22 5254 TR
9530072 p22-p23 58 Cy5 5
TB1hi& p22-p23 64 Cyh.8
957h10 p22-p23 70 Cyh.8
913904 piz2 73 50
919c10 p16 74 50
797a03 p21-p16 7 50
899110 16 7 S0
92005 p16-p21 7 50
BO2004 pi6E-pl 4 81 50
923e1 p13-p1g a8 56
B35d07 p13 92 56
744107 P13 96 5G
9804 P13 103 5G
918d11 P12 103 Cya
95GM4 p11-p12 =R oy5
889e04 q11.2 116 Cy5
808c08 q11-q12 120 TR
TT0el0 q12-g13 25 TR
93af07 012 126 TR
953h06 q12-g14 128129 TR
821h09 q14 136 Cya.5
918h04 q21 138 Cya.5
58006 q21 138 Cya.5
B51a03 q12 146 Cy5.8
856c07 q22 52 50
T43d06 g 156 S0
T02h05 023 163 S0
982009 q23-24 166 j=ie}
7EG02 024 167 S6
793h06 022-024 70 5G
960012 023-024 170 5G
938h04 24 175 5G
737d04 024 1681 Cyh
959d02 qH 1480 Cyh
92812 q31-g32 92 Cyh
918h05 qH 164 TR
g55c04 032 197 R
949012 032 209 TR
9411020 x) 209/210 TR
81906 33 2100212 TR
g12d02 033 212 TR
956c08 034 213 Cyh.4a
B78e01 033-g34 222 Cyh.8
807el6 036 2290228 Cyh.8
929901 036 236 50
695012 q37 242 50
BOGOE q35 247 50
B27d09 0q36-037 248 5G
TE4g0S 036-037 253 =tt]
96307 a7 253 =]

Abbildung 5.8: Fluoreszenzbandierung des Chromosoms 2. Neben dem Ideo-
gramm sind die verwendeten YACs, die chromosomale Lokalisation (Bande und
cMpter) und die Markierung der Pools (FISH-Banden) zu sehen.
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YAC Chrom.-band  chpter Markierung

7B5C05 223 [ 50
XaDs098 p22.3,9p11.2 & 50
225h10 p22.3 50
38808 p22.3 50
749010 p22 19 oy5.5
74307 p22.2-223 24 oy5.5
B10e01 p22 26 Cy5 5
IE10027 p22 Cya 5
13408 p22 26 Cyh5
827el0 p22.1 33 56
iB12039 P22 5 56
511103 p22-p21 40 56
850002 p22-p21 37-41 56
933005 p22-p21 41 56
540610 P21 1 47 R
12b08 P21 49 R
957105 p21-pi1.4 56 TR
549207 p114 66 TR
781104 pi1.4 66 TR
779h08 p11.3 68 Cy5
749005 p11.4 68 oy5
958012 p11.3 68 oy5
964007 p11.3 77 cy5
iDO01063 p11.3 a0 oys
785k06 p113 85 80
7875 pi1 2 85 50
77012 p11.3 a5 50
743010 pil (103cR) 50
876h06 P11 a5 50
832008 11012 a7 50
93608 a1 a7 50
921110 q12-913 95 oy5.5
750f12 11012 96 CyE &
10h01 013 (197CR) 96 Cy6 5
753810 013-021 i1 Cy6.5
55h11 013-021 (197cR) 56
hhrri15c4 913 56
743004 921 108 56
851¢09 921 108 56
933012 921-922 (245¢0R) 56
B9Ar12 021-022 1161251 R
T4Ga10 021-022 116 TR
755007 021-922 TR
853008 021-922 17 TR
657el2 9223 119 TR
63001 025-026 148 Cy5
316001 0425-026 148 oy5
905610 927 159 50
6000 027 164 50
62611 27 165 50]
54ah11 027 174 Cy6.5
742005 027-028 a0 Cy5.5
1611138 027-028 Cy6.5
iG07082 027-028 Cy6.5
hhrmi2401 027 56
344109 928 190 56
34006 028 180 56
913k 028 190 56
818e10 028 162 56
549612 028 192 56

Abbildung 5.9: Fluoreszenzbandierung des Chromosoms X. Neben dem Ideo-
gramm sind die verwendeten YACs, die chromosomale Lokalisation (Bande und
cMpter) und die Markierung der Pools (FISH-Banden) zu sehen.
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Abbildung 5.10: Spektrales und klassifiziertes Bild einer Metaphase der P3-Zellen.
Der Pfeil zeigt auf die stabile Translokation t(15;20).

5.2 Chromosomenaberrationen und genomische In-
stabilitat nach Rontgenstrahlung

25 Tage nach Bestrahlung wurden von Klonen iiberlebender Zellen Chromoso-
menpriparate hergestellt. Diese wurden mit SKY auf Translokationen iiberpriift.
Alle Bestrahlungsexperimente wurden mit der Tumorzellinie P3 durchgefiihrt.
Diese Zellinie zeigt einen stabilen Chromosomensatz mit einer Translokation zwi-
schen den Chromosomen 15 und 20. In der Abbildung 5.10 ist eine Metaphase
der P3-Zellen in spektralen und klassifizierten Farben dargestellt, Abbildung 5.11
zeigt den dazugehorigen Karyotyp.

Die aus bestrahlten P3-Zellen etablierten klonalen Zellinien wurden auf das
Vorhandensein von klonalen (stabilen) Translokationen und nicht-klonalen Trans-
lokationen untersucht. Andere Chromosomen- und Chromatidaberrationen sowie
erkennbare Deletionen wurden ebenfalls registriert. Eine klonale Translokation
liegt vor, wenn alle (10) untersuchten Metaphasen eines Klons dieselbe Trans-
lokation zeigen. Diese Translokation muf bereits kurz nach Bestrahlung in der
Zelle entstanden sein und wurde bei der Zellteilung auf alle Zellen der néchsten
Generation(en) vererbt. Solche klonalen Translokationen sind auf eine direkte
strahleninduzierte DNS-Schiadigung zuriickzufiihren. Sind dagegen nur in einem
Teil der Metaphasen eines Klons oder einzelnen Zellen charakteristische Translo-
kationen zu finden, miissen diese wahrend der Expansion des Klons und nicht di-
rekt nach Bestrahlung entstanden sein. Diese nicht-klonalen Translokationen sind
sehr wahrscheinlich durch genomische Instabilitdt bedingt. Mit Hilfe von SKY
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Abbildung 5.11: SKY- Karyotyp der P3-Zellen mit t(15;20)
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Experiment  Dosis Anzahl der Anzahl Anzahl der
[Gy '] unters. Klone klonaler Klone mit
(Metaphasen) Aberrationen Instabiltét

1 0 7 (71) 0 2
(0400) 2 4 (43) 0 2
4 2 (21) 0 0

2 0 9 (89) 0 1
(0500) 2 6 (64) 0 1
4 7 (74) 1 0

3 0 8 (75) 0 1
(1100) 2 10 (108) 2 0
1 0 6 (64) 0 0
(0101) 2 10 (101) 6 2

Tabelle 5.2: Experimente 1, 2, 3 und 4 wurden unabhingig voneinander durch-
gefithrt. Aufgefiihrt sind die Bestrahlungsdosis mit Rontgenstrahlen, die An-
zahl der untersuchten Klone, die Anzahl der klonalen (in allen Metaphasen ei-
nes Klons aufgetretenen) Translokationen und die Anzahl der Klone mit nicht-
klonalen Translokationen (in einer oder weniger Metaphasen eines Klons). In der
Regel wurden mindestens 10 Metaphasen pro Klon karyotypisiert.

Exp. Dosis Klon nicht-klonale Aberrationen im einzelnen
[Gy ']
1 0 K18 t(6;20) in 1 von 11
idic(4)(q) (isodiz.) + Frag. von Chr. 4q in 1 von 11
K13 del(2) in 1 von 10
Marker in 1 von 10
2 202 der(13)t(10;13) in 2 von 11

del(6p) in 1 von 11
der(17;18)t(17;18) in 1 von 11

205 der(7) und der(13) in 1 von 11
4 - -
2 0 K25 der(14)t(7;14) in 1 von 12
2 221 del(12q) in 1 von 12
3 0 110021 ins(12), Insertion, in 1 von 9
2 0 -
4 0 -
2 0101 13 i(11)(q), Isochr. (G-Band.) in 1 von 12
2 0101 30 inv(11), perizentr. Inversion (G-Band.) in 1 von 12

Tabelle 5.3: Héaufigkeit von nichtklonalen Translokationen in den einzelnen Be-
strahlungsexperimenten
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Abbildung 5.12: Klonale Translokation der Chromosomen 1 und 2 des bestrahlten
Klons 0500p409
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Abbildung 5.13: Klonale Translokation der Chromosomen 12 und 14 des bestrahl-
ten Klons 0500p415
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Referenz Zellen Bestrahlung Tl.-frequenz

vorliegende Arbeit P3 2Gy Rontgenstr. (250kV)  26,7%
4Gy 44,4%

Diplomarbeit [44] P3 2Gy Rontgenstr. (250kV ~ 24%
4Gy 44%

FINNON et al. [31] Lymphozyten 2Gy Rontgenstr. (250kV) 17,8%
4Gy 64,6%

SCHMID et al. [133] Lymphozyten 2Gy Rontgenstr. (220kV) 35,8%
FERNANDEZ et al. [30] Lymphozyten 2Gy Réntgenstr. (100kV) 28,7%

4Gy 94,5%

TUCKER et al. [150] Lymphozyten 2Gy ~-Strahlung 17%
ACy 68,5%
TUCKER et al. [149] Lymphozyten- 2Gy 7-Strahlung 14,1%
Patient 1 4Gy 471%
Lymphozyten- 2Gy ~-Strahlung 14,4%
Patient 2 4Gy 64,6%

Tabelle 5.4: FEigene und publizierte Translokationsfrequenzen nach FISH-
Experimenten mit der Lucas-Formel (LUCAS et al. [91]) auf das gesamte Genom
extrapoliert, bzw. nach SKY

50

409

30+

20

Prozent der betroffenen Klone

- instabile Klone,

nichtklonale Tls

- klonale

Translokationen

104

,00 2,00

Dosis/Gy

Abbildung 5.14: Anzahl der Chromosomenaberrationen in Prozent nach unter-
schiedlicher Bestrahlungsdosis. Die stabilen Translokationen sind in blau, die
instabilen sind in rot dargestellt.

96



wurden in einigen analysierten Klonen Translokationen entdeckt. Die Abbildun-
gen 5.12 und 5.13 zeigen Beispiele fiir stabile Translokationen nach Bestrahlung
mit 4 Gy (Experiment 2). Abbildung 5.12 zeigt eine Translokation der Chromo-
somen 1 und 2, Abbildung 5.13 eine Translokation zwischen den Chromosomen
12 und 14. In allen analysierten Zellklonen war die stabile t(15;20) Translokation
nachweisbar und diente als interne Kontrolle fiir die SK'Y-Analyse.

Insgesamt wurden 4 unabhingige Experimente durchgefiihrt. In den ersten
beiden Experimenten wurden Zellen parallel mit 2 Gy oder 4 Gy Rontgenstrah-
lung bestrahlt, in den Experimenten 3 und 4 nur mit 2 Gy Rontgenstrahlung. In
allen Experimenten wurden unbestrahlte Kontrollen mitgefiihrt. Mit den Kontrol-
len sollte die spontane Instabilitéit, die ohne den Einflufs ionisierender Strahlung
in der Zellkultur auftrat, gestestet werden.

Klonale Translokationen spiegeln die direkt durch Bestrahlung verursachten
Chromosomenumbauten wider. Die Anzahl der Klone mit klonalen Translokatio-
nen 1kt demnach Riickschliisse auf die strahleninduzierte Translokationsfrequenz
zu (Tabelle 5.2). Fiir die Klone nach 4 Gy Bestrahlung wurden eine Frequenz von
44,4% gefunden, fiir die Klone nach 2 Gy Bestrahlung 26,7%. Insgesamt wurden
8 klonale Translokationen in 30 untersuchten Klonen nach 2 Gy und 4 klonale
Translokationen in 9 Klonen nach 4 Gy Rontgenstrahlung gefunden. Daraus er-
hélt man eine Translokationsfrequenz von 11,1% (Translokationen pro Zelle pro
Gray) ausgehend von den 4 Gy Klonen und 13,4% ausgehend von den 2 Gy Klo-
nen. Zusatzlich wurden in zwei weiteren bestrahlten Klonen klonale Verdnderun-
gen gefunden, einmal ein zusdtzliches Chromosom 6 in 10 von 12 ausgewerteten
Metaphasen und einmal ein Chromosom 1 mit einer Duplikation im Bereich des
p-Arms. Auch in diesen Féllen muf eine direkte Schiadigung der Zelle die Ursa-
che sein. Um die Ergebnisse mit den Literaturwerten, die sich ausschlieflich mit
Translokationen beschéftigen, vergleichen zu kénnen, wurden diese Aberrationen
nicht in der Liste der Translokationen aufgefiihrt.

Aus FISH-Experimenten mit einzelnen chromosomenspezifischen Sonden kann
von Translokationsfrequenzen der analysierten Chromosomen auf die Transloka-
tionsfrequenz des gesamten Genoms mit der ,,Lucas-Formel*“ extrapoliert werden
(Lucas et al. 91]). In meiner Diplomarbeit [44| wurden fiir einige publizierte
Bestrahlungsexperimente an Lymphozyten Translokationsfrequenzen fiir das ge-
samte Genom ermittelt. Danach ergaben sich fiir 250 kV Rontgenbestrahlung bei
FINNON et al. [31] eine Translokationsfrequenz von 17,8% nach 2 Gy und 64,6%
nach 4 Gy; bei Bestrahlung mit 220kV Rontgenstrahlung bei SCHMID et al. [133]
schon nach 2 Gy 35,8% und nach 100 kV Rontgenbestrahlung bei FERNANDEZ et
al. [30] nach 2 Gy 28,7% und nach 4 Gy 94,5% . Experimente nach vy-Bestrahlung
fithrten zu vergleichbaren Ergebnissen. TUCKER et al. [150] kamen nach Markie-
rung eines Chromosoms und Bestrahlung mit 2 Gy auf 17% und einer Bestrahlung
von 4 Gy auf 68,5%. In einer weiteren Verdffentlichung von TUCKER et al. [149]
wurde mit mit zwei verschiedenen Patientenmaterialien gearbeitet. Hier waren
die Translokationsfrequenzen fiir das gesamte Genom bereits in der Literaturstelle
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angegeben, nidmlich 14% bei 2 Gy bzw. 47% bei 4 Gy in Lymphozyten des einen
Patienten und 14% bzw. 64,6% in Lymphozyten eines anderen Patienten.

Die Translokationsfrequenzen der P3-Zellen aus den vorgestellten Experimen-
ten betragen 26,7% nach 2 Gy und 44,4% nach 4 Gy. Sie entsprechen im wesentli-
chen den Werten aus der Literatur, wobei die das Ergebnis fiir die hohe Dosis ein
wenig unterhalb des durchschnittlichen Wertes liegt. Friihere Experimente mit
denselben Zellen [44] und einer chromosomenspezifischen Sonde fiihrten nach Ex-
trapolation der Translokationsfrequenz auf das Genom zu vergleichbaren Werten,
24% fiir 2 Gy und 42% fiir 4 Gy. Die Translokationsfrequenzen aus den eigenen
Experimenten und publizierten Referenzen sind in Tabelle 5.4 zusammengefaft.

Um die Anzahl der Klone zu bestimmen, die eine chromosomale Instabilitit
aufweisen, wurde die Translokationsrate der ,nichtklonalen“ Translokationen be-
stimmt. Die Translokationsfrequenz der nichtklonalen Aberrationen ergibt sich
aus der Anzahl der untersuchten Klone, die eine Instabilitit zeigen. Die Ergeb-
nisse sind ebenfalls in Tabelle 5.2 aufgelistet. In Tabelle 5.3 werden die instabilen
Klone im Detail dokumentiert.

Insgesamt wurden 30 unbestrahlte Kontrollklone und 39 bestrahlte Klone (30
mit 2 Gy und 9 mit 4 Gy) untersucht. Dabei wurden jeweils ca. 10 Metaphasen
eines jeden Klons (auf einem Objekttriager) ausgewertet. Fiir die Experimente
1 und 2 ergaben sich folgende Resultate: Wahrend sich in den 9 untersuchten
Klonen nach 4 Gy keine instabilen Klone zeigten, wurden nach 2 Gy Ront-
genbestrahlung in 4 Klonen eine Instabilitit festgestellt. Diese duferte sich in
mindestens einer strukturellen chromosomalen Veridnderung, die nicht in allen
Metaphasen dieses Klons gefunden wurde, bzw. in chromosomalen Aberrationen,
die durch eine Verdnderung der G-Bandierung im DAPI-Bild aufgedeckt wurden
(siehe Tabelle 5.3). Dazu zéhlten groftenteils Folgeprodukte von Translokatio-
nen, sog. ,derivative® Chromosomen, die mit SKY aufgedeckt werden konnten.
Bei den ,derivativen“ Chromosomen handelt es sich um Translokationen, bei de-
nen ein Fragment eines Chromosoms verloren gegangen und nicht wie bei einer
Austauschtranslokation an dem reziproken Chromosomen zu finden ist. Zum an-
deren gehorten dazu grofere Deletionen, die mit DAPI-Bandierung aufgedeckt
werden konnten, Markerchromosomen, ein isodizentrisches Chromosom, sowie ei-
ne Insertion. In einem instabilen Klon wurde in 2 Metaphasen der(13) gefunden,
aufierdem in jeweils einer Metaphase eine Deletion von 6p und eine Translokation
der(17,18)t(17,18), bei der das dazugehorige Gegenstiick verlorengegangen war,
sowie eine Deletion in Chromosom 6p. Bei einem weiteren Klon wurde in einer
Metaphase ein der(7) und ein der(13) gefunden. In Experiment 2 war in einer
Metaphase eines Klons eine Deletion von 12q zu finden.

In den Experimenten 1 und 2 wurden insgesamt in 3 Kontrollklonen nichtklo-
nale Verdnderungen gefunden. In zwei Klonen von Experiment 1 waren jeweils
2 unabhéngige Veranderungen vorhanden, einmal eine Translokation t(6;20) und
ein der(11), in dem anderen Klon ein der(2) und ein Markerchromosom. In einem
Kontrollklon von Experiment 2 war ein der(14)t(7;14) zu finden.
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Bei den Auswertungen der Experimente 3 und 4 handelte es sich um Versu-
che, bei denen zum Zeitpunkt der Auswertung die Exposition nicht bekannt war
(,Doppelblindversuch®). In den 20 mit 2 Gy bestrahlten analysierten Klonen wur-
den in 2 Klonen Instabilititen gefunden, die beide nur durch Verdnderungen der
G-Bandierung aufgedeckt wurden. In einem Fall konnte in einer Metaphase eine
perizentrische Inversion von Chromosom 11 gefunden werden, in einem anderen
Fall ein isol1q, ein Chromosom, das aus zwei aneinanderhéngenden q-Armen von
Chromosom 11 besteht.

Insgesamt wurden in den 30 untersuchten Klonen, die mit 2 Gy bestrahlt wur-
den, 5 instabile Klone gefunden, d. h. in 17%. Bei den 9 mit 4 Gy bestrahlten
Klonen konnten keine Instabilitdaten entdeckt werden. Mit der Untersuchung der
unbestrahlten Kontrollklone sollte die Hintergrundinstabilitit der Zellinie auf-
gedeckt werden, die ohne Bestrahlung bei einer Klonaufzucht auftritt. Dabei
wurden insgesamt in 13% der unbestrahlen Klone eine Instabilildt gefunden. Da
es sich bei P3-Zellen um eine Tumorzellinie handelt, konnten die Zellen ohne Be-
strahlung eine Instabilitit zeigen. Tatsdchlich war die Anzahl der bestrahlten
instabilen Klone nicht signifikant grofer als die der unbestrahlten Klone. Abbil-
dung 5.14 fakit die Ergebnisse zusammen und zeigt wieviel Klone nach Bestrahlung
eine stabile Translokation zeigen und wieviele Klone mit Instabilitdten zu finden
waren. Das bedeutet, daf die angewandte SKY-Methode zur Analyse von direkt
strahleninduzierten Aberrationen und von strahleninduzierter Instabilitit geeig-
net ist, die P3-Zellen aber moglicherweise nicht die optimale Zellinie fiir solche
Untersuchungen sind.

5.3 Matrix-CGH

Die Matrix-CGH detektiert genomische Dosisunterschiede durch komparative Hy-
bridisierung auf Klon-Arrays. Ungleichgewichte zwischen Tester- und Referenz-
genom entstehen durch Deletionen oder Amplifikationen einzelner Sequenzen im
Testergenom. Um Deletionen in einem diploiden Genom detektieren zu konnen,
mufs die Matrix-CGH Unterschiede mit einem Dosisverhéltnis von 2 : 1 aufzulo-
sen. Die Empfindlichkeit der Methode wurde mit bekannten Targets auf ausge-
wahlten Sonden gestestet. Zur komparativen Hybridisierung auf Chips wurden
genomische DNSn mit einer unterschiedlichen Anzahl an X-Chromosomen als Tar-
gets verwendet, die von Patienten mit multiplen X-Chromosomen (XXX, XXXX,
XXXXX), sowie normalen weiblichen (XX) und ménnlichen (XY) Kontrollper-
sonen stammten. Als Sonden wurden autosomale und X-chromosomale Klone
auf Chips gespottet. Da genomische Imbalancen der Chromosomenenden grofe
medizinische Bedeutung haben (als Ursache fiir mentale Retardierung, MR), be-
fanden sich auf den Chips zahlreiche Sonden aus den subtelomerischen Regionen.
Ein ,Telomerchip“ konnte als wichtiges Hilfsmittel zur Differentialdiagnose der
MR dienen.
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Neben optimierten Hybridisierungsbedingungen ist die Auswahl von geeig-
neten Sonden und Target-DNS von entscheidender Bedeutung. Um die Kom-
plexitit der gesamtgenomischer Target-DNSn um einen Faktor 500 bis 1000 zu
verringern und um die Hybridisierungseffizienz zu erhéhen, wurden Inter-Alu-
PCR-Produkte von genomischen DNSn als Target und zum Teil Inter-Alu-PCR-
Produkte vom YAC-Klonen als Sonden verwendet. Idealerweise sollten Target-
DNSn und Sonden-DNSn dieselben DNS-Sequenzen enthalten, um wie Schloft
und Schliissel zueinander zu passen. Da aufgrund der Inter-Alu-PCR zur Ver-
ringerung der Komplexitit sowohl die Sonden als auch die Targets fiir repetitive
Alu-Sequenzen angereichert sind, wurde versucht, die unspezifische Hybridisie-
rung durch Verwendung von speziellen Competitor-DNSn und den Verdau der
Alu-Enden von den Target-DNSn zu verhindern.

Im folgenden werden zwei Stufen bei der Entwicklung der Matrix-CGH be-
schrieben, die eine Detektion von 5 : 1 bis 2 : 1 Dosisunterschieden ermoglichten.
Als Untersuchungsmodell diente zundchst die genomische DNS mit 5 oder 4 X-
Chromosomen, die mit weiblicher und ménnlicher DNS vergleichend hybridisiert
wurde. In den CGH-Experimenten auf Chip 1 war es moglich, die Dosisunter-
schiede zwischen den beiden Targets auf einer Vielzahl X-chromosomaler Sonden
zu detektieren. Nach Optimierung der Versuchsbedingungen wurde gezeigt, daf
es bei komparativen Hybridisierungen auf Chip 2 méglich ist, Dosisunterschiede
von 2 : 1 (ménnlicher und weiblicher DNS) festzustellen. Durch Verwendung an-
derer Objekttrager, verbesserter Targets und Sonden wurde der zur Matrix-CGH
geeignetste experimentelle Ansatz herausgefunden.

5.3.1 Komparative Hybridisierung am Beispiel von Patien-
ten mit multiplen X-Chromosomen

In acht unabhéngigen Experimenten wurde Patienten-DNS mit 5 und 4 X-Chro-
mosomen mit normaler weiblicher oder mannlicher DNS auf Chip 1a oder Chip 1b
hybridisiert, die sich nur unwesentlich unterscheiden (siehe Kapitel 4.2.1). Auf
beiden Chips waren Inter-Alu-PCR Produkte von YACs gespottet; Chip la trug
zusétzlich DOP-PCR-Produkte telomerischer Cosmide, Chip 1b Inter-Alu-PCR
Produkte telomerischer Cosmide und PACs. Alle Sonden wurden mit einem Klon-
index in der Reihenfolge ihres Auftragens auf den Chip versehen. Klonindizes
1-379 reprisentierten YACs, alle Sonden mit groferem Klonindex Cosmide und
PACs. In den Experimenten Al, A2, A3 und B1 wurde Chip la verwendet, in
A4, C1, C2 und C3 Chip 1b. Diese Experimente unterschieden sich sonst nur
unwesentlich in ihren Hybridisierungsbedingungen.

Abbildung 5.15 zeigt ein Falschfarbenbild einer komparativen Hybridisierung
von Targets mit 5 (XXXXX) und 1 (XY) X-Chromosomen (Experiment A4)
Auf dem Bild ist nur ein Ausschnitt des Chips gezeigt. Die X-chromosomalen
Sonden sind mit einem roten Rahmen eingefaft, eine Y-spezifische Sonde mit
einem griinen Rahmen. Nicht alle Sonden produzieren ein Fluoreszenzsignal und
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Abbildung 5.15:  Falschfarbenbild eines Mikroarray-Ausschnitts (Experi-
ments A4) nach komparativer Hybridisierung Cy3-markierter Patienten-DNS
(49,XXXXX) und Cy5-markierter Kontroll-DNS (46,XY). Die X-chromosomalen
Sonden auf dem Array sind mit einem roten Rahmen hervorgehoben, eine Y-
chromosomale Sonde mit einem griinen Rahmen.
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Targets Anzahl der Sonden | durchschnittliches positive falsch-
(Cy3:Cyb) X- auto- Fluoreszenz- X- positive
chromo- | somal verhéltnis auf chromosomale | autosomale

somal Autosomen+Stbw. Sonden Sonden

Al | XXXXX : XY 56 253 0,55£0,15 37(66%) 13(5%)
A2 | XXXXX : XY 56 235 0,2240,06 29(52%) 5(2%)
A3 | XXXXX : XY 58 268 1,09+0,19 34(59%) 8(3%)
A4 | XXXXX : XY 30 175 3,0740,8 10(33%) 5(3%)
Bl | XXXX:XY 42 193 0,88+0,31 24(57%) 5(3%)
Cl | XXXX:XX 43 202 3,4241,14 15(35%) 5(3%)
C2 | XXXX:XX 49 266 1,31+0,35 26(53%) 11(4%)
C3 | XXXX:XX 59 301 0,76+0,12 23(39%) 5(2%)

Tabelle 5.5: Zusammenfassung der acht komparativen Hybridisierungsexpe-
rimente mit verschiedenen Targets (multiple X-Chromosomen). Angegeben
sind die Anzahl der in die Auswertung einbezogenen autosomalen und X-
chromosomalen Sonden, das durchschnittliche Fluoreszenzverhéltnis + Standard-
abweichung (Stbw.) auf den autosomalen Sonden und das Ergebnis der Klassifi-
zierung. Die Anzahl der korrekt klassifizierten X-chromosomalen Sonden und die
falsch-positiv klassifizierten autosomalen Sonden sind ein Maf fiir die ,Verlaflich-
keit* der Chip-Diagnose.

konnten auch ausgewertet werden.

Die einzelnen Hybridisierungen sind in Tabelle 5.5 aufgefiihrt. In den Expe-
rimenten Al, A2, A3, A4 wurde DNS eines Patienten mit fiinf X-Chromosomen
(49,XXXXX) komparativ mit ménnlicher Kontroll-DNS (46,XY) hybridisiert, der
Dosisunterschied betrug also 5 : 1. Im Experiment B1 wurde (48, XXXX)-DNS
mit ménnlicher DNS (46,XY), also ein 4 : 1 Verhéltnis, verwendet. In den Ex-
perimenten C1, C2 und C3 wurde (48, XXXX)-DNS mit einem weibliche Target
(46,XX) komparativ hybridisiert, um ein Verhéltnis 4 : 2 fiir die X-Chromosomen
zu erhalten. In allen Experimenten war die Patienten-Probe mit Cy3 markiert, die
Kontrolle mit Cy5. In den Abbildungen 5.17 - 5.23 sind aufeinanderfolgend die Er-
gebnisse der komparativen Hybridisierungen A1 bis C3 entsprechend Tabelle 5.5
aufgefithrt. Dazu wurde fiir jede Sonde die relative Cy3/Cyb Fluoreszintensitit
dargestellt. Die Auswertung bezog sich ausschlieflich auf Sonden, die in beiden
Farbkanilen (Cy3 und Cyb5) ein auswertbares Signal (>30 Pixel) zeigten. Jede
einzelne Sonde wurde im Diagramm als ein Punkt dargestellt. Die autosomalen
Sonden sind in blau, die X-chromosomalen Sonden in rot abgebildet. Die wenigen
Y-chromosomalen Sonden sind gelb markiert. Uber alle autosomalen Sonden, die
ein Verhiltnis 2 : 2 zeigen, wurde ein Mittelwert mit Standardabweichung ermit-
telt. Als Grenzwert zur Detektion einer Uber- bzw. Unterreprisentation wurde
der Mittelwert des Fluoreszenzverhéltnisses + zweifache Standardabweichung fiir
autosomale Klone gewdhlt. In den Diagrammen zeigen Referenzlinien, die die
Y-Achse schneiden, das mittlere Fluoreszenzintentitatsverhéltnis der Autosomen
und die Grenzwerte der doppelten Standardabweichung an. X-chromosomale
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Abbildung 5.16: Cy3/Cy5-Intensititsverhiltnisse der gespotteten Sonden nach
komparativer Hybridisierung von (49,XXXXX) und (46,XY) auf Chip la (Ex-
periment Al). Autosomale Sonden sind blau, Y- chromosomale gelb und X-
chromosomale rot dargestellt, das mittlere Intensititsverhiltnis der autosomalen
Klone (Spots) betrigt 0,55. Als Targets wurden Inter-Alu-PCR-Produkte von
genomischer DNS verwendet.
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Abbildung 5.17: Cy3/Cy5b-Intensititsverhiltnisse der gespotteten Sonden nach
komparativer Hybridisierung von (49, XXXXX) und (46,XY) auf Chip la (Ex-
periment A2). Autosomale Sonden sind blau, Y- chromosomale gelb und X-
chromosomale rot dargestellt, das mittlere Intensitdtsverhéltnis der autosomalen
Klone (Spots) betrdgt 0,22. Als Targets wurden Inter-Alu-PCR-Produkte von
genomischer DNS verwendet.
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Abbildung 5.18: Cy3/Cy5-Intensititsverhiltnisse der gespotteten Sonden nach
komparativer Hybridisierung von (49,XXXXX) und (46,XY) auf Chip la (Ex-
periment A3). Autosomale Sonden sind blau, Y- chromosomale gelb und X-
chromosomale rot dargestellt, das mittlere Intensititsverhiltnis der autosomalen
Klone (Spots) betrigt 1,09. Als Targets wurden Inter-Alu-PCR-Produkte von
genomischer DNS verwendet.
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Abbildung 5.19: Cy3/Cyb-Intensitatsverhiltnisse der gespotteten Sonden nach
komparativer Hybridisierung von (49,XXXXX) und (46,XY) auf Chip 1b (Ex-
periment A4). Autosomale Sonden sind blau, Y- chromosomale gelb und X-
chromosomale rot dargestellt, das mittlere Intensitédtsverhiltnis der autosomalen
Klone (Spots) betrigt 3,07. Als Targets wurden Inter-Alu-PCR-Produkte von
genomischer DNS verwendet.
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Abbildung 5.20: Cy3/Cyb-Intensitéitsverhiltnisse der gespotteten Sonden nach
komparativer Hybridisierung von (49,XXXX) und (46,XY) auf Chip la (Ex-
periment B1). Autosomale Sonden sind blau, Y- chromosomale gelb und X-
chromosomale rot dargestellt, das mittlere Intensitidtsverhéltnis der autosomalen
Klone (Spots) betriagt 0,88. Als Targets wurden Inter-Alu-PCR-Produkte von
genomischer DNS verwendet.
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Abbildung 5.21: Cy3/Cyb-Intensititsverhiltnisse der gespotteten Sonden nach
komparativer Hybridisierung von (49,XXXX) und (46,XX) auf Chip 1b (Ex-
periment C1). Autosomale Sonden sind blau, Y- chromosomale gelb und X-
chromosomale rot dargestellt, das mittlere Intensitatsverhiltnis der autosomalen
Klone (Spots) betriagt 3,42. Als Targets wurden Inter-Alu-PCR-Produkte von
genomischer DNS verwendet.
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Abbildung 5.22: Cy3/Cy5-Intensitatsverhiltnisse der gespotteten Sonden nach
komparativer Hybridisierung von (49,XXXX) und (46,XX) auf Chip 1b (Ex-
periment C2). Autosomale Sonden sind blau, Y- chromosomale gelb und X-
chromosomale rot dargestellt, das mittlere Intensitdtsverhiltnis der autosomalen
Klone (Spots) betragt 1,31. Als Targets wurden Inter-Alu-PCR-Produkte von
genomischer DNS verwendet.
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Abbildung 5.23: Cy3/Cy5b-Intensititsverhiltnisse der gespotteten Sonden nach
komparativer Hybridisierung von (49,XXXXX) und (46,XX) auf Chip 1b (Ex-
periment C3). Autosomale Sonden sind blau, Y- chromosomale gelb und X-
chromosomale rot dargestellt, das mittlere Intensitdtsverhiltnis der autosomalen
Klone (Spots) betrdgt 0,76. Als Targets wurden Inter-Alu-PCR-Produkte von
genomischer DNS verwendet.
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Experiment

Klonindex | A1 A2 A3 A4 Bl C1 C2 (3

175 + + - + +
187 + -
290 -
291
positive 292
X-chromosomale 303
Sonden 304
305
314
341

X-chr. Sonde 267

49
114
123
falsch positive 149
autosomale 170
Sonden 225 - - - - - - - -
228 - - + - - - - -
249 - - - 4+ - - -
251 - - - - - - + -
7L

X-und Y-Sonde 152 + + + - 4+ 4+
Y-chr. Sonde 164 - - - - - - - -

++++++
4+
++++ 0+
+o+ o+
n
+

o
—|—|
_l’_

4+
4+

|+
]+

+ o4
o4 1
1 I

Tabelle 5.6: Hybridisierungsverhalten zuféllig ausgewahlter Klone (Spots) in acht
unabhéngigen Chipexperimenten (A1-A4, B1, C1-C3). “ + “ bedeutet ein Inten-
sitatsverhiltnis oberhalb des Schwellenwertes, “ - “ ein Verhéltnis unterhalb dieser
Schwelle. Die positiven X-chromosomalen Klone zeigen in den einzelnen Expe-
rimenten {iberwiegend positive Verhéltnisse, d. h. sie wiirden durchschnittlich in
5 von 8 Experimenten als positive klassifiziert. Die falsch positiven autosomalen
Sonden liefern bis auf eine Ausnahme (Sonde 49) nur einmal ein Intensitétver-
héltnis oberhalb des Grenzwertes. Bei Sonde 267 handelt es sich um eine X-
chromosomale Sonde, die als autosomal notiert war, aber in allen Experimenten
positiv erschien. Bei 164 handelt es sich um eine Y-chromosomale Sonde, deren
Hybridisierungsverhalten nie positiv war. 152 ist eine Y-chromosomale Sonde aus
der pseudoautosomalen Region, die folglich dasselbe Hybridisierungsmuster zeigt
wie eine X-chromosomale Sonde.
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Abbildung 5.24: Anzahl aller Klone, die in einem und bis zu acht unabhingigen
Experimenten ein Intensitéitsverhiltnis oberhalb des Schwellenwertes (fiir autoso-
male Klone) zeigten. Der blaue Graph représentiert autosomale Klone, der rote
Graph X-chromosomale Klone.
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Sonden, die in ihrem Fluoreszenzintensititsverhiltnis oberhalb des Grenzwertes
lagen, wurden als positive Sonden (iiberreprasentiert) registriert, autosomale Son-
den oberhalb dieser Grenze sind falsch positive Sonden. In den Auswertungen
wurde sich auf die Betrachtungen des oberen Grenzwertes und Abweichungen
dariiber beschrinkt. In den Diagrammen lassen sich ebenfalls falsch negative
Sonden unterhalb der Mittelwertes —2 Standardabweichungen erkennen, auf die
hier nicht im Detail eingegangen wird. Y-Chromosom-spezifische Sonden wur-
den in gelb in den Diagrammen dargestellt und treten, wie erwartet, im unteren
Bereich der Intensitatsverhéltnisverteilung auf.

Tabelle 5.5 fakt die Ergebnisse zusammen. Neben der Anzahl der ausge-
werteten Spots sind der Mittelwert und die einfache Standardabweichung der
Intensidtsverhéltnisse iiber die Autosomen, sowie die Anzahl der positiven X-
chromosomalen und der falsch positiven autosomalen Sonden aufgefiihrt. Von den
mindestens 74 X-chromosomalen Sonden auf dem Chip konnten durchschnittlich
50 Sonden pro Experiment ausgewertet werden. Ungefihr die Hilfte der analy-
sierten X-chromosomalen Sonden zeigten ein Intensititsverhéltnis oberhalb der
festgelegten Grenze, d. h. einen signifikant erh6hten Wert des Intensitétsverhalt-
nis verglichen zu den autosomalen Sonden, und wurden korrekt als ,jiiberreprisen-
tiert“ klassifiziert. Von den autosomalen Sonden zeigten nur etwa 3% ein falsch
positives Signal. Diese sind vermutlich durch Verschmutzungen auf dem Chip
oder durch die grofie experimentelle Variabilitdt bei Chiphybridisierungsexperi-
menten verursacht worden.

Um die Reproduzierbarkeit der gemessenen Intensitatsverhiltnisse zu testen,
wurde das Hybridisierungsverhalten einer zufélligen Auswahl von Klonen in allen
Experimenten verglichen. Es wurden 10 in mindestens einem Experiment positive
X-chromosomale Sonden und 10 in einzelnen Experimenten falsch-positive auto-
somale Sonden ausgewahlt. Tabelle 5.6 zeigt, dak die positiven X-chromosomalen
Sonden in den meisten Experimenten richtig klassifiziert wurden. Durchschnitt-
lich erzeugten diese Sonden in 5 von 8 Experimenten ein positives Signal oberhalb
des festgelegten Schwellenwertes. Bei den falsch positiven wurde dagegen nur ei-
ne einzige Sonde, Klonindex 49, in 2 Experimenten falsch positiv detektiert. Die
Sonde mit Klonindex 267 wurde in allen 8 Experimenten als falsch positiv regi-
striert. Nachuntersuchungen ergaben, daf es sich dabei um eine X-chromosomale
Sonde handelte, deren Herkunft falsch notiert wurde.

Um herauszufinden, wie verldflich ein Klon richtige, bzw. falsch positive Si-
gnale liefert, wurde die Héufigkeit mit der ein X-chromosomaler bzw. ein autoso-
maler Klon oberhalb des Schwellenwertes liegt, ermittelt. In Abblildung 5.24 die
Verteilung der autosomalen Sonden in blau, die der X-chromosomalen in rot dar-
gestellt. Es fallt auf, daf die falsch positiven autosomalen Sonden bis auf wenige
Ausnahmen nur in einem einzigen Experiment als positiv gewertet werden. Die
X-chromosomalen Sonden erscheinen dagegen in mehreren Experimenten als po-
sitiv. Dies lafst den Schluf zu, daf es sich bei den falsch-positiven Signalen in der
Regel um Artefakte handelte, wihrend die Intensitédtsverhéltnisse der positiven
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Target Sonden | Anzahl der Sonden | durchschnittliches | positive falsch-
DNS Fluoreszenz- X- positive
X- auto- verhéltnis auf chrom. | autosomale

chrom. somal Autosomen+Stbw. | Sonden Sonden

D1 | iA-Bal | iA+DOP 30 90 0,67+0,08 20(67%) 5(6%)
D2 | iA-Bal iA 24 90 0,7240,12 16(67%) 3(4%)
D3 | iA-Bal +Bal 47 97 1,0240,27 10(21%) 5(5%)
El | iA+Bal |iA+DOP | 21 83 0,65+0,07 13(62%) | 4(5%)
E2 | iA+4Bal iA 11 60 0,6+0,07 8(72%) 3(5%)
E3 | iA+Bal +Bal 32 86 1,1140,34 4(13%) 3(3%)
F1 | iA+DOP | iA+DOP 36 112 0,59+0,09 19(53%) 5(4%)
F2 | iA+DOP iA 11 70 0,69+0,1 6(55%) 3(4%)
F3 | iA+DOP +Bal 28 82 2,28+0,78 4(14%) 5(1%)

Tabelle 5.7: Komparative Hybridisierung unterschiedlich generierter Targets
weiblicher (46,XX) Cy3-markierter DNS und ménnlicher (46,XY) Cy5-markierter
DNS zum Vergleich auf verschieden generierten Sonden.

Sonden reproduzierbar war.

5.3.2 Komparative Hybridisierung weiblicher und ménnli-
cher gesamt-genomischer DNS

Wiéhrend es in den bisher beschriebenen Experimenten moglich war, ein Dosis-
verhéltnis von 5 : 1 (A1, A2, A3, A4),4:1 (B1) und sogar 4 : 2 (C1, C2, C3) zu
detektieren, gelang es noch nicht, bei einer komparativen Hybridisierung méannli-
cher und weiblicher DNS-Targets das Verhéltnis 2 : 1 auf den X-chromosomalen
Sonden aufzulésen. Um die Empfindlichkeit der Matrix-CGH zu steigern und
ein Auflésungsvermogen von 2 : 1 zu erreichen, wurden einige Verdnderungen am
Versuchsablauf vorgenommen. Statt der zuvor verwendeten modifizierten Ob-
jekttrager von Perkin-Elmer wurden Objekttrdger von Corning verwendet. Die
Corning-Objekttriger besitzen eine sehr gleichméfige (Gamma-Amino-Propyl-
Silan-) Beschichtung von hoher Qualitéit, die zu gleichméfiger Bindung der Son-
den mit optimaler Morphologie an die Oberfliche und geringer Hintergrundfluo-
reszenz auf dem gesamten Objekttrager fiihrt. Dadurch konnte der Hintergrund,
der durch unspezifische Anfirbung verursacht wurde, verringert und damit das
Signal-Hintergrund-Verhéltnis in allen Experimenten und iiber den gesamten Ob-
jekttrager verbessert werden.

Als Sonden wurden wie in den Experimenten zuvor (Kapitel 5.3.1) 146 au-
tosomale und 46 X-chromosomalen YACs verwendet, sowie 6 zusitzliche YAC-
Sonden von Chromosom 21, telomerische PACs und Cosmide der Chromosomen
21, X und Y.

Diese Sonden wurden auf drei verschiedene Arten generiert:

e Amplifikation durch Inter-Alu-PCR mit NHy-modifizierten Primern (iA)
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e DOP-PCR Amplifikation mit NHy-modifizierten DOP-Primern ausgehend
von Inter-Alu-PCR-Produkten (iA+DOP). Die DOP-PCR entfernt die mei-
sten Alu-Sequenzen von den Proben, verringert allerdings auch die Kom-
plexitit

e Exonuklease-verdaute Inter-Alu-PCR-Produkte (+Bal)

Von jeder Sonde wurden jeweils 3 identische Spots auf den Chip aufgetragen.
Die Auswertung mehrerer Spots pro Klon in einem Hybridisierungsexperiment
verringert die Variabilitdt von Experiment zu Experiment.

Es wurde jeweils Cy3-markierte weibliche genomische DNS mit Cy5-markierter
méannlicher DNS komparativ hybridisiert. Zur Auswertung wurden nur die Son-
den beriicksichtigt, die auf allen drei Spots eine Hybridisierung zeigten, womit
durch Verunreinigungen (Fluoreszenzpartikel) bedingte falsch positive Signale
weitgehend aussortiert werden konnten. Die Auswertung der Fluoreszenzverhélt-
nisse wurde dann mit dem Mittelwert der Werte der drei Sonden weiterverfolgt.

Die Targets wurden ebenfalls variiert:

e Inter-Alu-PCR-amplifizierte Targets (unverdaute Enden) (ia-Bal) (D1, D2,
D3)

e Inter-Alu-amplifizierte Targets, bei denen die Alu-Enden durch Exonuklease
(Bal31) abverdaut wurden (iA+Bal) (E1, E2, E3)

e DOP-PCR-Produkte genomischer Inter-Alu-Produktes (ia+DOP) (F1, F2,
F3). Die DOP-PCR von Inter-Alu-PCR-Produkten verringert zwar die
Komplexitiat des Targets, entfernt aber die meisten Alu-Enden, die nicht
mitamplifiziert werden.

Es war in diesen Experimenten erstmals mdéglich, durch komparative Hybri-
disierung ménnlicher und weiblicher DNS Intensitdtsunterschiede zwischen au-
tosomalen und X-chromosomalen Sonden festzustellen. In Tabelle 5.7 sind die
Ergebnisse der einzelnen Hybridisierungen auf den verschiedenen Spots aufge-
fiihrt.

Die Hybridisierung von unverdauten (Experimente D1, D2, D3) und verdauten
(Experimente E1, E2, E3) Inter-Alu-Targets auf den iA+DOP- und iA-Sonden
lieferte vergleichbare Ergebnisse. Bei Hybridisierung mit den unverdauten Tar-
gets konnten von den X-chromosomalen Sonden 67% der iA-DOP-Sonden (D1,
sieche Abbildung 5.25) und der gleiche Prozentsatz der iA-Sonden (D2, sieche Ab-
bildung 5.26) richtig positiv detektiert werden. Bei Hybridisierung der verdauten
Targets lagen 62% der iA-DOP- (E1, sieche Abbildung 5.28) und 72% der iA-
X-chromosomalen Sonden (E2, siehe Abbildung 5.29) oberhalb des Grenzwertes.
Der Bal31-Verdau der genomischen Targets scheint also nicht ausreichend, um
Alu-Enden von den Inter-Alu-PCR-amplifizierten Sequenzen zu entfernen und
die unspezifische Hybridisierung zu verringern. Betrachtet man die Diagramme
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Abbildung 5.25: Experiment D1: Komparative Hybridisierung weiblicher
(46,XX) und ménnlicher (46,XY) iA-DNS Targets auf Inter-Alu-DOP-PCR-
Sonden amplifizierte Sonden. Autosomale Klone sind blau, Y- chromosomale
gelb und X-chromosomale rot dargestellt.
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Abbildung 5.26: Experiment D2: Komparative Hybridisierung weiblicher
(46,XX) und ménnlicher (46,XY) iA-DNS Targets auf Inter-Alu-PCR-Sonden.
Autosomale Klone sind blau, Y- chromosomale gelb und X-chromosomale rot
dargestellt.
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Abbildung 5.27: Experiment D3: Komparative Hybridisierung weiblicher
(46,XX) und ménnlicher (46,XY) iA-DNS (nicht Bal31l-verdaut) Targets auf
Bal31-verdauten Inter-Alu-PCR-Sonden. Autosomale Klone sind blau, Y- chro-
mosomale gelb und X-chromosomale rot dargestellt.
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Abbildung 5.28: Experiment E1: Komparative Hybridisierung weiblicher (46,XX)
und ménnlicher (46,XY) Bal31-verdauter iA-DNS Targets auf nicht verdauten

Inter-Alu-DOP-PCR-Sonden. Autosomale Klone sind blau, Y- chromosomale
gelb und X-chromosomale rot dargestellt.

119



*
1,10 — *
¢ *
L
= *
= 0.0 — *
=
w *
= *
2 Y
s L ]
i * * v
£ 17— ¢ . & * *
£ > *, - *
= & * 9 e * * &
3 . * *e T
3 ’ .
* Y ‘A‘ *
vs0— % 2 *
*
] T T
300 400 A00
Klonindex

Abbildung 5.29: Experiment E2: Komparative Hybridisierung weiblicher
(46,XX) und ménnlicher (46,XY) Bal31l-verdauter iA-DNS-Targets auf Inter-
Alu-PCR-Sonden. Autosomale Klone sind blau, Y- chromosomale gelb und X-
chromosomale rot dargestellt.
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Abbildung 5.30: Experiment E3: Komparative Hybridisierung weiblicher (46,XX)
und ménnlicher (46,XY) Bal31l-verdauter iA-DNS-Targets auf Bal31-verdauten
Inter-Alu-PCR-Sonden. Autosomale Klone sind blau, Y- chromosomale gelb und
X-chromosomale rot dargestellt.
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Abbildung 5.31: Experiment F1: Komparative Hybridisierung weiblicher
(46,XX) und ménnlicher (46,XY) Inter-Alu-DOP-DNS Targets auf Inter-Alu-
DOP-amplifizierte Sonden. Autosomale Klone sind blau, Y- chromosomale gelb
und X-chromosomale rot dargestellt.

der Intensitidtsverhéltnisse bei Hybridisierung auf verdaute Sonden der Experi-
mente D3 und E3 (siehe Abbildungen 5.27 und 5.30), so 14t sich erkennen, daf
sich die autosomalen und X-chromosomalen Sonden kaum unterscheiden. Nur
21% bzw. 13% der X-chromosomalen Sonden konnten im Experiment mit unver-
dauten (D3) und Bal31-verdauten Targets (E3) als positiv registriert werden. In
allen Féllen zeigten ca. 5% der autosomalen Sonden ein falsch positives Signal.

Die Unterschiede bei Verwendung verdauter oder unverdauter Sonden sowie
Inter-Alu- oder Inter-Alu-DOP-PCR-Produkte als Hybridisierungstarget fiihrten
zu keinen signifikanten Veranderung der Anzahl positiver oder falsch-positiver
Sonden. In den Experimenten mit Exonuklease-verdautem Target (D3, E3) konn-
te man feststellen, daf die Anzahl positiver X-chromosomaler Signale stark zu-
riickging. Aufierdem konnte man dort insgesamt einen leichten Riickgang aus-
wertbarer Sonden beobachten. Wahrscheinlich wird durch den Bal31-Verdau die
Sperzifitiat der Sonden-DNS so stark verringert, dak keine effiziente Hybridisierung
zwischen Target und Sonde mehr moglich ist.

Nachdem bei Hybridisierung auf DOP-PCR amplifizierte Inter-Alu-PCR-Son-
den eine Diskriminierung méannlicher und weiblicher Targets moglich war, wur-
de in einem weiteren Experiment die iA-Target-DNS durch ein DOP-PCR am-
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Abbildung 5.32: Experiment F2: Komparative Hybridisierung weiblicher
(46,XX) und ménnlicher (46,XY) Inter-Alu-DOP-DNS Targets auf Inter-Alu-
PCR-Sonden. Autosomale Klone sind blau, Y- chromosomale gelb und X-
chromosomale rot dargestellt.
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Abbildung 5.33: Experiment F3: Komparative Hybridisierung weiblicher (46,XX)
und ménnlicher (46,XY) Inter-Alu-DOP-DNS Targets auf Bal31-verdauten Inter-
Alu-PCR~Sonden. Autosomale Klone sind blau, Y- chromosomale gelb und X-
chromosomale rot dargestellt.
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plifiziertes iA-Produkt ersetzt (1A+DOP). Durch den zusétzlichen DOP-PCR-
Schritt in der Amplifikation des Targets sollten die Alu-Sequenzen, die aufgrund
der Inter-Alu-PCR in Proben und Target angereichert werden, entfernt werden.
Nachteilig wirkt sich aus, dat man die Komplexitit des Targets nochmals redu-
ziert. Da die DOP-PCR im Gegensatz zur Inter-Alu-PCR keine definierten, son-
dern relativ zufillig ausgewahlte DNS-Sequenzen amplifiziert, ist nach DOP-PCR
von Sonde und/oder Target nicht mehr gewéhrleistet, daf Sonden- und Targetse-
quenzen 100%ig komplementér zueinander sind. Die Hybridisierungsergebnisse
mit DOP-PCR-Produkten von Inter-Alu-PCR-Sequenzen sind in Tabelle 5.7 als
Experimente F1, F2, F3 aufgelistet. In den CGH-Experimenten konnten sowohl
auf iA-Sonden (siehe Abbildung 5.31) als auch auf iA-DOP-Sonden (siehe Ab-
bildung 5.32) ca. 50% der X-chromosomalen Sonden mit einem positiven Signal
registriert werden. Wie in den Experimtenten zuvor waren auch hier kaum Un-
terschiede zwischen Bal31-verdauten autosomalen und X-chromosomalen Sonden
zu sehen (siehe Abbildung 5.33). Insgesamt waren nur 14% der X-chromosomalen
Klone positiv, und 1% der autosomalen Sonden falsch positiv. Aus der abnehmen-
den Anzahl der positiven X-chromosomalen Sonden im Experiment F verglichen
mit den Experimenten D und E kann man schliefen, daf ein iA-DOP-Target zu
keiner Verbesserung des CGH-Experimentes, sondern zu einem leichten Riickgang
der positiven Sonden fiihrt.

Abschliefende Experimente, die mit reinem DOP-PCR Produkt aus genomi-
scher DNS als Target durchgefiihrt wurden, zeigten keine Dosisunterschiede zwi-
schen autosomalen und X-chromosomalen Signalen. Diese Versuche wurden hier
nicht weiter ausgefiihrt. Wahrscheinliche Ursache ist die zu geringe Komplemen-
taritdt zwischen Sonde und Target nach zufélliger (DOP)-PCR Amplifikation.

Die Y-chromosomalen Sonden zeigten in den Experimenten D1, E1, F1 und
F2 (sieche Abbildungen 5.25, 5.28, 5.31, 5.32) in den meisten Féllen Intensitdts-
verhiltnisse unterhalb des durchschnittlichen Wertes. In einigen Experimenten
waren die Y-chromosomalen Klone nicht auswertbar. Héchstwahrscheinlich war
im Cy3-Kanal (Markierung der weiblichen DNS) die gemessene Fluoreszenzinten-
sitdt zu gering, um in die Auswertung miteinbezogen zu werden.

Zusammenfassend 146t sich festhalten, daf es durch die Verwendung der Cor-
ning-Objekttrager moglich war, Dosisunterschiede von 2 : 1 festzustellen. Die
Hintergrundfluoreszenz war minimal und die Bindung der Sonden auf dem Chip
sehr gut. Bei der Verwendung von DOP-PCR-Produkten von Inter-Alu-PCR-
Produkten (D1, E1) und Inter-Alu-PCR-Produkten (D2, E2) als Sonden wurden
vergleichbare Ergebnisse erzielt. Ein Exonukleaseverdau der Sequenzenden ver-
schlechterte das Ergebnis: X-chromosomale und autosomale Sonden zeigten keine
signifikanten Unterschiede bei komparativer Hybridisierung der ménnlichen und
weiblichen genomischen DNS (D3, E3). Insgesamt ist die Anzahl der auswertba-
ren Sonden nach Hybridisierung mit unverdauter Target-DNS (Inter-Alu-PCR-
Produkt) (D1, D2, D3) hoher als nach einer Hybridisierung mit Bal31-verdauter
Inter-Alu-DNS. Der Verlust der Sondensignale kann daran liegen, daf manche
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Targetsequenzen nach dem Verdau nicht mehr vorhanden waren. Da es ohne
Exonukleaseverdau des Targets keinen wesentlichen Anstieg falsch-positiver Si-
gnale gibt, kann man davon ausgehen, daf repetitive Sequenzen, die durch einen
Exonukleaseverdau entfernt werden, im Hybridisierungsexperiment nicht stéren
und wahrscheinlich schon durch den Kompetitor effizient unterdriickt werden.

5.4 SKY und CGH zur Unterscheidung viterli-
cher und miitterlicher Chromosomen bei Maus-
hybriden

Die F1-Hybride zwischen Labormaus M. musculus (MMU) und der Wildmaus
M. spretus (MSP) werden hiufig fiir genetische Studien benutzt. Durch einfache
DAPI-Féarbung lassen sich die Chromosomen der Eltern aufgrund unterschied-
licher Markierung der Zentromere unterscheiden. Wéhrend die von der Mutter
(MMU) stammenden Chromosomen ein stark fluoreszierendes Signal am Zentro-
mer zeigen, ist auf den homologen viterlichen (MSP) Chromosomen ein solches
Signal nicht zu sehen. Die starke Fluoreszenz der MM U-Zentromere beruht auf ei-
ner spezifischen Klasse von AT-reichem Heterochromatin (major satellite-DNA),
an das DAPI bevorzugt bindet. Heterochromatische Regionen enthalten keine
kodierenden DNS-Sequenzen (Gene) und kénnen sich im Lauf der Evolution sehr
rasch dndern. Man nimmt an, daf Satelliten-DNSn strukturelle Aufgaben haben,
z. B. bei der Ausbildung des Zentromers fiir die Chromosomensegregation. Diese
AT-reiche Satelliten-DNS ist in den Zentromeren der MSP-Chromosomen nicht
oder nur in geringer Menge vorhanden. Die Unterschiede in Sequenz und Ko-
pienzahl von hochrepetitiven Satelliten-DNS-Sequenzen in den Zentromerregio-
nen (MATSUDA UND CHAPMAN [100]) lassen sich durch komparative Hybridisie-
rung von genomischen DNSn beider Elternteile zytologisch eindrucksvoll darstel-
len. Hybridisiert man FITC-markierte MMU-DNS zusammen mit Cy5-markierter
MSP-DNS gleichzeitig auf Chromosomen der F1 Hybride, sind die Chromosomen
der beiden Mausspezies im Mikroskopbild leicht zu unterscheiden. Wahrend die
MMU Zentromere fast ausschieflich ein leuchtendes FITC Signal zeigen, erkennt,
man auf den MSP Zentromeren eine fast reine Cy5-Fluoreszenz. Im Gegensatz
zu den Zentromeren zeigen die euchromatischen Chromosomenarme keine erkenn-
baren Unterschiede der Hybridisierungssignale. Das Euchromatin enthélt neben
repetitiven und regulatorischen Sequenzen die Protein-kodierenden Gene und un-
terliegt bei Sequenzveréinderungen einem starken evolutiondren Druck, der den
Status quo bevorzugt. Diese unterschiedliche Zentromerfarbung der Zentromere
wurde in allen nachfolgenden Experimenten als interne Kontrolle benutzt, um
die elterliche Herkunft der einzelnen Chromosomen eindeutig zu bestimmen. Ab-
bildung 5.34 zeigt ein Falschfarbenbild zweier Metaphasen eines MMU x MSP
Maushybrids nach einer komparativen Hybridisierung mit FITC-markierter ge-
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Abbildung 5.34: Das Falschfarbenbild zeigt zwei Metaphasen eines MMU x MSP
Maushybrids nach komparativer Hybridisierung mit véterlicher und miitterlicher
DNS. Die Chromosomen von M. musculus erkennt man an den hell gefirbten
Zentromeren (FITC-Fluoreszenz), die von M. spretus an den roten Zentromeren
(Cy5). An den Chromosomenarmen sind mit dem Auge keine offensichtlichen
Hybridisierungsunterschiede zu sehen.

nomischer MMU- und Cy5-markierter genomischer MSP-DNS.

Die Sequenzunterschiede zwischen den beiden Mausspezies MMU und MSP
beschrianken sich nicht auf die zentromerische Satelliten-DNS, sondern sind in
einem geringeren Mafe auch im restlichen Genom vorhanden. Man nimmt an,
dak sich die euchromatischen Sequenzen von MMU und MSP um etwa 1% un-
terscheiden. Zum Vergleich, verschiedene Individuen innerhalb einer Spezies un-
terscheiden sich in etwa um 1 Promille (Prinzip der genetischen Variabilitét).
D. h. die Maushybride sind ein gutes Modell, um experimentelle Bedingungen
zu entwickeln, die es letztendlich ermdglichen, homologe Chromosomen innerhalb
einer Spezies aufgrund von Sequenzunterschieden zu diskriminieren. Um Hy-
bridisierungsunterschiede in euchromatischen Chromosomenarmen beider Spezies
nachzuweisen, wurde die CGH-Fluoreszenz mit SKY ausgewertet. Dazu wurden
auf jedem Chromosom je 2 Punkte mit einer Grofe von 3 x 3 Pixel ausgewihlt,
insgesamt also 18 Bildpixel, {iber die gemittelt wurde. Stichproben bestétigten,
dak diese 2 ausgewédhlten Punkte die Intensitédtsverteilung entlang des gesamten
Chromosoms angemessen représentieren.

Die mit dem SpectraCube aufgenommenen Bilder beinhalten die Information
des gesamten Spektrums, d. h. die von der Wellenldnge abhéngige Intensitétsver-
teilung in jedem einzelnen Bildpixel. Um die Fluoreszenzintensititen der unter-
schiedlich markierten Sonden zu messen, wurde das Spektrum iiber die fiir die
Emissionen Cy3 bzw. Cyb spezifischen (nicht iiberlappenden) Wellenldngenberei-
che integriert. Das Hybridisierungssignal der MMU-DNS wurde durch Integration
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Abbildung 5.35: Experiment 1: Vergleichende Hybridisierung FITC-markierter
genomischer MMU-DNS und Cy5-markierter genomischer MSP-DNS auf Meta-
phasen eines MMU x MSP Maushybrids. Die blauen Rauten markieren MMU
Chromosomen, die roten Quadrate MSP Chromosomen. Die farbigen Linien be-
schreiben die dazugehorigen Regressionsgeraden fiir die Verteilung der Intensi-
tatsverhiltnisse auf MMU- und MSP-Chromosomen.

der Fluoreszenz im Bereich der FITC-Emission von 481 nm bis 618 nm bestimmt,
die MSP-spezifische Fluoreszenz durch Integration der Fluoreszenz im Bereich der
Cy5 Emission von 628 nm bis 741 nm. In einem Experiment wurde MMU-DNS
mit Cy3 und MSP-DNS mit FITC markiert. Die Integration erfolgte hier iiber
die Bereiche von 661 nm bis 794 nm fiir Cy3 und 493 nm bis 579 nm fiir FITC.

In jedem Experiment wurden aus 10 bis 20 Metaphasen jeweils mindestens
10 MMU und 10 MSP Chromosomen ausgewertet. Die Anzahl der analysierba-
ren Chromosomen war dadurch begrenzt, daf nur Chromosomen ohne Uberla-
gerungen ausgewertet werden konnten und die limitierte Bildgrofe oft nur den
Ausschnitt einer Metaphase zeigt. Alle komparativen Hybridisierungen wurden
grafisch dargestellt, wobei jedes einzelne Chromosom durch einen Punkt im Dia-
gramm abgebildet wurde (siehe Abbildungen 5.35 bis 5.38). In den Diagrammen
sind die absoluten Intensititen der Fluoreszenzfarben auf den Chromosomen auf-
getragen, der viterlichen Sonde auf der X-Achse und der miitterlichen Sonde auf
der Y-Achse.

In Abbildung 5.35 ist die komparative Hybridisierung FITC-markierter ge-
samtgenomischer MMU-DNS und Cy5-markierter gesamtgenomischer MSP-DNS
aufgetragen. Jedes Chromosom erhélt seine Position im XY-Diagramm aufgrund
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Spezies N MW  Stdbw Standard- t-Test Mit Diskriminanzanalyse
(Markierung) fehler bestimmte Herkunft
Experiment 1 MMU (FITC) MSP(Cyb)
MMU (FITC) | 241 0,111 0,029 0,002 P<0,001 51,5% 48 5%
MSP (Cy5) 235 0,097 0,029 0.002 28,9% 71,1%
Experiment 2 MMU (Cy3) MSP(FITC)
MMU (Cy3) 128 1,259 0,157 0,014 P<0,001 66,4% 33,6%
MSP(FITC) 137 1,103 0,176 0,015 25,5% 74,5%
Experiment 3 MMU (FITC) MSP(Cy3)
MMU (FITC) | 112 0,726 0,087 0,008 P<0,001 72,3% 27,7%
MSP(Cy3) 118 0,611 0,082 0,008 21,2% 78,8%
Experiment 4 MMU (FITC) MSP(Cy3)
MMU (FITC) | 143 0,3 0,072 0,072 P>0,1 46,2% 53,8%
MSP(Cy3) 149 0,292 0,067 0,067 37,6% 62,4%
Tabelle 5.8:  t-Test und Diskriminanzanalyse der Fluoreszenzverhiltnisse auf den

Chromosomenarmen nach komparativer Hybridisierung mit gesamt-genomischer DNS
(Experimente 1 und 2), Cgt-1 DNS (Experiment 3) und inter-B1-PCR-Produkten (Ex-
periment 4). N bezeichnet die Anzahl der analysierten Chromosomen, MW den Mit-

telwert der Fluoreszenzverhiltnisse, Stabw. die Standardabweichung, Standardfehler

den Standardfehler des Mittelwertes.

Die Diskriminanalyse wurde benutzt, um die

Chromosomen aufgrund ihrer Fluoreszenzverhiltnisse einem Elternteil zuzuordnen. Die

Zuordnung der Chromosomen wird in Prozent angezeigt. Der Prozentsatz korrekt iden-

tifizierter Chromosomen ist fett gedruckt.
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Abbildung 5.36: Experiment 2: Vergleichende Hybridisierung Cy3-markierter
genomischer MM U-DNS und FITC-markierter genomischer MSP-DNS. Die MMU
Chromosomen sind als blaue, die MSP-Chromosomen als rote Punkte mit den
jeweils entsprechenden Regressionsgeraden dargestellt.

der Hybridisierungsintensitit der beiden Sonden. Die MSP-Chromosomen sind
als rote Punkte dargestellt, die MMU-Chromosomen als blaue Punkte. Da man
von einer zufélligen Hybridisierung der maternalen und paternalen Sonde aus-
gehen kann, 14Kt sich eine lineare Regression fiir die ansteigenden FITC und
Cy5 Intensitdten berechnen. Die absoluten Intensitdten beider Signale auf ver-
schiedenen Chromosomen kénnen aufgrund unterschiedlicher Hybridisierung oder
Bildaufnahme stark voneinander abweichen. Daher ist das Intensititsverhiltnis
der entscheidende und aussagekréftige Parameter, der unabhingig von den ex-
perimentellen Bedingungen sein sollte. Zur Dokumentation wurden fiir véterli-
che und miitterliche Chromosomen jeweils separate Regressionen fiir die Intensi-
tatsverhéltnisse eingetragen, rot fiir die viterlichen Chromosomen, blau fiir die
miitterlichen Chromosomen. Beide Regressionen sind eindeutig unterschiedlich.
Man erkennt, dak die Regressionslinie der viterlichen Chromosomen weiter auf
Seite der X-Achse liegt und damit eine bevorzugte Hybridisierung der gesamt
genomischen MSP zu den viterlichen Chromosomen anzeigt und umgekehrt die
miitterlichen Chromosomen eine erhdhte Intensitit der miitterlichen MMU-DNS
zeigen.

Zur Auswertung wurde fiir jede Gruppe (MMU und MSP Chromosomen) der
Mittelwert der Intensitdtsverhiltnisse, die Standardabweichung sowie der Stan-
dardfehler des Mittelwertes bestimmt. Fiir die FITC-markierten MMU Chromo-
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Abbildung 5.37: Experiment 3: Vergleichende Hybridisierung FITC-markierter
MMU-Cyt-DNS und Cyb-markierter MSP-Cyt-DNS. Die Regressionsgeraden fiir
die Intensitétsverhiltnisse auf den viiterlichen MSP (rot) und miitterlichen MMU
Chromosomen (blau) sind deutlich voneinander verschieden.
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Abbildung 5.38: Experiment4: Vergleichenende Hybridisierung FITC-markierter
inter-B1-Produkte genomischer MMU-DNS und Cyb-markierter inter-Bl-
Produkte von MSP-DNS. Die Regressionsgeraden der MSP und MMU Chro-
mosomen fallen aufeinander. Die Verhiltnisse der Hybridisierungsintensitéiten
sind zufillig verteilt. Es laft sich kein Hybridisierungsunterschied der Sonden
erkennen.
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somen wurde im Durchschnitt ein Intensitétsverhiltnis von 0,111+0, 029 (Stbw.)
ermittelt, fiir die Cy5 markierten MSP 0,097 + 0,029 (siehe Tabelle 5.8 Experi-
ment 1). Ein t-Test zeigte, dak die Unterschiede der Intensitéitsverhaltnisse fiir
die véterlichen und miitterlichen Chromosomen hochst signifikant ist (P < 0,001).
Mit der Diskriminanzanalyse konnen nun die Chromosomen aufgrund ihrer Inten-
sitdtsverhiltnisse der beiden Fluoreszenzen als miitterliche (MMU) oder véterli-
chen (MSP) identifiziert werden. In Experiment 1 wurden 51,5% der miitterlichen
und 71,1% der viterlichen Chromosomen ihrer Herkunft nach richtig zugeordnet.
Ein Teil der fehlerhaft klassifizierten Chromosomen ist durch stark unterschiedli-
che (absolute) Intensitdten der beiden Fluoreszenzen bedingt. Der fast 10-fache
Intensitatsunterschied kénnte zum einen durch unterschiedliche Mengen an Son-
den DNS begriindet sein. Der Uberschuf der genomischen DNS eines Elternteils
fiihrt zur Sattigung der Hybridisierung und damit zu ungleichen Hybridisierungs-
bedingungen fiir beide Sonden. Zum anderen kénnten die Unterschiede durch
verschiedene Intensititen der verwendeten Fluoreszenzmarker zustande kommen.
Um letzteres Problem zu umgehen, wurde das Experiment mit gleicher Sonden-
DNS, aber anderen Fluoreszenzfarbstoffen wiederholt. In Experiment 2 (siehe Ab-
bildung 5.36) wurden die Farbstoffe Cy3 und FITC zur Markierung genomischer
MMU- und MSP-DNS verwendet. Der Mittelwert der Fluoreszenzintensitéten be-
trug hier 1,259 + 0, 157 fiir die Hybridisierung auf die véterlichen, 1,103+ 0,176
fiir die Hybridisierung auf die miitterlichen Chromosomen (siehe Tabelle 5.8 Ex-
periment 2). Der Unterschied beider Genome war in diesem Versuch ebenfalls
hochsignifikant (t-Test; P < 0,001). Mit Diskriminanzanalyse konnten 66,4% der
miitterlichen MMU und 74,5% der véterlichen Chromosomen richtig identifiziert
werden.

Um herauzufinden ob repetitive oder Einzelkopie-Sequenzen fiir die Hybri-
disierungsunterschiede verantwortlich sind, wurden weitere komparative Hybri-
disierungsexperimente durchgefiihrt. Zunéchst wurde repetitive Cyt-1-DNS aus
genomischer DNS der beiden Mausspezies hergestellt, mit FITC (MMU) und Cy5
(MSP) markiert und auf MMU x MSP Metaphasen hybridisiert. Mit diesen fiir re-
petitive Elemente angereicherten Sonden wurden die Hybridisierungsunterschiede
auf den homologen Chromosomen vergrofert. Miitterliche (MMU) Chromosomen
zeigten ein Intensitétsverhéltnis von 0,726 + 0,087, viterliche 0,611 + 0,082 (t-
Test, P < 0 001). Die Diskriminanzanalyse ergab eine korrekte Klassifizierung fiir
72,3% der MMU Chromosomen und fiir 78,8% der MSP Chromosomen (siehe Ta-
belle 5.8, Experiment 3 und Abbildung 5.37). Die Zuordnung in Experiment 3 war
signifikant besser als nach komparativer Hybridisierung gesamtgenomischer DNS.
Dies legt die Vermutung nahe, dak die im Euchromatin vorhandenen (mittel-) re-
petitiven Sequenzen fiir die unterschiedliche Hybridisierung der beiden Genome
in den euchromatischen Chromosomenbereichen verantwortlich sind.

In einem anderen Experiment wurden von den beiden elterlichen Mausgeno-
men Sonden hergestellt, die hauptséchlich Einzelkopiesequenzen enthalten. Ein-
zelgensequenzen zwischen repetitiven Bl-Elementen wurden mit einer inter-B1-

133



PCR aus genomischer MMU- und MSP-DNS amplifiziert, unterschiedlich mar-
kiert und komparativ hybridisiert. In Abbildung 5.38 erkennt man, daft die Re-
gressionsgeraden fiir MMU- und MSP-Chromosomen fast aufeinander fallen. Die
Hybridisierung beider Sonden war zufillig verteilt und zeigte keine préferentielle
Hybridisierung zu MMU- oder MSP-Chromosomen. Ein t-Test der Mittelwer-
te (Steigung) zeigte eine fast gleiche Verteilung der Intensitétsverhéltnisse auf
MMU- und MSP-Chromosomen (P > 0.1, siehe Tabelle 5.8, Experiment 4) .

Ein x?-Test zeigte einen signifikanten Unterschied (P < 0,001) zwischen den
Prozentsitzen korrekt klassifizierter Chromosomen nach komparativer Hybridi-
sierung von genomischer DNS, Cot-DNS und inter-B1-PCR-Produkten. Aus den
Experimenten kann man schliefen, daf man mit den komparativen Hybridisie-
rungen miitterliche und véterliche Chromosomen in Maushybriden, die sich in 1%
ihrer Sequenz unterscheiden, identifizieren kann. Fiir das unterschiedliche Hybri-
disierungsverhalten zweier homologer Chromosomen sind interspergierte repeti-
tive Sequenzen und keine Einzelkopiesequenzen verantwortlich.
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5.5 Zusammenfassung der wichtigsten Methoden

e Fluoreszenzmarkierung von DNA
Mit enzymatischen Methoden (Nick-Translation, PCR, Random-Priming)
werden mit Fluoreszenzfarbstoffen gekoppelte Nukleotide in eine doppel-
strangige Proben-DNS eingefiigt.

e FISH

Die doppelstringige DNS von Metaphasechromosomen wird denaturiert.
Die einzelstrange DNS hybridisiert mit den ebenfalls denaturierten und
mit Fluoreszenzfarbstoffen (direkt) oder mit Reportermolekiilen (indirekt)
markierten Sonden. Dabei lagern sich unter optimalen Hybridisierungsbe-
dingungen ausschlieflich komplementire Sequenzen von Chromosomen und
Sonden aneinander. Bei einer indirekten Markierung werden die Reporter-
molekiile mit immunzytochemischen Methoden detektiert. Spezifische Se-
quenzen auf den Metaphasechromosomen lassen sich mit dieser Methode
fluoreszierend markieren und mit dem Fluoreszenzmikroskop auswerten.

e Hybridisierung von klonierten DNS-Fragmenten (YACs, BACs)

— Prinzip: Fluoreszierend markierte Klone werden als Sonde auf zu
untersuchende Metaphasechromosomen hybridisiert und lokalisiert.

— Anwendung: Feinkartierung einer definierten Chromosomenregion
(z. B. Translokationsbruchpunkte)

— Auflésung: 1-3 Mb
e Vielfarben-FISH (SKY, M-FISH und Cobra)

— Prinzip: DNS-Bibliotheken der 24 verschiedenen menschlichen Chro-
mosomen werden jeweils mit einer unterschiedlichen Kombination von
Fluoreszenzfarben markiert. In einem einzigen Hybridisierungsexperi-
ment konnen alle menschlichen Chromosomen individuell gefirbt wer-
den.

— Anwendung: Untersuchung chromosomaler Austauschaberrationen
im gesamten Genom (Tumordiagnostik, Aufklarung komplexer kostitu-
tioneller Aberrationen) in einem einzigen Hybridisierungsexperiment.

— Auflésung: ca. 2 Mb

e SKY
Die spektrale Analyse arbeitet nach interferometrischem Prinzip. Mit ei-
nem Sagnac-Interferometer und Fourieranalyse wird fiir jeden Bildpunkt
(Pixel) ein Spektrum ermittelt. Vielfarben-FISH-Aufnahmen kénnen mit
Hilfe einer Software ausgewertet werden.
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¢ CGH auf Chromosomen

— Prinzip: Mit unterschiedlichen Fluoreszenzfarbstoffen markierte ge-
nomische Tester- und Referenz-DNS werden gleichzeitig auf normale
Metaphasechromosomen hybridisiert. Deletionen oder Amplifikatio-
nen einzelner Regionen des Testergenoms werden als Unter- oder Uber-
repréasentation der Fluoreszenzintensitit der Tester-DNS (im Vergleich
zur Referenz-DNS) auf den betroffenen Chromosomenregionen sicht-
bar.

— Anwendung: Aufklirung von Deletionen und Amplifikationen des
gesamten Genoms ohne Notwendigkeit einer aufwendigen Chromoso-
menpriparation von Tester.

— Auflésung: 15 Mb
e Matrix-CGH

— Prinzip: Sonden werden als ,,Spots” auf einen Glasobjekttriger aufge-
bracht (Mikroarray). Mit unterschiedliche Fluoreszenzfarbstoffen mar-
kierte Tester- und Referenz-DNS werden gleichzeitig auf den Mikroar-
ray hybridisiert. Deletionen oder Amplifikationen einzelner Regionen
werden als Unter- oder Uberreprisentation der Fluoreszenzintensitit
der Tester-DNS (im Vergleich zur Referenz-DNS) auf den betroffenen
Sonden sichtbar.

— Anwendung: Detektion von Deletionen und Amplifikationen definier-
ter Bereiche (Sonden) verteilt iiber das gesamte Genom (topographi-
sche Chips); Vorteile sind eine hohe Aulésung, Miniaturisierung und
Automatisierung.

— Aufl6sung: 1 kb-50 kb
¢ SKY und CGH auf Chromosomen

— Prinzip: Unterschiedlich fluoreszenzmarkierte véterliche (MSP) und
miitterliche (MMU) genomische DNSn werden auf Metaphasechromo-
somen der F1-Nachkommen (MMUxMSP Maushybrid) hybridisiert.
Auf den homologen Chromosomen findet man eine bevorzugte Hybri-
disierung der miitterlichen MMU-DNS auf dem miitterlichen Chromo-
somen und eine bevorzugte Hybridisierung der véterlichen DNS auf
dem véterlichen Chromosom.

— Anwendung: Unterscheidung der viterlichen und miitterlichen Chro-
mosomen zum Nachweis von UPDs (uniparentale Disomien).

— Auflésung: zur Zeit 1% Sequenzunterschied
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Kapitel 6

Diskussion

6.1 Multicolor-FISH und Spectral Karyotyping

6.1.1 Analyse komplexer Chromosomenaberrationen
Anwendungen und Methoden der 24-Farben-FISH

Mit den herkémmlichen Bandierungsmethoden wie G-Bandierung und R-Bandie-
rung kénnen Chromosomen aufgrund ihrer unterschiedlichen Muster (helle und
dunkle Banden) entlang ihrer Lange eindeutig identifiziert werden (CASPERSSON
et al. [14]). Diese Methode dient seit vielen Jahren der Charakterisierung von
Chromosomenveridnderungen in der Prénatal-, Postnatal- und Tumordiagnostik.
Handelt es sich jedoch um kompliziertere Verdnderungen, die mehrere Chromo-
somen involvieren (komplexe Aberrationen) und/oder unterhalb des Auflésungs-
vermOgens (10-30 Mb) der klassischen Zytogenetik liegen, reicht die klassische
Bandierungsmethode nicht aus. Auferdem fordert die Chromosomenbanderungs-
analyse geschultes und erfahrenes Personal und ist weiterhin &ufierst zeitintensiv.

Die Etablierung der 24-Farben-FISH erlaubt mit der kombinatorischen Fluo-
reszenzmarkierung durchflufszytometrisch-sortierter Chromosomenbibliotheken ei-
ne Unterscheidung aller Chromosomen anhand ihrer Farbmuster. Mit der Durch-
flukzytometrie lassen sich einzelne Chromosomen unterscheiden und sortieren.
Aus der gewonnenen DNS kénnen durch DOP-PCR-Amplifikation chromoso-
menspezifische Bibliotheken hergestellt werden. Durch kombinatorische Fluo-
reszenzmarkierung der Chromosomenbibliotheken lassen sich alle Chromosomen
aufgrund ihrer Farbmuster unterscheiden. Mit dieser Methode lassen sich al-
le Chromosomen schnell und einfach identifizieren, ohne auf das Bandenmuster
angewiesen zu sein.

Die 24-Farben-FISH bietet die Moglichkeit, das gesamte Genom auf Chromo-
somenumbauten zu untersuchen und auch komplexe Austausche zwischen mehre-
ren Chromosomen einfach und ohne zeitaufwendige Bandierungsanalyse zu iden-
tifizieren. Dieses Verfahren erleichtert insbesondere die Tumordiagnostik, da hier
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die Morphologie der Chromosomenpraparate oft sehr schlecht ist und zahlrei-
che Umbauten vorliegen. Die 24-Farben-FISH liefert auch auf Chromosomen
schlechter Morphologie noch gute Ergebnisse. Zum anderen laft sich durch die
Fluoreszenzmarkierungen die Herkunft von ,Markerchromosomen* aufkliren, die
sich oft aus verschiedenen Chromosomen zusammensetzen. In Kombination mit
klassischen Bandierungsmethoden erreicht die 24-Farben-FISH eine bis dahin nie
erreichte Genauigkeit bei der Interpretation von Tumorkaryotypen (VELDMAN et
al. [154]). Eine andere Anwendungsméglichkeit ist die Analyse von komplexen
konsitutionellen Chromosomenumbauten (SCHROCK et al. [135], UHRIG et al.
[152] und Kapitel 5.1.1 in dieser Arbeit) und die Rekonstruktion von Chromoso-
menumbauten in der Evolution (BEST et al. [8]).

Bei der einheitlichen Markierung eines Chromosoms mit einer DNS-Bibliothek
14kt sich die Stelle eines Chromosomenbruchs nicht exakt bestimmen. Deshalb
wird mit Hilfe einer invertierten DAPI-Fluoreszenz zusétzlich zu den Hybridi-
sierungssignalen ein G-Banden-dhnliches Muster auf den Chromosomen erzeugt.
Es ist also an denselbsen Chromosomen sowohl eine Banderungsanalyse als auch
eine 24-Farben-FISH moglich.

Die Analyse der Vielfarben-Hybridisierung kann durch zwei verschiedene Me-
thoden, M-FISH und SKY realisiert werden. Wé&hrend die Auswertung bei M-
FISH, &hnlich wie in einem herkdmmlichen FISH Experiment, auf der Aufnahme
einzelner Bilder mit verschiedenen Filter basiert, wird bei SKY ein interferome-
trisch aufgenommenes spektrales Bild analysiert. Beide Methoden werden im
Kapitel 3.1.2 ausfiihrlich beschrieben und verglichen.

Auflosung einfacher und komplexer konstitutioneller Austauschaber-
rationen mit SKY

In dieser Arbeit wurden Ergebnisse der SKY-Hybridisierung mit Ergebnissen aus
YAC-FISH-Untersuchungen verglichen, um das Auflosungsvermogen der SKY-
Methode abschétzen zu kénnen. Durch FISH-Hybridisierungen einzelner YACs
konnen die Orte der Chromosomenbriiche auf 1 Mb genau detektiert werden. Die
YACs sind durch ihre genetischen Marker eindeutig im Genom verankert und ihre
Reihenfolge auf dem Chromosom ist deshalb bekannt (sieche auch Kapitel 6.1.2).
Durch FISH-Analysen mit YACs konnen die Bruchpunkte von Austauschaberra-
tionen auf relativ kleine Intervalle eingeengt werden.

Die Hybridisierungssonde der 24-Farbenhybridisierung besteht hingegen aus
chromosomenspezifischen DNS-Bibliotheken, die durch Durchflufizytometrie oder
Mikrodissektion gewonnen wurden. Diese Sonden haben den Vorteil, dak sie in-
dividuelle Chromosomen relativ einheitlich markieren. Durch die Suppression
repetitiver Sequenzen werden heterochromatische Bereiche, z. B. die Zentromer-
regionen, mit diesen Sonden nicht markiert. Besonders auffillig ist die fehlende
Markierung bei der 24 Farbenhybridisierung in den perizentromerischen Regionen
der Chromosomen 1 und 9. Gelegentlich sind auch schwichere Hybridisierungs-
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signale an den telomerischen Bereichen bemerkbar.

Wihrend sich die ausgetauschten Chromosomensegmente mit Hilfe der 24-
Farben-FISH leicht erkennen und sich die beteiligten Chromosomen aufgrund
ihrer Markierung schnell und eindeutig identifizieren lassen, ist zur genauen Lo-
kalisation der Bruchpunkte eine G-Bandierung (invertierte DAPI-Markierung)
und/oder eine YAC-FISH notwendig. Die 24-Farben-FISH ist also ein Screening-
Verfahren zur raschen Identifizierung von Translokationen und Interpretationen
von komplexen Chromosomenumbauten, aber nicht fiir eine hochauflésende Ka-
ryotypanalyse geeignet.

Die Auflosung der 24 Farben-FISH mit SKY wird mit ca. 2Mb (SCHROCK
et al. [134]) angegeben. Es ist zu beachteten, daf das Auflésungsvermogen der
24 Farben-FISH von vielen Kriterien abhéngt. Dazu gehort zum einen die Chro-
mosomenpriparation, welche die Lange und Morphologie der Chromosomen be-
stimmt. Zum anderen hat die Komplexitit der verwendeten DNS-Bibliotheken
und deren Markierung einen Einflul auf die Qualitdt der Hybridisierung und das
Auflésungsvermogen dieser Methode. Aber auch die spezifische Farbstoffkombi-
nation der an einer Translokation beteiligten Chromosomen und die Groéfe eines
ausgetauschten Segments bestimmen das Auflosungsvermégen. Chromosomen,
die durch dhnliche Farbstoffkombinationen markiert sind, lassen sich nur schwer
unterscheiden.

Am Beispiel des Patienten 176 und des Patienten mit Moebius-Syndrom war
es moglich, die Grenzen des Auflésungsvermogens mit SKY festzustellen. Liegt
die Grofe des translozierten Stiicks unter 2Mb, kann es in den meisten Féllen
nicht mehr detektiert werden. Die 2Mb grofe Insertion im Chromosom 11 beim
Moebius-Syndrom wurde mit SKY nicht detektiert, da das eingesetzte Material
der Insertion von 2 verschiedenen Chromosomen stammt. Mit spezifischen YACs
konnte die Insertion dagegen eindeutig nachgewiesen werden. Umbauten im Be-
reich der Chromosomenenden sind mit 24-Farben-FISH schwer detektierbar. Bei-
spielsweise konnte bei Patient 176 das subtelomerische Segment von Chromosom 1
auf dem der(4) nicht gezeigt werden. Sequenzenden der Chromosomen sind in
DNS-Bibliotheken (Hybridisierungssonden) héufig unterreprisentiert. Auerdem
werden die Repeat-reichen telomerischen und zentromerischen Regionen bei der
Suppressionshybridisierung unterdriickt und sind deshalb nur schwach markiert.

Zu den Faktoren, die das Auflésungsvermogen der SKY-Analyse beeinflus-
sen, gehort die Farbstoffkombination der an der Austauschaberration beteiligten
Chromosomen. Im Fall des Patienten 176 konnte das Segmet von Chromosom 11
auf dem der(1) nicht festgestellt werden, da Farbstoffkombinationen dieser beiden
Chromosomen sehr &hnlich sind. Auflerdem war das translozierte Chromosomen-
stiick verhdltnisméRig klein.
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Vor- und Nachteile, sowie Ausblick zu SKY

Die 24-Farben-SKY Methode eignet sich zur Aufklarung von Chromosomenab-
errationen, insbesondere bei komplexen Fillen. Sie verschafft einen schnellen
Uberblick iiber die am Umbau beteiligten Chromosomen und die ungefihre Lo-
kalisation der Bruchpunktregionen. SKY ist eine hilfreiche Methode zur biologi-
schen Dosimetrie. Alle strahleninduzierte chromosomalen Translokationen einer
Zelle lassen sich damit schnell und einfach detektieren. In der Tumordiagnostik,
sowie in der pri- und postnatalen Chromosomendiagnostik, bietet diese Methode
im Gegensatz zu zeitaufwendigen Bandierungsanalyse eine wertvolle Alternati-
ve. Es kénnen auch Metaphasen sehr schlechter Qualitit, z. B. von Tumoren,
ausgewertet werden, die bei der Binderungsanalyse keine verniinftigen Ergebnis-
se liefern. Detailierte Aufklarung erfordert zusétzlich FISH-Untersuchungen mit
YAC-Sonden oder molekularbiologische Methoden.

Vorteile der 24-Farben-FISH:

e Untersuchung aller Chromosomen in nur einem Hybridisierungsexperiment

e Hybridisierungen auf Chromosomen schlechter Morphologie (z. B. Tumor-
metaphasen)

Nachteile der 24-Farben-FISH:

e Aufgrund der vielen fluoreszenzmarkierten Sonden ist eine Hybridisierung
relativ teuer

e Auflésung (10-30 Mb) ist durch die chromosomenspezifischen DNS-Biblio-
theken beschrankt

Bei Routineanwendung mufs sichergestellt sein, daf die Sonden- und Mar-
kierungsqualitit gleichbleibend gut sind. Das Auflésungsvermogen von SKY ist
zwar durch die Verwendung der chromosomenspezifischen Sonden beschriankt,
konnte aber durch die Verwendung einer hochauflésenderen Kamera noch ge-
steigert werden. Da alle Bilder interferometrisch aufgenommen werden und ein
enormer Rechenaufwand damit verbunden ist, wére gleichzeitig ein groferer Ar-
beitsspeicher des SKY-Systems hilfreich. Mit einer hochauflosenderen Kamera
wire auch eine verbesserte Auflosung der DAPI-Banden und damit eine hohere
Ortsauflosung moglich. Mit dem neuen SKY-System ist es moglich, DAPI-Bilder
ohne den dazwischengelagerten optischen Kopf des Interferometers aufzunehmen.
Die Auflosung wird erhoht, da ein unnétiger zusitzlicher Strahlengang wegfallt
und gleichzeitig eine hochauflésendere Kamera verwendet werden kann. Dieses
neue System erlaubt die Wahl, das mikroskopische Bild mit oder ohne die in-
terferometrische Einheit aufzunehmen. Daher kann man wahlen, ein Bild auf
die SKY-Methode mit spektraler Information aufzunehmen, oder wie in einer
herkémmlichen FISH ausschlieflich durch einen Filter.
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Die SKY-Methode ist jedoch nicht auf eine Vielfarbendarstellung von ganzen
Chromosomen beschrinkt. Auch andere Sonden wie beispielsweise zentromer-
spezifische a-Satelliten-Sonden kénnen kombinatorisch markiert werden. Alpha-
Satelliten ergeben in der Interphase ein diskretes Hybridisierungssignal und wer-
den deshalb hiufig benutzt, um die Kopienzahl eines interessierenden Chromo-
soms zu bestimmen. Dies ermoglicht den Nachweis von Aneuploidien in sich nicht
teilenden Tumorzellen, Spermien oder Praimplantationsembryonen. Eine andere
Moglichkeit ist die Verwendung kartierter Sonden zur Fluoreszenzbandierung von
Chromosomen.

6.1.2 FISH-Bandierung der Chromosomen 2 und X

Bei der FISH-Bandierung wird mit Hilfe von physikalisch und genetisch kartier-
ten Sonden ein vielfarbig fluoreszierendes Bandenmuster auf den Chromosomen
erzeugt. Dabei sollte das Auflésungsvermogen der FISH-Banden an das der klas-
sischen Bandierungsmethoden (G, C- und R-Bandierung) heranreichen und dieses
erh6hen. Vorteil der FISH-Bandierung ist, dak sie je nach Fragestellung variiert
werden kann und unabhingig von der Chromosomenstruktur und Basenkompo-
sition ist.

Wihrend die 24-Farben-FISH mit chromosomenspezifischen DNS-Bibliotheken
nur interchromosomale Aberrationen detektiert, lassen sich durch Vielfarbenban-
dierungen entlang eines Chromosoms auch intrachromosomale Umbauten wie In-
versionen und Deletionen aufdecken. Die Verwendung von Sonden mit definierten
genetischen Markern ermoglicht eine gleichzeitige Lokalisierung der Bruchpunkte.

In dieser Arbeit wurde eine Vielfarbenbandierung mit SKY am Beispiel der
Chromosomen 2 und X entwickelt. Die zur Bandierung benutzten YAC-Sonden
waren mehr oder weniger gleichméfig iiber die betreffenden Chromosomen ver-
teilt, wobei fiir das X-Chromosom mehr Sonden zur Verfiigung standen als fiir das
Chromosom 2. Dies zeigt sich auch in den Fluoreszenzbildern. Die Bandierung
des Chromosoms 2 weist relativ grofse Liicken auf, in denen keine Hybridisisie-
rungssignale sichtbar sind. Durch Zusammenstellung von Pools mit mehr YACs
lieflen sich diese Liicken schliefsen. Die FISH-Bandierung fiir das X-Chromosom
erreicht bereits das Auflosungsvermdogen klassischer Bandierungsverfahren.

Die Auflosung der einzelnen Banden ist auf lang ausgestreckten Chromosomen
am besten. Bei starker Chromosomenkondensation iiberlagern sich die Fluores-
zenzfarben der einzelnen Banden. Prinzipiell liefe sich eine solches Uberstrahlen
nebeneinanderliegender Sonden nutzen, um durch die Mischfarbe der Fluoreszen-
zen zusidtzliche Banden zu erhalten.

Eine Verbesserung der FISH-Bandierung ist durch feinere Sondenpools ent-
lang der Chromosomen moglich. Wichtig ist es, durch geeignete Auswahl von
Sonden moglichst gleichméafige Fluoreszenzintensititen fiir alle Banden zu erhal-
ten. Da die Auflosung des bisherigen SKY-Systems aufgrund der beschriankten
Auflésung der Kamera limitiert ist, 146t sich mit diesem System die mit FISH-
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Sonden maximal erreichbare Auflésung nicht in jedem Falle darstellen. Da die
FISH-Bandierung eine moglichst hochauflosende Aufnahme bendtigt, wire die
Verwendung einer Kamera mit hoherer Auflésungskapazitat nétig. Wahrschein-
lich ist M-FISH das geeignetere System fiir diese Anwendung. Die Methode der
Fluoreszenzbandierung kann auch auf Interphasechromosomen angewendet wer-
den.

Eine weitere Moglichkeit zur fluoreszierenden Bandierung ist die Verwendung
mikrodisserzierter Sonden (CHUDOBA et al. |21] und JOHANNES et al. [57]). Aus
Mikrodissektionsbibliotheken kénnen homogen fluoreszierende Sonden hergestellt
werden, die entlang des Chromosoms eine Bandierung und durch Ubertrahlung
benachbarter Banden zusétzliche Inter-Banden erzeugen. Wahrend die Mikro-
dissektionsbibliotheken den Vorteil einer homogenen Hybridisierung auf Chro-
mosomenbanden besitzen, haben YAC-Sonden den entscheidenden Vorteil, daf
sie in der genetischen und zytogenetischen Karte verankert sind und somit eine
genaue chromosomale Kartierung ermoglichen. Jeder YAC ist durch polymorphe
genetische STS-Marker gut charakterisiert. Mit diesen Sonden kénnen also zyto-
genetisch und genetisch verankerte FISH-Bandierungen entlang des Chromosom
erzeugt werden. Verdnderungen, die mit diesen Sonden aufgedeckt werden, las-
sen sofort Riickschliisse auf genaue physikalische und genetische Lokalisation der
beteiligten Region zu.

Die Methode der Vielfarben-FISH-Bandierung ist z. Z. noch nicht in der Rou-
tine einsetzbar. Eine weitere Verbesserung der Sondenauswahl ist notwenig, um
hochauflésende und reproduzierbare Bandenmuster zu erzeugen.

Zur gleichzeitigen Untersuchung zahlreicher YAC-Sonden kann die in dieser
Arbeit beschriebene Chiptechnologie verwendet werden. Bei der Matrix-CGH
sind die Sonden, die bei einer Vielfarbenbandierung auf Chromosomenpripara-
te hybridisiert werden, auf Glasobjekttriger aufgebracht. Das zu untersuchende
Genom wird mit einer Kontrolle auf diese Matrix hybridisiert. Intensitédtsunter-
schiede der Test- und Kontrollhybridisierung auf den Sonden identifizieren Do-
sisunterschiede zwischen den beiden hybridisierten Genomen. Ein Vorteil dieser
Methode verglichen zur FISH-Bandierung auf Chromosomen ist, daf hier nur
zwel Markierungen nétig sind, die der Patienten- und der Kontroll-DNS, die eine
vergleichbare Qualitdt besitzen sollten. Zur Bandierung mit Vielfarben-FISH ist
eine gleichstarke Markierung der Sonden aller FISH-Chromosomenbanden nétig,
was in der Praxis oft schwierig zu erreichen ist und die Methode fehleranfilliger
macht. Weiterhin ist bei der Matrix-CGH eine Automatisierung der Auswertung
moglich. Die Intensitdtsunterschiede werden auf den Sonden ermittelt, die com-
putergestiitzt ausgewertet werden. Bei einer Hybridisierung der Bandierungs-
sonden auf unterschiedliche Chromosomen ist man bei der Auswertung immer
auf das Urteil des Betrachters angewiesen. Auch in Zukunft werden Chromoso-
menpriparate wegen der komplexen Strukturen nicht automatisch ausgewertet
werden konnen.

Mit Hilfe der Matrix-CGH kann bei Verwendung von mehreren tausend Son-
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den das gesamte Genom untersucht werden. Dabei handelt es sich um eine
sehr schnelle miniaturisierbare und automatisierbare Methode, die wahrscheinlich
weitaus weniger aufwendig und storanfillig ist, als eine hochauflésende FISH-
Bandierung des gesamten Genoms. Bei Bandierungen des gesamten Genoms
ist die mikroskopische Auswertung von Austauschaberrationen und Deletionen
sehr zeitaufwendig. Der entscheidende Nachteil der Matrix-CGH gegeniiber der
chromosomalen FISH-Bandierung ist, daf mit Array-CGH nur Dosisunterschie-
de, also Deletionen oder Amplifikationen analysierbar sind, nicht aber balancierte
Austauschaberrationen. Auferdem ist die Chipherstellung mit einem hohen tech-
nischen Aufwand verbunden.

6.2 Chromosomenaberrationen und genomische In-
stabilitat nach Rontgenstrahlung

Die Aufzucht klonaler Kulturen nach Bestrahlung ermdglichte eine Detektion spit
auftretender chromosomaler Verdnderungen. Chromosomale Abweichungen von
der Ursprungszelle infolge einer induzierten Instabilitdat wurden als Inhomogenitat
in der Kultur erkennbar. Gleichzeitig war mit der Methode eine Quantifizierung
von direkt durch Bestrahlung induzierten Translokationen mdoglich.

In Pilotexperimenten (1 und 2) zeigte sich nach Bestrahlung mit 2 Gy in eini-
gen Kulturen eine Instabilitdt. Die Haufigkeit der Instabilitit dieser bestrahlten
Klone unterschied sich aber nicht signifikant von der in unbestrahlter Kontroll-
klonen. Anschliefende Experimente (3 und 4) nach 2 Gy Bestrahlung wurden in
Blindversuchen durchgefiihrt.

Fafit man die Experimente 1 bis 4 zusammen, entspricht die Anzahl der direkt
durch Bestrahlung auftretenden Translokationen bei der hoheren 4 Gy Dosis der
Translokationsfrequenz aus der Literatur (hier 44,4%, in fritheren Experimenten
43% [44]). Dasselbe gilt fiir die Bestrahlung mit 2 Gy: die Translokationsfrequenz
der direkt durch Bestrahlung induzierten Translokationen betrégt hier 26,7% (frii-
her 23% [44]). Es wurden insgesamt sehr wenige nichtklonale Translokationen ge-
funden, die einen Indikator fiir chromosomale Instabilitdt darstellen. Auferdem
wurden weitere Chromosomenaberrationen, wie Deletionen und Chromosomen-
briiche, die wihrend der SKY-Analyse durch die DAPI-Bandierung detektiert
wurden, in die Auswertung miteinbezogen.

Translokationen als Folge induzierter Instabilitit sind relativ seltene Ereignis-
se. Chromosomenfusionen und Chromosomenbriiche treten als direkte Folge eines
DNS-Schadens héiufig auf und werden von der Zelle nicht weitervererbt. Translo-
kationen sind eine Folgeerscheinung (Fehlreparatur) dieser Schiden und entstehen
weniger hdufig. Die 24-Farben-FISH ist im wesentlichen darauf ausgelegt, Trans-
lokationen zwischen verschiedenen Chromosomen zu detektieren, wihrend andere
Chromosomenverdnderungen hiufig iibersehen werden.

Die Tatsache, dak nur wenige instabile Klone beobachtet wurden, konnte
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durch eine Selektion fiir stabile Klone bedingt sein. Es besteht die Md&glichkeit,
dak bei der Isolation der Klone, die zwei Wochen nach Bestrahlung durchgefiihrt
wird, vitalere Zellen mit groferen Kolonien ausgewéhlt werden. Es ist bekannt,
dak Zellen, die eine genomische Instabilitit aufweisen, ein verschlechtertes Zell-
wachstum zeigen und einen verzoégerten Zelltod. Es ist moglich, daf instabile Klo-
ne zu dem Zeitpunkt der Klonisolation schon eine Instabiltit exprimierten und
deshalb wenige proliferierende Zellen (kleinere Kolonien) aufwiesen. Beschréinkt
man sich bei der Wahl einzelner Klone auf grofse Kolonien, wird moglicherweise
gegen instabile Klone selektiert.

Eine andere Erklarung wire, daf die untersuchte Zellinie aufgrund ihres ge-
netischen Hintergrunds wenig Instabilitdten zeigt. Es handelt bei der P3 Zellinie
um eine Tumorzellinie. Viele Tumorzellen zeigen eine genomische Instabiltiit.
Da sich die Expressionen genomischer Instablitidt nach Bestrahlung und bei Tu-
morzellen dhneln, werden bereits gemeinsame Mechnanismen vermutet. Die P3
Zellinie zeigt einen fiir eine Tumorzellinie relativ stabilen Karyotyp, d. h. sie neigt
nicht zur spontanen Entstehung von genomisch instabilen Klonen, was auch durch
meine Kontrollexperimente bestéatigt wurde. Leider zeigten die P3-Zellen auch
nach Bestrahlung keine genomische Instabilitdt. Eine dhnliche Resistenz gegen
die Entstehung instabiler Klone ist bereits in menschlichen Fibroblastenzellinien
(KADHIM et al. [62]) und Mauszellinien (PONNAIYA et al. [125], WATSON et al.
[157]) beobachtet worden.

Prinzipiell eignet sich SKY zur Analyse von stabilen Translokationen nach
Bestrahlung und von strahleninduzierter Chromosomeninstabilitdt. Allerdings
ist fiir solche Untersuchung ein besseres Zellsubstrat als P3-Zellen notwendig.
Ideal wire eine Zellinie, die einfach zu klonieren ist, gute Metaphasepriaparationen
liefert und nach Bestrahlung zu Instabilitdt neigt. Selbstverstdndlich kann mit
SKY auch die Instabilitdt in Tumorzellen untersucht werden.

Die strahleninduzierte genomische Instabilitdt bleibt aus mehreren Griinden
ein interessantes Untersuchungsobjekt. Zum einen wurde das Phinomen der
strahleninduzierten Instabilitdt und das damit verbundene Risiko zur spéit auf-
tretenden Krebsentstehung nach Bestrahlung nicht in den Strahlenschutzbestim-
mungen beriicksichtigt. Bestédrken sich die Hinweise, dal Strahlung genomische
Instabilitdt auslosen kann, miissen auch die Strahlenrisiken auch im Hinblick auf
die Strahlentherapie neu abgeschétzt werden. Diese beschrinken sich bisher aus-
schlieflich auf die direkten Strahleneffekte.

ULLRICH UND PONNAIYA [153] zeigten, daf ein direkten Zusammenhang zwi-
schen strahleninduzierter Instabilitit und Krebsentstehung existiert und daf die
Empfinglichkeit fiir strahleninduzierte zytogenetische Instabilitdt vererbbar ist.
In ihren Experimenten gab es empfindliche und resistente Zellinien, die nach Be-
strahlung eine Instabilitdt aufwiesen bzw. keine Verdnderungen zeigten. Hier
wurde nochmal deutlich, da der genetische Hintergrund einen entscheidenden
Einfluf auf die Ausbildung genomischer Instabilitdt hat. DUBROVA et al. [27] de-
monstrierten an Mausen, daf sich strahleninduzierte Instabilitit sogar iiber meh-
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rere Generationen iibertragen lafst. Nachkommen der F1-Generation bestrahlter
maéannlicher Mduse wiesen eine erhohte Rate an Mutationen in Minisatelliten auf.

Zum anderen sind Verursachung und die Ubertragungsmechanismen der In-
stabilitdt noch immer unklar. Die Beobachtungen zur strahleninduzierten Insta-
bilitdt lassen sich groftenteils nicht mit den klassischen Vorstellungen der Strah-
lenwirkung erkléren. So zeigten Experimente mit verschiedenen Chemikalien, daf
DNS-Strangbriiche alleine kein Ausloser fiir genomische Instabilitét sind, sondern
daf Komplexitiat und Qualitdt der Strangbriiche von entscheidender Bedeutung
sind (LIMOLI et al. [86]). Wahrend ionisierende Strahlung, Bleomycin und Neo-
carzinostatin in der Lage waren, genomische Instabilitdt zu verursachen, konnte
nach Behandlung mit Restriktionsenzymen und Wasserstoffperoxid keine geno-
mische Instabilitit festgestellt werden.

Die Inaktivierung von Schliisselgenen fiir die DNS-Reparatur, z. B. ATM,
APC, MLH1, MSH2 etc., erzeugt chromosomale Instabilitit, die extreme Formen
annehmen kann (,chromosomal catastrophy“). FODDE et al. [33] zeigten, daf em-
ryonale Mausstammzellen ohne APC-Aktivitat zahlreiche strukturelle und nume-
rische Chromosomenaberrationen aufweisen. APC ist ein Kinetochorprotein, das
fiir die ordnungsgemaéfe Segregation der Chromosomen in der Mitose notwendig
ist. Es wird allerdings argumentiert, daf die Anzahl der von Instabilitdt betrof-
fenen Zellen nach Bestrahlung (ca. 10%) zu hoch ist, um durch eine Verdnderung
einzelner Gene ausgelost zu werden. Als moglicher Ubertragungsmechanismus
werden deshalb auch epigenetische Faktoren diskutiert, die sich beispielsweise als
genomweite Methylierungsstorungen auswirken kénnen. Eine Methylierung von
CpG-islands wurden von ISSA et al. [55] nach ionisierender Bestrahlung festge-
stellt.

Es gibt auch Hinweise, dal de novo (z. B. strahleninduzierte) Chromosomena-
berrationen den Karyotyp destabilisieren kénnen und die Entstehung zusétzlicher
Chromosomenumbauten induzieren (sieche MURNANE [108]). Eine Kettenreaktion
ware vereinbar mit der Beobachtung, daf instabile Zellen auch initial nach Be-
strahlung verursachte Chromosomenaberrationen tragen (HOLMBERG et al. [51]).
Die initialen Chromosomenrearrangements koénnten auch Hotspots fiir Rekombi-
nation sein, z. B. aufgrund von Kombinationen unstabiler Chrommatinstrukturen
(MURNANE [107]).

Weiterhin ist eine Induktion genomischer Instabilitdt durch Reparatureffekte
und deren Signaliibertragung denkbar (MARDER UND MORGAN [98]). Der Ef-
fekt einer enzymatischen Reparaturantwort kann nicht nur Auswirkungen auf die
nachfolgenden Zellgenerationen der bestrahlten Zellen haben, sondern kann auch
unbestrahlte Zellen in der gleichen Kultur beeinflussen (,Bystander-Effekt). In
diesem Zusammenhang iiberlappen die Phinomene Bystander-Effekt und strah-
leninduzierte genomische Instabilitdt. Unter dem Bystander-Effekt bezeichnet
man im Zusammenhang mit Bestrahlungsexperimenten die Effekte unbestrahlter
Zellen, die vermutlich durch die Bestrahlung und Reparaturantwort benachbarter
Zellen ausgelost und iibertragen werden. Von einigen Autoren wird spekuliert,
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daf der Bystander-Effekt in der Lage ist, die strahleninduzierte genomische In-
stabilitdt auszulosen (MOTHERSILL UND SEYMOUR [106]).

In einer aktuellen Veroffentlichung von BRENNAN UND SCHIESTL [13] wird
eine strahleninduzierte genomische Instabilitiat an der Hefe demonstriert, die sich
als dosisabhéngiger Anstieg intrachromosomaler Rekombination in bestrahlten
Zellen lange nach Bestrahlung bemerkbar machte. Die Hefe konnte ein geeigne-
tes Untersuchungsobjekt fiir strahleninduzierte genomische Instabilitdt sein, da
Hefezellen sich schneller und leichter kultivieren lassen als Sdugetierzellen. Zudem
kann die Hefe leicht genetisch verdndert werden und somit als ein gutes einfaches
Modell zur Untersuchung dienen.

Um die offenen Fragen im Zusammenhang mit strahleninduzierter genomi-
scher Instabilitdt abzuschétzen, sind weitere Nachforschungen notwendig. Diese
sind im Zusammenhang mit dem Strahenschutz und der Strahlentherapie unerlaf-
lich. Viele Beobachtungen zur strahleninduzierten Instabilitdt versprechen eine
neuartige Zellantwort auf Strahlung, deren Charakter noch nicht geklért ist.

6.3 Matrix-CGH

Aktueller Stand der Methode

Wihrend die 24-Farben-Hybridisierung im wesentlichen zur Aufklarung von Chro-
mosomenaustauschaberrationen dient, erlaubt die CGH auf Metaphasechromoso-
men die Aufdeckung von Dosisunterschieden zwischen zwei unterschiedlichen Ge-
nomen. Die Matrix-CGH ist eine Weiterentwicklung der chromosomalen CGH,
wobei die Chromosomen durch Sonden auf einem Chip ersetzt werden. Dadurch
kénnen Deletionen und Amplifikationen kleiner genomischer Bereiche, die durch
die gespotteten DNS-Klone definiert werden, anhand der Intensitdtsunterschiede
auf den Spots systematisch detektiert werden.

Die Motivation zur Etablierung einer Matrix-CGH war zum einen das ver-
besserte Auflésungsvermdgen und die Moglichkeit zur Automatisierung. Zum
anderen stehen durch das Humangenomprojekt zahlreiche gut charakterisierte
Klone fiir die Herstellung von topographischen DNS-Chips zur Verfiigung.

Die Matrix-CGH wurde mit Hilfe von X-chromosomalen Sonden und geno-
mischen Targets mit einer unterschiedlichen Anzahl an X-Chromosomen eta-
bliert. Als Sonden auf den Chips wurden weniger komplexe Sonden, namlich
Inter-Alu-PCR-Produkte von YACs, verwendet. Mit der Inter-Alu-PCR wurden
spezifische DNS-Sequenzen (zwischen Alu-Repeats) amplifiziert, sowohl von den
YAC-Sonden als auch vom genomischen Target. Inter-Alu-PCR verringert die
Komplexitdt der genomischen DNS um einen Faktor 1000 und erleichtert deshalb
die Hybridisierung zwischen Target und Sonde. Idealerweise enthélt das Tar-
get Inter-Alu-Sequenzen, die 100% identisch mit den gespotteten Inter-Alu-YAC-
Sequenzen sind. Nachteil der Methode ist, daf sowohl Sonde als auch Target mit
repetitive Alu-Sequenzen angereichert sind. Mit diesen Sonden war es moglich,
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Dosisunterschiede im Verhiltnis 2 : 1 zwischen zwei Genomen aufzulésen. Als Tar-
gets konnen sowohl Exonuklease-verdaute als auch unverdaute Inter-Alu-PCR-
Produkte von genomischer DNS bei gleichzeitiger Suppressionshybridisierung der
Alu-Sequenzen verwendet werden. Die Suppression mit ,,Competitor und ,Com-
petitor rev, die aus Sequenzen (ca. 20 bp Oligonukleotide) des Alu-Primers mit
den PolyA-komplementiren Sequenzen bestehen, verhindert weitgehend die un-
spezifischen Kreuzhybridisieurngen zwischen Sonden- und Target-DNS.

Da in den durchgefiihrten vorliegenden Experimenten nur die DNS ménnlicher
und weiblicher Personen, bzw. von Patienten mit multiplen X-Chromosomen als
Targets benutzt wurde, konnten bisher nur Dosisdifferenzen fiir geschlechtschro-
mosomalen Sonden nachgewiesen werden. Man kann allerdings davon ausgehen,
dafl Dosisunterschiede in autosomalen Regionen auf die gleiche Weise nachgewie-
sen werden konnen. In den vorgestellten Experimenten wurden bekannte Dosisun-
terschiede aufgeklart. Deshalb war es moglich, Sonden, die in einem Dosisverhélt-
nis 1 : 1 auftreten, als einen Standard zur Normierung zu benutzen. In meinen
Experimenten dienten die Intensitidtsverhiltnisse auf den autosomalen Sonden
als die Kontrolle, um eine Uber- oder Unterreprisentation auf anderen Sonden
aufzudecken. Bei Aufdeckung unbekannter Dosisunterschiede miissen alternative
Strategien entwickelt werden, z. B. die Mittelwertbildung iiber alle Klone. Bei
der Detektion von Deletionen/Amplifikationen sind in der Regel nur wenige der
gespotteten Klone iiber- oder unterreprisentiert.

Strategien zur Verbesserungen von topographischen Mikroarrays

In den Experimenten zur Quantifizierung der X-Chromosomen produzierten 50-
90% der 320 autosomalen und 60 X-chromosomalen Sonden auswertbare Fluores-
zenzsignale auf den Chips. Von den X-chromosomalen Sonden zeigten wiederum
60-70% das erwartete positive Signal. Die meisten dieser Sonden waren in mehre-
ren Experimenten positiv. Falsch-positive autosomale Sonden traten in der Regel
nur in einzelnen Experimenten auf.

Das vollige Ausfallen der Hybridisierung einer Sonde in mehreren Experimen-
ten, kann daran liegen, daf kein ausreichend komplexes Inter-Alu-PCR-~Produkt
dieser Sonde amplifiziert wurde, oder die DNS-Praparation des Klons nicht in
Ordnung war. Wenn eine X-chromosomale Sonde falsch-negative Signale zeigt,
wurden in der Inter-Alu-PCR der Sonden nicht geniigend spezifische Einzelgen-
Sequenzen, sondern vorwiegend repetitive DNSn amplifiziert, die bei der Sup-
pressionshybridisierung unterdriickt werden. Der Anteil repetitiver Sequenzen in
einem YAC-Klon ist abhéingig von der Chromosomenregion und kann von 10-90%
variieren. D. h. fiir manche Chromosomenregionen wird es sehr schwierig sein,
geeignete Sonden fiir die Chipanalyse zu finden. Falsch-negative Signale konnen
auch auf Klonverwechslungen beruhen (z. B. X-chromosomaler Klon 267, der als
autosomal notiert war, Kapitel 5.3.1). Erfahrungsgeméf liegt bei 10-20% der
Klone, die im Ressourcenzentrum des Humangenomprojekts bestellt werden, ei-
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ne Verwechslung vor. Eine andere Moglichkeit, warum kein Hybridisierungssignal
entsteht, konnte im Fehlen der entsprechenenden Sequenz in der Target-DNS lie-
gen. Die Amplifikation von Inter-Alu-Sequenzen von einem YAC (1-2 Mb) ist
sehr viel effizienter als von gesamtgenomischer DNS.

Zur Optimierung des CGH-Chips kénnen X-chromosomomale und autosomale
Sonden, die wiederholt keine Hybridisierung zeigten, entfernt werden. Ebenso
sollten Sonden aussortiert werden, die ein falsch-negatives Signal zeigen, z. B.
X-chromosomale Sonden, die wiederholt kein positives Signal erzeugten.

Es konnte gezeigt werden, dak positive X-chromosomale Signale in mehreren
Experimenten verifizierbar waren, wihrend falsch-positive autosomale Signale nur
einmalig auftraten. Es empfiehlt sich daher, mehrere identische Experimente
durchzufiihren und dann iiber die Ergebnisse zu mitteln, und/oder jeden Klon
mehrmals auf einen Chip zu spotten und iiber diese Spots zu mitteln. Letzteres
hat den Vorteil, daf die Hybridisierungsbedingungen fiir jeden Spots eines Klons
identisch und daher die Intensitdtsunterschiede direkt vergleichbar sind.

Zum Erstellen eines Chips, der zur Routineanwendung dienen soll, miissen alle
Sonden vorher einzeln gepriift werden. Durch FISH auf Metaphasechromosomen
mufs getestet werden, dak der Klon eindeutig zu der richtigen Region hybridi-
siert. Auferdem diirfen nur solche Klone verwendet werden, die bei wiederholten
Chiphybridisierungen auswertbare Signale erzeugten. Auch die Auswahl der Ob-
jekttrager fiir die Chipproduktion ist wichtig. In meinen Experimenten konnte
nur mit den Corning-Objekttragern eine gleichbleibend gute Hybridisierung er-
halten werden.

Die vorgestellen Experimente befassen sich ausschliefslich mit Dosisdifferenzen
der X-Chromosomen. Aus diesem Grund konnte eine Normierung der Intensitéts-
verhédltnisse anhand der Signale auf den autosomalen Sonden vorgenommen wer-
den. Soll die Anwendung der CGH auf alle Chromosomen ausgeweitet werden,
kann die Normierung entweder iiber alle auf dem Chip befindlichen Chromosomen
durchgefiihrt werden, oder es miissen interne Standards eingefiihrt werden, die ei-
ner herkdmmlichen Sonde entsprechen und immer im Genom vorhanden sind. Zur
Normierung mufs eine moglichst grofe Zahl von Kontrollsonden moglichst gleich-
mékig iiber dem Chip verteilt sein, um den Hintergrund auf einzelnen Spots und
eventuelle Intensitdtsunterschiede in einem Experiment auszugleichen. Um Kon-
trollsonden zu erhalten, konnten beispielsweise die zu analysierenden Targets mit
quantitativer PCR auf die Anwesenheit und Konzentration der Kontrollsonden
untersucht werden. In geniigend grofer Anzahl gespottet, kdnnten diese Sonden
die geeigneten internen Kontrollen zur Normierung bieten. Eine andere Moglich-
keit wire das Zusetzen einer bekannten Menge einer auf dem Chip gespotteten
Sonde zu beiden Targets. Die Hybridisierungsintensitit dieser zugesetzten Sonde
konnte ebenfalls zur Normierung verwendet werden.

Im vorliegenden Ansatz ist die maximale Auflosung der Methode durch die

Verwendung von YAC-Sonden etwa 1 Mb, d. h. das Aulésungsvermogen ist ver-
gleichbar mit der FISH-Bandierung von YACs (siehe Kapitel 6.1.2). Die Auf-
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16sung kann durch die Wahl kleinerer Sonden erhoht werden. Experimente mit
einzelnen Inter-Alu-PCR-Klonen blieben bislang ohne Erfolg. Durch Verwen-
dung von BAC-, PAC- und P1-Klonen als Sonde liefe sich eine Auflésung von
etwa 100 kb erreichen. Hauptproblem bei der Verwendung kleinerer Sonden ist die
verringerte Hybridisierungseffizienz zwischen Sonde und Target. Durch Inter-Alu-
PCR kann wahrscheinlich keine ausreichend komplexe Probe von BACs, PACs
und P1 mehr hergestellt werden, d. h. es miifste die genomische DNS der Klone
gespottet werden und gesamtgenomische DNS als Target verwendet werden. Die-
ser Ansatz wird von SOLINAS-TOLDO et al. [142] mit P1 und PAC Klonen und
von PINKEL et al. [121] und ALBERTSON et al. [1] verfolgt. POLLACK et al. [123]
benutzten cDNS-Klone von 1-2 kb als Sonden und erhalten bei Hybridisierung ge-
samtgenomischer Targets auswertbare Signale. Andere Arbeitsgruppen konnten
diese Resultate allerdings nicht reproduzieren. cDNS-Chips hitten den ernomen
Vorteil, dakt sie gleichzeitig fiir Expressionsanalysen genutzt werden kdnnen.

Anwendungsmoglichkeiten der Matrix-CGH

Die Matrix-CGH ist ein geeignetes Werkzeug, um Genome auf Deletionen und
Amplifikationen von definierten DNS-Sequenzen (Sonden) zu untersuchen. Von
besonderem Interesse wire ein topographischer Chip, der Sonden enthilt, die
gleichméfig und in geringem Abstand im Genom verteilt sind und damit analog zu
einer Metaphase bei der chromosomalen CGH das gesamte Genom reprisentiert.
Zum anderen konnte ein , Telomerchip“ entworfen werden, der subtelomerische
Sequenzen als Sonden enthilt. Telomerische Regionen gelten als extrem genreich
(SACCONE et al. [127]) und sind auffallend héufig an zytogenetisch kryptischen
Chromosomenumbauten bei Patienten mit geistiger Behinderung beteiligt (FLINT
et al. |32], KNIGHT et al. |71] uns HOLINSKI-FEDER et al. [50]). Mit einem Chip,
der die Chromosomenenden auf genomische Imbalancen testet, konnten Patienten
mit idiopathischer Retardierung und/oder angeborenen Fehlbildungen untersucht
werden. Dabei wire es moglich, kryptische Deletionen in subtelomersichen Re-
gionen aller Chromosomen aufzudecken. Man schétzt, daf bei 10-20% dieser
Patienten ein Umbau und damit die Krankheitsursache gefunden werden konnte.
Da MR (Mentale Retardierung) das haufigste humangenetische Krankheitsbild
ist und Patienten mit unklarer Diagnose zahlreiche Kliniken durchlaufen, wire
ein Chip zur Differentialdiagnose der MR von ernomer medizinischer und wirt-
schaftlicher Bedeutung.

Der in meinen Experimenten verwandte Chip enthélt zahlreiche subtelomeri-
sche Sonden von allen Autosomen und dem X-Chromosom und kénnte zur Unter-
suchung subtelomerischer Deletionen genutzt werden. Um im Bereich der Chro-
mosomenenden zu messen, ist aber eine bessere Sondenauswahl und die Validie-
rung des Chips an Patienten mit definierten Deletionen erforderlich. Bevor die
Matrix-CGH in der Routine angewendet werden kann, miissen sowohl Sonden-
auswahl als auch Hybridisierungsbedingungen optimiert werden.
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Die Matrix-CGH bietet sich fiir Untersuchungen an, bei der wenig Patienten-
material fiir DNS-Priparation verfiigbar ist oder eine schnelle Diagnose erhalten
werden muf, wie dies gelegentlich in der prd- und postnatalen Diagnostik vor-
kommt. Dabei konnten auf einem Chip alle interessierenden Sonden aufgebracht
werden, die in einem einzigen Hybridisierungsschritt auf Deletionen oder Am-
plifikationen getestet werden sollen. Diese Methode wiirde sich ebenfalls zur
Priaimplantationsdiagnostik eignen, bei der beschrinktes DNS-Material vorliegt,
das mit Inter-Alu- oder DOP-PCR amplifiziert wird. Die Diagnose muf innerhalb
24 h erfolgen. Bei der Praimplantationsdiagnostik entnimmt man dem vierzelli-
gen oder achtzelligen Embryo eine Zelle zur Analyse. Nach einer weiteren Teilung
wird der Emryo dann in den Uterus implantiert. Mit einer Hybridisierung auf
einem Chip konnten alle diese Forderungen erfiillt werden. Eine Vielzahl von ge-
netischen verankerten Sonden kann mit nur einer Hybridisierung innerhalb kurzer
Zeit untersucht werden.

Eine andere wichtige Anwendung ist die Tumordiagnostik. Die hiufig stark
rearrangierte Tumormetaphasen machen eine konventionelle Chromosomenanaly-
se oft sehr schwer oder unméglich. Die CGH auf dem Chip bietet die M&glichkeit,
Ungleichgewichte zwischen Tumor- und Kontrollgenomen schnell und exakt (mit
einer hohen Aufldsung) zu bestimmen. Zur Untersuchung von Tumoren wird
derzeit die chromosomale CGH-Untersuchung routineméfig eingesetzt, die aber
in naher Zukunft von der Matrix-CGH abgelost werden konnte. Ein weiterer
Hauptvorteil der Chiptechnologie und damit der Matrix-CGH ist die M6glichkeit
zu einer automatisierten und damit zeitsparenden Auswertung. Die CGH auf
Metaphasechromosomen erfordert erfahrene Zytogenetiker und ist sehr zeitauf-
wendig. Die Matrix-CGH ermoglicht eine Suche nach genetischen Imbalancen
in stark verdnderten Tumoren und die Analyse grofer Patientenkollektive, z. B.
Patienten mit geistiger Behinderung auf zytogenetisch kryptische Chromosomen-
umbauten.

Abschliefiend bleibt zu erwahnen, dafs die Fortschritte in anderen Bereichen
der Array-Anwendungen, wie beispielsweise die Analysen der Genexpression mit
der Matrix-CGH in Verbindung gebracht werden konnten. Bei geeignetem Chip-
design konnte sowohl eine Untersuchung auf DNS-Ebene stattfinden als auch auf
mRNS-Niveau.

6.4 SKY und CGH zur Unterscheidung miitterli-
cher und vaterlicher Chromosomen

Mit Chromosomenbandierung und FISH lassen sich Chromosomenstrukturen bis
ins Detail untersuchen. Mit diesen weit entwickelten Methoden war es bisher nicht
moglich, miitterliche und viterliche Chromosomen zu unterscheiden. Es gibt beim
Menschen nur wenige relativ seltene extreme chromosomale Polymorphismen, die
es erlauben, miitterliche und véterliche Chromosomen auseinanderzuhalten, dazu
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gehoren beispielsweise C-Band-positives Heterochromatin und NOR-Varianten.
Desweiteren wurden synthetische Oligonukleotide entwickelt, die es ermoglichen,
feine Unterschiede in chromosomenspezifischer hochrepetitiver a-Satelliten-DNS
mit FISH zu detektieren (O’KEEFE et al. [114]). Die Auswahl solcher unter-
schiedlicher a-Satelliten-Sonden setzt eine hohe interindividuelle Variabilitit in
diesen Sequenzen voraus. Es ist daher anzunehmen, daf diese Sonden nicht fiir
alle Chromosomen entwickelt werden kénnen. Wahrend sich die Oligonukleotid-
hybridisierung nur fiir hochrepetitive zentromerspezifische Sequenzen anwenden
1aKt, werden durch Kombination von CGH und SKY Sequenzunterschiede des
ganzen Genoms untersucht.

In dem in dieser Arbeit beschriebenen Experiment wurden Chromosomen ei-
nes F1 Hybriden der Interspezies-Kreuzung von M. musculus (MMU) und M. spre-
tus (MSP) nach ihrer elterlichen Herkunft geordnet. Als interne Kontrolle diente
die stark unterschiedliche Satelliten-DNS beider Spezies, die eine spezifische FISH-
Markierung von MMU und MSP Zentromeren ermdglicht (MATSUDA UND CHAP-
MAN [100]). Bei Hybridisierung von MMU und MSP gesamtgenomischer DNS
konnten ca. 70% der Chromosomen ihrer richtigen véterlichen und miitterlichen
Herkunft zugeordnet werden. Bei einer komparativen Hybridisierung von repe-
titiver Cpt-1-DNS wurde die elternspezifische Hybridisierung auf den homolo-
gen Chromosomen noch verstiarkt und in ca. 76% eine richtige Zuordnung er-
reicht. Wurden Einzel-Kopie-Sequenzen hybridisiert, war eine Unterscheidung
der Chromosomen nicht mehr moglich. Es resultierte eine relativ gleichméfige
Hybridisierung auf den miitterlichen MMU und véterlichen MSP Chromosomen.
Da Einzelgensequenzen sehr viel weniger variieren und evolvieren als die nicht-
kodierenden (mittel-) repetitiven DNS-Sequenzen, liegen die Hauptunterschiede
zwischen verschiedenen Kopien desselben Chromosoms logischerweise in den re-
petitiven DNS-Franktionen.

Hybride der Mausspezies M. musculus und M. spretus werden haufig zu ge-
netischen Kopplungsanalysen (zur Genkartierung) verwendet (AVNER et al. [4]).
Eine Unterscheidung zwischen MMU- und MSP-Euchromatin wiirde es ermogli-
chen, Rekombinationereignisse in Riickkreuzungen direkt auf den Chromosomen
sichtbar machen und zur Ergdnzung von Kartierungsstudien zu verwenden. Die
beiden Linien MMU und MSP haben sich vor 2-3 Millionen Jahren abgespalten
(SILVER [140]) und zeigen in den 3’-untranslatierten Region der cDNSs einen Po-
lymorphismus von ungefahr einem Austausch pro 100 Basenpaaren (=1%) (TA-
KAHASHI UND Ko [145]). In der menschlichen Bevilkerung ist der Unterschied
der Einzelnukleotidpolymorphismen ca. 10 mal geringer (LANDEGREN et al. [75]
und WANG et al. [156]). D. h. die Sensitivitidt der Methode muf noch um einen
Faktor von 10 gesteigert werden, um die Unterscheidung von véterlichen und
miitterlichen Chromosomen beim Menschen zu erreichen. Eine solche Methode
wiare extrem hilfreich zur Entdeckung von UPDn, die eine bisher unterdiagnosti-
zierte Ursache fiir Fehlgeburten, Mifsbildungssyndrome (Imprintingkrankheiten)
und Tumorentstehung sind. Bei UPDs stammen beide homologen Chromosomen
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von demselben Elternteil. Véterliche und miitterliche Chromosomen zeigen eine
unterschiedliche Methylierung und verschiedene Expression einzelner (gepragter)
Gene. Uniparentale Disomien fiihren daher hiufig zu krankhaften Verdnderun-
gen, die konsitutionell auftreten und auch in Tumoren zu finden sind.

Eine Verbesserung der Hard- und Software ist notwendig, um das Auflosungs-
vermogen bei der Entdeckung von Sequenzunterschieden auf chromosomaler Ebe-
ne zu erhéhen. Zusétzlich kénnte die Technik der ,Representational Difference
Analysis“ (RDA) (LISITSYN |87|) genutzt werden, um Sequenzen zu isolieren, in
denen sich zwei komplexe Genome unterscheiden. Damit lieflen sich komplexe
Sonden mit spezifischen Sequenzen anreichern und verbesserte Proben fiir die
elternspezifische Hybridisierung herstellen.
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Kapitel 7

Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurden unterschiedliche Fluoreszenzmethoden zur
Analyse von strukturellen und numerischen Chromosomenumbauten etabliert.
Neue Entwicklungen zur strukturellen und funktionellen Genomanalyse und de-
ren Anwendungsmoglichkeiten werden diskutiert.

Die spektrale Karyotypanalyse ermdglicht die unterschiedliche Fluoreszenz-
markierung aller 24 menschlichen Chromosomen und damit die Aufkldrung kom-
plexer Chromosomenaberrationen in einem einzigen Hybridisierungsexperiment.
Diese Methode wurde verwendet, um bestrahlte Zellen lange Zeit nach Bestrah-
lung auf Translokationen zu untersuchen. Dabei konnte zwischen initial-verur-
sachtem Schaden und durch Instabilitdt ausgelosten Verdnderungen unterschie-
den werden. Bei der Untersuchung von P3 Zellen ca. 20 Tage nach Bestrahlung
konnten nur in 17% der analysierten Zellen eine Instabilitat aufgedeckt werden.
Diese Rate ist nicht signifikant hoher als die Haufigkeit von spontanen Aberra-
tionen in unbestrahlten P3 Kontrollzellen (13%). Neben 24-Farben-FISH wurde
SKY zur FISH-Bandierung benutzt. Am Beispiel der Chromosomen 2 und X
wurde die Barkodierung mit YACs demonstriert. Wiahrend die 24-Farben-FISH
ausschlieflich Austauschaberrationen zwischen verschiedenen Chromosomen ent-
deckt, ermoglicht die Barkodierung auch die Auflésung von intrachromosomalen
Aberrationen und Bruchpunktkartierung.

Zur Untersuchung genetischer Unterschiede (Imbalancen) zwischen zwei Ge-
nomen wurde in Analogie zur chromosomalen CGH eine Matrix-CGH etabliert.
Dazu wurden Inter-Alu-PCR-Produkte zytogenetisch und genetisch verankerter
YACs als Sonden auf Glasobjekttragern (Chips) gespottet und Inter-Alu-PCR-
Produkte genomischer DNS als Targets auf den Chip hybridisiert. Anhand von
Hybridisierungsunterschieden auf X-chromosomalen und autosomalen Sonden bei
komparativer Hybridisierung von multiplen X-Zellinien mit weiblicher (46,XX)
und ménnlicher (46,XY) genomischer DNS wurde die Matrix-CGH soweit ent-
wickelt, daf Dosisverhéltnisse von 2:1 detektiert werden konnten. Damit sind
die Voraussetzungen fiir die Verwendung von CGH-Chips fiir den Nachweis von
Deletionen und Duplikationen in der Chromosomendiagnostik geschaffen. Man
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nimmt an, daf die Matrix-CGH in Zukunft einen grofsen Teil der bisher iiblichen
Chromosomenbinderungsanalysen ersetzen wird. Sowohl das Auflésungsvermo-
gen der Matrix-CGH als auch der FISH-Barkodierung koénnte durch die Wahl
kleinerer DNS-Sonden erh6ht werden. Bei der Matrix-CGH handelt es sich um
eine sehr ,,junge” Methode, die durch Optimierung der Hybridisierungsbedingun-
gen und Sondenauswahl noch erheblich verbessert werden kann. Im Gegensatz zur
chromosomalen CGH ist eine Automatisierung und Miniaturisierung der Technik
denkbar.

Die Kombination von SKY und CGH (auf Metaphasechromosomen) ermog-
lichte die Unterscheidung zwischen véiterlichen und miitterlichen Chromosomen
von MMU x MSP Maushybriden. Mit der dargestellten Methode konnten bis
zu 70% der Chromosomen durch Hybridisierungunterschiede in den euchroma-
tischen Chromosomenbereichen ihrer elterlichen Herkunft nach zugeordnet wer-
den. Die Sensitivitdt der entwickelten Methode muf um den Faktor 10 gesteigert
werden, um eine Diagnostik von UPDs und Imprintingkrankheiten beim Men-
schen zu erméglichen. Die Differenzierung zwischen véterlichen und miitterlichen
Chromosomen ist eine der groften Herausforderungen und Ziele in der modernen
Chromosomenforschung.
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Glossar

Alu-PCR

Autosomen

B1-Sequenzen

bp

CCD-Kamera

PCR mit Primern, die an Alu-Sequenzen binden, um DNS
zu amplifizieren, die zwischen zwei entgegengesetzt orien-
tierten Alu-Sequenzen liegt. Bei Alu-Sequenzen handelt es
sich um repetitive Sequenzen von ungefihr 300 bp, die etwa
alle 5 kb im Genom auftreten.

Alle Chromosomen aufer den Geschlechtschromosomen.
Eine diploide Zelle besitzt jeweils eine viterliche und ei-
ne miitterliche Kopie jedes Autosoms.

Repetitive DNS-Sequenzen der Maus, entsprechend den
Alu-Sequenzen beim Menschen

Basenpaare, 1 kb = 1 kilobase = 1000 Basenpaare, 1Mb =
1 Megabase = 1000 kb, Einheit fiir die Léinge eines DNS-
Stranges.

Charge-Coupled Device-Kamera, besteht aus einem Raster
von winzigen Pixeln, die in ein Kristall (z. B. Si) geétzt
sind. FEin Pixel ist ein Potentialtopf fiir Leitungselektro-
nen, die durch auftreffende Strahlung ausgelost werden.
In jedem Pixel werden die Leitungselektronen gespeichert.
Das aufgenommene Bild wird Zeile fiir Zeile ausgelesen.
Die abgelieferten Elektronen bedeuten eine Folge von Stro-
mimpulsen, die vom Recher zur Rekonstruktion des Bildes
verarbeitet werden.
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CGH

Chromosom

Chromosomen-
banderung

Chromosomen-

bibliothek
cM

Cot-1-DNS

Deletion

Denaturation

dizentrisches
Chromosom

DNAse

DNA-
Polymerase

Comparative Genomic Hybridization, vergleichende genomi-
sche Hybridisierung. Mit unterschiedlichen Fluoreszenzfarb-
stoffen markierte genomische Tester- und Referenz-DNS wer-
den gleichzeitig auf normale Metaphasechromosomen hybri-
disiert. Deletionen oder Amplifikationen einzelner Regionen
des Testergenoms werden als Unter- oder Uberreprisentati-
on der Fluoreszenzintensitdt der Tester-DNS (im Vergleich
zur Referenz-DNS) auf den betroffenen Chromosomenregio-
nen sichtbar.

Transportvehikel fiir ein durch Proteine verpacktes DNS-
Molekiil. Es ist als morphologische Einheit nur wéhrend
der Zellteilung sichtbar. Das gesamte Genom einer diploiden
menschlichen Zelle ist auf 46 Chromosomen verteilt.

Unterschiedliche, fiir ein Chromosom charakteristische Abfol-
ge von hell und dunkel gefirbten Regionen, die durch verschie-
denen chemische und thermische Behandlungen entstehen.

Ansammlung von klonierten oder PCR-amplifizierten kurzen
DNS-Stiicken, die alle von einem Chromosom stammen.

centi Morgan, Einheit fiir den genetischen Abstand; 1 cM ent-
spricht 1% Wahrscheinlichkeit, daf zwei Bereiche eines Chro-
mosoms in der Meiose an einer Rekombination beteiligt sind.
(cMpter, bezogen auf Telomerregion am p-Arm)

Hochrepetitive DNS, die aus genomischer DNS isoliert wur-
de (Definition siehe Kapitel 4.1.5). Cgt ist das Pro-
dukt aus Konzentration und Zeit der Inkubation in der
Reassoziationskinetik.

Fehlen einer DNS-Sequenz oder eines
Chromosomensegmentes.

Ubergang der DNS vom doppelstringigen zum einzelstringi-
gen Zustand, wird meist duch Erhitzen herbeigefiihrt.

Produkt einer Fusion von Chromosomenfragmenten, die beide
ein Zentromer besitzen. Es ist instabil und bricht, wenn die
Zentromere in der Mitose zu entgegengesetzten Polen gezogen
werden.

Enzym, das DNS schneidet.

Enzym, das nach der Vorlage der DNS einen Tochterstrang
synthetisiert.
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DNS
dNTP

DOP-PCR

epigenetisch

FEuchromatin

Exonuklease

F1-
Generation

FISH

Genom

Geschlechts-
chromosomen

Heterochro-
matin

Hybridisierung

Ideogramm

Desoxyribonukleinsidure

Desoxynukleotidtriphosphat. Das Nukleotid steht stellvertre-
tend fiir die moglichen Basen A = Adenin, C = Cytosin, G =
Guanin, T = Thymin und U = Uracil.

Degenerated Oligonucleotid Primed-PCR. Ein degenerierter
Primer bindet etwa alle 300-3000 bp an genomische DNS und
wird benutzt, um in einer PCR genomische DNS moglichst
reprasentativ zu amplifizieren. Es resultiert ein komplexes
Gemisch von 200 bp bis 2 kb langen Fragmenten.

Vererbbare Eigenschaft, die nicht durch die Basenabfolge der
DNS festgelegt wird, sondern durch Modifikationen (z. B. Me-
thylierung) des DNS-Molekiils.

Genomische DNS-Sequenzen, die im Interphasezellkern relativ
gleichméfig angefiarbt sind (siehe auch Heterochromatin).

Spaltet einzeln Nukleotide vom Ende einer Polynukleotidkette
oder DNS ab (z. B. Bal3l).

Erste Generation der Nachkommen bei Kreuzung zweier ho-
mozygoter Individuen.

Fluorescence-in Fluoreszenz-in  situ-

Hybridisierung

situ-Hybridization,

Gesamtheit aller DNS-Sequenzen eines Organismus.

Chromosomen, die in verschiedenem Geschlecht unterschied-
lich auftreten, beim Menschen als X und Y bezeichnet, und
das Geschlecht determinieren. Bei Sdugern ist das weibli-
che Geschlecht homogametisch (zwei X-Chromosomen) und
das ménnliche Geschlecht heterogametisch (ein X- und ein
Y-Chromosom).

Regionen des Genoms, die immer in kondensierter Form vor-
liegen und deshalb nicht genetisch exprimiert werden. Kon-
stitutives Heterochromatin besteht aus hochrepetitiven DNS-
Sequenzen und zeigt im Gegensatz zum Euchromatin eine
starke Farbung in der Interphase.

Paarung komplementirer DNS-Strénge zu einem doppelstrin-
gigen Hybrid.

Schematische G-Bandierung  eines

Chromosoms.

Darstellung  der
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Imprinting

Karyotyp

Klon

komplexe
Translokation

LET

M-FISH

MMU
MSP

Nick Transla-
tion

PCR

Primer

reziproke
Translokation

repetitive
DNS

Satelliten-
DNS

Genomische Pragung. Einfluf der viterlichen oder miitterli-
chen Herkunft eines Gens auf seine Expression, wahrscheinlich
durch Methylierungsunterschiede gesteuert.

Spezifische Anordnung der Chromosomen eines Organismus
nach einer bestehenden Nomenklatur.

Grofe Anzahl an Zellen oder Molekiilen, die aus einer einzigen
urspriinglichen Zelle hervorgegangen sind.

Translokation, an der mehr als zwei Chromosomen und /oder
mehr als drei Briiche beteiligt sind.

Linear Energy Transfer,
durchlaufener Wegstrecke,
Strahlenqualitét.

lokal absorbierte Energie pro
Mak zur Beschreibung der

Multicolor-FISH, auf Filtern basierende Methode zur Analyse
von Vielfarben-FISH (siehe Kapitel 3.1.2).

Mus musculus, Hausmaus

Mus spretus, Feldmaus

Enzymatische Methode zur DNS-Markierung. DNA Pol 1
setzt einen Schnitt als Startpunkt. Von diesem ausgehend
kann ein Strang der doppelstrangigen DNS abgebaut und neu
sythetisiert werden. Durch Einsetzen fluoreszierender Nukleo-
tide wird der neusythetisierte Strang markiert.

Polymerase Chain Reaction, Polymerase Kettenreaktion. En-
zymatische Reaktion um DNS-Sequenzen zu vervielfachen
durch Zyklen von Denaturierung, Anlagerung von Primern
und Verlangerung mit DNA-Polymerase 1.

Kurze Sequenz, die mit DNS paart und ein freies 3’-OH-Ende
zur Verfiigung stellt, an dem die Polymerase starten und eine
DNS-Kette synthetisieren kann.

Austausch von Stiicken, DNS-Segmenten, zwischen nicht-
homologen Chromosomen.

DNS, die als identische oder dhnliche Kopien mehrfach im Ge-
nom auftreten. Die Kopien konnen nacheinander wiederholt
auftreten (Tandem) oder eingestreut vorkommen. Sie gehdren
in einer Reassoziation zu den sich schnell wiedervereinigenden
Sequenzen.

DNS-Fraktion, die bei der Aufspaltung im Dichtegradienten
kleine Banden aufgrund der uniiblichen Basenkomposition er-
zeugt. Die DNS setzt sich aus tandemartig aufeinanderfolgen-
den kurzen DNS-Sequenzen zusammen.



Single copy
DNS

SKY

Telomer

Translokation

UPD

YAC

DNS, die nur einmal im Genom auftritt und die Gen-
tragenden Sequenzen enthélt.

Spectral Karyotyping, Spektrale Karyotypisierung, interfero-
metrische Methode zur spektralen Analyse von Vielfarben-
FISH (siehe Kapitel 3.1.2 und 4.5).

Natiirliches Ende eines Chromosom, bestehend aus einer
einfachen, sich wiederholenden Sequenz, die sich am Ende
zuriickfaltet.

Rearrangement eines Chromosomensegments, das durch einen
Bruch an einer Stelle entfernt und zu einer anderen hinzuge-
fligt wurde.

Uniparentale Disomie. Statt eines viterlichen und eines miit-
terlichen Chromosoms stammen beide homologen Chromoso-
men vom gleichen Elternteil ab.

Yeast Artificial Chromosome, kiinstliches Hefechromosom,
das eine artfremde, z. B. menschliche, Sequenz tragt und zur
Vervielfachung dieses Klons dient. (BAC: bacterial artifici-
al chromosome, PAC, P1-derived artificial chromosome sind
andere héufig verwendete Klonierungsvektoren.)
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