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Einleitung

1. Einleitung

Chromosomen im Interphasekern zeigen nach Einsatz herkdmmlicher Techniken,
beispielsweise zur Darstellung der Banden von Metaphasechromosomen, keinerlei
Strukturen. Sie stehen damit im Gegensatz zu Metaphasechromosomen, an denen die
Zentromere, die Telomere, die Chromatiden, deren Form sowie auch deren Lange
gesehen, vermessen und bewertet werden kdnnen. Dieser seit Jahrzehnten bekannte
Unterschied hat wesentlich zu unserem Verstandnis von Chromosomen im
Interphasekern beigetragen (Comings, 1968) und unsere Vorstellungen zur
Kondensation und Dekondensation von Chromosomen wahrend des Zellzyklus gepragt.
Dieses Konzept der Kondensation von Chromosomen sieht vor, dass die
Chromosomen im Interphasekern dekondensiert sind und nach der S-Phase uber ein
,Clustering of loops” sich zu den langen Prophasechromosomen verkiirzen, die nach
GTG-Banderung mehr als Tausend Banden aufweisen (Yunis, 1981). Auf dem Weg
Uber die Metaphase zur Anaphase findet eine weitere Verkirzung der Chromosomen
statt. Dekondensation erfolgt, nachdem die Zelle sich in ihre beiden Tochterzellen
geteilt hat.

Fur die Richtigkeit dieses dynamischen Konzeptes sprechen zahlreiche, sich aus der
zytogenetischen Routinediagnostik ergebenden Beobachtungen, wie beispielsweise
das Auftreten sehr langer Prophasechromosomen nach chromosomaler Aufarbeitung
kurz nach Abschluss der G2-Phase. Eine spéatere Aufarbeitung fihrt regelmafig zu
kirzeren Chromosomen (z.B. zu Metaphasechromosomen).

Es haben sich aber auch Zweifel an der Richtigkeit des Konzeptes der
Chromosomenkondensation ergeben, die auf der Beobachtung beruhen, dass
Metaphasechromosomen hoch elastisch sind und wéahrend der
Chromosomenpréaparation durch den Einfluss der Fixation gedehnt werden (Claussen et
al., 1994; Hliscs et al., 1997a).

Die vorliegende Arbeit befasst sich am Beispiel von Chromosom 5 mit der Frage der
Struktur  menschlicher Chromosomen im Interphasekern unter besonderer
Berlicksichtigung des Zellzyklus. Die Ergebnisse an Hela-Zellen zeigen, dass

Chromosomen im Interphasekern mittels Einsatz der FISH-Technologie, und damit auf
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DNA-Ebene, sichtbar gemacht werden konnen. Sie zeigen im Vergleich zu
Metaphasechromosomen ein sehr &hnliches Bandenmuster, sind von vergleichbarer
Lange, erscheinen aber besonders in der S-Phase breiter. Das Konzept der
Kondensation und Dekondensation von Chromosomen muss demnach uUberdacht
werden. Die in HelLa-Zellen bekannten Chromosomenaberrationen sind auch in den
Interphasekernen darstellbar. Dies weist darauf hin, dass in Zukunft auch bei Zellen, die
sich nicht mehr teilen, eine chromosomale Diagnostik auf Bandenniveau in

Interphasekernen moglich sein dirfte.
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1.1. Das Konzept der Chromosomenkondensation — bestatigende Phdnomene

Das zur Zeit akzeptierte Konzept der Chromosomenkondensation wahrend des
Zellzyklus ist in Abb. 1.1. dargestellt. Es macht deutlich, wie es zur Verklrzung der
Chromosomen auf dem Weg von der Interphase zur Metaphase tber ein ,Clustering of
chromatin loops* kommt. Dieser ,chromosome cycle* wurde von Mazia (1963; zitiert

nach Sperling, 1982) erstmals vorgeschlagen.
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Figure 3-6. Cycle of cond ion and deconc ion as a chrc proceeds through the cell cycle.

Abb. 1.1. Konzept der Kondensation und Dekondensati on von Chromosomen
wahrend des Zellzyklus (Thompson et al., 1991)

Abweichend von bzw. differenzierend zu diesem Konzept hat sich vor allem durch
Untersuchungen von Cremer et al. (2001) Uber den Einsatz molekularzytogenetischer
Verfahren gezeigt, dass die DNA von Chromosomen nicht Uber den gesamten
Interphasekern diffus verteilt ist, sondern sich in abgrenzbaren ,Doméanen® befindet

(siehe: Cremer und Cremer, 2001; Chevret et al., 2000). In seiner Arbeitsgruppe konnte
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auch nachgewiesen werden, dass die Chromosomenarme innerhalb der gesamten

chromosomalen Domane eigene Areale einnehmen (Dietzel et al., 1998).

Weitere Hinweise auf die Richtigkeit des Konzeptes der Chromosomenkondensation
ergeben sich aus der alltaglichen Routinezytogenetik. Die chromosomale Aufarbeitung
zur zytogenetischen Diagnostik kurz nach Abschluss der G2-Phase fuhrt regelméRig zu
langen Pro- bzw. Prometaphasechromosomen, die im Falle der Prophasechromosomen
nach GTG-Bénderung mehr als Tausend Banden zeigen kénnen (Yunis, 1981). Die
erste Arbeit hierzu wurde von Yunis (1976) verfasst. Sie war Ausgangspunkt fur eine
Entwicklung in der Zytogenetik, die eine differenziertere Prifung auf Anomalien an

Chromosomen mit héherer Bandenauflosung zur Folge hatte.

Molekularzytogenetische Untersuchungen an Interphasekernen von Hefe (Guacci et al.,
1994) und menschlichen Lymphom-Zelllinien (Lawrence et al., 1988) haben ebenfalls
durch den Einsatz von spezifischen single-copy-DNA-Proben belegt, dass wahrend des
Durchlaufs der Mitose eine zwei- bis zehnfache Verkiirzung des Abstandes der Proben
zueinander beobachtet werden kann. Dies wird im Sinne einer zwei- bis zehnfachen

Verlangerung der Chromosomen im Interphasekern interpretiert.

Ein weiteres, optisch sehr eindrucksvolles Phanomen, ,premature chromosome
condensation“ (PCC; Johnson und Rao, 1970; Schmiady et al., 1986), zeigt, dass sich
durch Fusion von Mitose- mit Interphasezellen, die sich in unterschiedlichen
Zellzyklusphasen befinden, eine vorzeitige Kondensation von Chromosomen induziert
wird, die zum Teil zu sehr langen, Prophase-ahnlichen Chromosomen fuhrt. Werden
beispielsweise Zellen in der G1 Phase mit solchen in der Mitose (Stadium der
Metaphase) fusioniert, zeigen sich zum Teil sehr lange ,G1-Chromosomen®. Die Fusion
in der S-Phase fuhrt zu einem sehr fragmentierten Bild, bei dem keine einzelnen
Chromosomen identifiziert werden kénnen. Eine chromosomale Kontinuitét ist jedoch
noch vorhanden. Erfolgt die Fusion hingegen in der G2-Phase, so zeigen sich ebenfalls
lange Chromosomen, bei denen jedoch beide Chromatiden erkennbar sind. Die Lange
der vorzeitig kondensierten Chromosomen nimmt im Laufe der G1-Phase zu und in der
G2-Phase ab (Ubersicht bei Sperling, 1982).

11
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Das Phdnomen der Chromosomenkondensation wahrend des Zellzyklus wurde auf
molekularer Ebene grindlich analysiert. Diese Untersuchungen weisen die Beteiligung
spezifischer Proteine wie Topoisomerase Il, HMC, SMS, Histon 1 und Histon 3 nach,
die in einem zum Teil sehr komplexen Zusammenspiel fur den Vorgang der
Kondensation verantwortlich sind. Eine zusammenfassende Darstellung vermittelt die
Arbeit von Koshland und Strunnikov (1996). In Verbindung mit den bekannten, die
Lange der Chromosomen beeinflussenden und Zellzyklus-spezifischen Veranderungen
hat sich wie von selbst die Vorstellung etabliert, dass sich die

Chromosomenkondensation tber die LAnge der Chromosomen definiert.

1.2. Das Konzept der Chromosomenkondensation - widerlegende Beobachtungen

Die Hinweise auf die Richtigkeit des Konzeptes von Chromosomenkondensation
wahrend des Zellzyklus erscheinen Uberwdltigend. Im Ergebnis bestatigen sie die
Vorstellung, dass chromosomale Strukturen, wie sie Chromosomen im Stadium der
Metaphase in charakteristischer Weise eigen sind, in Interphasekernen nicht gefunden
werden konnen. Dennoch ergeben sich einige Hinweise, die Zweifel an der Richtigkeit
des Konzeptes aufkommen lassen. Beispielsweise ist unter Routinezytogenetikern
bekannt, dass Chromosomen am Aul3enrand der Metaphaseplatte gelegentlich eine
deutlich héhere Bandenauflésung zeigen als ihre homologen Chromosomen, die mehr
im Zentrum der Metaphase liegen. Dieses Phanomen ist nicht ohne weiteres mit dem
zur Zeit akzeptierten Kondensationskonzept erklarbar und weist vielmehr auf eine
Ursache der Chromosomenverlangerung hin, die wahrend der
Chromosomenpréaparation stattfindet. In diesem Zusammenhang konnte von Hliscs et
al. (1997b) gezeigt werden, dass wahrend des Iletzten Schrittes der
Chromosomenpraparation, dem Verdunsten des Fixativs bzw. der Trocknung der auf
einen Objekttrager aufgetropften Lymphozytensuspension, sich eine dramatische
Verlangerung von Chromosomen ergibt. Wahrend des Verdunstens von Fixativ auf dem
Objekttrager quellen die mitotischen Zellen, wobei die Chromosomen in die La&nge
gezogen werden. Dabei vollzieht sich das Spreiten der Metaphase nicht — wie bisher
angenommen — im Sinne eines Platzens (Holmquist and Motara, 1987), das durch den
Auftropfvorgang plotzlich beim ersten Kontakt des Tropfens mit der Oberflache des

Objekttragers erfolgt, sondern sehr langsam erst unmittelbar vor Abschluss des

12
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Trocknungsvorganges. Erganzende Untersuchungen von Claussen et al. (2002) lassen
in Verbindung mit ,chromosome stretching“-Experimenten (Claussen et al., 1994; Hliscs
et al.,, 1997a; Kuechler et al., 2001) erkennen, dass bei dem Vorgang der
Chromosomenpréaparation Giemsa-negative Banden erst entstehen beziehungsweise
sichtbar werden. Fur die Entstehung der Banderung ist das komplizierte
Zusammenspiel von Fixativ, chromosomalen Proteinen und Wasser verantwortlich.
Holmquist und Motara (1987) haben hierzu die Literatur zusammengestellt und die
Grundlagen der Entstehung der verschiedenen chromosomalen Bandenmuster
interpretiert. Sie halten jedoch auch unbewiesene Phdnomene fur Tatsachen, die einer
Prufung nicht standhalten. So behaupten sie, dass beim Auftropfvorgang einer fixierten
Zellsuspension zum Zwecke der zytogenetischen Aufarbeitung auf Objekttragern die
mitotischen Zellen platzen und dadurch spreiten. Dies wurde von Hlicsc et al. (1997a)
als nicht zutreffend nachgewiesen. Nach dem Auftropfen von fixierter Zellsuspension
auf den Objekttrager verdunstet Methanol als ein Bestandteil des Fixativs praferenziell
und hinterlasst in ansteigender Konzentration Essigsaure, den zweiten Bestandteil des
Fixativs. Essigséaure wirkt hygroskopisch, zieht somit Wasser aus der Umgebungsluft
an, das entsprechend der gegebenen Luftfeuchtigkeit zur Verfiigung steht. Das Wasser
seinerseits induziert eine dramatische Quellung der fixierten Zellen bzw. der Mitosen im
Stadium der Metaphase, bei dem die Chromosomen langer werden (Claussen et al.,
2002). Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass auch das Konzept der
Chromosomenkondensation zumindest differenzierter gesehen werden muss. Eine
Uberprifung der Richtigkeit des Konzeptes ware sehr einfach moglich, wenn ein
Verfahren zur Darstellung von Chromosomen in gebanderter Form in Interphasekernen
zur Verfugung stiinde. Exakt ein solches Verfahren wurde von Chudoba et al. (1999) fur
Metaphasechromosom 5 entwickelt und steht in der Zwischenzeit fiir alle menschlichen
Chromosomen als Multicolor-banding (MCB) zur Verfigung (Liehr et al., 2002a, b).
Dieses Verfahren wurde in der vorliegenden Arbeit eingesetzt, um die Chromosomen in
ihrer Struktur am Beispiel des menschlichen Chromosoms 5 in Interphasekernen

darzustellen.

13
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1.3. Die Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH)

Die in-situ-Hybridisierung ist eine geeignete Methode zur Lokalisation von DNA- oder
RNA-Sequenzen in Geweben, Zellen und intrazellularen Strukturen oder auf einzelnen
Chromosomenbereichen. Im Gegensatz zu anderen Hybridisierungsverfahren
(Northern- oder Southern-Blot-Hybridisierung) wird bei dieser Technik das
Hybridisierungssignal nicht auf einer festen Tragermembran, sondern direkt im
biologischen Material (in-situ) sichtbar (Gall und Pardue, 1969; John et al., 1969).
Urspringlich war nur eine radioaktive Markierung fur die Nukleinsduren und eine
Detektion der Hybridisierung Uber Autoradiographie mdglich. Die Auflésung war durch
die Reichweite der radioaktiven Strahlung vorgegeben bzw. eingeschrankt und die
Ergebnisse lagen meist erst nach 1 — 3 Wochen vor.

Von Pinkel und Mitarbeitern wurde erstmals 1986 und von Lichter und Mitarbeitern
1988 die Methode der Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) an menschlichen
Chromosomen beschrieben. Durch die Entwicklung dieser nicht-radioaktiven Methode
der in-situ-Hybridisierung boten sich eine Reihe weiterer Vorteile, wie z.B. die
Moglichkeit, verschiedene Markierungen gleichzeitig in einem Experiment
durchzufiihren, sowie eine hohe Flexibilitat durch viele zur Verfigung stehende
Antikorper-Detektionssysteme. Ein weiterer Vorteil dieser Methode ist die Genauigkeit
der Lokalisation sowie die Schnelligkeit, denn Ergebnisse kdnnen hier schon nach 1 —
3 Tagen vorliegen.

Bei der FISH werden die DNA-Sonden mit einem Fluoreszenzfarbstoff (direkte
Methode) oder mit Haptenen, wie Biotin oder Digoxigenin (indirekte Methode), Uber
die Polymerase-Kettenreaktion (PCR; Saiki et al., 1986) oder mittels ,Nick
Translation" (Rigby et al., 1977) markiert und anschlieend denaturiert (DNA liegt
dann als Einzelstrang vor). Die DNA der zu untersuchenden Metaphaseplatten bzw.
Interphasekernen auf den Objekttrager (OT) werden ebenfalls denaturiert. Die
markierte und denaturierte DNA der Sonde lagert sich wahrend der Hybridisierung an
homologe DNA Sequenzen der Ziel-DNA auf dem Objekttrager an. Bei der indirekten
Methode ist eine anschlieende Detektion der mit Haptenen markierten DNA notig.
Dies geschieht Uber Fluoreszenz-markierte Antikorper. Die Auswertung der

Fluoreszenzsignale erfolgt an einem Fluoreszenzmikroskop (Prinzip siehe Abb. 1.2.).

14
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Abb. 1.2. Schematische Darstellung des Prinzips der FISH

DNA-Sonden werden mit einem Fluoreszenzfarbstoff (direkte Methode A) oder mit
Haptenen, wie Biotin oder Digoxigenin (indirekte Methode B), entweder Uber PCR
mit degenerierten Oligonukleotid—Primern (Telenius et al., 1992) oder Uber eine
Nick-Translation (Rigby et al., 1977) markiert. Dann wird sowohl die Sonden- als
auch die Ziel-DNA, welche auf einem Objekttrager fixiert ist, durch Hitze-
Denaturierung einzelstrangig gemacht. Im anschlieBenden Hybridisierungsschritt
lagert sich die markierte DNA-Sonde an homologe DNA-Sequenzen der
unmarkierten Ziel-DNA. Nach direkter Markierung (A) der DNA-Sonde kann die
Auswertung der Signale unmittelbar an einem Fluoreszenzmikroskop erfolgen. Bei
der indirekten Methode (B) ist eine vorherige Detektion der mit Hapten markierten
DNA mit Fluoreszenz-markierten Antikérpern notig (aus Heller, 2003; modifiziert).

Der Vorteil dieser Methode, dass mehrere unterschiedlich markierte Sonden
gleichzeitig eingesetzt werden konnen, hat im Bereich der Diagnostik den Vorzug,
dass mit einem Préparat gleichzeitig Informationen tUber verschiedene Bereiche des
Genoms gewonnen werden kénnen. Dies ist vor allem fir die Pranataldiagnostik
wichtig, da hier ist meist nur eine geringe Menge an Untersuchungsmaterial zur
Verfigung steht. Zusatzlich kann durch den gleichzeitigen Einsatz verschieden
markierter Sonden auch Zeit, Arbeitsaufwand und Geld gespart werden. Heute findet

die FISH in der molekularen Zytogenetik weitere Anwendungsfelder:
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1) Erstellen physikalischer Karten von Chromosomen

2) Analysieren der Chromosomenstruktur und deren Abweichung

3) Untersuchungen zur Struktur, Funktion und Evolution von Chromosomen und

Genomen

4) Bestimmen der rdumlichen und zeitlichen Expression von Genen
Eine wichtige Anwendung stellt die FISH im Rahmen der molekularzytogenetischen
Diagnostik dar. Als Sonden werden zum einen DNA-Banken, die das gesamte
Chromosom (,whole chromosome painting“, wcp) oder nur Teilbereiche des
Chromosoms markieren (,partial chromosome painting®, pcp), eingesetzt, um
Translokationen bzw. Aneuploidien sichtbar zu machen. Fur die gezielte Anfarbung
bestimmter Chromosomenbanden, Gene oder definierter DNA Sequenzen, bedient
man sich auflerdem kinstlich erzeugter DNA-Vektoren, in die menschliche
Genomsequenzen hineinkloniert werden und somit als Sonden-DNA fiur die FISH zur
Verfigung stehen.

1.4. Die Grundlagen: M-FISH und SKY

In den letzten ca. 10 Jahren fand eine Vielzahl von Neu- und Weiterentwicklungen auf
dem Gebiet der FISH-Technik fir die immer genauere Bearbeitung diagnostischer
Fragestellungen statt. So wurde 1989 erstmals die gleichzeitige Darstellung von
Zielsequenzen mit 3 Farbstoffen von Nederlof und Mitarbeitern beschrieben (Nederlof et
al.,, 1989). Eine Weiterentwicklung auf diesem Gebiet fihrte zur gleichzeitigen
Darstellung aller Chromosomen einer menschlichen Zelle in 24 verschiedenen Farben
mit nur einer einzigen Hybridisierung (Schrock et al., 1996; Speicher et al., 1996). Diese
Methoden bezeichnet man je nach der Auswertungstechnik als ,Spectral Karyotyping"
(SKY) bzw. als ,Multiplex-FISH" (M-FISH). Sie beruhen auf wcp-Sonden (Sonde fir ein
gesamtes Chromosom = whole chromosome painting), die fur jedes Chromosom auf
der Basis von Mikrosezierung oder ,flow sorting" von Chromosomen gewonnen worden
waren. Durch die kombinierte Markierung der wcp-Sonden mit 5 bis 7 Fluorochromen
(Schrock et al.,, 1996; Speicher et al., 1996; Saracoglu et al., 2001) kann fir jedes
Chromosom eine andere Farbe erzeugt werden. Fur ein qualitativ gutes Ergebnis der
Hybridisierung ist allerdings die Zugabe von unmarkierter COT-1 oder genomischer
DNA notig, die repetitive Sequenzen (vor allem im Zentromer- und in

16



Einleitung

Heterochromatinbereichen) schon vor der eigentlichen Hybridisierung ,abblockt". Die
Auswertung der Signale erfolgt Uber eine CCD-Kamera in Verbindung mit einem
geeigneten Auswertungsprogramm am Computer, um auch Farbstoffe, die fir das
menschliche Auge nicht sichtbar sind, darstellen zu kénnen (z.B. Infrarotfarbstoffe wie
Cy 5 und Cy 5.5). Somit ist es z.B. mdglich, die Herkunft von Markerchromosomen, die
man haufig in Tumorzellen findet, zu bestimmen oder die an Translokationen beteiligten
Chromosomen zu identifizieren. Allerdings ist eine Darstellung von intrachromosomalen
Veranderungen mittels M-FISH nicht in jedem Fall mdglich, da jedes Chromosom mit
nur einer Farbe dargestellt wird. So bleiben z.B. para- und perizentrische Inversionen

genauso unerkannt wie kleine Duplikationen oder Deletionen.

1.5. Das Multicolor-banding (MCB)

Die erste grundlegende Arbeit zum Thema ,multicolor-FISH* wurde - wie bereits
erwdhnt - 1989 von Nederlof und Mitarbeitern verdffentlicht. Mit diesem neu
entwickelten Verfahren ist es den Autoren gelungen, mehrere menschliche
Chromosomen spezifisch und in jeweils unterschiedlichen Farben darzustellen. Die
gleichzeitige Darstellung aller 24 verschiedenen Chromosomen des Menschen gelang
erst 1996 (Schrock et al.,, 1996; Speicher et al., 1996). Das Ziel, alle menschlichen
Chromosomen auf der DNA-Ebene in ihrer Bandenstruktur darzustellen, ergab sich
zwangslaufig. Hierzu wurden verschiedene Verfahren entwickelt, die unterschiedliche
Vor- und Nachteile aufweisen (Ubersicht bei: Liehr et al., 2002a; Liehr et al., 2002b).
Das MCB, erstmals von Chudoba et al. (1999) beschrieben, zeigt die hochste Auflosung
und kann dazu genutzt werden, in nahezu frei wahlbarer Auflésung die Bandenstruktur
ganzer Chromosomen darzustellen. Es basiert auf der Hybridisierung miteinander
Uberlappender, unterschiedlich markierter Mikrosezierungsbanken, bei denen mit Hilfe
der ISIS-Software (MetaSystems, Altlusheim, Germany) in die Uberlappungsbereiche
hinein Chromosomenregion-spezifische Falschfarben gelegt werden kdnnen (siehe
Abb. 1.3). Mit der Konstruktion von insgesamt 138 verschiedenen
Mikrosezierungsbanken ist die Darstellung des MCB fiur alle menschlichen
Chromosomen (Liehr et al., 2002) gelungen. Da nicht ausreichend viele Fluorochrome
fur eine gleichzeitige Darstellung aller menschlicher Chromosomenbanden zur

Verfigung stehen, kdonnen parallel zueinander nur wenige Chromosomen in ihrer
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Bandenstruktur abgebildet werden. Dieses grundsatzliche Problem des MCB wurde
durch Weise et al. (2003) geldst. Inzwischen ist es mdoglich, alle menschlichen
Chromosomen in gebanderter Form mittels MCB im Rahmen einer einzigen
Hybridisierung darzustellen. Die dabei erzielten Bandenmuster Uber den einzelnen
Chromosomen mussen jedoch auf ihre Chromosomenspezifitdt hin mittels M-FISH

abgesichert werden.

lise Chudoba, 3."98

lise Chudoba, 1998

Abb. 1.3. Prinzip des Multicolor-banding (MCB)

In A ist ein schwach GTG-gebandertes menschliches Chromosom 5 gezeigt, das fur
eine erfolgreiche Mikrosezierung mit anschlieBender DNA-Amplifikation sehr geeignet
ist. Rechts daneben sind zwei miteinander tberlagernde Mikrosezierungsbanken auf
ein Chromosom 5 hybridisiert, deren Uberlappung anhand der in B dargestellten
Fluoreszenzprofile deutlich wird. Mit Hilfe der 1SIS-Software und der Hybridisierung mit
allen Chromosom 5 spezifischen Mikrosezierungsbanken (n=7) in einem Schritt lassen
sich dann die Bandenmuster von Chromosom 5 weitgehend unabhangig von der Lange
der Chromosomen darstellen (Chudoba et al., 1999).

In der vorliegenden Arbeit wurde fir die Darstellung eines Chromosoms im
Interphasekern beispielhaft der Hybridisierung MCB-Proben-Mix (,mBand probe mix X-
Cyte 5 probe cocktail“ der Firma Metasystems GmbH) fur das menschliche Chromosom

5 gewahlt.
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2. Problemstellung

Ziel der Arbeit ist, die Frage der Richtigkeit des Konzeptes der
Chromosomenkondensation Uber eine Visualisierung von Chromosomen im
Interphasekern zu klaren. Durch die Untersuchungen von Cremer ist bekannt (Ubersicht
bei Cremer und Cremer, 2001), dass Chromosomen im Interphasekern bestimmte
Territorien einnehmen. Hierbei lassen sich sogar die Bereiche, die von den beiden
Chromosomenarmen eingenommen werden, voneinander unterscheiden (Dietzel et al.,
1998). Nach Entwicklung des MCB (Chudoba et al., 1999) hat sich als logische
Konsequenz die Uberprifung der von der Arbeitsgruppe um Thomas Cremer
erhobenen Befunde auf dem DNA-vermittelten Bandenniveau ergeben. Vorversuche mit
dem MCB-Probenset fur das Chromosom 5 an Interphasekernen von Lymphozyten, die
zur zytogenetischen Routinediagnostik préapariert worden waren (Lemke et al., 2002),
haben ein Bandenmuster erkennen lassen, das mit dem von Metaphasechromosomen
nahezu identisch war. Hieraus haben sich folgende Fragestellungen fir die vorliegende

Arbeit ergeben:

2.1. Darstellung des Chromosoms 5 in HeLa-Zellen

Gilt das bei Lymphozyten beobachtete Bandenmuster nach Hybridisierung mit dem
MCB-Proben-Mix fur das menschliche Chromosom 5 auch fiir ein anderes Gewebe?

Zur Beantwortung dieser Frage wurden HelLa-Zellen als zweites Gewebe ausgewabhilt.
Sie lassen sich erstens leicht kultivieren und sind zweitens gut in den verschiedenen

Interphasestadien zu synchronisieren.
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2.2. Darstellung des Chromosoms 5 in HelLa-Zellen wahrend der verschiedenen

Zellzyklusstadien

Bekanntermal3en befinden sich periphere Lymphozyten im Stadium der GO-, bzw. der
G1-Phase und zeigen hier ein Falschfarbbandenmuster entsprechend dem von
Metaphasechromosomen (Lemke et al., 2002). In diesem Zusammenhang ergibt sich
die Frage, ob sich dass Chromosom 5 in anderen Stadien der Interphase und hier

speziell in der S-Phase darstellen lasst.

2.3. Erkennung von Chromosom 5-spezifischen Chromosomenaberrationen im

Interphasekern

Voruntersuchungen zu dieser Arbeit haben gezeigt, dass HelLa-Zellen einen aberranten
Karyotyp bezogen auf das Chromosom 5 zeigen. Es wurde deshalb untersucht, ob die
an Metaphasechromosomen bekannten chromosomalen Aberrationen auch in den

verschiedenen Zellzyklusphasen erkennbar sind.

2.4. Lage des Chromosoms 5 im Interphasekern

Nehmen die Chromosomen 5 im Interphasekern von HelLa-Zellen eine bestimmte Lage
ein?

Aus der Literatur ist bekannt, dass genreiche Chromosomen, wie beispielsweise das
Chromosom 19, sich bevorzugt im Zentrum des Interphasekerns befinden. Genarme
Chromosomen, wie zum Beispiel das Chromsom 18, liegen eher in den peripheren

Bereichen des Interphasekerns.

Interphasekerne sind nach konventioneller Chromosomenpraparation abgeflacht. Sollte
eine festgelegte Position des Chromosoms 5 in Bezug auf eine zentrale oder periphere
Position vorliegen, so musste dies erkennbar sein. Zentral gelegene Chromosomen 5
bleiben in ihrer Position nach Abflachung des Kerns. Peripher gelegene Chromosomen
5 kdnnen sowohl eine zentrale als auch periphere Lage einnehmen.

In der vorliegenden Arbeit wurden die Interphasekerne in verschiedene Sektoren

eingeteilt und die Position der Chromosomen zugeordnet.
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2.5. Chromosomenform

Metaphasechromosomen zeigen vielfach eine gestreckte Form. Wie sind menschliche
Chromosomen 5 im Interphasekern von HelLa-Zellen angeordnet?

Zur Beantwortung dieser Frage wurde auf die Form der Chromosomen 5 im
Interphasekern geachtet. Die Form der Interphasechromosomen wurde in ihrer
Unterschiedlichkeit spezifisch definiert und danach die Chromosomen entsprechend,
unter Berucksichtigung der unterschiedlichen Phasen des Zellzyklus, eingeordnet. Es
wurde zudem darauf geachtet, ob die Chromosomen im Zentromerbereich bevorzugt

abgeknickt sind.

2.6. Lange des Chromosoms 5 der HelLa-Zellen in der Interphase

Welche Lange weisen Interphasechromosomen 5 in HeLa-Zellen auf?

Anhand der Telomerbanden nach Hybridisierung mit dem MCB-Proben-Mix fur das
Chromosom 5 lassen sich in Lymphozyten die Enden der Chromosomenachsen gut
definieren. Deshalb wurde bei HeLa-Zellen nach Darstellung des MCB-Musters auf dem
6-Falschfarbbandenmodus eine morphologische Chromosomenachse bestimmt. Des
Weiteren wurde auf dem 6-, 11- und 16-Falschfarbniveau die kirzeste Verbindung
zwischen den Telomerbanden, die durch die geschatzten Mittelpunkte der Ubrigen
Falschfarbbanden hindurchlauft, als Falschfarbachse gemessen. Dabei wurden
Zellzyklus-spezifische Unterschiede in der Lange des Chromosoms 5 und der Lange

der Falschfarbachsen untersucht.

2.7. Chromosomenflache

Welche Flache nehmen die Chromosom-5-spezifischen Farbbanden im Interphasekern
ein?

Zur Beantwortung dieser Frage wurden bei HelLa-Zellen die Flachen der Farbbanden
von Chromosom 5 im 6-Falschfarbmodus im Verlauf der einzelnen Interphasestadien
bestimmt. Im Hinblick auf die in der S-Phase ablaufende Replikation ist mit einer

Flachenzunahme der Chromosomen wéahrend der S-Phase zu rechnen.
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2.8. Vergleich der Flachen zweier Falschfarbbanden, die einer Giemsa-hellen und einer

Giemsa-dunklen Bande entsprechen

Aus den ,chromosome stretching“-Experimenten am menschlichen Chromosom 6
(Hliscs et al., 1997a) wird ersichtlich, dass sich die Giemsa-hellen Banden, wenn sie als
solche erkennbar sind, experimentell kaum noch weiter dehnen lassen. Die Giemsa-
dunklen Banden hingegen lassen sich gut dehnen und spalten sich durch das
Erscheinen von neuen Giemsa-hellen Subbanden auf. Dies konnte durch die
Untersuchungen von Claussen et al. (2002) bestatigt werden. Hieraus ergibt sich die
Frage nach dem Verhalten von Giemsa-hellen im Vergleich zu den Giemsa-dunklen
Banden auf DNA-Niveau im Verlaufe des Zellzyklus. Zur Bearbeitung dieser Frage
wurde nach MCB-Banden fir das Chromosom 5 auf Metaphasechromosomen gesucht,
die nach GTG-Banderung zum einen einer Giemsa-hellen und zum anderen einer
Giemsa-dunklen Bande entsprechen. Die Dynamik der Veranderungen der jeweiligen
Falschfarbflachen dieser beiden Banden wurde unter Berlcksichtigung des Zellzyklus

analysiert.

Entsprechend der eigenen Vorversuche sollten die Antworten auf diese Fragen
ermdglichen, das Interphasechromosom 5 auf der DNA-Ebene in Relation zum
Metaphasechromosom 5 zu beschreiben. Die Ergebnisse dieser Arbeit durften in der
Lage sein, einige offene Fragen des Verhaltens von Chromosomen im Verlaufe des

Zellzyklus zu beantworten.
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3. Material und Methode

3.1. Kultivierung von HelLa-Zellen

Es wurden Hela-Zellen (Zervixkarzinom) der Linie HelLa 18L1, die in flissigem
Stickstoff gelagert waren, aufgetaut und durch mehrmaliges Abzentrifugieren und unter
Zugabe frischen Mediums gewaschen. Die HeLa-Zellen wurden in Zellkulturflaschen mit
jeweils 5 ml Medium bei 37C und 5% CO , im Brutschrank fir 72 h inkubiert. Die Zellen
wurden mittels eines Mykoplasmentests (Myc-Kit®) untersucht, dabei konnte
festgestellt werden, dass sich keine Mykoplasmen in der Kultur befanden.

Um mehrere Zellkulturen zur weiteren Aufarbeitung zu erhalten, wurden die Kulturen ,in
die Breite* gezogen. Dazu wurden solche Kulturen weiterverwendet, die einen
konfluenten Zellrasen auf dem Flaschenboden gebildet hatten.

Um die Zellen vom Boden zu lésen, wurden nach dem Abpipettieren und Sammeln des
Mediums die Zellen mit Trypsin gespilt. Danach wurden 12 Tropfen frischen Trypsins
auf den Zellrasen gegeben und die Kultur fur weitere 2 min im Brutschrank bei 37T
und 5% CO; inkubiert, um die Zellen vom Boden zu |I6sen. Die Kulturen wurden erneut
mit Medium abgespilt, die Zellsuspension auf zwei Kulturflaschen verteilt und jeweils

mit 5 ml frischem Medium versetzt.

3.2. Synchronisation

Die HeLa-Zellkulturen wurden in zwei Gruppen aufgeteilt.

In der ersten Gruppe wurde durch die Kombination eines Thymidin-Blocks und eines
anschlieBenden N,O-Uberdruck-Blocks erreicht, dass die Zellen in der Mitose arretiert
wurden. Nach Aufheben des Uberdrucks traten die Zellen in die Interphase ein und
konnten zeitversetzt aufgearbeitet werden.

In der zweiten Gruppe wurde ein zweimaliger Thymidin-Block eingesetzt, um die Zellen
am Ubergang der G1-Phase in die S-Phase zu arretieren. Nach der Aufhebung des
zweiten Blocks gingen die Zellen gleichzeitig in die S-Phase Uber und wurden im

Verlauf der S-Phase und der darauffolgenden G2-Phase aufgearbeitet.
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3.2.1. Synchronisation in der G1-Phase bis zur frihen S-Phase

Um eine Vorsynchronisation zu erreichen, wurden die Zellen durch Zugabe von 2,5 mM
Thymidin fir 16 h in der S-Phase arretiert. Durch zweimaliges Spulen mit frischem
Medium wurde die Blockade aufgehoben. Nach weiteren 7 h Inkubation (37<C) wurde
N>O im Uberdruck (4,2 at) zugegeben. Hierdurch wurden die Zellen in der Mitose
arretiert. Nach 8,5 h wurde der Uberdruck abgelassen, die Mitosezellen durch einfaches
Schitteln gewonnen und in frischem Medium resuspendiert. Die Zellsuspension wurde
auf 6 Petrischalen (5 c¢cm) aufgeteilt. Parallel hierzu wurde eine
Cytozentrifugenpraparation zur Bestimmung des Mitoseindex hergestellt. Die

Aufarbeitung der Kulturen erfolgte alle zwei Stunden.

Durch die Synchronisation wurden 6 Zellsuspensionen von der frihen bis mittleren G1-

Phase ausgehend hergestellt, mit:

Zellsuspensionen A3: Zellen in der frihen bis mittleren G1-Phase,
Zellsuspensionen B3: Zellen in der mittleren G1-Phase,
Zellsuspensionen C3: Zellen in der spaten G1-Phase bis frihen S-Phase,
Zellsuspensionen D3: Zellen in der frihen S-Phase,

Zellsuspensionen E3: Zellen in der frihen bis mittleren S-Phase und
Zellsuspensionen F3: Zellen in der mittleren S-Phase.

3.2.2. Synchronisation in der S-Phase bis zur G2-Phase

Mittels der Zugabe von 2,5 mM Thymidin wurde eine Blockierung der Zellen in der S-
Phase erreicht. Dieser Block wurde fur 16 h (37°C, Brutschrank) beibehalten, so dass
Zellen, die sich zum Zeitpunkt des Blockanfangs in der G2-Phase befanden, die Mitose
durchlaufen konnten, dann aber ebenfalls in der S-Phase gestoppt wurden.

Durch Abpipettieren des Uberstandes und zweimaliges, vorsichtiges Spilen mit
frischem Medium wurde der Block aufgehoben und die Kulturen bei 37T im
Brutschrank weiter inkubiert.

Um eine hohere Synchronisationsrate zu erreichen, erfolgte nach 11 h erneut die

Zugabe eines 2,5 mM Thymidin-Blocks. Nach einer 12-stindigen Blockierung wurden
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die HeLa-Zellen abtrypsiniert, abzentrifugiert (10 min bei 1000 U/min) und in frischem
kalten Medium resuspendiert. Die Zellsuspension wurde auf 6 Petrischalen (5 cm),
aufgeteilt.

Nach zwei Stunden erfolgte die Aufarbeitung der ersten Kultur, danach alle zwei

Stunden die weiteren Kulturen.

Durch die Synchronisation wurden 6 Zellsuspensionen von der frihen S-Phase

ausgehend hergestellt, mit:

Zellsuspensionen Al: Zellen in der frihen S-Phase,

Zellsuspensionen B1.: Zellen in der frihen bis mittleren S-Phase,
Zellsuspensionen C1: Zellen in der mittleren S-Phase,

Zellsuspensionen D1: Zellen in der mittleren bis spaten S-Phase,
Zellsuspensionen E1.: Zellen in der spaten S-Phase bis friihe G2-Phse und
Zellsuspensionen F1: Zellen in der G2-Pase.

3.3. Aufarbeitung und Préparation

3.3.1. Aufarbeitung

Zur Aufarbeitung wurde die Petrischale schrag gehalten, der Uberstand abpipettiert und
in ein rundes Zentrifugenrohrchen verbracht. Die verbliebenen Zellen wurden wie oben
trypsiniert. Unter dem Durchlichtmikroskop wurde kontrolliert, ob sich die Zellen vom
Boden geldst hatten. Nach Abzentrifugieren (1000 U/min fur 10 min) und Verwerfen des
Uberstandes folgte die hypotone Behandlung. Hierzu wurde das Zellpellet im
Zentrifugenrohrchen vorsichtig in der verbliebenen FUssigkeit resuspendiert in eine
Pipette aufgenommen, und mit 5 ml KCI (0,56%) in einem spitzen Zentrifugenréhrchen
vermischt (Einwirkdauer 15 min bei 37C im Wasserba d). Erneutes Abzentrifugieren
(1000 U/min fur 10 min) und Verwerfen des Uberstandes. Vorsichtiges Resuspendieren
des Zellpellets und tropfenweises Zugeben von 1 ml Fixativ (Methanol : Eisessig =3 : 1,

eisgekunhlt). Mischen der Losung und Auffullen auf 5 ml mit Fixativ.
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Die folgenden Schritte wurden mindestens dreimal wiederholt. Abzentrifugieren (1000
U/min fur 10 min) und Verwerfen des Uberstandes, vorsichtiges Resuspendieren des
Zellpellets und Auffillen mit 5 ml Fixativ.

Im letzten Schritt wurde das Zellpellet in ca. 1 ml Fixativ resuspendiert und bis zur

weiteren Verwendung bei —20T gelagert.

3.3.2. Préparation

Vorbehandlung der Objekttrager (OT, Menzel-Superfrost®)
Nach grundlichem Reinigen mit Seidenpapier wurden die OT in Aqua dest. gestellt und
bei 4C im Kuhlschrank aufbewahrt. Vor dem Auftropf en der Zellen wurden die OT aus

den mit Aqua dest. geflllten Klivetten genommen und kurz abtropfen gelassen.

Auftropfen der Zellsuspension

Jeweils ein Tropfen der auf Eis gelagerten, zuvor mit frischem Fixativ gespilten
Zellsuspension wurde aus einer Hohe von etwa 15 cm auf einen OT aufgetropft.
Danach wurden die OT auf eine mit feuchten (Aqua dest.) Zellstofftiichern belegte
Heizplatte (50C) gelegt. Auf der Heizplatte bliebe n die OT flir 3 min bis zur Trocknung
liegen und wurden dann bis zur weiteren Verarbeitung in einer Transportbox

aufbewabhrt.

3.4. Multicolor-banding
Verwendet wurde der ,mBand probe mix X-Cyte 5 probe cocktail“ der Firma

Metasystems GmbH, bestehend aus einem Probenmix fur das 5er Chromosom, Block-

Reagenz und Detektionsmix.
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Abb. 3.1. ldeogramm des Chromosoms 5 in
Gegeniberstellung zu den fluorochromierten
Chromosomenabschnitten

(Metasystems GmbH, Altlusheim)

3.4.1. Vorbehandlung und Denaturierung der OT

Die OT wurden fir jeweils 1 min in einer absteigenden (100%, 95%, 70%) Alkohohlreihe
bei Raumtemperatur rehydriert, danach fur 1 min in 0,1xSSC-Lésung bei
Raumtemperatur gestellt. Daraufhin fand eine Inkubation fiir 30 min in einer 2xSSC-
Losung (70C, Wasserbad) statt. Nach Ablauf der 30 min wurde die Heizung des
Wasserbades ausgestellt und etwa 20 min gewartet, bis sich die Temperatur auf 37C
gesenkt hatte. Einem einmindtigen Stehenlassen der OT in 0,1xSSC-Ldsung folgte
Denaturierung bei Raumtemperatur in 0,07N NaOH fur 1 min. Verbringen der OT fur 1
min in 0,1xSSC-Losung (4TC), danach fur 1 min in 2xSSC-Losung (4C).
Abschliel3endes Rehydratisieren in einer absteigenden (100%, 95%, 70%) Alkoholreihe

(Raumtemperatur), Lufttrocknen.

3.4.2. Hybridisierung der Proben
Jeweils 12 pl des ProbenMCB-Poben-Mixes pro OT wurden in einem ThermoCycler

(PTC200, MJ Research®) fur 5 min bei 75T denaturie rt, 2 min auf 4C abgekuhlt und
bei 37<C fur 30 min inkubiert.
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Danach wurden je 12 pl der denaturierten und vorhybridisierten Probe auf einen OT
pipettiert, mit einem 24x24 mm?2 Deckglaschen abgedeckt und mit Fixogumm (Marabu®
Rubber Cement) abgedichtet. Anschlielend wurden die OT in einer ,feuchten Kammer*

bei 37T in einem Brutkasten fur 72 Stunden inkubie rt.

3.4.3. Detektion

Nachdem Fixogumm und Deckglaschen vorsichtig entfernt wurden, wurden die OT fur 1
min in vorgewarmte (75C) 2xSSC-Losung gestellt. Da nach kamen sie fir 5 min in
2XSSCT-L6sung. Vor der Weiterverarbeitung wurden sie in 4xSSCT-Lésung

geschwenkt.

Detektion der Biotin-markierten Proben mit Cy5

Blockierungsschritt

Es wurden auf jeden Objekttrager 50 pl Blockreagenz aufgetragen, mit einem 24x60
mm? Deckglaschen abgedeckt und fir 15 min bei Raumtemperatur inkubiert. Nach
Entfernen des Deckglaschens wurden die Objekttrager kurz in 4xSSCT-L6sung gestellt.

Detektionsschritt

Fur jeden OT wurden 50 pl Blockreagenz mit jeweils 1 ul Detektionsreagenz (1&3)
gemischt, aufgetragen, mit einem 24x60 mm?2 Deckglaschen abgedeckt und fur 30 min
bei 37C inkubiert. Danach folgten zwei Waschschritte mit 4xSSCT-Losung
(Raumtemperatur, geschuittelt) fur 3 min, sowie 3 min in 1xPBS-Puffer
(Raumtemperatur, geschiittelt). Die Objekttrager wurden mit Hilfe eines Blasebalgs
getrocknet, je 20 ul DAPI aufgebracht und mit einem 24x60 mm?2? Deckglaschen

abgedeckt.
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Abb. 3.2. Darstellung der Fluorochromverteilung des Chromosoms 5

a)

b)
c)
d)
e)
f)
9)

zeigt eine DAPI-Darstellung des Chromosoms 5, die in etwa einer Giemsa-
Banderung entspricht. Die Darstellungen b) bis f) zeigen die Markierung des
Chromosoms mit verschiedenen Fluorochromen:

FITC-Markierung

Spectrum-Orange-Markierung

Texas-Red-Markierung

Cy5-Markierung

DEAC-Markierung

zeigt die Fluorochromverteilungen und deren Uberlappungen im Verlauf des
Chromosoms 5 bei Markierung mit allen finf Fluorochromen.

3.5. Auswertung

Die Praparate wurden am Axioplan-2-Fluoreszenz-Mikroskop (Zeiss®) mit einem

Funffachfilterrad ausgewertet, welches die Aufnahme von DAPI, FITC, Spectrum

Orange, Texas Red, Cy5 und DEAC nacheinander ermdoglicht.

Die Bildaufnahme und Verarbeitung erfolgte mit einer Standard-CCD Videokamera
(IMAC®) und der ISIS-3-Software (MetaSystems GmbH, Altusheim), der Paint-Shop-4-
Software (Microsoft®, 1997) sowie der PhotoStudio-Software (ArcSoft®, 1999).

3.5.1. Auswahlkriterien

Auf Grund der grof3en Variationsbreite in der Morphologie der Kerne und der einzelnen

Chromosomen mussten Auswabhlkriterien festgelegt werden, die ein Kern, bzw. ein

Chromosom mindestens erflllen musste, um weiter ausgewertet zu werden.
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3.5.1.1. Form des Kerns

Davon ausgehend, dass ein dreidimensionaler Kern in etwa die Form einer Kugel hat,
ist zu erwarten, dass ein solcher Kern, auf einem Objekttrager fixiert, die
zweidimensionale Form eines Kreises annimmt. Aus diesem Grund wurden nur Kerne
ausgewertet, die mit einer bestimmten Variationsbreite der Definition ,rund®
entsprachen.

Dazu wurden in jedem Kern zwei aufeinander senkrecht stehende Kerndurchmesser
bestimmt und ein Mittelwert aus beiden errechnet.

Der Kern gilt als nicht rund, wenn die Summe aus Mittelwert plus 10% des Mittelwertes

kleiner ist als der gréRere der gemessenen Kerndurchmesser.

3.5.1.2. Morphologie des Chromosoms
Damit ein Chromosom ausgewertet wurde, musste es im 11-Falschfarbmodus klar von
seiner Umgebung, von anderen Falschfarbwolken und anderen Chromosomen

abgrenzbar sein.

3.5.1.3. Darstellung des Chromosoms
Um ein Minimum an Auswertbarkeit zu garantieren, wurden nur Chromosomen
einbezogen, bei denen eine vollstandige Falschfarbabfolge im 11-Falschfarbmodus

nachvollziehbar war.

3.5.2. Analysierte Parameter

3.5.2.1. Flache des Kerns
Um die Flache eines Kern zu messen, wurde das Nativbild hintergrundbereinigt und um
den Faktor 4 gezoomt. Mit Hilfe der ISIS-Software wurde der Kern umfahren und die

Flache bestimmt.
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3.5.2.2. Lage des Chromosoms im Kern
Um zu sehen, ob sich im Verlauf der Interphase ein signifikanter Unterschied erkennen
lasst, in welcher Position ein Chromosom im Kern liegt, wurde der Kern in Sektoren

eingeteilt und die Chromosomenlage bestimmt.

Sektoreneinteilung:

1) peripher

2) peripher-intermediér
3) intermediar

4) intermediar-zentral

5) zentral

6) kernibergreifend

Abb. 3.3. Sektoreneinteilung des Zellkerns zur Lage bestimmung der
Chromosomen im abgeflachten Interphasekern mit Anga be der verschiedenen
Chromosomenanordnung (Pfeile 1 — 6).
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3.5.2.3. Chromosomenlange und Chromosomenform
Fur das Chromosom 5 wurden sechs Falschfarbbanden (HANNESG) errechnet, so dass
die Telomere des Chromosoms erkennbar waren und sich somit eine morphologische

Achse des Chromosoms bestimmen und vermessen liel3.

Abb. 3.4. Chromosom 5 im 6 -Falschfarbmodus
Ausmessung der morphologischen Achse des Chromosoms
5 von Telomer zu Telomer (dinne rote Linie). Das
Chromosom bzw. dessen Mittellinie ist in der pinkfarbenen
Bande abgeknickt bzw. abgewinkelt.

Anhand dieser morphologischen Achse wurde die Form des Chromosoms beschrieben
(s. Abb. 3.5.). 1) gestreckt:Winkel alpha >= 140° (wird durch die beiden roten Linien
gebildet; s. Abb. 3.4.); 2) einfach gebogen (gebogen: 140> Winkel alpha >= 609; 3)
zweifach gebogen; 4) mehrfach gebogen; 5) einfach gefaltet (gefaltet:  Winkel alpha
< 609; 6) zweifach gefaltet; 7) mehrfach gefaltet; 8) geschlangelt.

1) 2) 3) 4) 5)

()
~
~
~
(¢)

Abb. 3.5. Schematische Einteilungen der morphologis chen chromosomalen

Achsen
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3.5.2.4. Chromosom im Zentromer geknickt?

In eigenen Vorversuchen fielen immer wieder im Zentromer geknickte Chromosomen
auf. Es sollte daher untersucht werden, ob diese Abknickung zellzyklusspezifisch ist.
Wurde nun in einem der Definition ,rund“ entsprechenden Kern ein Chromosom
gefunden, das o.g. Bedingungen erflllte, wurde es erneut um den Faktor 4 gezoomt

(insgesamt dann Faktor 16) und mit Hilfe der ISIS-Software ausgeschnitten.

3.5.2.5. Falschfarbachse 6
Des Weiteren wurde im selben 6-Falschfarbmodus eine Achse von Telomer zu Telomer

gezogen, die durch die gedachten Mittelpunkte der einzelnen Falschfarbbanden flhrte.

Abb. 3.6. Chromosom 5 im 6 -Falschfarbmodus
Ausmessung der Falschfarbachse des Chromosoms 5 von
Telomer zu Telomer durch die Mittelpunkte der
Falschfarbbanden (diinne rote Linie, vergleiche Abb. 3.4).

3.5.2.6. Falschfarbachse 11
Fur das Nativchromosom wurde als nachstes 11 Falschfarben (HANNES11) errechnet
und ebenfalls eine Achse durch die Mittelpunkte der Falschfarbbanden gelegt und

ausgemessen.
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Abb. 3.7. Chromosom 5 im 11 -Falschfarbmodus
Ausmessung der Falschfarbachse des Chromosoms 5 von
Telomer zu Telomer durch die Mittelpunkte der
Falschfarbbanden (diinne rote Linie).

3.5.2.7. Falschfarbachse 16

Dasselbe Verfahren wurde als nachstes auf dem 16-Falschfarbniveau durchgefihrt.

Abb. 3.8. Chromosom 5 im 16-Falschfarbmodus
Ausmessung der Falschfarbachse des Chromosoms 5
von Telomer zu Telomer durch die Mittelpunkte der

Falschfarbbanden (diinne rote Linie).

3.5.2.8. Chromosomenflache

Ebenfalls im 6-Falschfarbmodus wurde die Gesamtflache des Chromosoms mit Hilfe

der ISIS-Software ausgemessen.
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Abb. 3.9. Chromosom 5 im 6 -Falschfarbmodus

Ausmessung der Chromosomenflache. Die Flache der
Falschfarben des Chromosoms 5 ist mit einer dinnen
roten Linie umrandet.

3.5.2.9. Vergleich der Flachen zweier Falschfarbbanden, die einer Giemsa-hellen und

einer Giemsa-dunklen Bande entsprechen

Im 24-Falschfarbomodus wurde die Flache zweier Banden (blau und pink) vermessen,
die nach GTG-Banderung anhand der chromosomalen Proportionen auf dem 400-
Bandenniveau jeweils einer hellen (5922), bzw. einer dunklen (5g23.1) Bande
entsprechen. Beide Banden sind auf dem 400 Bandenniveau von vergleichbarer Grof3e
(s. Abb. 3.10) und beinhalten eine vergleichbare Anzahl von Genen (5922 44 Gene,
50923.1 37 Gene; http://bioinfo2.weizmann.ac.il/cgi-bin/geneloc/display_map.pl). Hier
muss jedoch gesagt werden, dass die Zuordnung von Genen bzw. DNA-Proben zu
chromosomalen Banden nicht verlasslich ist bzw. vom Bandenniveau selbst abhangig
ist (Lehrer et al., 2004).
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N
Z

21
22
23
23
23
31

Abb. 3.10. Darstellung zweier Falschfarbbanden, die einer Giemsa-hellen und
einer Giemsa-dunklen Bande entsprechen

a) zeigt das Chromosom 5 im 24-Falschfarbmodus (H24) in Gegenuberstellung mit
einem Ideogramm. In Darstellung b) ist dasselbe Chromosom 5 gezeigt. Der Pfell
kennzeichnet die Bande in pink, die bei Metaphasechromosomen der Bande 5¢23.1
entspricht. In Darstellung c) kennzeichnet der Pfeil eine blaue Bande, die bei
Metaphasechromosomen der Bande 5922 entspricht. Diese beide Banden sind als
Giemsa-dunkle und Giemsa-helle Banden auf dem 400 Banden Niveau (ISCN 2005) in
etwa gleich gro3 und gleichzeitig durch das Chromosom 5-spezifische MCB
Bandenmuster farblich voneinander getrennt darstellbar.

3.6. Statistische Methoden

Zur statistischen Auswertung wurden die einzelnen erhobenen Faktoren in ,metrisch®
und ,morphologisch” unterschieden.
Untersuchi wurden die Zusammenhange zwischen den einzelnen Faktoren sowie das

Auftreten und die Art der Variation der Faktoren in den Interphasestadien.

Die Synchronisation der HelLa-Zellen erfolgte mittels zweier verschiedener Verfahren
(sieche Material und Methode 3.2.). Hierdurch wurden zwei Gruppen von
Zellsuspensionen (Al bis F1 und A3 bis F3) hergestellt, die hinsichtlich der

reprasentierten Interphasestadien, wie in Tab. 1 dargestellt, zusammengefasst wurden:
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Tab. 1. Zuordnung der einzelnen Zellpraparationen z u den verschiedenen

Interphasestadien und Angabe der Anzahl ausgewertet  er Chromosomen

Interphasestadien Zellsuspension Anzahl der ausgewerteten
Chromosomen

G1-Phase A3 N=8

G1- bis frihe S-Phase B3 N=3

frhe S-Phase C3 N=4

frihe bis mittlere S-Phase Al +B1+D3 N=19

mittlere S-Phase Cl+E3 N=17

mittlere bis spate S-Phase D1+ F3 N=9

spate S-Phase bis G2-Phase E1l N=10

G2-Phase F1 N=6

3.6.1. Metrische Faktoren

Untersuchte ,metrische” Faktoren waren:
Flache des Kerns zu:
Flache des Chromosoms
Lange der morphologischen Achse (absolut)
Lange der 6-, 11- und 16-Falschfarbachsen (absolut)
Flache der blauen Bande im 24 Falschfarbmodus

Flache der pinken Bande im 24 Falschfarbmodus

Flache des Chromosoms zu:
Lange der morphologischen Achse (absolut)
Lange der 6-,11- und 16-Falschfarbachsen (absolut)
Flache der blauen Bande im 24-Falschfarbmodus

Flache der pinken Bande im 24-Falschfarbmodus

Lange der morphologischen Achse zu:
Lange der 6-Falschfarbachse

Lange der 11-Falschfarbachse
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Lange der 16-Falschfarbachse

Flache der blauen Bande zu Flache der pinken Bande im 24-Falschfarbmodus.

Alle metrischen Merkmale wiesen eine Normalverteilung auf. Die Anpassung an das
Normalverteilungsmodell wurde mittels Kolmogorov-Smirnov Test gepruft.

Zur Deskription der Ergebnisse wurde mittels Anova und Waller-Duncan Post-Hoc-Test
der Zusammenhang zwischen den einzelnen metrischen Parametern und den
Interphasestadien beschrieben.

Mittels einer multiplen Regressionsanalyse (Methode ,Schrittweise Ruckwarts®) wurde
der Zusammenhang zwischen allen einbezogenen metrischen Faktoren und den
Interphasestadien untersucht.

Bei Betrachtung aller metrischen Faktoren variiert das Verhdaltnis aus Kern- zu
Chromosomenflache als einziger Parameter in den Interphasestadien signifikant.

In einer anschlieBenden Einfaktoriellen ANOVA mit Waller-Duncan Post-Hoc-Test
wurde bestimmt, zwischen welchen Interphasestadien der Faktor Kern- zu
Chromosomenflache variierte.

Alle Testentscheidungen wurden mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit p<0,05 getroffen.

3.6.2. Morphologische Faktoren

Einteilung der ,morphologischen* Faktoren:
Chromosomenlage im Interphasekern
Chromosomenform

Knick im Zentromerbereich

Die Existenz eines Zusammenhangs zwischen den morphologischen Faktoren und den
Interphasestadien wurde mittels Chi-Quadrat Test Gberpruft. Darliber hinaus wurden die
Korrelationskoeffizienten (Spearman-Korrelationskoeffizient) fir die Beziehungen der
morphologischen  Faktoren untereinander und fur die Beziehungen der
morphologischen Faktoren zu den Interphasestadien bestimmit.

Die Testentscheidungen fur den Chi-Quadrat Test wurden mit einer
Irrtumswabhrscheinlichkeit von p<0,05, die fur die Korrelationsanalyse mit p<0,01

getroffen.
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Medium

500 ml RPMI1640 mit Glutamax-Zusatz: L-Alanin und L-Glutamin (Gibco®) mit 60 ml
fetalem Kalberserum (FKS) (Biochrom AG), sowie 5 ml Penicillin (10 000 U) /
Streptomycin (10 000 pg/ml) (Biochrom AG).

Sterile Gewebekulturflaschen fiir Suspensionskulturen mit schragem Hals (Falcon®).

Trypsin / EDTA-LOsung (Biochrom AG)
Trypsin (0,05%) und EDTA-L6sung (0,02%) in PBS

Aqua dest.
Mit Seralpur DELTA (Seral®) gewonnenes Reinstwasser (entionisiert, organisch rein,

partikelfrei), das zuséatzlich autoklaviert wird.

Kaliumchlorid-L8sung (hypoton)
Kaliumchlorid (Merck®) - 0,56% in Aqua dest.

Fixativ
Eisessig (CH3COOH) (Merck®) + Methanol (Merck®) =1 + 3

20xSSC (Gibco®)

87,65 g Natriumchlorid (Roth®)

44,10 g Natriumcitrat-Dihydrat (Merck®)
ad 500 ml Aqua dest.

autoklavieren

2xSSC
200 ml 20xSSC in 1 | Aqua dest.
pH 7,0 mit 1N HCI einstellen

1xSSC
100 ml 20xSSC in 1 | Aqua dest.
pH 7,0 mit 1N HCI einstellen
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0,1xSSC
10 ml 20xSSC in 1 | Aqua dest.
pH 7,0 mit 1N HCI einstellen

4xSSCT

400 ml 20xSSC in 1 | Aqua dest.

0,05% Tween 20 (Polyoxyethylensorbitan Monolaurat, Sigam®)
pH 7,0 mit 1N HCI einstellen

1xPBS
PBS Dulbecco (9,55 g/l, Seromed®)
in Aqua dest.

NaOH 0,07 mol/l

ThymidinR
1,21 mg 2-Desoxythymidin (p.A., Serva, 1 g) in 50 ml Hanks BSS losen und steril

filtrieren.

DAPI/Antifade
0,4% 4 ,6-Diamidino-2-Phenylindol (DAPI, Sigma, Stocklésung: 50 pg/ml), mit

Vectashield® Mounting Medium (Vector Laboratories) ansetzen und bei 4C lagern.

Geréate

Brutschrank:
Heraeus, 37C, 5% CO,

Zentrifuge:
Biofuge 15

Zellkulturflaschen:
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25 cm?Falcon®-Zellkulturflasche, steril, gammabestrahlt, mit Schraubverschluss

Petrischalen:
Cellstar® (Greiner Labortechnik), 94 / 16 mm, Qualitat TC

Objekttrager:
Menzel-Superfrost®
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4. Ergebnisse

Insgesamt standen 700 Interphasekerne zur Verfigung, bei denen in der
UbersichtsvergroRerung (100x) nach Hybridisierung mit dem MCB-Proben-Set fiir das
menschliche Chromosom 5 spezifische Signale erkennbar waren. Diese Kerne wurden
bei 1000x VergrolRerung nach dem Kriterium “rund” oder ,oval* beurteilt, wobei die als
Loval* gekennzeichneten Kerne nicht in die weitere Auswertung aufgenommen wurden.
Die 476 als ,rund” definierten Kerne verteilten sich uber die verschiedenen
Interphasestadien wie in Tab. 2. gezeigt. Diese 476 Kerne wurden mit dem 6-
Falschfarbomodus daraufhin untersucht, ob auf diesem Fabbandenniveau ganze
Chromosomen 5 darstellbar sind. Komplizierend kommt bei HelLa-Zellen hinzu, dass
nicht nur zwei intakte Chromosomen 5 vorliegen, sondern zusatzlich ein Chromosom 5
mit einer Deletion des kurzen Arms und zwei Isochromosomen 5p und ein Chromosom
5, dessen langer Arm deletiert ist (siehe Abb. 4.5.).

Nach Einsatz dieses Auswahlkriteriums verblieben 73 Kerne mit insgesamt 76
Chromosomen 5 (siehe Tab. 2). In allen anderen Kernen fanden sich nicht naher
analysierbare Uberlagerungen, so dass eine Abgrenzung einzelner Chromosomen nicht

ausreichend verlasslich erfolgen konnte.

Tab. 2. Ubersicht der ausgewerteten Zellkerne mit A ngabe der als ,rund*
definierten Kerne und der auswertbaren Chromosomen

Zellsuspension Al B1 C1 D1 E1 F1 A3 B3 C3 D3 E3 F3 gesamt
ausgewertete Kerne 53 51 54 56 61 63 65 62 57 41 81 56 700
Kerne ,rund” 36 36 49 30 46 36 54 27 52 27 57 23 476
ausgewertete

Chromosomen 8 6 8 8 106 8 3 4 5 9 1 76

Die geringe Anzahl an auswertbaren Chromosomen ist darauf zurickzufihren, dass
eine hohe Anzahl der Zellkerne und Chromosomen die Auswabhlkriterien nicht erfillten.
Um eine Auswirkung der Zellkernform auf die Lange und Form der Chromosomen zu

verhindern, wurden ausschlief3lich runde Zellkerne in die Auswertung aufgenommen.
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Hinzu kommt, dass nur solche Chromosomen ausgewertet wurden, bei denen keine
storenden Uberlagerungen vorlagen und die eine ausreichende Differenzierung im 6-

Falschfarbmodus zuliel3en (siehe Auswahlkriterien in Material und Methode 3.5.1.).

Die 76 auswertbaren Chromosomen wurden auf ihre Lage im Kern, ihre Form, ihre
absolute Lange und ihre Gesamtflache hin untersucht. Mittels computererrechneter
Falschfarbbanderung wurden Chromosomenachsen im 6-, 11- und 16-Falschfarbmodus
ermittelt sowie in einem 24-Falschfarbmodus die Flachen von zwei Banden
vergleichend ausgemessen, die einer Giemsa-hellen bzw. -dunklen Bande auf
Metaphaseebene nach GTG-Banderung entsprechen.

4.1. Flache des Kerns

Von den insgesamt 700 Kernen wurde 476 Kerne als ,rund” definiert und in die weitere

Auswertung aufgenommen. Es wurde die Flache der einzelnen Kerne bestimmt und

1000

900 -

8001 m

y IIIIII

400 -

300 -

200
N= 53 27 52 98 106 53 47 36
Gl G1-s1 s1 S1 S2 S3 S3-G2 G2

95% Cl Hache des Kerns absolut in pm2

Abb. 4.1. GroRRe der Kernflachen in Abhangigkeit der Interphasestadien.
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Die Kerngrof3en variieren signifikant tber die Stadien (Anova: p<0,001). Wie in Abb.
4.1. gezeigt, weisen die Kerne in der G1-Phase eine signifikant grol3ere Flache auf. Ab
der frihen S-Phase steigt die Kernflache im weiteren Verlauf der Interphasestadien

signifikant an.

4.2. Darstellung des Chromosoms 5 in HeLa-Zellen

Mit Hilfe des Multi-Color-Bandings konnte das Chromosom 5 in den verschiedenen
Interphasestadien dargestellt werden.

Es konnte gezeigt werden, dass die Chromosomen, hier beispielhaft das Chromosom 5,
Uber den Verlauf der Interphase ihre Struktur erhalten und sich mit Hilfe des MCB eine
korrekte Bandenabfolge, und damit auch eine innerchromosomale Integritat, darstellen
lasst.

A

Abb. 4.2. Chromosom 5 in der frihen S-Phase einerH elLa-Zelle

A zeigt eine Nativaufnahme des Kerns 41 aus der Hela-Zellsuspension Al,
entsprechend der frihen S-Phase, nach Fluorochrommarkierung mit dem MCB-Proben-
Set des Chromosoms 5. Es lassen sich voneinander getrennte ,Farbwolken” erkennen,
durch die die DNA von Chromosom 5 reprasentiert wird. In B wurde eine Vergrol3erung
und Eingrenzung des oberen linken Bereichs durchgefiuihrt, in dem eine
Falschfarbwolke eines einzelnen Chromosoms 5 erkennbar ist. C zeigt dasselbe
Chromosom 5 im 11-Falschfarbmodus. Die aus Metaphasechromosomen 5 bekannte
Falschfarbbandenstruktur ist deutlich erkennbar. Eine Abknickung des Chromosoms in
der Zentromerregion zwischen den Falschfarbbanden des p- und des g-Arms ist
deutlich.

Wie hier an einem Kern aus der Zellsuspension Al (der frihen S-Phase entsprechend)
beispielhaft dargestellt werden kann, kdnnen DNA-Bereiche fur Chromosom 5 getrennt

voneinander sichtbar gemacht werden. Der Vergleich mit dem Falschfarbmodus eines
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Metaphasechromosoms (siehe Abb. 4.5.) zeigt, dass die Falschfarbbandenstruktur
nahezu identisch ist. Im 11-Falschfarbmodus ist die Struktur und die Form des
Chromosoms 5 deutlich zu erkennen. Das Chromosom 5 weist eine
Falschfarbbanderung auf, die es ermdglicht, alle Banden von Telomer zu Telomer
nachzuvollziehen und es als Chromosom 5 zu identifizieren. Das Chromosom 5 lasst
sich also in Bezug auf seine Ahnlichkeit zur DNA-vermittelten Bandenstruktur von
Metaphasechromosomen auch in anderen menschlichen Geweben (nicht nur in
Lymphozyten, s. Lemke et al., 2002), wie hier exemplarisch an HelLa-Zellen gezeigt,

darstellen.

4.3. Darstellung der HeLa-Zellen wahrend der verschiedenen Zellzyklusstadien

Zur Darstellung des Chromosoms 5 der HelLa-Zelle in den unterschiedlichen Stadien
der Interphase wurden die HelLa-Zellkulturen synchronisiert. Wie im Abschnitt 3.2.
beschrieben, wurden verschiedene Zellsuspensionen hergestellt, deren Zellen eine
chronologische Abfolge der Interphasestadien reprasentieren.

Suspensionen mit Zellen der G1-Phase, G1- bis friihe S-Phase, frihe S-Phase, friihe
bis mittlere S-Phase, mittlere S-Phase, mittlere bis spate S-Phase, spate S-Phase bis
G2-Phase und G2-Phase wurden unterschieden und entsprechend aufgearbeitet.
Hybridisierungen mit dem MCB-Proben-Set des Chromosoms 5 liel3en erkennen, dass
die Struktur und die Form des Chromosoms 5 in den unterschiedlichen
Interphasestadien ahnlich der von Metaphasechromosomen ist. Fur die in Material und
Methode aufgefihrten zwolf verschiedenen Zellsuspensionen fanden sich jedoch zu
wenig auswertbare Chromosomen. Aus diesem Grunde wurden die ausgewerteten
Chromosomen entsprechend ihrer zeitlichen Aufarbeitung in acht Gruppen
zusammengefasst (siehe in Abschnitt 3.6.)

Ein Beispiel fur ein Chromosom 5 in der frihen S-Phase ist in Abb. 4.2. zu sehen. Abb.
4.3. zeigt ein Chromosom 5 in der frithen bis mittleren S-Phase, Abb. 4.4. zeigt es in der
G2-Phase.

Hiermit ist gezeigt, dass in Bezug auf Falschfarbbandenabfolge die Struktur des
Chromosoms 5 in der G1,- S-, und G2-Phase durchgehend mit dem in der Metaphase

vergleichbar bzw. ahnlich ist.
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Abb. 4.3. Darstellung eines Chromosoms 5 bei HeLa-Z ellen in der frihen bis
mittleren S-Phase

A zeigt eine Nativaufnahme des Kerns 34 aus der Hela-Zellsuspension E3
entsprechend der friihen bis mittleren S-Phase nach Fluorochrommarkierung mit dem
MCB-Proben-Set des Chromosoms 5. Es lassen sich voneinander getrennte
.Farbwolken“ erkennen, durch die die DNA von Chromosom 5 reprasentiert wird. In B
wurde eine Vergrol3erung und Eingrenzung des rechten Bereichs durchgefthrt, in dem
eine Falschfarbwolke eines einzelnen Chromosoms 5 erkennbar ist. C ist die
Darstellung dieses Chromosoms 5 im  11-Falschfarbmodus. Die aus
Metaphasechromosomen 5 bekannte Falschfarbbandenstruktur ist deutlich erkennbar.

Abb. 4.4, Darstellung eines Chromosoms 5 bei HeLa-Z ellen in der G2-Phase

A zeigt eine Nativaufnahme des Kerns 6 aus der HelLa-Zellsuspension F1 entsprechend
der G2-Phase nach Fluorochrommarkierung mit dem MCB-Proben-Set des
Chromosoms 5. Es lassen sich voneinander getrennte ,Farbwolken® erkennen, durch
die die DNA von Chromosom 5 reprasentiert wird. In B wurde eine Vergrof3erung und
Eingrenzung des rechten Bereichs durchgefiihrt, in dem eine Falschfarbwolke eines
einzelnen Chromosoms 5 erkennbar ist. C ist die Darstellung dieses Chromosoms 5 im
11-Falschfarbmodus. Die aus Metaphasechromosomen 5 bekannte
Falschfarbbandenstruktur ist deutlich erkennbar.
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Abb. 4.5. Darstellung des Chromosoms 5 bei HelLa-Zel len (ber die
Interphasestadien mit Darstellung der chromosomalen Aberrationen des
Chromosoms 5

Multicolor-gebandertes menschliches Chromosom 5 in der G1-, S- und G2-Phase sowie
in der Metaphase von HelLa-Zellen aus Lemke et al (2002). Die hellen Pfeile zeigen auf
die normalen Chromosomen 5. Die grauen Pfeile zeigen auf die Chromosomen mit
einer Deletion des kurzen Arms, del (5)(p1l1). Die grauen Dreiecke markieren die
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Chromosomen, die eine Deletion des langen Arms aufweisen, del (5)(q11) und die
Isochromosomen 5p, i(5)(p10). Der Balken in A entspricht 5 um und bezieht sich auf die
Bilder A bis D. Der Balken in E entspricht 10 um und bezieht sich auf die Bilder E bis I.
A zeigt das MCB-Muster eines Interphasekerns von HelLa-Zellen in der G1l-Phase.
Einige Chromosomen liegen zuféllig eng beieinander, das Bandenmuster ist dem bei
Metaphasechromosomen vergleichbar. Der gleiche Interphasekern ist bei niedriger
VergroRerung oben rechts gezeigt. Der Kern ist DAPI gefarbt (blau) und die
verschiedenen Farben sind auf die Fluoreszenzsignale zurtickzufuhren, die mit den
verschiedenen Filterkombinationen aufgenommen wurden. B zeigt einen
Interphasekern, der in der S-Phase arretiert ist. In C ist ein Interphasekern aus der G2-
Phase dargestellt. Die Chromosomen 5 in der S-Phase sind in ihrer Lange &hnlich
denen in der G1-, und der G2-Phase, jedoch breiter. In allen Stadien des Zellzyklus ist
das MCB-Muster von Chromosom 5 nahezu Ubereinstimmend. Alle
Chromosomenaberrationen, die in der Metaphase sichtbar sind, sind auch in der G1-,
S-, und G2-Phase erkennbar. D zeigt den aberranten Karyotyp der HelLa-Zelle
bezuglich des Chromosoms 5. In E ist ein Metaphasechromosom 5 einer HelLa-Zelle
dargestellt. Der Balken entspricht 10 um. Das Ideogramm von Chromosom 5 und das
korrespondierende Falschfarbmuster sind in F dargestellt. In G, H und | sind bei
entsprechender Vergréf3erung (siehe E) Interphasechromosomen in der G1-, S- und
G2-Phase dargestellt.

4.4. Chromosom 5-spezifische Chromosomenaberrationen

Die Chromosom 5-spezifischen Chromosomenaberrationen bei den hier untersuchten
HelLa-Zellen sind im Stadium der Metaphase in Abb. 4.5. D erkennbar. Neben zwei
normalen Chromosomen 5 liegt bei einem Chromosom 5 eine Deletion des kurzen
Arms vor (die gelbe und die weilRe Bande fehlen, sie reprasentieren zusammen den p-
Arm). Daneben fehlt bei einem Chromosom 5 der komplette g-Arm (5g-) und zwei
weitere Chromosomen sind als Isochromosomen des p-Arms zu werten. Alle diese
Chromosomenaberrationen sind auch in der G1-, S-, und G2-Phase erkennbar (siehe
Abb. 4.5. A bis D).

4.5. Lage des Chromosoms 5 im Interphasekern

Zur Ermittlung der Lage des Chromosoms 5 im Interphasekern wurde davon

ausgegangen, dass der Zellkern ursprunglich einer Kugel entsprochen hat und durch

die Praparation zu einer Scheibe abgeflacht wurde. Zur n&heren Beschreibung der

Chromosomenlage innerhalb dieser Scheibe wurde diese in Sektoren eingeteilt (siehe

48



Ergebnisse

abschnitt 3.5.2.2.). Alle 76 untersuchten Chromosomen konnten in diese Untersuchung
einbezogen werden. Es zeigte sich eine statistisch signifikante bevorzugte Lage des

Chromosoms 5 peripher bzw. peripher-intermediar im Interphasekern (s. Tab. 3).

Tab. 3. Zellzyklusspezifische Lage des Chromosoms 5 im Interphasekern von
HelLa-Zellen.
G1- S3-

Lage Gl S1 S1 S1 S2 S3 G2 G2 Gesamt

n % n % n %Yn %Yn%hn%hn%hnP n %
peripher 4 50 1332507 37 529111660117 27 36
peripher/intermediar (2 25 2 67 0 0 9 47 5 29 5 56 1 10 4 67 28 37
intermediar 0O 00O 0O OO 211529 33333 117 14 18
intermediar/zentral (2 25 0 0 0 0 1 5 0 0 0O O O OO O 3 4
zentral 0 00025000186 00O0O0O0O0 3 14
kerniibergreifend 0 0O0OOO0OOO0ODO0O16 00O0O0O0O0 1 1

Chi*-Test: p=0,011

4.6. Chromosomenform

Die Zentromerregion ist bei Metaphasechromosomen leicht anhand einer Einschniirung
zu erkennen. Beim Interphasechromosomen 5 hingegen lasst die Chromosomenform
keine Ruckschlisse auf die Lage der Zentromerregion zu. Sie ist lediglich Uber die
Abfolge der Falschfarbbanden in ihrer Lage zu differenzieren. Fir diese Untersuchung
standen alle 76 Chromosomen zur Verfigung. Mittels eines Spearman-Tests fir
Kategorien wurde die Korrelation zwischen der Chromosomenform und dem Vorliegen
einer Abknickung im Zentromerbereich untersucht (siehe 3.5.2.3.). Bei einem
Signifikantsniveau von p<0,01 zeigte sich eine Korrelation zwischen der
Chromosomenform (fur einfach, zweifach und auch dreifach geknickte Chromosomen)
und einem vorliegenden Knick im Zentromer.

Die Ergebnisse (s. Tab. 4) weisen darauf hin, dass eine Abknickung vorzugsweise
zwischen den Falschfarbbanden erfolgt, die die Zentromerregion flankieren. Eine wie
bei Metaphasechromosomen regelhaft gestreckte Form konnte bei den

Interphasechromosomen nicht gesehen werden.
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Tab. 4. Form des Chromosoms 5 im Interphasekern von HelLa-Zellen

Chromosomenform Knick im Zentromer
nein ja
n % n %
gestreckt 13 100
einfach gebogen 12 100
zweifach gebogen 2 100
mehrfach gebogen 4 100
einfach geknickt 9 30 21 70
zweifach geknickt 2 50 2 50
mehrfach geknickt 2 40 3 60
geschlangelt 6 100

Chi*-Test: p=0,001

Eine signifikante Beziehung der Chromosomenform zu den verschiedenen

Interphasestadien wurde nicht festgestellt.

4.7. Chromosomenléange

Zur Erfassung der Chromosomenlédnge im Interphasekern wurde anhand der
Falschfarbbanden (6-Falschfarbmodus) eine virtuelle Achse von einem Telomer zum
anderen gelegt und deren Lange als Mal3 fur die Lange des Chromosoms gewertet.
Uber den gesamten Zellzyklus standen fiir diese Auswertung 76 Chromosomen zur
Verfligung. Die ermittelten Chromosomenlangen wurden jeweils in Relation zur Flache
des gesamten Zellkerns gesetzt. Unter Beriicksichtigung dieser Normierung zeigte sich
bei der statistischen Auswertung keine signifikante Langenanderung der Chromosomen
im Verlauf der Interphasestadien. Bei der Lange der Chromsomen in der G1-Phase fallt
der hohere Mittelwert und die gro3ere Variationsbreite auf.

Die Variation des mittels der Regressionsanalyse als signifikant erkannten Parameters,
das Verhéltnis aus Chromosomenlange zu Kernflache lber die Interphasestadien, wird
in Abb. 4.6. verdeutlicht.
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Abb. 4.6. Zellzyklusspezifische Relationen von Chro  mosomenlange des
Chromosoms 5 zur Interphasekernflache bei HeLa-Zell en

Ein Vergleich der Einzelwerte fuhrte zu keinen signifikanten Unterschieden in den
aufeinanderfolgenden Phasen. Es zeigte sich jedoch eine signifikante Anderung tber

die gesamten Interphasestadien (Anova: p=0,014).

Des weiteren wurde fiir jedes untersuchte Chromosom eine vergleichende Darstellung
im 6-, 11- und 16-Falschfarbmodus durchgefiihrt. Dabei wurde jeweils eine Achse von
Telomer zu Telomer durch die Mitte der einzelnen Falschfarbbanden gezogen (siehe
Abb. 3.5., 3.6. und 3.7.). Die ermittelten Achsenlangen wurden jeweils in Relation zur
Flache des gesamten Zellkerns gesetzt.

Bezuglich der Lange der Falschfarbachse des Chromosoms 5 im 6-Falschfarbmodus
lieR sich keine signifikante Anderung lber die Interphasestadien darstellen (Anova: p=
0,226). Auch im 11-, und 16-Falschfarbmodus zeigte sich keine signifikante Anderung
der jeweiligen Falschfarbachsenlange Uber den Verlauf der Interphase (11-
Falschfarbomodus: Anova: p=0,054; 16-Falschfarbmodus: Anova: p=0,131). Bei der
Lange der Chromosomen im 11-, und 16-Falschfarbmodus in der G1-Phase féllt der

hohere Mittelwert und die grol3ere Variationsbreite auf.
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In den graphischen Darstellungen fur die beiden Falschfarbmodi (siehe Abb. 4.7.) ist die
Tendenz zu erkennen, dass die Langen der Falschfarbachsen eine Abnahme utber den

Verlauf der Interphase aufweisen.

Abb. 4.7. Zellzyklusspezifische Relationen von Lang e der Falschfarbachse von
Chromosom 5 im 11- und 16-Falschfarbmodus zur Kernf  lache bei HeLa-Zellen

4.8. Chromosomenflache

Zur Berechnung der Flache der einzelnen Interphasechromosomen 5 wurden die
Chromosomen im 6-Falschfarbmodus dargestellt und mittels der ISIS-Software (siehe
Abschnitt 3.5.2.8.) die Flache gemessen. Insgesamt konnten alle 76 Chromosomen in
die Auswertung einbezogen werden. Die ermittelte Chromosomenflache wurde jeweils
in Relation zur Flache des gesamten Zellkerns gesetzt. Unter Berlcksichtigung dieser
Normierung zeigte sich bei der statistischen Auswertung eine signifikante
GroRRenabnahme der Chromosomenflache im Verlauf der Interphasestadien. Dieser
Unterschied wurde v.a. innerhalb der S-Phase deutlich. Die Variation des mittels
Regressionsanalyse als signifikant erkannten Parameters (p<0,001), das Verhéltnis aus
Chromosomen- zu Kernflache tber die Interphasestadien wird in Abb. 4.8. verdeutlicht.
Ein Vergleich der Einzelwerte fuhrte zu keinen signifikanten Unterschieden in den
aufeinanderfolgenden Phasen. Es zeigte sich jedoch eine signifikante Anderung uber

die gesamten Interphasestadien.
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Abb. 4.8. Zellzyklusspezifische Relationen von Chro  mosomen- zu Kernflache von
Chromosom 5 bei HeLa-Zellen

4.9. Vergleich der Flachen zweier Falschfarbbanden, die einer Giemsa-hellen und einer

Giemsa-dunklen Bande entsprechen

Entsprechend den Experimenten nach ,chromosome stretching” (Hliscs et al., 1997b)
spalten sich Giemsa-dunkle Banden beim Dehnungsprozess auf und prasentieren
Giemsa-helle Subbanden. Zur Klarung der Frage, ob sich auf DNA-Niveau Giemsa-
helle Banden anhand der Flache ihrer Falschfarben anders darstellen als die
entsprechende Flache von Giemsa-dunklen Banden, wurden zwei benachbarte Banden
in ihrem Verhalten tber den Zellzyklus miteinander verglichen. Als Giemsa-helle Bande
wurde 5022 (MCB-Falschfarbe blau im 24-Falschfarbomodus H24) ausgewahlt, als
Giemsa-dunkle Bande 5g923.1 (MCB-Falschfarbe pink im 24-Falschfarbmodus H24) und
in ihren Flachen Uber den Zellzyklus vermessen.

Fur die statistische Auswertung standen alle 76 Chromosomen zur Verfigung. Die

beiden auf Giemsaniveau ahnlich gro3en Banden zeigten beim Grol3envergleich der
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Falschfarbflachen uber die Interphasestadien keine signifikanten Anderungen (Giemsa-
helle Bande: Anova: p=0,344; Giemsa-dunkle Bande: Anova: p=0,233).

Abb. 4.9. Zellzyklusspezifische Relationen der Flac  hen der Falschfarbbanden pink
(5923.1) und blau (5922) zur Flache des Chromosoms 5 bei HeLa-Zellen
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5. Diskussion

Als Ausgangsmaterial stand mit 700 Zellkernen eine ausreichende Anzahl an
Interphasekernen fir die Auswertung zur Verfigung. Die scharf gefassten
Auswabhlkriterien fir die Chromosomen 5 (siehe Abschnitt 3.5.1.) fuhrten jedoch
lediglich zu 76 auswertbaren Chromosomen, deren Analyse die Grundlage der hier
beschriebenen Ergebnisse bildet. Als Erklarung fir den geringen Anteil an
auswertbaren Chromsomen koénnen einerseits die Scharfe der Kriterien selbst und
andererseits technische Grunde angefuhrt werden. Letztere stehen vermutlich mit der
Hybridisierungseffizienz in Verbindung. In Vorversuchen (Ergebnisse hier nicht gezeigt)
wurde ein anderes Chromosom 5-spezifisches Proben-Set fur die Darstellung der MCB-
Bandenmuster eingesetzt. Die Ergebnisse zeigten dabei eine deutlich schlechtere
Ausbeute an auswertbaren Chromosomen. Hieraus lasst sich schlie3en, dass das hier
eingesetzte Chromosom 5-spezifische Proben-Set qualitativ deutlich besser ist und die
Qualitat der Hybridisierung auf Interphasechromosomen selbst, im Gegensatz zur
Hybridisierung auf Metaphasechromosomen, einen anféalligen Parameter darstellt.

Als weitere Erklarung fur die geringe Ausbeute kdnnen sterische Grinde angefthrt
werden. Die DNA in Metaphasechromosomen ist fur die Proben-DNA beim
Hybridisierungsprozess von allen Seiten zugéanglich. Im Interphasekern jedoch liegen
die Chromosomen nicht vereinzelt vor, sondern sind von DNA anderer Chromosomen
umgeben. Hinzu kommt, dass die Hybridisierung mit Chromosomenregionen-
spezifischen Proben-Sets unter technischen Gesichtspunkten an
Metaphasechromosomen etabliert und optimiert ist, an Interphasechromosomen bisher
jedoch nicht. Unter sterischen Gesichtspunkten muss auch berticksichtigt werden, dass
der praparationsbedingte Abflachungsprozess der Zellkerne zu einer Zerstérung
chromosomaler Strukturen fuhren kann, mit dem Ergebnis der Artefaktbildung. Dies
kann auch erklaren, dass sich bei der Auswertung der 76 untersuchten Chromosomen
nicht immer eine spezifische, nachvollziehbare Chromosomenform zeigte. Wahrend der
Abflachung des Kerns von einer Kugel zu einer Scheibe ist mit Stauchungen, Torsionen

und Uberlagerungen der Chromosomen zu rechnen.

Aus der Berechnung der Interphasekernflachen tber den Verlauf des Zellzyklus ergab

sich Uberraschend, dass in der G1-Phase die Kerne am grofl3ten waren (s. Abb. 4.1.).
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lhre Flache nimmt am Ubergang zur friihen S-Phase deutlich ab, um von dort im Verlauf
der weiteren Interphasestadien wieder zuzunehmen. In der Literatur liegen zu diesem
Phanomen keine Untersuchungen vor. Es liegt nahe anzunehmen, dass die hier
vorgenommene Préparation zur zytogenetischen Untersuchung, bei der die Behandlung
mit Fixativ eine zentrale Rolle spielt, die Ursache darstellt. Entsprechende Hinweise
ergeben sich aus den Untersuchungen von Hliscs et al. (1997a). In seiner Arbeit konnte
er zeigen, dass beim Trocknungsprozess der Zellsuspension auf dem OT ein
Quellungsprozess der mitotischen Zellen erfolgt, der mdglicherweise auch in
abgewandelter Form den Interphasekern betrifft. Es kbnnte beispielsweise sein, dass in
der G1-Phase zahlreiche Proteine im Interphasekern so modifiziert sind, dass sie nach
der zytogenetischen Aufarbeitung besonders gut quellen (siehe auch Claussen et al.,
2002) und damit auch die Chromosomen verlangern. Andererseits besteht auch die
Mdglichkeit, dass die hier beobachteten, sehr grof3en Interphasekerne in der G1-Phase
auf einen methodisch bedingten Fehler zuriickzufiihren sind. Bei der Synchronisation
wurde von einem Mitoseindex von ca. 95% ausgegangen. Damit sind ca. 5% der Kerne
auf den Objekttragern nicht in der G1-Phase. Dies kdnnten vor allem tetraploide Kerne
sein, von denen in der Routinezytogenetik bekannt ist, dass sie runder erscheinen. Sie
konnten damit durch die Auswahlkriterien bevorzugt in der Auswertung Eingang
gefunden haben. Uber Untersuchungen auf Tetraploidie anhand der Anzahl der
Interphasechromosomen 5 in den runden Zellen bestiinde eine Mdoglichkeit der
Differenzierung. Eine entsprechende Untersuchung wurde hier jedoch nicht
vorgenommen und ist Uber die Analyse der MCB-Falschfarbenmuster auch wenig
aussichtsreich, da die Zahl der eindeutig beurteilbaren Kerne zu gering wird.
Entsprechendes gilt sowohl fur die Chromosomenléange (s. Abb. 4.6.), fur die Lange der
Falschfarbachsen im 11- und 16-Falschfarbmodus (s. Abb. 4.7.) als auch fir die Flache
der Chromosomen (s. Abb. 4.8.).

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass sich, entgegen der allgemeinen
Lehrmeinung, Chromosomen in ihrer Form und Bandenstruktur auch im Interphasekern
darstellen lassen. Dies war durch Lemke et al. (2002) bereits an Lymphozyten gezeigt
worden. Teile der vorliegenden Arbeit sind in dieser Publikation enthalten. Durch die
prinzipielle Bestatigung der Ergebnisse an einem zweiten Gewebe, hier an HeLa-Zellen,
muss die bisherige Lehrmeinung, dass Chromosomen im Interphasekern keine

definierbaren Strukturen erkennen lassen, grundlegend in Frage gestellt werden.
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Exemplarisch konnte am Chromosom 5 der HeLa-Zellen gezeigt werden, dass nicht nur
die Chromosomenstruktur allgemein erhalten bleibt, sondern sich auch eine sinnvolle
Bandenabfolge innerhalb des Chromosoms abgrenzen lasst, die der von
Metaphasechromosomen sehr  ahnlich ist. Dennoch bestehen zwischen
Interphasechromosomen und Metaphasechromosomen Unterschiede (siehe Abb. 4.5.).
Die Falschfarbbanden von Interphasechromosomen erscheinen aufgelockerter und
vielfach ineinander verlaufend. Es muss davon ausgegangen werden, dass die
Préaparation der Zellen als Ursache fir die Unterschiede eine wesentliche Rolle spielt. In
der vorliegenden Arbeit wurde von der Vorstellung ausgegangen, dass der Zellkern von
HelLa-Zellen, entsprechend dem Zellkern von Lymphozyten, dreidimensional betrachtet
einer Kugel entspricht.  Praparationsbedingt kommt es wahrend des
Trocknungsvorgangs der auf einen Objekttréager aufgetropften fixierten Zellsuspension
zu einem charakteristischen Quellungsvorgang der Zellen mit anschlieRender
Abflachung (Hliscs et al.,, 1997a; Claussen et al., 2002). Dabei wird aus dem
ursprunglich kugeligen Zellkern eine flache Scheibe. Bei dieser Konfigurationsanderung
des Zellkerns ist davon auszugehen, dass dadurch auch die Konfiguration der
Chromosomen beeinflusst wird. Die dennoch erhalten gebliebenen Ahnlichkeiten der
dargestellten Falschfarbbandenstrukturen zwischen Interphasechromosomen und
Metaphasechromosomen weisen darauf hin, dass die Ubereinstimmungen bei lebenden

Zellen in dreidimensional erhaltenen Zellkernen noch deutlicher sein dirften.

Es ist allgemein bekannt, dass Lymphozyten im peripheren Blut in der GO-Phase
vorliegen. Es konnte somit die Moglichkeit bestehen, dass die Ubereinstimmungen von
Interphasechromosom und Metaphasechromosom nur auf die GO-Phase beschréankt
sind. Fur die Klarung dieser Frage eignen sich Lymphozyten jedoch nicht, da deren
Synchronisation erfahrungsgemafl maoglich, aber nur wenig effizient ist. Diese
Synchronisation kann zu allen Stadien des Zellzyklus bei HelLa-Zellen mit hoher
Effizienz vorgenommen werden (Schmiady et Sperling, 1986). Die beiden hier
eingesetzten Verfahren (N,O-Uberdruck-Block und Thymidin-Block, siehe Abschnitt
3.2.) fuhrten zu einer Synchronisation von tber 90% Effizienz (Sperling, personliche
Mitteilung). Die Ergebnisse zeigten (siehe Abb. 4.5.), dass die in der Metaphase
bekannte Falschfarbabfolge zu allen Zeiten des Zellzyklus darstellbar ist.
Interphasechromosomen sind somit Metaphasechromosomen sehr ahnlich. Fir eine

Beschreibung von Chromosomen im Interphasekern ist folglich der Terminus
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.chromosome territory“ (Cremer et Cremer, 2001) zu allgemein. Er definiert, bzw.
beschreibt lediglich einen Raum im Interphasekern und bezieht sich nicht direkt auf das
jeweilige Chromosom und seine Struktur.

Mit dem Begriff ,Chromosomen®, erstmals 1888 erwahnt durch Waldeyer, wird in der
wissenschaftlichen Community das Metaphasechromosom verbunden. Die Ergebnisse
der vorliegenden Arbeit zeigen, dass in der Zytogenetik des Menschen bei dem Begriff
»,Chromosom* zwischen Interphase- und Metaphasechromosom unterschieden werden
muss. Die Chromosomendarstellung in der Metaphase, und speziell hierbei mit
Verfahren, die zu einer Abfolge von hellen und dunklen Banden fihren (z.B. GTG-
banding; Seabright, 1971), kann als Protein-vermittelt angesehen werden. Anderungen
in der Proteinzusammensetzung der Chromosomen fihren dazu, dass die
Chromosomen in den in gleicher Weise aufgearbeiteten Interphasekernen nicht sichtbar
sind. Wird jedoch, wie in der vorliegenden Arbeit erstmals gezeigt, eine DNA-vermittelte
Bandendarstellung der Chromosomen gewahlt, zeigen sich die Ahnlichkeiten zwischen

Interphase- und Metaphasechromosomen.

Die verwendeten Hela-Zellen zeigen Chromosomenmutationen des Chromosoms 5
(Abb. 4.5.). Die vorgelegten Ergebnisse lassen erkennen, dass diese
Chromosomenanomalien im Detail nicht nur auf der Metaphase-Ebene, sondern auch in
allen anderen Stadien des Zellzyklus darstellbar sind. Dies legt nahe, dass in Zukunft
eine  Chromosomenanalyse zur Erkennung von Strukturanomalien auch im
Interphasekern moglich ist. Eine qualitative Verbesserung bei der Erkennung von
Chromosomenanomalien im Interphasekern ist méglicherweise noch dann zu erzielen,
wenn hierzu keine durch die herkdmmliche zytogenetische Préparation abgeflachten
Interphasekerne eingesetzt werden, sondern spezifisch solche, deren Struktur
dreidimensional erhalten geblieben ist. Sollte eine verlassliche zytogenetische
Diagnostik Uber diesen Weg an Interphasechromosomen moglich sein, konnte
langfristig auf die zeitaufwendige Zellkultivierung zur Darstellung von
Metaphasechromosomen verzichtet werden. Dies ware von besonderer Bedeutung fur
die Darstellung und Analyse von Chromosomen in Tumorgeweben. Die Darstellung von
Metaphasechromosomen bereitet hier vielfach Schwierigkeiten. Generell bestiinde auch
die Moglichkeit einer zytogenetischen Diagnostik bei Geweben, deren Teilungsaktivitat

bekanntermal3en sehr gering ist (z.B. Nervenzellen).
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Die 76 zur Verfigung stehenden auswertbaren Chromosomen wurden auf ihre Lage im
Interphasekern hin untersucht. Es konnte eine statistisch signifikant bevorzugte
periphere und peripher intermedidre Chromosomenlage festgestellt werden (s. Tab. 3.).
Lagen die Chromosomen 5 im dreidimensionalen Interphasekern regelhaft im Zentrum,
wurde sich auch nach dem durch die Praparation bedingten Abflachungsprozess eine
zentrale Lage ergeben. Bei rand-, bzw. kernmembrannaher Lage der Chromosomen 5
im dreidimensionalen Zellkern kénnen die Chromosomen 5 nach Abflachung in allen
Bereichen des abgeflachten Zellkerns positioniert sein, dirften aber auch im
Kernrandbereich nachweisbar sein. Da sich eine bevorzugt periphere und peripher
intermediare Chromosomenlage zeigte, kann auf Grund dieser Beobachtung festgestellt
werden, dass die beiden intakten Chromosomen 5 der HelLa-Zellen im Verlauf der
Interphase nicht ausschlieBlich im Zentrum des Zellkerns positioniert sind. Dies
korreliert mit der Beobachtung, dass gréfere Chromosomen, z.B. Chromosom 18, im
Vergleich zu kleineren Chromosomen, z.B. Chromosom 19, sich bevorzugt in der
Peripherie des Zellkerns befinden (Croft et al., 1999 und Cremer et al., 2003). Bei dem
Unterschied zwischen den Chromosomen 18 und 19 in ihrer Lage im Zellkern wird
jedoch der Genreichtum als Ursache angefuhrt. Diesen Unterschied unter funktionellen
Gesichtspunkten als ursachlich aufzufihren ist naheliegend, wenn man in Rechnung
stellt, dass das inaktive X-Chromosom als Barr-body bevorzugt am Zellkernrand
lokalisiert ist.

Es wére winschenswert, wenn Interphasechromosomen in dreidimensional-erhaltenen
Interphasekernen darstellbar waren. Hier ergeben sich jedoch unter technischen
Gesichtspunkten Schwierigkeiten, sowohl bei der Praparation dreidimensional-
erhaltener Zellkerne als auch bei der mikroskopischen Darstellung der chromosomalen
Bandenstruktur nach Hybridisierung. Walter et al. (2006) diskutieren die technischen

Mdglichkeiten fur die Darstellung von Interphasechromosomen detalilliert.

Es fiel bei der Auswertung eine signifikant geh&aufte Abknickung der Chromosomen 5 im
Zentromerbereich auf. Dies ist in Ubereinstimmung mit den experimentellen
Ergebnissen von Cremer et al. (1982), die ebenfalls auf eine V-férmige Anordnung der
Chromosomen im Interphasekern hinweisen. Dies entspricht der Morphologie in der
Anaphase (Rabl Orientierung), die bei rasch proliferierenden Zellen noch an den
Interphasechromosomen nachweisbar ist. Chromosomen in der Metaphase zeigen

hingegen vielfach eine zum Teil extrem gerade Ausrichtung. Wenn Chromosomen im
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Interphasekern jedoch meist gebogen vorliegen, muss es einen Mechanismus geben,
der die gerade Ausrichtung der Metaphasechromosomen erklaren kann. Die Tatsache,
dass isolierte Metaphasechromosomen noch Uber ein eigenes Potential verfligen, im
Verlaufe der Chromosomenpréaparation langer zu werden bzw. zu quellen (Claussen et
al. 2002), lalt vermuten, dass sie hierbei erst gerade werden. Generell muss jedoch
berlicksichtigt werden, dass die Auswahl der hier als auswertbar deklarierten
Chromosomen selbst ein Problem darstellt. Es besteht die Méglichkeit, dass bei dieser
Auswahl stark gebogene Chromosomen mit einer schwer erkennbaren Bandenabfolge
bevorzugt nicht in die weitere Auswertung aufgenommen wurden. So betrachtet,
missen die hier als signifikant ermittelten Ergebnisse bezuglich der Chromosomenform

relativiert werden.

Die herkdbmmliche Vorstellung zur L&nge von Chromosomen im Interphasekern
beriicksichtigt die Beobachtungen, dass sogenannte "Prophasechromosomen® (Yunis,
1976) extrem lang sein konnen. Die Vermutung lag also nahe, dass die im
Interphasekern nicht sichtbaren Chromosomen, z.B. in der mittleren und spaten S-
Phase, noch langer sind. In der Arbeit (Lemke et al., 2002; gleichberechtigter Erstautor
Jan Claussen) konnte jedoch gezeigt werden, dass das Chromosom 5 wahrend der
Interphase in peripheren Lymphozyten im Mittel etwa gleichlang ist wie
Metaphasechromosomen im 550- bzw. 600-Bandenstadium. In der vorliegenden Arbeit
wurde der Frage nachgegangen, ob in Bezug auf die Lange der Chromosomen 5 im
Interphasekern bei HelLa-Zellen ein Unterschied zu Lymphozyten feststellbar ist. Die
Lange des Interphasechromosoms 5 betrug bei Lymphozyten im Mittel 12 um (Lemke
et al., 2002) und war damit &hnlich der Lange von Metaphasechromosomen im 600-
Bandenstadium. Hinzu kommt die Frage, ob sich in den Stadien der Interphase eine
dynamische Anderung der Chromosomenlange feststellen I4sst.

Im Verlauf der verschiedenen Interphasestadien ergab sich keine statistisch signifikante
Langenanderung der Chromosomen 5. Die beobachteten Langen der Chromosomen in
ihrer Relation zu den Kernflachen lassen Uber die Interphase den Schluss zu, dass, im
Gegensatz zu friheren Erwartungen, eine voéllige Entspiralisierung, die zu extrem
langen Chromosomen fuhren wirde, nicht vorliegt. Dies ist, auch im Hinblick auf die
Chromosomen in der G1-, S- und G2- Phase, nachvollziehbar (siehe Abbildung 4.5. A-
). Die vorliegenden Untersuchungen stehen auch in einem scheinbaren Gegensatz zu

den Beobachtungen von Lawrence et al. (1988), die zeigen konnten, dass die Distanz
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zwischen zwei DNA-Proben im Interphasekern bis zum Faktor 10 zunimmt. Der sich
daraus ergebende Ruckschluss auf eine Ldngenzunahme der Chromosomen beim
Ubergang von der Metaphase in die Interphase um den Faktor 10 kann, unter
Bertcksichtung unserer Ergebnisse, nur tGber eine Kondensation und Dekondensation
der Chromosomen erklart werden, die sich im wesentlichen auf die Breite der
Chromosomen auswirkt (siehe hierzu auch Weise et al., 2002).

Chromosomenlangen wie bei Prophasechromosomen, bei Yunis (1976) erstmals
beschrieben, fehlten in der vorliegenden Untersuchung. Entsprechend lange
Chromosomen konnten auch von Lemke et al. (2002) in Lymphozyten nicht
nachgewiesen werden. Sie lassen sich, wie von Claussen et al. (2002) dargelegt, nur
als praparationsbedingte Artefakte erklaren, fir die das komplexe Zusammenspiel von
Protonierung durch die Essigsaure als Bestandteil des Fixativs und Hydratisierung
durch Luftfeuchtigkeit verantwortlich ist. Die signifikant grol3ere Kernflache in der G1-
Phase steht in einem gewissen Gegensatz zur hier gemachten Beobachtung, dass die
Lange der Chromosomen Uuber die gesamte Interphase relativ gleich bleibt.
Moglicherweise sind die Chromosomen in der G1-Phase dennoch langer als in den
ubrigen Interphasestadien. Dieser Unterschied ist jedoch durch die geringe Anzahl der
analysierbaren Chromosomen (n=76) hier nicht darstellbar.

Die Langenmessung der chromosomalen Falschfarbachsen im 6-, 11- und 16-
Falschfarbomodus ergab keine signifikanten Unterschiede im Verlauf der
Interphasestadien. Es ware jedoch im 11- und 16-Falschfarbmodus zumindest ein
Trend zu einer Langenzunahme Uber die S- und G2-Phase zu erwarten gewesen, da
die jeweiligen Falschfarbenachsen der Interphasechromosomen eine ,ZickZack"-Linie
beschreiben, die so bei Metaphasechromosomen nicht vorliegt.

Trimborn et al. (2004) beschreiben zwei Kinder mit klinischen Auffalligkeiten, bei denen
die Chromosomenanalyse, nach Standardpraparation, durchgehend verkurzte
Chromosomen zeigen. Hinzu kommt, dass vielfach mitotische Zellen vorliegen, die
vorzeitig kondensierte Chromosomen prasentieren. Nach den Vorstellungen von
Claussen et al. (2002) und Claussen (2005) kann dieses Phanomen der vorzeitigen
Chromosomenkondensation nach dem Konzept der chromosomenregion-spezifischen
Proteinquellung erklart werden. Demnach ist zu vermuten, dass die kurzen
Chromosomen bei diesen beiden Patienten auf Veranderungen chromosomaler
Proteinstrukturen (Veranderungen im Histoncode; Jenuwein et Allis, 2001)

zurickzufiuhren sind. Die so veranderten Proteine sind wahrend des
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Diskussion

Praparationsvorganges zum Zeitpunkt der spaten S-, und G2-Phase weniger leicht
dehnbar. Als Konsequenz erscheinen sie verkirzt. Um die Richtigkeit dieser Vermutung
experimentell nachzuweisen, konnten Versuche zum praparationsbedingten
Quellungsverhalten von Einzelchromosomen, wie von Claussen et al. (2002)

beschrieben, vorgenommen werden.

Im Verlauf der S-Phase kommt es zu einer Verdopplung der DNA. Dies legt den
Schluss nahe, dass es damit zu einer Volumenzunahme des Chromosoms im
dreidimensionalen Zellkern kommt. Im Rahmen des préparationsbedingten
Abflachungsprozesses der Interphasekerne durfte sich das vergro3erte Volumen der
einzelnen Chromosomen als Flachenzunahme darstellen lassen. Um dieser Frage
nachzugehen, wurde die Flache der Chromosom 5-spezifischen Falschfarben
vermessen. Bei den hier verwendeten HelLa-Zellen konnte beobachtet werden, dass die
GrolRe der Zellkerne stark variiert. Um die Auswirkungen dieses Phanomens auf die
Beurteilung der Chromosomenflache zu berucksichtigen, wurden die gemessenen
Chromosomen 5-spezifischen Falschfarbflachen in Relation zur Gesamtflache des
dazugehdrigen Zellkerns gesetzt. Die Ergebnisse zeigen, dass sich eine signifikante
GroRenabnahme der Chromosomenflache uber die Interphasestadien nachweisen
lasst. Die Unterschiede sind jedoch von Messpunkt zu Messpunkt nicht signifikant. Es
ergibt sich somit eine Schwierigkeit in der Interpretation zwischen der als gesichtert
anzusehenden Zunahme der DNA-Menge im Verlauf der S-Phase und der hier
beobachteten Flachenabnahme, die zur Zeit nicht ausreichend erklart werden kann. Ein
Grund konnte in Zellzyklus-spezifischen Unterschieden der Dreidimensionalitat der

abgeflachten Kerne bzw. Chromosomen auf den Objekttragern liegen.

Volpi et al. haben 2000 am Beispiel von Chromosom 6 gezeigt, dass die DNA von
Genen, die transkribiert werden, von der DNA des Chromosoms, von dem sie stammen,
weit entfernt sein kénnen. Dies lasst den Schluss zu, dass unter dreidimensionalen
Gesichtspunkten aktiv gelesene Gene ,ausloopen®. Folglich sollte die entsprechende
Falschfarbbande etwas vergrof3ert sein. In diesem Zusammenhang ist der Nachweis
von Holmquist (1992) von Bedeutung, dass bei Metaphasechromosomen die Giemsa-
hellen Banden genreicher sind und sich darin auch die ,house keeping genes" befinden,

die ,tissue specific genes* hingegen in den genarmeren Giemsa-dunklen Banden.
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Der Frage nachgehend, ob sich im Interphasekern aus Giemsa-hellen Banden ein
bevorzugtes ,ausloopen“ von Genen in Form der Vergrof3erung deren Falschfarbflache
nachweisen lasst, wurden vergleichend die Flachen von zwei Falschfarbbanden, die bei
Metaphasechromosomen einer Giemsa-hellen und einer Giemsa-dunklen Bande
entsprechen, Uber den Verlauf der Interphasestadien vermessen. Die Ergebnisse
fuhrten jedoch zu keinen statisch signifikanten Unterschieden. Dies kdnnte einerseits
auf die Moglichkeit zurtickgefuihrt werden, dass bei HeLa-Zellen Gene in Giemsa-hellen
Banden im Vergleich zu Giemsa-dunklen Banden nicht bevorzugt transkribiert werden.
Andererseits konnen technische Grinde, vor allen Dingen im Bereich der Effizienz der
Hybridisierung als Ursache in Frage kommen. So ist denkbar, dass die DNA einzelner
.-ausloopender® Gene durch die DNA des bandenspezifischen Proben-Sets nicht

ausreichend anfarbbar ist.

63



Zusammenfassung

6. Zusammenfassung

Nach herkdmmlicher Vorstellung werden die Unterschiede in der Lange der
Chromosomen im Verlauf des Zellzyklus durch einen entsprechenden
Chromosomenzyklus erklart. Zweifel an diesem Konzept der
Chromosomenkondensation und -dekondensation haben zu Experimenten an
Lymphozyten gefuhrt, die zeigen, dass das Chromosom 5 in der GO-Phase im
Interphasekern eine ahnliche DNA-vermittelte Banderung zeigt wie das entsprechende
Metaphasechromosom. In der vorliegenden Arbeit wurden HelLa-Zellen synchronisiert
und mit dem gleichen Proben-Set fur die Darstellung des Chromosoms 5 untersucht. Es
wurde die Flache der Interphasekerne mit auswertbaren Chromosomen gemessen (1)
und analysiert, ob sich (II) das Chromosom 5 auch im Interphasekern eines anderen
Gewebes molekularzytogenetisch &hnlich darstellen lasst, (11I) wenn ja, ob dies auch fur
alle Phasen des Zellzyklus gilt und ob (IV) Chromosomenmutationen an diesen
Interphasechromosomen erkennbar sind. Auf der Basis der Ergebnisse wurde (V)
untersucht, ob die Chromosomen 5 sich bevorzugt in einer spezifischen Zellkernregion
darstellen lassen. Es wurde (VI) untersucht, ob die Chromosomen 5 in den
Interphasestadien eine bestimmte Form aufweisen und sich (VII) in ihrer Lange
phasenspezifisch andern. Des Weiteren wurde auf zellzyklusspezifische Anderungen
der Flache des gesamten Chromosoms 5 (VIII) und der von zwei benachbarten
Chromosomenbanden auf 5q untersucht, die sich auf Metaphaseebene als eine
Giemsa-helle und eine Giemsa-dunkle Bande darstellen (1X).

Fur die molekularzytogenetischen Untersuchungen standen an synchronisierten Hela-
Zellen insgesamt 700 Zellkerne zur Verfigung, von denen 73 Kerne mit insgesamt 76
Chromosomen die Auswahlkriterien erfiillten und in die Untersuchungen aufgenommen
werden konnten. Die Auswahlkriterien betrafen die Form des Zellkerns, die
Abgrenzbarkeit der einzelnen Chromosomen voneinander und ein Minimum der
Darstellbarkeit des  jeweiligen Chromosoms auf dem  DNA-spezifischen
Falschfarbbandeniveau.

Die Ergebnisse zeigten, dass die Flache der Kerne in der G1-Phase am grof3ten ist,
dies kdnnte jedoch auf einem methodischen Fehler beruhen. Das Chromosom 5 lasst
sich in HelLa-Zellen in allen Phasen des Zellzyklus darstellen. Es wurde festgestellt,

dass auch in den Interphasestadien sich die von Metaphasechromosomen bekannten
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Zusammenfassung

Aberrationen des Chromosoms 5 bei HeLa-Zellen nachweisen lassen. Es fanden sich
Hinweise fur eine bevorzugt periphere bzw. peripher intermediare Lage des
Chromosoms 5 im Interphasekern. Eine ausschlief3lich zentrale Lage des Chromosoms
5 im dreidimensionalen Interphasekern erscheint ausgeschlossen. Durch die aus
Metaphasechromosomen bekannte Falschfarbbandenabfolge konnte bei
Interphasechromosomen eine ahnliche Chromosomenmorphologie festgestellt werden.
Eine aus Metaphasechromosomen bekannte gestreckte Chromosomenform lag jedoch
in der Regel nicht vor. Abknickungen der Chromosomen fanden sich bevorzugt
zwischen den Falschfarbbanden, die die Zentromerregion flankieren und so die
Anaphaseanordnung widerspiegelte. Uber den Verlauf der Interphase konnte keine
signifikante Anderung der Flache der Chromosomen nachgewiesen werden. Eine
interphasespezifische Veranderung der Falschfarbbanden, die in
Metaphasechromosomen einer Giemsa-hellen und Giemsa-dunklen Bande
entsprechen, konnte im Sinne einer Zu- oder Abnahme der Flache nicht festgestellt
werden.

Insgesamt belegen die Ergebnisse, dass Chromosomen als solche zu allen Zeiten des
Zellzyklus auf der DNA-Ebene metaphasechromosomen-ahnlich geformt und
strukturiert sind. Sie konnen allgemein als Interphasechromosomen angesprochen
werden. Als Konsequenz ergibt sich, dass das zur Zeit noch allgemeingultige Konzept

der Chromosomenkondensation und -dekondensation kritisch hinterfragt werden muss.
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