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Einleitung

1 EINLEITUNG

1.1 Neuroblastom

1.1.1 Allgemeines

Neuroblastome sind Tumoren des sympathischen Nervensystems. Bei dieser Art von Tumor
konnten im Vergleich zu anderen padiatrischen Tumorerkrankungen in Bezug auf Behandlung
bislang nur geringe Erfolge erzielt werden.

Die genetischen Verédnderungen der Neuroblastome sind sehr heterogen, und bis heute wurde
kein einzelnes Gen identifiziert, das Hinweise auf den Entstehungsmechanismus dieses
Tumors geben kénnte.

In vielen padiatrischen Tumoren werden bezliglich der Tumorentstehung wenige oder sogar nur
einzelne zytogenetische Ereignisse beschrieben, wie zum Beispiel spezifische Translokationen
mit folgender Onkogen-Aktivierung oder Deletionen, die zu einem Verlust der
Tumorsuppressorfunktion fihren. Beispielsweise weist das Ewing-Sarkom Veranderungen im
EWS-Gen auf, diese Veranderungen scheinen eine groRe Rolle bei der Initiierung der
Tumorgenese zu spielen, indem eine reziproke Translokation t(11;22) eine Fusion des EWS-
Gens mit einem Mitglied der ETS Onkogen-Familie zur Folge hat (Delattre et al. 1994). In
anderen Tumoren wie dem Retinoblastom sind nach der so genannten ,Two Hit Hypothese*
nach Knudson (Knudson 1971) zwei Mutationen in einem Tumorsuppressor-Gen ausreichend
fur die Entartung einer Zelle.

Solide Tumoren machen den Hauptteil der Krebserkrankungen aus. Bislang ist nur wenig Uber
die zum Teil sehr komplexen Entstehungsmechanismen von soliden Tumoren sowie Uber die
genetischen Ursachen der Proliferation, Infiltration und Metastasierung bekannt.

Um eine Einsicht in bislang beschriebene Mechanismen zur Entstehung, Disseminierung und in
molekularzytogenetische Aspekte an Neuroblastomen zu erlangen, werden weltweit intensive
Forschungen durchgefihrt. So wurde bereits seit 1864 in Publikationen Uber die histologische
Erscheinung (Virchow et al. 1864) berichtet, sowie in zahlreichen spateren Publikationen
verschiedener Autoren Erkenntnisse Uber den Ursprung des Tumors, seine metabolische
Aktivitdt, seine Differenzierung sowie Einblicke in genetische und molekularzytogenetische

Veranderungen vorgestellt.
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Es stellt sich bis heute die Frage, ob ein solider Tumor allein durch die normale Mutationsrate
entsteht, gekoppelt mit einer klonalen Expansion seltener aberranter Zellen (Tomlinson et al.
1996), oder ob ein solider Tumor durch eine friihe Mutation in Genen hervorgerufen wird, die fr
die genetische Stabilitat verantwortlich sind (Mutator-Phanotyp nach Loeb 1991).

Bei colorektalen Tumoren konnten zwei verschiedene Mechanismen gezeigt werden (Lengauer
et al. 1997, 1998). Bei Patienten mit einem erblichen Nicht-Polyposis Colonkarzinom (HNPCC)
kommt es durch eine Keimbahnmutation in einem oder mehreren Mismatch Repair Genen
(MMR) zu einer Mikrosatelliteninstabilitat (MIN). MIN Tumoren zeigen in der Regel fast-diploide
Karyotypen und weisen keine gesteigerte Rate chromosomaler Gewinne oder Verluste auf. Auf
der anderen Seite zeigen MMR-profiziente Tumoren, die tber 85% der colorektalen Tumoren
ausmachen, eine hohe Rate an Aneuploidie. Diese chromosomal instabilen Tumoren (CIN)
weisen keine Mikrosatelliteninstabilitat auf. Bei CIN Tumoren kann man die Aneuploidie bereits
in kleinen benignen Tumoren beobachten, und die Abweichung von einem normalen Karyotyp
nimmt mit Anstieg der Tumorgrol3e und Malignitéat zu (Bardi et al. 1997)

In zahlreichen adulten Neoplasien konnte ein Entstehungsprozess gezeigt werden, welcher in
definierten Schritten ablauft. Eindrucksvoll wurde dieser ,multistep process" am Beispiel der
Colonkarzinom-Entwicklung aus Adenomen veranschaulicht (Vogelstein B. 1988, Cho KR:
1992).

Weitere Daten zeigen kombinierte pathogene Effekte aus Anzahl der Mutationen,
epigenetischer Regulation, Telomerinstabilitat und verandertem Milieu des Gewebes (DePinho
2000). Andere Hypothesen verweisen auf einen Zusammenhang zwischen Aneuploidisierung
durch Karzinogene und einer folgenden Destabilisierung mit autokatalytischer Karyotyp-

Entwicklung, welche wiederum zu Neoplasien fuhren sollen (Duesberg et al. 2000).

Beim Neuroblastom als haufigster extrakranieller solider Tumor der Kindheit konnte bislang
keine Hypothese zur Tumorentstehung etabliert werden. Veroffentlichte Daten geben nur einen
kleinen Einblick in die scheinbar komplexen Mechanismen, die zu den bekannten und unten
aufgeflihrten Veranderungen fihren.

Die folgenden Kapitel geben einen Uberblick in bisher beschriebene Erkenntnisse uber
Entstehung, Charakterisierung, genetische Veréanderungen, Diagnose und Therapie beim

Neuroblastom.
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1.1.2 Entstehung

Das Neuroblastom ist ein embryonaler Tumor, der aus postgangliondren sympathischen Zellen
der Neuralleiste entsteht. Somit ist das Neuroblastom eine maligne Erkrankung des
sympathischen Nervensystems und ist im Kindesalter mit 8-10% aller padiatrischen Malignome
der haufigste extrakranielle solide Tumor.

Die Inzidenz liegt bei 1 auf 10000 Lebendgeburten. Das Auftreten des Neuroblastoms
konzentriert sich auf das frihe Kindesalter: etwa ein Drittel der Kinder erkranken bereits im
ersten Lebensjahr, mit zunehmendem Lebensalter nimmt die Inzidenz ab. 90% der Patienten
sind junger als sechs Jahre. Eine Geschlechtsbevorzugung wird leicht in Richtung méannlich
beobachtet (mannlich 1,2: weiblich 1,0).

Das Neuroblastom tritt an Stellen auf, an denen sympathisches Nervengewebe lokalisiert ist,
also zum Beispiel in den Nebennieren, im zervikalen, thorakalen und abdominellen Grenzstrang
sowie in den Paraganglien. Etwa 70% der Tumore liegen retroperitoneal, 20% sind mediastinal
lokalisiert.

In anndhernd 70% der Falle sind bei Diagnosestellung bereits Metastasen vorhanden.
Metastasen treten vor allem in den regionalen und entfernten Lymphknoten, in Knochenmark,
Knochen, Leber und Haut auf, seltener im Zentralen Nervensystem (ZNS) (www.uni-
duesseldorf.de/ WWW/AWMF/Il/ponk-205.htm).
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1.1.3 Stadieneinteilung

Die Stadieneinteilung erfolgt nach INSS-Kriterien (International Neuroblastoma Staging System)
von 1993 (Brodeur et al., 1993):

Tumor ist auf seinen Ursprungsort begrenzt
Stadium 1 Kein Befall von Lymphknoten

Vollstéandige chirurgische Entfernung maoglich

Tumor infiltriert die Umgebung, ohne die Mittellinie zu Uberschreiten
Stadium 2a Kein Befall von Lymphknoten

Keine vollstandige chirurgische Entfernung méglich

Tumor infiltriert die Umgebung, ohne die Mittellinie zu tGberschreiten
Stadium 2b Befall von Lymphknoten

Keine vollstandige chirurgische Entfernung maoglich

Tumor Uberschreitet die Mittellinie

Stadium 3 , _ , _
Regionale Lymphknoten kénnen beiderseits befallen sein
_ Disseminierung des Tumors in entfernte Lymphknoten:
Stadium 4
Hamatogene Fernmetastasen
Nur Kinder unter 1 Jahr:
Lokalisierter Primartumor mit Metastasierung beschrankt auf Leber, Haut
Stadium 4s und/ oder Knochenmark (Knochenmarkbefall betrifft weniger als 10% der
kernhaltigen Zellen)
Ohne radiologisch nachweisbare Fernmetastasen
Tabelle 1: INSS des Neuroblastoms.

Stadium der Erkrankung sowie das Alter des Patienten zum Zeitpunkt der Diagnose stellen gut

etablierte klinisch prognostische Faktoren dar (Brodeur et al., 1993).
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Stadium 4s

Beim Neuroblastom wird - haufiger als bei anderen Tumoren - eine spontane Ruckbildung im
Stadium 4s bei Kindern unter 1 Jahr beobachtet. Es gibt hierflir verschiedene

Erklarungsansatze (Pritchard et al. 1994):

e Wahrend der Entwicklung muss der Mechanismus der Apoptose noch voll ausgebildet
werden; diese Entwicklung ist verzogert und ist demnach nicht sofort vor oder nach der
Geburt aktiv. Nach ein paar Lebensmonaten wird der Apoptose-Weg vollstandig aktiviert, die
Zellen sterben, der Tumor bildet sich zurlick. Eine variierende Rate der Tumorregression

wird durch die biologische Diversitat dieses Aktivierungsmechanismus erklart.

¢ An der spontanen Regression kénnten natirliche anti-Neuroblastom IgM Antikdrper beteiligt
sein. Bolande und Mitarbeiter (1990, a) haben gezeigt, dass das Serum einer normalen
schwangeren Frau eine hohe zytolytische Aktivitat in Bezug auf Neuroblastom-Zellen
aufweist. An Saugetierzellen konnte daraufhin nachgewiesen werden, dass diese
zytolytische Aktivitat das Ergebnis von natirlichen IgM Antikérpern ist, die an das
Neuroblastom binden; dadurch wird das Komplementsystem aktiviert und Apoptose induziert
(Bolande 1990, b). Dieser Mechanismus konnte auch beim humanen Neuroblastom gezeigt
werden; als Rezeptor fur IgM wurde NB-p260 gefunden, ein 260 kD Protein, das spezifisch
auf humanen Neuroblastomen exprimiert wird. NB-p260 konnte auf normalen Zellen oder
anderen Tumoren wie zum Beispiel Melanom, Osteosarkom oder Lymphom nicht
nachgewiesen werden (Ollert et al. 1996, David et al. 1999).

1.1.4 Genetik

1.1.4.1 Genetische Pradisposition

Eine kleine Zahl von Patienten mit Neuroblastom zeigt eine Pradisposition, die einem
autosomal dominanten Vererbungsmuster zu Grunde liegt (Brodeur, 1993).

Knudson und Strong nahmen an, dass 22% aller Neuroblastome Ergebnis einer
Keimbahnmutation sind (Knudson and Strong, 1972). Dieses Ergebnis zeigt, dass sich das

Neuroblastom wie ein so genannter "Two-Hit-Tumor" verhalt.
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Diesen Begriff pragte Knudson 1971 (Knudson, 1971). Nach der Two-Hit-Hypothese kdnnen
sporadische Neuroblastome Ergebnis von zwei postzygotischen oder somatischen Mutationen
sein, die in einer einzigen Zelle auftreten und zu einer malignen Transformation dieser Zelle
fuhren. Vererbte Tumoren treten auf, wenn in einer Zelle bereits prazygotisch eine Mutation
aufgetreten ist; als Konsequenz befindet sich die Mutation in allen Zellen. Eine zuséatzliche
Mutation in einer Zelle des Zielgewebes reicht dann fir eine Tumorentwicklung aus.
Gewohnlich treten vererbte Tumoren in einem jlingeren Alter auf und kommen an mehreren
Stellen vor; entweder erscheinen diese dann gleichzeitig oder sequenziell. Familiare
Neuroblastome gehen meist mit einer vererbten Pradisposition einher, wenngleich sie auch
eher selten sind. Kushner und Kollegen fanden bei familidren Neuroblastomen ein mittleres
Manifestationsalter Alter von neun Monaten und bei spontanen Neuroblastomen 22 Monate
(Kushner et al. 1986).

1.1.4.2 Genetische Veranderungen

In den letzten Jahren wurde beim Neuroblastom eine Reihe von genetischen Veranderungen
beschrieben. Diese sind sehr heterogen; generell kann man aber bestimmte Tendenzen
erkennen, die charakteristisch fir die verschiedenen Stadien sind und im Folgenden naher

beschrieben werden.

Chromosom 1

In etwa 35% der Neuroblastome allgemein und in etwa 70% der Neuroblastome in héheren
Stadien werden Deletionen in 1p beobachtet. Diese Deletionen, in Form von Loss of
Heterozygosity (LOH) von 1p-Material, resultieren aus einfachen terminalen Deletionen,
interstitiellen  Deletionen und unbalancierten  Translokationen mit  verschiedenen
Chromosomenfragmenten. Die GréRe der Deletionen variieren von Tumor zu Tumor, jedoch ist
1p36 haufig involviert. Ein LOH von 1p36 korreliert mit eher spaten Stadien, nicht-entfernbaren
Tumoren sowie Metastasenbildung (siehe unten). Ein LOH von 1p36 ist in etwa 70% mit einer
MY CN-Amplifikation assoziiert.

Ferner wird haufig ein 1p Verlust im Zusammenhang mit einer unbalancierten Translokation
zwischen dem kurzen Arm von Chromosom 1 und dem langen Arm von Chromosom 17

gefunden.
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Analysen der Bruchpunkte zeigten jedoch, dass diese auf 1p und 17q verstreut liegen, so dass
es unwabhrscheinlich ist, dass diese Bruchpunkte spezifische Gene aktivieren oder inaktivieren
(Caron et al. 1994, Van Roy et al. 1994).

Kandidaten-Gene auf Chromosom 1

In 1p werden Kandidaten-Gene beschrieben, die bei der Entwicklung des Tumors eine Rolle
spielen kénnten. Analysen von 1p36 Deletionen lassen vermuten, dass in dieser Region mehr
als ein Tumorsuppressor-Gen zu finden ist (Cheng et al. 1995). In den etwa 30% der Tumoren
mit einer 1p Deletion ohne amplifizierte MYCN Region konnten Caron und Kollegen zeigen,
dass Teile der Region 1p36.2-p36.3 aus dem Verlust des maternalen Allels resultiert (Caron et
al. 1993, 1995). Man denkt somit, dass 1p sowohl gepragte als auch nicht gepragte Bereiche
enthalt und demnach mehr als ein Tumorsuppressor-Gen fur die Pathogenese des Tumors eine
wichtige Rolle spielen kdnnte (Caron et al. 1993 und 1995). Bislang sind jedoch keine
eindeutigen Gene identifiziert worden. In der Literatur werden die folgenden zwei

Tumorsuppressor-Gene beschrieben, die eventuell im Zusammenhang mit dem Tumor stehen:

e TP73

Das TP73 Gen liegt in der Region 1p36.2-p36.3 (Kaghad et al. 1997). Das Genprodukt von
TP73 scheint bei der Zellzykluskontrolle eine Rolle zu spielen, ahnlich dem p53-Protein. Jedoch
wurde bislang keine somatische Mutation in TP73 gefunden, so dass die Wichtigkeit dieses

Gens bei der Entwicklung des Neuroblastoms nicht bewiesen ist (Kovalev et al. 1998).

e DFFb

DFFB (1p36.2-p36.3) codiert fur die aktive Untereinheit des Apoptose-Faktors DNA
fragmentation factor DEF40. DEF40 ist eine Caspase3 aktivierte DNase. Eine Mutation oder ein
Verlust in DFFb fuhrt zu einer fehlenden apoptotischer DNA-Degradierung, was eine
Tumorproliferation zur Folge haben kann (Liu et al. 1997; Halenbeck et al. 1998; Enari et al.
1998; Mukae et al. 1998; Sakahira et al. 1998). Judson und Mitarbeiter (2000) untersuchten
dieses Gen auf die Wichtigkeit beim Neuroblastom. Allerdings konnte dieses Gen nicht mit dem

maternal geprégten Bereichen in Zusammenhang gebracht werden.
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Chromosom 2

¢ MYCN (auch: N-myc)

Zytogenetische Analysen von Primartumoren und Zelllinien haben ein signifikantes Vorkommen
von extrachromosomalen double minute chromosomes (dmin) oder chromosomal integrierten
homogeneously staining regions (HSRs) gezeigt.

Biedler et al. (1976) nahmen an, dass dmin und HSRs die zytogenetischen Manifestationen von
Gen-Amplifikationen sind. Seeger und Kollegen haben 1985 beschrieben, dass eine MYCN-
Amplifikation ein unglnstiger prognostischer Faktor ist und meist mit einem fortgeschrittenen
Stadium und rapider Tumorprogression korreliert (Seeger et al. 1985).

Molekulare Studien haben eine enge Korrelation zwischen MYCN-Amplifikation und LOH von
1p36 gezeigt (Fong et al. 1989, Caron et al. 1993, Schleiermacher et al. 1994, Cheng et al.
1995). Hierbei wurde festgestellt, dass bei einer MYCN-Amplifikation ein LOH von 1p36 meist

zu erwarten ist, nicht jedoch umgekehrt.

Die folgenden Abbildungen zeigen MYCN-Amplifikationen in Form von dmin und HSRs.
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Abbildung 1: MYCN-Amplifikationen
A) Neuroblastom Metaphase mit zahlreichen dmin (double minutes), ein normales
Chromosom 1 und ein 1p- Chromosom (Pfeilkdpfe).
B) Neuroblastom Karyotyp mit einer HSR (homogeneously staining region) auf
Chromosom 19 sowie duplizierten 1p- Chromosomen (Pfeile).
aus Kaneko et al. (2000).
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Mogliche Funktionen von MYCN

Die Lokalisation des MYCN Gens wurde auf Chromosom 2p24 identifiziert. Das MYCN

Amplikon variiert in seiner Grof3e von etwa 350 kb bis mehr als 1 Mb. Das Genprodukt MYCN

ist ein Transkriptionsfaktor (nucleédres Phosphoprotein), der wahrend der Entwicklung des ZNS,

der Spinalganglien, der Lungen und der Nieren exprimiert wird. Wahrscheinlich ist es auch

wichtig fur die Entwicklung der HerzgefalRe, denn MYCN Mause sterben in utero mit

schwersten Herz-Lungendefekten. AuRerdem reguliert es das Wachstum der Tumorgefalie.

MYCN enthalt eine N-terminale Transaktivierungsbox (Myc-Box) und eine C-terminale
Region mit einem helix-loop-helix/ Leucinzipper-Motiv. Die C-terminale Region vermittelt die
Bindung und Interaktion mit dem Transkriptionsfaktor Max.

Max fungiert bei Max:Max-Homodimerbildung in der Gp-Phase als transkriptioneller
Repressor. Bei Uberexpression von MYCN kommt es zu einer Heterodimerisierung mit Max.
Dies hat zur Folge, dass die Transkription von bislang unbekannten wachstumsférdernden

Genen aktiviert wird und so eine Zellproliferation resultiert.

MYCN scheint bei der rezeptorvermittelten Apoptose eine Rolle zu spielen: durch eine
Methylierung des Apoptose-Faktors Caspase-8 wird der Apoptose pathway unterbrochen.
Diese Methylierung wird unter anderem durch Uberexpression des MYCN Onkogens
aktiviert. Tatséchlich wurde in einer hohen Prozentzahl von Neuroblastomen und anderen
Tumoren, die aus der Neuralleiste entstehen, keine Caspase-8 mRNA gefunden, was
daraus schliel3en lasst, dass das Caspase-8 Gen, CASP8, durch Methylierung inaktiviert
wird (Teitz et al. 2001).

Activin A ist ein Inhibitor der Angiogenese: es hemmt wirksam die Zellproliferation. Es wurde
festgestellt, dass eine Uberexpression des MYCN Onkogens in Neuroblastomzellen Activin

herunterreguliert und dies zur Tumor-Angiogenese fuhrt (Breit et al. 2000; Hatzi et al. 2000).
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Chromosom 11

In etwa 15% bis 20% der beschriebenen Neuroblastome (Primartumoren und Zelllinien) wird ein
LOH von 11923 beobachtet. Studien haben ergeben, dass dieser LOH in einigen Fallen
beschriebener Neuroblastome mit einer Tumorprogression korreliert (Srivatsan et al. 1993). Im
Gegensatz zum LOH in 1p36 korreliert jedoch ein 11923 LOH invers mit einer MYCN-
Amplifikation (Plantaz et al. 2001). Plantaz und Kollegen stellten in 59% der untersuchten
Tumoren eine auffallende Haufung von 11q Deletionen fest, wenn keine MYCN-Amplifikation zu
finden war. Im Gegensatz dazu fanden sie in nur 11% der Tumoren ein 11q Verlust zusammen
mit einer MYCN-Amplifikation.

Somit diskutiert man ein LOH in 11923 als einen unginstigen prognostischen Faktor
unabhangig von einer MYCN-Amplifikation. Nach Plantaz (Plantaz et al. 2001) kénnte man das
Stadium 4 in eine weitere Subgruppe unterteilen, in der keine MYCN-Amplifikation, daftr aber
ein 11923 Verlust zu finden ist. Bislang wurde in der Literatur noch kein mdgliches

Kandidatengen beschrieben.

Chromosom 17

Gilbert et al. (1984) zeigten bei Neuroblastom-Zelllinien und priméaren Neuroblastomen haufige
179 Veranderungen. Diese Daten wurden inzwischen von mehreren Arbeitsgruppen bestatigt
(Van Roy, 1994, Savelyeva et al. 1994, Caron et al. 1994).

Die Mehrzahl der Chromosom 17-Verdnderungen sind Ergebnis einer unbalancierten
Translokation zwischen den Chromosomen 1 und 17, wobei 1p Material verloren geht. Die
Bruchpunkte auf Chromosom 17 liegen meist in der Region 17g22-qter. Man hat festgestellt,
dass diese Translokation durch nicht-homologe Rekombination wahrend der S/G2-Phase des
Zellzyklus zustande kommt. Alle 17g-Veranderungen haben eine 17q Uberreprasentation zur
Folge, und somit vermutet man einen Gendosiseffekt. Man geht heute davon aus, dass
Extrakopien einer oder mehrerer Gene in diesem Bereich eine Schlisselrolle bei der
Onkogenese von Neuroblastom spielen. Bislang hat man jedoch noch kein eindeutiges
Kandidatengen in diesem Bereich gefunden. Aktuell diskutiert wird Survivin in 17925, das bei
einer Uberexpression Apoptose inhibieren kann (Islam et al. 2000). Hohe Levels einer Survivin-
Expression korrelieren nach denselben Autoren auf3erdem eng mit hdheren Stadien des

Tumors sowie einem hoherem Alter des Patienten.
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In einer Studie mit 204 Neuroblastomen fanden Vandosempele und Kollegen (2001) heraus,
dass der Gewinn von 17q ein wichtiger prognostischer Faktor ist. In Gber 70% der Stadium 1
und 2 Tumoren fand sich ein Gewinn des ganzen Chromosoms 17. In 74% der Stadium 4
Tumoren konnte ein unbalancierter Gewinn von 17q Material beobachtet werden, oft in
Assoziation mit MYCN-Amplifikation und Verlust von 1p. Insgesamt wurde in Uber 80% aller
ausgewerteten Tumoren ein Gewinn von Chromosom 17 oder 17g-Material gezeigt
(Vandosempele et al. 2001).

Auch in anderen Studien (Bown et al. 1999) wurde gefunden, dass ein Gewinn von 17g mit
einem hoheren Stadium assoziiert ist, dass aul3erdem ein 17q Gewinn in Tumoren von Kindern
mit einem Alter von Uber einem Jahr vorkommt, sowie dieser Gewinn fir Tumoren
charakteristisch ist, welche einen gleichzeitigen Verlust von 1p sowie eine MYCN-Amplifikation
aufweisen. Ebenfalls assoziiert mit einem 17q Gewinn sind Tumoren, die diploid oder tetraploid

sind (siehe unten).

Die folgende Abbildung zeigt das Ergebnis der Untersuchung von Bown et al. (1999), welche in
insgesamt 164 der 260 untersuchten Neuroblastome eine Beziehung zwischen einem 17q
Gewinn, einem 1p Verlust und einer MYCN-Amplifikation gefunden hat. Auffallend ist, dass in

64 Tumoren alle drei genannten Veranderungen gleichzeitig auftreten.

kein 17q Gewinn,

kein del(1p) und

keine MYCN Amplifikation
n=96

Amplifikation

Abbildung 2: Beziehungen von 17q Gewinn, 1p Verlust und MYCN-Amplifikationen bei 260 analysierten
Neuroblastomen (Abbildung nach Bown et al. 1999).
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Weitere Chromosomen: LOH 14923, LOH 16g22-24, LOH 3pter

Beim Neuroblastom werden noch weitere chromosomale Veranderungen beobachtet. Hierzu
zahlen LOH 14923-932, LOH 3pter, LOH 16g22-g24. Auf diese soll im Weiteren aber nicht
naher eingegangen werden, da sie in der vorliegenden Arbeit flr die zytogenetischen Analysen

nicht verwendet wurden.

1.1.5 Stadieneinteilung nach zytogenetischen Gesichtspunkten: Modell

zur Tumorentstehung

1995 beziehungsweise 1997 haben Brodeur und Mitarbeiter die INSS-Einteilung des
Neuroblastoms nach zytogenetischen Gesichtspunkten verfeinert (Brodeur et al. 1995, 1997).

Sie unterteilten den Tumor in drei Typen:

entspricht - ;
Stadium Alter Ploidie Veréanderungen Prognose
o 85%: keine 1p Deletion und
Typl)1,24s <1Jahr | triploid keine MYCN-Amplifikation gut
fast diploid 1p Deletion, .
W2 > 1 Jahr fast tetraploid keine MYCN-Amplifikation mittel
— 1p Deletion,
Typ3 |4 > 1 Jahr fast diploid MY CN-Amplifikation, schlecht
fast tetraploid .
17q Gewinn
Tabelle 2: Zytogenetische Einteilung des Neuroblastoms

Beziglich des DNA-Gehalts von Neuroblastomen fand man heraus, dass man zwischen zwei
Hauptgruppen unterschieden kann: triploide (= 3n) sowie fast-diploidie (< 2n) und/ oder
tetraploide (4n) Zellen. In beiden Gruppen sind genomische Veranderungen wie MYCN-
Amplifikationen und/ oder ein Verlust von 1p zu finden, wobei diese Verdnderungen bei
triploiden Tumoren mit unter 15% gering sind und bei hyperdiploiden Tumoren bei Uber 56%
liegen.

Da die Mehrzahl der triploiden Tumoren ohne weitere strukturelle Veranderungen beschrieben
wird, kann man daraus schlieen, dass ein Gewinn von ganzen Chromosomen flr ein
Tumorwachstum ausreicht, wobei diese Tumoren dann einen eher giinstigen Verlauf zeigen.

Nur in diesen Tumoren wird eine spontane Regression gefunden.
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Abbildung 3 zeigt ein Modell, welches das Verhaltnis von Veranderungen und Tumorwachstum

in triploiden und fast-diploiden Tumoren darstellt.

2n /

MycN und/ oder del1p

Tumorwachstum

Y

3n

MycN und/ oder del1p Tumorwachstum
e _,. Spontane Riickbildung -

1 Jahr

Abbildung 3: Modell zur Darstellung verschiedener Tumorwachstumskurven, die in fast-diploiden (2n)
und triploiden (3n) Tumoren beobachtet werden. Eine spontane Regression von 3n

Tumoren wird bei Kindern unter 1 Jahr beobachtet. Nach Ambros und Brodeur, 2000.

Trotz oben beschriebenem eher giinstigen Verlauf triploider Tumoren zeigen diese in immerhin
fast 15% ein aggressives klinisches Verhalten, wenn sie mit einer MYCN-Amplifikation und/
oder einem 1p Verlust assoziiert sind (Ambros, nicht publizierte Ergebnisse). Da das
Erscheinen der Triploidie der MYCN-Amplifikation und dem 1p Verlust vorausgeht, kann daraus
geschlossen werden, dass diese Verdnderungen spatere Ereignisse sind. Nimmt man ferner
an, dass die Tumorheterogenitat ungefdhr den Zeitpunkt widerspiegelt, zu dem diese
Veranderungen erscheinen, kann man daraus schlief3en, dass MYCN-Amplifikationen und ein

1p Verlust wahrscheinlich im Alter zwischen sechs und 12 Monaten auftreten (Abbildung 1).

Bei diploiden Tumoren ist die Entstehung unklar. 2n Tumoren weisen haufig strukturelle und
kaum numerische Veradnderungen auf; diese strukturellen Veranderungen kommen auch in
Abwesenheit von MYCN-Amplifikationen und einem 1p Verlust vor. Deshalb scheinen andere
genetische Veranderungen fur die Tumorentstehung verantwortlich zu sein und Veranderungen
wie MYCN, 1p Verlust und 17q fur den weiteren Verlauf des Tumorwachstums eine Rolle zu

spielen.
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Zusammenfassend haben Ambros und Kollegen also herausgefunden, dass bei Triploidie sowie
Gewinnen und Verlusten von ganzen Chromosomen eine gunstigere Prognose besteht als bei
Diploidie, Tetraploidie, MYCN-Amplifikationen, 1p Verlust, 17q Gewinn sowie Verlusten und
Gewinnen von Chromosomenteilen (Ambros und Brodeur, 2000).

Neuere Veroffentlichungen gehen davon aus, dass ein Gewinn von 17 den starksten

prognostischen Faktor darstellt (Lastowska et al. 1997, Bown et al. 1999).

1.1.6 Symptomatik

Patienten, die am Neuroblastom erkranken, zeigen je nach Ort des Primartumors
beziehungsweise der Metastasen unterschiedliche Symptome:

Das Neuroblastom beféllt in etwa 70% der Falle den Bauchraum. Abdominelle Tumoren kénnen
Bauchschmerzen, Appetitlosigkeit, Darm- und Harnwegsprobleme zur Folge haben. In
schweren Fallen kann eine Harnabfluss-Behinderung zur Hydronephrose fiihren.

Intrathorakale Tumoren (etwa 10%) konnen Luftnot, Tachypnoe sowie thorakale Schmerzen
verursachen. Tumoren des Grenzstrangs zeigen die Tendenz, durch die Foramina
intervertebralia nach intraspinal vorzuwachsen und neurologische Symptome bis hin zur
Querschnittslahmung zu verursachen. Bei 15-20% aller zervikalen Tumoren wird bei
Diagnosestellung ein Horner-Syndrom (Ptosis, Miosis und Enophthalmus) beobachtet. Des
Weiteren verursachen retrobulbare Infiltrationen typische periorbitale Ekchymosen
(Brillenhamatome). Patienten mit einem metastasierten Neuroblastom fallen oft mit Schmerzen,
reduziertem Allgemeinzustand, Fieber oder Blasse auf (www.uni-
duesseldorf.de/WWW/AWMF/Il/ponk-205.htm).

1.1.7 Diagnostik

Bildgebende Diagnostik

Primartumor und Metastasen der inneren Organe werden mittels Sonographie und
Kernspintomographie (nativ und mit Kontrastmittel) dargestellt. Ebenso kann die Darstellung
Uber eine Computertomographie (nativ und mit Kontrastmittel) erfolgen. Bei wirbelsaulennahen
Tumoren muss ein intraspinales Vorwachsen des Tumors durch eine Kernspintomographie der

korrespondierenden Wirbelsaulenabschnitte ausgeschlossen werden.
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Bei metastasiertem Neuroblastom wird eine Magnetresonanztomographie des Schédels zum
Ausschluss und/ oder Nachweis von intrakraniellen Metastasen erganzt.

Zur spezifischen szintigraphischen Darstellung von Primartumor und Metastasen wird dariber
hinaus in jedem Falle Metajodbenzylguanidin (MIBG) eingesetzt; beim Neuroblastom findet sich
diese Substanz in der Regel deutlich angereichert.

Zum Ausschluss von Lungenmetastasen wird eine konventionelle Rdntgenaufnahme

angefertigt.

Histopathologische und zytologische Diagnostik

Die histopathologische Einteilung der Tumore erfolgt nach dem Grading-System von Hughes
(Hughes et al. 1974):

Gradingstufe Histologischer Befund
Malignitatsgrad | Mischbild aus undifferenzierten Zellen und reifen Ganglienzellen
Malignitatsgrad Il Mischbild aus undifferenzierten Zellen und einigen Zellen mit partieller

Differenzierung in Ganglienzellen (vesikuldre Kerne; Nucleolus
erkennbar; Cytoplasma-Kern-Relation angestiegen; cytoplasmatische

Forsatze)
Malignitatsgrad Ill Undifferenziertes, kleinzelliges Tumorgewebe (Rosetten mdglich)
Tabelle 3: Histologisches Grading der Neuroblastome nach Hughes.

Zur Prognoseabschatzung werden zusétzliche molekulargenetische Untersuchungen des
Tumormaterials wie MYCN-Analysen (Southern Blot) eingesetzt.

Zum Ausschluss einer Metastasierung ins Knochenmark sind zweiseitige Knochenmark-
punktionen und Stanzbiopsien notwendig, die zytologisch beziehungsweise histologisch und

eventuell immunhistologisch (Anti-G(D2)-Antikérper ch14.18) untersucht werden.

Labor

Im Blut werden die neuronspezifische y-Enolase (NSE) und unspezifische Tumormarker wie
Lactatdehydrogenase (LDH) und Ferritin nachgewiesen. Zudem eignet sich LDH als guter
Verlaufsmarker.

Im Urin sind in der Regel Katecholamin-Metabolite (Vanillinmandelsaure, Homovanillinsaure,

Dopamin) erhoht.
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1.1.8 Therapie

Beim Neuroblastom ist die Behandlung stadienabhéngig. Im Stadium 1 ist eine alleinige
operative Tumorentfernung in der Regel ausreichend. In den hdheren Stadien 2 bis 4 ist
zusatzlich der Einsatz von Chemotherapie notwendig. Die Dauer der Therapie kann abhéngig
vom Stadium der Erkrankung bis zu zwei Jahre betragen. Das Therapiekonzept fir Patienten im
Stadium 4 sieht eine maximale Therapie mit Chemotherapie, Operation und eventuell
Radiotherapie vor. Die Radiotherapie kann durch externe Bestrahlung oder durch
Verabreichung radioaktiv markierten MIBGs erfolgen. Die aktuelle deutsche Behandlungsstudie
Gesellschaft fur padiatrische Onkologie und Hamatologie (GPOH) untersucht den eventuellen
Vorteil einer Hochdosischemotherapie mit anschlie@endem autologen Stammzell-Rescue
versus Erhaltungschemotherapie. Zusatzlich wird der Therapieeffekt von Anti-G(D2)-
Antikérpern gegen Ganglioside auf der Oberflache von neuronalen Zellen getestet.
Retinoinsaure kann Neuroblastom-Zellen zur Ausreifung anregen und wird deshalb fur die
Behandlung von Neuroblastom-Rezidiven vorgeschlagen (Neuroblastomstudie NB 97, GPOH,
1998).

Patienten im Stadium 4s nehmen eine Sonderstellung ein. Haufig regredieren diese Tumoren
spontan. Deshalb reicht oft eine engmaschige Beobachtung aus. Bei Bedrohung durch die
Tumormassen beziehungsweise bei Lebermetastasierung kann eine Teilresektion und/ oder
milde Chemotherapie ausreichend sein. In der Rezidivsituation kommen im Sinne

experimenteller Therapieansatze immuntherapeutische Verfahren zur Anwendung.

1.1.9 Prognose

Die Prognose ist in erster Linie stadienabhéngig. Die Fiinfjahres-Uberlebensrate fiir alle Stadien
liegt bei 55%. Lokalisierte Tumoren zeigen eine Fiinfijahres-Uberlebensrate von etwa 90% im
Stadium 1 oder 2 und von etwa 70% im Stadium 3, wéhrend im Stadium 4 eine Finfjahres-
Uberlebensrate zwischen 20% und 30% zu beobachten ist. Insgesamt kann man davon
ausgehen, dass die Prognose umso unglnstiger wird, je alter der Patient und je héher das
Stadium ist (ausgenommen Stadium 4s) (www.uni-duesseldorf.de/WWW/AWMF/Il/ponk-
205.htm).

16



Einleitung

1.2  Multiplex-Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung

Multiplex Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (M-FISH, Speicher et al. 1996) ist eine Technik, bei
der alle 24 menschlichen Chromosomen - 22 Autosomen und die beiden Geschlechts-
chromosomen - simultan in verschiedenen Farben dargestellt werden kénnen. Durch eine
kombinatorische Markierungstechnik erhélt jedes Chromosomenpaar eine individuelle spektrale
Signatur, die es erlaubt, jedem Chromosomenpaar eine andere spezifische Farbe zuzuordnen.
Gerade in den letzten Jahren hat dieses Verfahren immer mehr an Bedeutung gewonnen.
M-FISH spielt eine wichtige Rolle insbesondere in der pra- und postnatalen Diagnostik und bei
der Charakterisierung sehr komplexer Veranderungen, wie sie beispielsweise bei soliden
Tumoren auftreten koénnen. Dariber hinaus kann M-FISH in der Grundlagenforschung
eingesetzt werden, um mehr tber Chromosomenstruktur oder Verteilung der dreidimensionalen
Organisation des Genoms im Interphase-Kern zu lernen.

Fur die Routinediagnostik stellen die G-Banden nach wie vor die Standardmethode dar.

M-FISH hat das Potential, sich ebenfalls zu einer breit eingesetzten Methode zu entwickeln, da
es das bessere Auflosungsvermdgen bei interchromosomalen Veranderungen hat und die

Analyse sehr schnell geht und automatisierbar ist.

1.2.1 Technik

Die Anzahl der bendétigten Fluorochrome bei M-FISH resultiert aus der Booleschen Kombination
2"-1. Hieraus ergibt sich fur einen menschlichen 24-Farben-Ansatz aus der Booleschen
Kombination fir N Fluorochrome ein Einsatz von mindestens finf verschiedenen
Fluorochromen (2°-1 = 31 Kombinationsméglichkeiten). Neuerdings hat sich der Einsatz von
sieben Fluorochromen bewéhrt (siehe unten). Die Zahl der Fluorochrome ist auf sieben
beschrankt, da das automatische Filterrad des Epifluoreszenz-Mikroskopes, welches zur
Aufnahme verwendet wird, mit insgesamt acht Filterplatzen ausgestattet ist und ein Platz mit
dem DAPI-Filter bereits belegt ist.

Die in dieser Arbeit verwendeten sieben Fluorochrome beziehungsweise Haptene sind DEAC
(Diethylaminocoumarin), FITC (Fluoresceinisothiocyanat), Cy3, Texas Red, Cy5, Cy5.5 und
CyT.
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Ublicherweise werden Absorption und Emission in Form von Kurven oder Spektren dargestellt.
Tabelle 4 listet die verschiedenen Absorptions- und Emissionsspektren der Fluorochrome DAPI,
DEAC, FITC, Cy3, Texas Red, Cy5, Cy5.5 und Cy7 auf. Durch DAPI (4’-6’-Diamidino-2-
Phenylindol) werden alle Chromosomen sichtbar gemacht (Absorptionsmaximum 350 nm,

Emissionsmaximum 456 nm).

Fluorochrom Anregungsmaximum | Emissionsmaximum
4,6-Diamidino-2-Phenylindol (DAPI) {350 nm 456 nm

Diethylaminocoumarin (DEAC) 426 nm 480 nm
Fluoresceinisothiocyanat (FITC) 490 nm 520 nm

CY3 554 nm 568 nm

Texas Red 595 nm 615 nm

CY5 652 nm 672 nm

CY5.5 682 nm 703 nm

CY7 755 nm 778 nm

Tabelle 4: Absorptions- und Emissionsspektren der fir M-FISH eingesetzten Fluorochrome

beziehungsweise Haptene

In Abbildung 4 werden die Absorptions- und Emissionsspektren graphisch dargestellt.

Cy3 Cyd.5
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Abbildung 4: a) Absorptionsspektren und b) Emissionsspektren der Fluorochrome DAPI, DEAC, FITC,
Cy3, Cy3.5, Cy5, Cy5.5 und Cy7. Auf der Ordinate sind die Anregungs- beziehungsweise
Emissionsspektren mit einem normalisierten Maximum von 1 aufgetragen. Die Abszisse

beschreibt die Wellenlange in nm.
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Im Wesentlichen besteht M-FISH aus folgenden Schritten (Azofeifa et al. 2001):

e Es werden sieben DNA-Pools (fur jedes Fluorochrom ein Pool) hergestellt. Die 24 DNA-
Sonden (bei humanen Chromosomen) werden in sieben verschiedene Pools aufgeteilt und
mit den oben aufgefiihrten Fluorochromen kombinatorisch markiert. Beispiel: Der FITC-Pool
besteht aus allen DNA-Sonden, die mit FITC markiert werden sollen.

e Diese sieben Pools werden in einer DOP-PCR amplifiziert.

e Die DNA-Sonden im Pool werden mittels DOP-PCR mit Fluorochromen markiert.

¢ Die Sonden werden auf fixierte Chromosomenpréparate hybridisiert.

¢ Nach geeigneter Inkubationszeit werden die nicht-hybridisierten Sonden durch mehrere
Wasch-Schritte entfernt und gleichzeitig die Haptene Biotin und Digoxigenin tGber Antikorper
nachgewiesen (Cy5.5 und Cy7).

e Die Metaphasen werden mit einer CCD-Kamera aufgenommen und mit einer spezieller

Bildanalyse-Software ausgewertet.

Die Bildaufnahme erfolgt mit einem motorisierten Epifluoreszenzmikroskop, das mit einem
speziellen 8-Filter-Rad ausgestattet ist, welches erlaubt, schnell und einfach Aufnahmen von
Metaphasepraparaten zu machen.

Von jeder Metaphase werden acht Bilder mit unterschiedlichen Filtern aufgenommen; nach
Aufnahme der Bilder in den Einzelkanalen DAPI, DEAC, FITC, Cy3, Cy3.5, Cy5, Cy5.5 und Cy7
entsteht durch Uberlagerung dieser Einzelbilder ein Gesamtbild, in dem jedes
Chromosomenpaar eine sogenannte Echtfarbendarstellung (“true colors”) erhélt.

Von diesem Echtfarbenbild wird Uber ein Klassifizierungsprogramm (Leica MCK) ein Bild in
Klassifizierungsfarben (“false colors”) erstellt: Uber eine “adaptive spektrale Klassifizierung”
(Eils et al. 1998) erhélt jedes Chromosomenpaar eine andere Klassifizierungsfarbe, die von den

anderen Chromosomenpaaren leicht zu unterscheiden ist.

Die einzelnen Schritte, die bei M-FISH durchgefiihrt werden, sind in den Abbildungen 5 und 6

auf den folgenden zwei Seiten zusammengefasst.
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Abbildung 5: Jeder DNA-Pool besteht aus einer bestimmten Anzahl von DNA-Sonden. Nach
Amplifikation jedes DNA-Pools in einer DOP-PCR werden die Pools in einer weiteren
DOP-PCR mit entsprechenden Fluorochromen markiert. Nach Hybridisierung auf ein
Chromosomenpréparat und Wasch-Schritten (mit Antikérpernachweis der Haptene Biotin
und Digoxigenin) werden Metaphasen mit einer CCD-Kamera und einem Epifluoreszenz-

Mikroskop aufgenommen.
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Abbildung 6: M-FISH: Prinzip der Bildaufnahme.
Das Licht einer Quecksilberdampflampe wird durch den Anregungsfilter geleitet und trifft
auf das Praparat. Das von den Fluorochromen ausgesandte Licht gelangt, nachdem es
den Emissionsfilter passiert hat, zur CCD-Kamera. Diese Kamera fertigt von jedem Kanal
ein Bild an und speichert es. Durch eine anschlieBende Bildanalyse werden den

Chromosomen Falschfarben zugeteilt und diese schlie3lich automatisch klassifiziert.

1.2.2 Vor-und Nachteile von M-FISH

Durch M-FISH ist es moglich, schnell und einfach numerische und strukturelle Aberrationen zu
identifizieren. Translokationen, Duplikationen und Deletionen kénnen bis zu einem gewissen
Auflésungsvermégen mit M-FISH analysiert und identifiziert werden.

Im Vergleich zur G-Banden Technik, welche unten beschrieben wird, ist eine M-FISH-
Praparation und -Analyse in sehr kurzer Zeit mdglich; demnach kann man mit geringem

zeitlichen Aufwand sehr viele Metaphasen analysieren.
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Ein weiterer Vorteil besteht zudem in der Auswertbarkeit von Chromosomen, die eine schlechte
Morphologie aufweisen; dies hat kaum Einflu3 auf die Hybridisierungs-Fahigkeit, so dass auch

solche Chromosomen schnell zu klassifizieren sind.

Ein limitierender Faktor der M-FISH-Technik ist das Auflésungsvermégen. Durch Verbesserung
der Techniken und Erweiterung der Fluorochromzahl konnte die Auflésung von M-FISH bei
humanen Chromosomen eingegrenzt werden (Azofeifa et al. 2000). In jeder analysierten
Metaphase existiert eine interne ,Kontrolle*, um Qualitat der Hybridisierung und Auflésung zu
Uberprifen: auf dem X-Chromosom erscheinen bei einem Einsatz von sieben Fluorochromen
zusatzliche Banden der ersten pseudoautosomalen Region (Xp22.3, Grol3e: 2,6 Mb) und der
XY homologen Region (Xg21.3, GroRe: 4 Mb). Da die zweite pseudoautosomale Region (Xqg28,
GrofRe 320 kb) mit sieben Fluorochrom M-FISH nie nachzuweisen ist, kann man daraus ein
Auflésungsvermdgen zwischen 320 kb und 2,6 Mb schliel3en.

Allerdings hangt die Identifikation kleinerer (unter 3 Mb) interchromosomaler Veranderungen
vom Zustand und Kondensationsgrad der Chromosomen ab; auRerdem spielt die Qualitat der
Sonden sowie die Zusammensetzung der Fluorochrome, die die an der Translokation
beteiligten Chromosomen-spezifischen DNA-Bibliotheken markieren, eine grofl3e Rolle (Azofeifa
et al. 2000). Bei der Zusammensetzung der Fluorochrome kann es vorkommen, dass die
Fluorochrome oft in benachbarte Bereiche hineinstrahlen und eine Interpretation erschweren.
Um dieses Problem zu minimieren, muss die Zahl der fir die Markierung eingesetzten
Fluorochrome fiir jedes Chromosom identisch sein (Azofeifa et al. 2000). Naheres hierzu siehe

unten.

Mit M-FISH nicht nachweisbar sind intrachromosomale Insertionen, Inversionen, sowie kleinere
Duplikationen und Deletionen, solange sie nicht zu deutlichen GroéfRenunterschieden beider

homologer Chromosomen fiihren.
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1.2.3 Konventionelle Techniken bei der Analyse von Maus-Chromosomen

1.2.3.1 G-Banden

M-FISH wurde zunachst fir menschliche Chromosomen entwickelt. Ahnliche Fortschritte
wurden bei anderen Saugetieren in dieser Qualitdt bisher nicht erzielt, auch wenn die

zytogenetische Analyse bei vielen Tieren immer mehr an Bedeutung gewinnt.

Die Labormaus (Mus musculus) wird seit Jahrzehnten als Modell fur zahlreiche Krankheiten
zum Studium der Auswirkung von Umwelteinfliissen eingesetzt. Bei diesen Modellen ist die
detaillierte zytogenetische Analyse von aufRerordentlicher Wichtigkeit.

Bisherige Analysen beschrénken sich vor allem auf die G-Banden-Technik. Diese Technik
wurde Ende der sechziger Jahre von Lore Zech entwickelt (Zech in Caspersson et al. 1968).
Vor der Farbung mit Giemsa, einem DNA-bindenden chemischen Farbstoff, wird das Chromatin
kontrolliert denaturiert und/ oder enzymatisch abgebaut (Trypsin). Die durch die Féarbung
resultierenden dunklen Banden in den Chromosomen werden als G-Banden bezeichnet
(Charakteristika: stark kondensierte DNA, spat replizierend, transkriptionell inaktiv; “tissue
specific genes”; genarm), die hellen Banden werden als G-negativ bezeichnet (Charakteristika:
friih replizierend; transkriptionell aktiv; “house keeping genes”; genreich; Ubersicht siehe Craig
und Bickmore, 1997).

Abbildung 7 zeigt die G-Banden der Maus Chromosomen.
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Abbildung 7: G-Banden der Maus-Chromosomen.
a) nach Giemsa-Féarbung; b) schematische Darstellung.
Maus-Chromosomen sind alle akrozentrisch und &hneln sich in Gré3e und Morphologie.
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Vor- und Nachteile der G-Banden-Technik

Die G-Banden-Technik hat die Zytogenetik revolutioniert. Erstmals war es mdglich,
Chromosomen an Hand ihrer Morphologie zu identifizieren und kleine strukturelle Anomalien zu
erkennen.

Insbesondere intrachromosomale Veranderungen wie Insertionen und Inversionen kénnen tber
G-Banden identifiziert werden.

Limitierend fur die G-Banderung ist zum einen das begrenzte Auflosungsvermdgen. Gerade ein
Austausch von Chromosomenmaterial zwischen Chromosomen mit &hnlichem Bandenmuster
erschwert eine eindeutige ldentifikation. Bei der Maus kommt zuséatzlich erschwerend hinzu,
dass die Chromosomen alle akrozentrisch sind und sich in ihrer Gré3e und Morphologie &hneln
(siehe Abbildung 7).

Aus diesem Grund gibt es nur wenige, die in der Lage sind, Maus-Chromosomen zu
identifizieren. Bisher gelang es nicht, die Analyse der G-B&nderung bei Maus-Chromosomen zu
automatisieren. Dadurch bleiben chromosomale Verdnderungen wie Translokationen in
ahnlichen Bandenbereichen oft unentdeckt.

Ein weiterer Nachteil der G-Banden-Technik ist, dass die Praparation sehr zeit- und
kostenaufwandig und somit eine Analyse der Chromosomen muhsam ist. Die Prozedur ist

zudem sehr personalintensiv und erfordert wie oben bereits erwéhnt ein geschultes Personal.

1.2.3.2 Vielfarben-FISH bei der Maus

Die Entwicklung der kombinatorischen Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung bei der Maus
beschrankte sich bis vor kurzem auf einzelne Kombinationen chromosomen-spezifischer DNA-
Bibliotheken (Boyle et al. 1990, Breneman et al. 1993, Rabbitts et al. 1995).

SKY bei der Maus

1996 haben Liyanage und Kollegen einen Vorsto3 zur Erganzung von chromosomalen G-Ban-
den der Maus erzielt. Die Arbeitsgruppe benutzte die SKY-Technik (SKY = Spektral
Karyotyping) fur die simultane Darstellung aller Maus-Chromosomen einer Metaphase.

Probenmarkierung und Hybridisierungs-Strategie sind mit der M-FISH-Technik identisch. Der
Unterschied zwischen M-FISH und SKY liegt in der Bildaufnahme und Bildverarbeitung. Bei

SKY werden durch Benutzung eines Interferometers Spektren gemessen.
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Mittels Fourier-Analyse und Aufnahme uber eine CCD-Kamera wird mit nur einer einzigen
Aufnahme das Spektrum der Fluoreszenz-Emission in allen Pixeln simultan ausgewertet
(Schréck et al. 1996, Coleman et al. 1997, Macville et al. 1997).

5-Fluorochrom M-FISH bei der Maus

Maus 5 Fluorochrom M-FISH erlaubt eine einfache, schnelle und objektive Analyse
chromosomaler Veranderungen.

1999 habe ich im Rahmen meiner Diplomarbeit ein 5 Fluorochrom Multiplex-Fluoreszenz-in-
situ-Hybridisierungs-System fiir Maus-Chromosomen entwickelt und seine Anwendbarkeit
Uberprift.

Es wurde eine schnelle und eindeutige Klassifizierung aller Maus-Chromosomen erreicht.

So konnten mehrere chromosomale Aberrationen mit Maus 5 Fluorochrom M-FISH untersucht
und identifiziert werden. Hierbei wurden mir verschiedene Knochenmarkpraparate von Mausen
zur Verfugung gestellt, die durch Zufiihrung verschiedener Agenzien (zum Beispiel Dacarbacin
oder 1,3-Butadien) chromosomale Aberrationen aufwiesen. Die chromosomalen Aberrationen,
die in dieser Blindstudie analysiert wurden, konnten mittels Maus 5 Fluorochrom M-FISH alle
korrekt identifiziert werden. Dartber hinaus wurden weitere — bislang unerkannte -
Verdnderungen gezeigt.

Die Ergebnisse kdnnen in meiner Diplomarbeit eingesehen werden; auRerdem wurde die Arbeit
kirzlich verotffentlicht (Jentsch et al. 2001, Adler et al. 2002).

Seitdem wurde Maus 5 Fluorochrom M-FISH in mehreren Projekten angewendet; die

Hybridisierung verlief stets stabil und zuverlassig (zum Beispiel Eggan et al. 2002).
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1.3 Aufgabenstellung und Zielsetzung der Doktorarbeit

1.3.1 Interphase Zytogenetik beim Neuroblastom

In dieser Arbeit sollten neue molekularzytogenetische Verfahren zur Tumordiagnostik entwickelt
werden.

Durch Hybridisierung auf Gewebeschnitten sollte es erméglicht werden, zytogenetische Studien
an Zellkernen innerhalb ihres Gewebeverbandes durchzufihren.

Bislang wurde in der Literatur noch keine simultane Hybridisierung von mehreren Sonden
wichtiger bekannter Neuroblastom-spezifischer Regionen beschrieben. So sollte im Rahmen
dieser Doktorarbeit ein Vielfarben Interphase Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierungs-Ansatz
etabliert werden, der es ermdglicht, sowohl auf Neuroblastom-Zelllinien als auch auf 10 um
Formalin-fixierten Paraffinschnitten zytogenetische Untersuchungen an Hand simultan
hybridisierter BAC-/ und YAC-Sonden durchzufihren. Es sollten fiir diese Etablierung Sonden
eingesetzt werden, die beim Neuroblastom beziiglich zytogenetischer Veranderungen eine
wichtige Rolle spielen und durch gleichzeitige Hybridisierung neue Mdglichkeiten und Hinweise
hinsichtlich Prognose, Tumorentstehung, Verhalten im Gewebeverband und Diagnostik liefern
konnen.

Fur die zytogenetische Untersuchung der Zelllinien sollte ein kombinatorischer BAC-/ und YAC-
Pool entwickelt werden. Durch kombinatorische Doppelmarkierung der einzelnen Regionen-
spezifischen Sonden ist es mdglich, den Zellkernen eindeutige Signale zuzuordnen und sie vom
Hintergrund zu unterscheiden. Es sollten mehrere Zelllinien ausgewertet werden, die von Dr.
Frank Speleman vom Center fur Medical Genetics in Ghent zur Verfigung gestellt wurden.

Fur die Analyse von Gewebeschnitten standen 10 pum Schnitte von drei Patientinnen zur
Verfiigung, die freundlicherweise von Frau Dr. Uta Behrens aus der Abteilung fur padiatrische
Onkologie der Kinderklinik Minchen Schwabing bereitgestellt wurden. Bei den Schnitten
handelt es sich um gepufferte (4% PBS) Formalin-fixierte Paraffinschnitte. Die Anfertigung von
solchen Schnitten wird in der Pathologie routinemé&Rig zur Archivierung von Tumormaterial
durchgefihrt. Dadurch ist es moglich, fur retrospektive zytogenetische Studien auf ein grof3es
Archiv mit Patientenmaterial zuzugreifen. Neben Hybridisierung von Centromer-spezifischen
Sonden, die eine Aussage Uber eine generelle Beurteilung und Hybridisierbarkeit der

verwendeten Neuroblastom-Gewebeschnitte ermdglichen, sollte ein Regionen-spezifischer
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BAC-/ und YAC-Pool entwickelt werden, der Einblicke in die zytogenetischen Veranderungen
sowie in das Verhdltnis der Veranderungen zueinander liefert sowie Aussagen Uber die
Beziehung von Tumorzellen im Gewebeverband ermdglicht.

Mit der Entwicklung eines BAC-/ und YAC-Pools sollte ein Einblick in die Ausbreitung und Lage
von Tumorzellen im Vergleich zu normalen nicht veranderten Zellen des umliegenden Gewebes
sowie in die Heterogenitat des Tumors gewonnen und eine mdgliche Infiltration der Tumorzellen
in das umliegende normale Gewebe beurteilt werden. Durch einen simultan hybridisierten
Vielfarben FISH-Ansatz sollte es aulBerdem mdoglich sein, einen Bezug der Regionen-
spezifischen Sonden zueinander herstellen zu kénnen.

Des Weiteren sollten die aufgenommenen Zellkerne des Gewebes mittels Dekonvolution und
3D-Rekonstruktion genau ausgewertet werden. Durch diese Auswertung sollte es ermoéglicht
werden, einen Zellkern von allen Richtungen (X, Y und Z) zu betrachten und zu beurteilen.
Ferner war es fir eine Hybridisierung auf Neuroblastom-Paraffingewebe ndétig, ein Protokoll zu
entwickeln, das exakte Hybridisierungs-Signale liefert und stérende Faktoren wie
Autofluoreszenz, welche fir Tumoren neuronalen Ursprungs nicht ungewoéhnlich ist, zu

reduzieren.

1.3.2 Maus 7 Fluorochrom M-FISH

Die M-FISH-Technik hat bei menschlichen Chromosomen grof3e Erfolge erzielt.

Maus M-FISH wurde bislang nur in wenigen speziellen Labors fiir zytogenetische Analysen
eingesetzt. Da Chromosomenaberrationen, welche mit G-Banderung beim Menschen nicht
identifiziert werden konnten (Uhrig et al. 1999), aufgeschlisselt werden kénnen, hat M-FISH ein
grol3es Potential in der humanen Zytogenetik entwickelt; menschliche Chromosomen lassen
sich inzwischen mit M-FISH schnell und einfach klassifizieren und untersuchen.

Deshalb stellte sich die Frage, ob es mdglich ist, M-FISH auch bei der Analyse von Maus-
Chromosomen anwenden zu konnen. Falls dies mdglich ist, kénnte Maus-M-FISH die
konventionelle G-Banderung erganzen und die Analyse von Maus-Chromosomen vereinfachen.
Mit der Entwicklung von 5 Fluorochrom M-FISH bei der Maus konnte gezeigt werden, dass eine
solche Ergédnzung mdglich ist und sogar Translokationen klassifizieren kann, die mit der G-

Banden-Technik nicht gesehen wurden.
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Um die Auflésung bei Maus M-FISH - &hnlich wie es fur 7 Fluorochrom M-FISH beim Menschen
in Azofeifa et al. (2000) beschrieben wurde - zu verbessern, sollte Maus M-FISH auf sieben
Fluorochrome erweitert werden.

Bei humanen Chromosomen zeigt eine Erhéhung von funf auf sieben Fluorochrome sehr gute
Resultate und eine zuverlassige Anwendbarkeit. Die Chromosomen zeichnen sich durch eine
sehr homogene Farbung in Echtfarben sowie Klassifikationsfarben aus und zeigen auch bei
kleineren chromosomalen Anomalien weniger Bildartefakte; zum Beispiel konnten dadurch

kleine Translokationen besser identifiziert werden (Azofeifa et al. 2000, Fauth et al. 2001).

Interchromosomale Aberrationen resultieren in Farbkombinationen, die beim Karyotypisieren
der 24 Farben bei menschlichen Chromosomen und 21 Farben bei Maus-Chromosomen
bezluglich Sensitivitdt und Spezifitdt in der Signalerkennung in drei verschiedene Typen

unterteilt werden kdnnen. Dabei hat die Fluorochromkombination unterschiedliche Auswirkung,

wie in Abbildung 8 dargestellt wird.
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Abbildung 8: Schematische Darstellung zur unterschiedlichen Auswirkung der Fluorochromkombination

. 57| 50 hoch hoch b)

L

auf Spezifitat und Sensitivitat. Erlauterung im Text. Nach Fauth et al. 2001.

Die Abbildung zeigt die verschiedenen méglichen Farbkombinationen bei Maus 5 Fluorochrom
M-FISH im Vergleich zu 7 Fluorochrom M-FISH: bei kleinen interchromosomalen Umbauten
(unter 3 Mb) hat die Wahl der Fluorochromkombination betrachtliche Auswirkungen auf die
Identifizierung. In dem Schema ist dies nur fir Translokationen dargestellt; ahnliche

Uberlegungen wiirden auch fiir Insertionen zutreffen.
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In 8a) und b) ist dargestellt, dass eine kleine Translokation ist in der Regel leichter
nachzuweisen ist, wenn das translozierte Segment ein neues Fluorochrom zum Translokations-
Chromosom hinzufiigt. Dies ist gegeben, wenn jedes Chromosom mit der gleichen Anzahl an
Fluorochromen markiert ist. Das translozierte Segment kann sowohl durch visuelle Inspektion
(,visuell”) als auch durch automatische Klassifikation mittels der Klassifizierungs-Software
(,auto)* nachgewiesen werden.

In 8c) wird eine Typ 3 Farbkombination gezeigt: eine kleine Translokation ist schwieriger
nachzuweisen, wenn translozierte Segment nur mit Fluorochromen markiert ist, die auch im
zentrischen Segment vorkommen. Diese kleine Translokation hat sowohl eine geringe Spezifitat
als auch Sensitivitat. In diesem Beispiel ist Chromosom A mit einem roten und einem gelben
Fluorochromen markiert, Chromosom B nur mit einem gelben Fluorochrom. Wenn ein Segment
des Chromoms B auf Chromosom A transloziert, ist das translozierte Segment nur mit einem
Fluorochrom markiert, das auf dem involvierten Chromosom A bereits vorkommt. Eine solche
Translokation wird maglicherweise durch Fluoreszenz tberstrahlt und wird so unter Umstanden
bei der visuellen (,visuell”) und automatischen Klassifizierung (,auto”) Gbersehen. Auf Grund
dieser Gegebenheit kdnnten beim herkdmmlichen Maus 5 Fluorochrom M-FISH insgesamt
12,6% der 420 moglichen Translokationen tibersehen werden.

Mit Maus 7 Fluorochrom M-FISH reduziert sich die Haufigkeit auf 0%, da bei den 40 Maus-
Chromosomen alle Chromosomen mit derselben Anzahl an Fluorochromen markiert werden
kénnen: jedes Chromosom erhalt eine Doppelmarkierung und verhédlt sich nach
Schemazeichnung a) oder b).

Es wird bei der Klassifizierung einer Translokation also immer ein Fluorochrom auftreten, das
das andere involvierte Chromosom nicht hat. Dies hat zur Folge, dass die Auflésung von M-
FISH erhoht wird. Das oben beschriebene Phanomen gilt auch flir andere strukturelle

Veranderungen wie kleine Insertionen.

Die Anwendbarkeit von Maus 7 Fluorochrom M-FISH sollte an Hand der Klassifizierung
mehrerer Maus-Tumoren (Mamma-CA) Uberprtft werden, die freundlicherweise von Dr. Jochen
Geigl aus der Arbeitsgruppe Dr. Christoph Klein (Institut fir Immunonolgie der LMU Miinchen)

zur Verfuigung gestellt wurden.
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2

2.1

MATERIAL UND METHODEN

Schematische Darstellung der verwendeten Protokolle

Die Doktorarbeit ist in drei Bereiche mit unterschiedlichen Protokollen unterteilt:

Neuroblastom Zelllinien, Neuroblastom Gewebe, Maus 7 Fluorochrom M-FISH.

Um einen Einblick in die Komplexitat der jeweils verwendeten Protokolle zu geben, sind auf den
nachsten Seiten schematische Ubersichtsdarstellungen der unterschiedlichen Protokolle

aufgefuhrt.

Die auf den kommenden Seiten gezeigten schematischen Darstellungen werden wie folgt
unterteilt; die in der echten Spalte angegebenen Kapitel beziehen sich auf die ausfihrlichen

Protokolle der beschriebenen Experimente.

2.1.1 Vorbereitung der DNA-Sonden: Siehe Kapitel 221-224 Zelllinien
2.3.3.1-2334 Gewebe
24.1-2.45 Maus M-FISH

2.1.2 Vorbehandlung der Praparate: Siehe Kapitel 2.26.1 Zelllinien
2.3.2 Gewebe
24.7.1 Maus M-FISH

2.1.3 Hybridisierung: Siehe Kapitel 2.2.6.2 — 2-2-6-3  Zelllinien
2.2.35 Gewebe
24.7.2-24.7.3 Maus M-FISH

2.1.4 Nachweis: Siehe Kapitel 2.2.7 Zelllinien
2.3.3.6;2.3.4.5 Gewebe
248 Maus M-FISH

2.1.5 Aufnahme und Auswertung: Siehe Kapitel 2.2.8 Zelllinien
2.3.3.7;2.3.4.6 Gewebe
249 Maus M-FISH

Tabelle 5: Ubersicht und Querverweise auf die folgenden Protokolle
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2.1.1 Ubersicht: Vorbereitung der DNA-Sonden

Neuroblastom Neuroblastom Maus
Zelllinien Gewebe 7 F M-FISH
BACs/ YACs Centromere BACs/ YACs Maus DNA
Miniprap Miniprap Miniprap Bibliotheken
DOP- Alu- DOP- Alu-
Insert-PCR DOP-PCR
PCR PCR PCR PCR
DNA-Pools fir
DOP/ Alu-PCR- DOP/ Alu-PCR-
7 Fluorochrom M-
Produkt: Produkt:
) . FISH
1:1 mischen 1:1 mischen
erstellen
Nicktranslation Nicktranslation Nicktranslation
DNase 1:1000 DNase 1:10000 DNase 1:1000
. . . : . . . : DOP-PCR
Doppelmarkierung je Einzelmarkierung je Einzelmarkierung je
Sonde Sonde Sonde
Markierungs-PCR
DNase-Verdau
Fallung 1x Eindampfen 2x Fallung 2x Fallung 1x

Inkubation bei -20°C lUber Nacht
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2.1.2 Ubersicht: Vorbehandlung der Praparate

Neuroblastom

Zelllinien

Neuroblastom

Gewebe

Maus
7 F M-FISH

1 Stunde Xylol (60°C)

1x5 Minuten Ethanol 100%,
lufttrocknen

1x5 Minuten 1x PBS

0,5% Triton-X (60°C),
10 Minuten bei RT

3x5 Minuten 1x PBS

Ethanolreihe, lufttrocknen

1x5 Minuten 2x SSC

20 Minuten 1 N NaSCN (72°C)

30 Minuten RNase-Verdau
(2:100 verdunnt in 2x SSC)

1x5 Minuten 1x PBS

2x5 Minuten Aqua dest.

3x5 Minuten 2x SSC

Pepsin-Verdau Kivette
(30 ul Pepsin/ 100 ml 0,01 N
HCI)

Pepsin-Verdau Objekttrager
(30 pl Pepsin/ 100 ml 0,01 N HCI)

Pepsin-Verdau Kiivette
30 pl Pepsin/ 100 ml 0,01 N
HCI)

1x5 Minuten 1x PBS

Ethanol-Reihe,

lufttrocknen

Denaturierung (RT)
1h 30 Minuten

Ethanol-Reihe,
lufttrocknen

Denaturierung (72°C)
2 Minuten

Denaturierung (72°C)
15 Minuten

Denaturierung (72°C)
2 Minuten 20 Sekunden

Ethanolreihe, lufttrocknen

32




Material und Methoden

2.1.3 Ubersicht: Hybridisierung

Neuroblastom Neuroblastom Maus
Zelllinien Gewebe 7 F M-FISH
Centromere BACs/ YACs
1 Ansatz pro 2 Ansatze pro 1 Ansatz pro
Hybridisierungsfeld: Hybridisierungsfeld: Hybridisierungsfeld:

Gefallte Proben bei
13000 UpM fiir
30 Minuten

zentrifugieren

Mit 70% EtOH
waschen,
weitere 10 Minuten

zentrifugieren

EtOH entfernen,
Pellet lufttrocknen

Geféllte Proben bei
13000 UpM fir
30 Minuten

zentrifugieren

Gefallte Proben: bei
13000 UpM fiir
30 Minuten

zentrifugieren

Mit 70% EtOH
waschen,
weitere 10 Minuten

zentrifugieren

Mit 70% EtOH
waschen,
weitere 10 Minuten

zentrifugieren

EtOH entfernen,
Pellet lufttrocknen

EtOH entfernen,
Pellet lufttrocknen

Mit 4 pl Formamid
DNA losen; 4 ul
40% DS (in 2x
SSC) zugeben

Je 7 pl Centromer-
Hybridisierungs-Mix
(2 Ansatze pro
Hybridisierungsfeld)

zugeben

Mit je 4 pl
Formamid DNA
I6sen; je 4 pl
20% DS (in 2x
SSC) zugeben

Mit 4 pl Formamid
DNA losen; 4 ul
40% DS (in 2x SSC)
zugeben

7 Minuten bei 75°C denaturieren

20 Minuten bei
42°C

vorhybridisieren

20 Minuten bei
42°C

vorhybridisieren

20 Minuten bei 42°C
vorhybridisieren

Auf vorbehandeltes und denaturiertes Praparat pipettieren, mit Deckglas und Fixogum verschlieRen

Hybridisierung in der Metallbox bei 37°C Gber mindestens 1 Nacht
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2.1.4 Ubersicht: Nachweis

Neuroblastom Neuroblastom Maus
Zelllinien Gewebe 7 F M-FISH
Fixogum und Deckglas vom Hybridisierungsfeld entfernen
Waschen:
3x5 Minuten 4x SSC/ 0,2% Tween (42°C)
3x5 Minuten 1x SSC (60°C), kurz in 4x SSC/ 0,2% Tween spiilen
Blocken Blocken Blocken
3% BSA Glycin in 3% BSA 3% BSA
) Antikorper Antikorper
1. Antikorper o -
) ) Sheep Anti Dig FITC 1:100 Avidin Cy5.5 1:100
Rabbit Anti DNP 1: 200 o -
] Avidin Cy5 1:400 Anti Dig Cy7 1:50
in 1% BSA ) :
in 1% BSA in 1% BSA
Waschen:
3x5 Minuten 4x SSC/ 0,2% Tween (42°C)

2. Antikorper
Anti Rabbit Cy5.5 1: 400
Avidin Cy3.5 1:200
Sheep Anti Dig FITC 1:100
in 1% BSA

Waschen
3x5 Minuten 4x SSC/0,2%
Tween (42°C)

1x2 Minuten DAPI (1:15000 in 4x SSC/ 0,2% Tween)

Abspiilen mit Aqua dest., lufttrocknen
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2.1.5 Ubersicht: Aufnahme und Auswertung

Neuroblastom Neuroblastom Maus
Zelllinien Gewebeschnitte 7 F M-FISH
Aufnahme
Zeiss Axioplan Leica Zeiss Axioplan Imaging Il Leica DMRXA-RF8
Imaging Il DMRXA-
RF8
Isis QFISH Isis AxioVision QFISH (Leica)
(Metasystems) (Leica) (Metasystems) (Zeiss)
Auswertung
Isis QFISH Isis AxioVision MCK (Leica)
(Metasystems) (Leica) (Metasystems) (Zeiss)

Dekonvolution
und 3D-Rekonstruktion

mit Axiovision (Zeiss)

Statistische Auswertung
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2.2 Neuroblastom:

In-situ-Hybridisierung mit BACs und YACs auf Zelllinien

2.2.1 Isolierung von BACs

BACs (bacterial artificial chromosomes; Shizuya et al. 1992) sind kinstliche Bakterien-
Chromosomen. Die inserierte DNA hat eine Grof3e von bis zu 300 Kilobasen (kb).

Um die Regionen-spezifische BAC-DNA aus Escherichia coli Kulturen zu isolieren, muss eine
Miniprap durchgefihrt werden.

Folgende BACs wurden fur den kombinatorischen Hybridisierungs-Ansatz verwendet:

Sonde Klonname |Resistenz Lokalisation

BAC 760H24 Chloramphenicol | 11923

BAC 628018 Chloramphenicol |17p12

BAC 1124B17 Chloramphenicol | 17925

BAC 60J11 Chloramphenicol | 1p36

Tabelle 6: fur den kombinatorischen Hybridisierungs-Ansatz verwendete BACs.

Die BACs wurden als Glycerol-Stocks zur Verfiigung gestellt.

2.2.1.1 Ansetzen einer Ubernacht-Kultur aus Glycerol-Stocks

Reagenzien

Glycerol-Stocks mit BACs in Escherichia coli Kulturen
LB-Medium (siehe Anhang)
Antibiotikum: Chloramphenicol 1: 1000 in Ethanol; Fluka BioChemica

e Von den bei -80°C gelagerten und auf Trockeneis gebrachten Glycerolstocks eine kleine
Menge abkratzen und in sterile verschlieBbare Zentrifugenréhrchen mit 5 ml LB-Medium/
Chloramphenicol (1:1000 verdiinnt in Ethanol) geben.

e Die Kulturen bei 37°C und einer Schuttel-Frequenz von 120 in einem Inkubator Gber Nacht

inkubieren.
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2.2.1.2 Isolierung von Region-spezifischer DNA aus BACs mittels Miniprap

Reagenzien

Ubernacht-Kulturen der Regionen-spezifischen BACs

QIAprep® Miniprep Kit; Qiagen

Die Miniprap wurde mit Hilfe des QIlAprep® Miniprep Kit's der Firma Qiagen nach Anleitung

durchgefuhrt. Zur Erfolgskontrolle wurde je 5 pl auf einem 1%igen Agarose-Gel aufgetragen.

Reagenzien

1x TAE-Puffer zur Gelelektrophorese (siehe Anhang)
Agarose NEEO; Roth

Ethidiumbromid, 1% fliissige Losung; Merck
Gellaufpuffer (siehe Anhang)

Marker: 100 Basenpaar Leiter, 1 pg/ ul; New England Biolabs; (gebrauchsfertige Verdiinnung

siehe Anhang)

1%iges Agarose-Gel:

0,5 g Agarose in 50 ml 1x TAE-Puffer in der Mikrowelle l6sen und anschlieRend diese
Ldsung etwas abkihlen lassen.

Nach Zugabe von 1 pl Ethidiumbromid die Lésung in eine Gelkammer gieRen und die
Kamme fiir die Geltaschen aufstecken.

Nach Erkalten der Agarose Kdmme entfernen, das Gel in das Gelelektrophorese-Geréat
einbringen und mit 1x TAE-Puffer knapp Gberschichten.

1/10 Volumen des Proben-Ansatzes mit je 1 pl Gelloading-Puffer mischen und in die
Geltaschen einpipettieren.

Zur Kontrolle der Fragmentldnge in eine freie Geltasche einen Ladngenmarker pipettieren,
zum Beispiel einen 100 Basenpaar-Leiter, der alle 100 Basenpaare eine Bande zeigt; bei
500 Basenpaaren und 1000 Basenpaaren weist der Marker jeweils eine verdickte Bande
auf.

Proben bei Anlegen einer Spannungsdifferenz von 110 Volt im elektrischen Feld
entsprechend ihrer Lange von - nach + auftrennen.

AnschlieBend die Banden auf dem Gel mittels eines Geltransilluminators sichtbar machen.
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Abbildung 9 zeigt die isolierte BAC-DNA:

Abbildung 9: Isolierte BAC-DNA M: Marker (100 Basenpaar Leiter).
Der Marker zeigt bei 500 bp und 1000 bp eine verdickte Bande.
1: 760H24; 2: 628018; 3: 1124B17; 4: 60J11.

2.2.2 Amplifikation von BACs und YACs

2.2.2.1 DOP-PCR

Bei der DOP-PCR (degenerate oligonucleotide primed polymerase chain reaction; Telenius et
al. 1992 a,b) handelt es sich um eine PCR-Technik, bei der alle Zielsequenzen unspezifisch
amplifiziert werden. Dies wird durch die Verwendung von teilweise degenerierten, universell
amplifizierenden Primern erreicht, die an vielen Stellen in der Ausgangs-DNA binden kénnen.
Fur diese unspezifische Amplifikation menschlicher DNA wird der Primer 6MW verwendet. Der
DOP-Primer 6MW besteht aus definierten Sequenzen am 5'- und am 3‘-Ende. Die mittlere
Sequenz besteht aus statistisch zufélligen Reihenfolgen von sechs Nukleotiden. Die Primer
hybridisieren bei niedriger Stringenz etwa alle vier Kilobasen.

Die Region-spezifischen BACs, deren DNA mittels einer Miniprép isoliert wurde, wurden sowohl
mit einer Alu-PCR (Lengauer et al. 1992) als auch mit einer DOP-PCR (Telenius et al. 1992,a,b)
amplifiziert.

Fur die kombinatorische Markierung wurden aufRerdem Regionen-spezifische YACs zur
Verfugung gestellt. YACs (yeast artificial chromosomes, Schlessinger, 1990) sind kunstliche

Hefechromosomen; die GroRRe der inserierten DNA liegt zwischen 200 und 2000 Kilobasen (kb).
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Folgende YACs wurden fur den kombinatorischen Ansatz verwendet:

Sonde |Klonname |Lokalisation |Markierung

YAC 879B10 11p15 Cy3, Digoxigenin

YAC 906E08 1912 Biotin, Cy5

YAC 875B11 2p24 (MYCN) |DNP

Tabelle 7: Fur den kombinatorischen Hybridisierungs-Ansatz verwendete YACs.

Die erste Amplifikation der DNA wurde mittels niedrig-stringenter Zyklen durchgefihrt (,Telenius

DOP-PCRY).

Programm der Telenius DOP-PCR:

Schritt Temperatur | Zeit

1. Anfangsdenaturierung | 95°C 5 Minuten

2. Denaturierung 95°C 1 Minute

3. Annealing 30°C 1 Minute 30 Sekunden
4. Elongation 72°C 3 Minuten

5. Denaturierung 95°C 1 Minute

6. Annealing 62°C 1 Minute 30 Sekunden
7. Elongation 72°C 3 Minuten

8. Finale Elongation 72°C 5 Minuten

Schritte 2-4: 5 Zyklen
Schritte 5-7: 35 Zyklen

Schritt 4: 0,2 Sekunden-Schritte auf 72°C

Schritt 7: + 1 Sekunde/ Zyklus

Tabelle 8:

Programm der Telenius DOP-PCR.
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Reagenzien

Primer 6MW: 5- CCG ACT CGA GNN NNN AT GTG G-3', 100 pmol/ pl; Genzentrum

(N = zufallige Reihenfolge der Nukleotide A, G, C oder T)

10x PCR Puffer; Invitrogen Life Technologies

Magnesiumchlorid (MgCl,), 50 mM; Invitrogen Life Technologies

5 mM dNTP’s:

2'Deoxyadenosin-5'Triphosphat (dATP), 100 mM, pH 7,5; Amersham Biosciences
2'Deoxycytidin-5‘Triphosphat (dCTP), 100 mM, pH 7,5; Amersham Biosciences

2'Deoxyguanosin-5‘Triphosphat (dGTP), 100 mM, pH 7,5; Amersham Biosciences
2'‘Deoxythymidin-5Triphosphat (dTTP), 100 mM, pH 7,5; Amersham Biosciences

Tag-Polymerase, 500 Units (5U/ ul); Invitrogen Life Technologies

PCR-Maschine; MJ Research PTC-225

Telenius DOP-PCR Ansatz:

Endkonzentration Ausgangskonzentration
1x 10x PCR Puffer

2 mM MgCl,

0,2 mM 5 mM dNTP’s

2 UM 100 uM 6MW

1U Taqg DNA Polymerase
add 25 pl ddH,O

100 ng DNA

Gesamtvolumen 25 pl

Tabelle 9: Ansatz der Telenius DOP-PCR.

Zur Erfolgskontrolle wurde 1/10 Volumen des PCR-Ansatzes, also 2,5 pl zusammen mit 1,5 pl

Laufpuffer auf einem 1%igen Agarose-Gel aufgetragen.
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Abbildung 10 zeigt die Telenius DOP-PCR der BAC- und YAC-DNA.

Abbildung 10: Gelbild der Telenius DOP-PCR der BAC- und YAC-DNA.
M: Marker (100 Basenpaar Leiter).
1: 760H24; 2: 628018; 3: 1124B17; 4: 60J11; 5: 879B10; 6: 906E08; 7: 875B11.

2.2.2.2 Alu-PCR

Die Alu-PCR (Lengauer et al. 1992) ist eine PCR-Reaktion, bei der man einen Oligonukleotid-
Primer mit einer Sequenz verwendet, die von der Alu-Sequenz abstammt. Er wird benutzt, um
Basenfolgen zwischen benachbarten Alu-Sequenzen zu vermehren, die aufeinander zulaufen.
Alu-Sequenzen sind (ber das gesamte Genom verteilt. Die Vektor-DNA wird nicht

mitamplifiziert, da sie keine Alu-Sequenzen enthalt.

Programm der Alu-PCR:

Schritt Temperatur | Zeit

1. Anfangsdenaturierung |95°C 5 Minuten

2. Denaturierung 95°C 1 Minute

3. Annealing 30°C 30 Sekunden
4. Elongation 72°C 6 Minuten

5. Finale Elongation 72°C 5 Minuten
Schritte 2-4 : 30 Zyklen

Tabelle 10:  Programm der Alu-PCR.
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Reagenzien

Primer 6CI1: 5'-TCC CAA AGT GCT GGG ATT ACA G-3'; 100 pmol/ ul; Genzentrum
Primer 6CI2: 5-CTG CAC TCC AGC CTG GG-3'; 100 pmol/ ul; Genzentrum

10x PCR Puffer; Invitrogen Life Technologies

Magnesiumchlorid (MgCl,), 15 mM; Invitrogen Life Technologies

25 mM dNTP’s: dATP, dCTP, dGTP, dTTP, je 100 mM, pH 7,5; Amersham Biosciences
Tag-Polymerase, 500 Units (5 U/ pl); Invitrogen Life Technologies

PCR-Maschine; MJ Research PTC-225

Alu-PCR Ansatz:

Endkonzentration |Ausgangskonzentration
1x 10x PCR Puffer

1,5mM 15 mM MgCl,

0,25 mM 25 mM dNTP’s

0,5 uM 100 puM ClI1

0,5 uM 100 pM CI2

1U Taq DNA Polymerase
add 100 pl ddH,0

200 ng DNA

Gesamtvolumen 100 pl

Tabelle 11:  Ansatz der Alu-PCR.

Zur Erfolgskontrolle wurden je 5 pl des Alu-PCR-Ansatzes auf einem 1%igen Agarose-Gel

aufgetragen.
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Abbildung 11 zeigt die Alu-PCR Produkte.

Abbildung 11: Gelbild der Alu-PCR.
M: Marker (100 Basenpaar Leiter); 1: 760H24; 2: 628018; 3: 1124B17; 4: 60J11;
5: 879B10; 6: 906E08; 7: 875B11.

Durch eine anschliel3ende Salz-Ethanol-Féllung wird die DNA gereinigt.

Reagenzien

Alu-PCR Produkt
3 M NaOAc, pH 5,2 (siehe Anhang)

Ethanol absolut, eiskalt; Merck

e Fir die Fallung die DNA mit 1/10 Volumen NaOAc und 2,5 Gesamtvolumen 100% eiskaltes,
reines Ethanol versetzen, mischen und Uber Nacht bei -20°C fallen.

e Fallung in der Kihlzentrifuge bei 13000 Umdrehungen pro Minute (UpM) und 4°C fir 30
Minuten zentrifugieren, anschlieend mit 200 pl 70% reinem, eiskaltem Ethanol waschen
und in der Kuhlzentrifuge bei 13000 UpM und 4°C flr weitere zehn Minuten zentrifugieren.

e Uberstand entfernen, das Pellet bei 37°C auf einem Heizblock trocknen und in 44 pl H,O
(Ampuwa) aufnehmen und l6sen. Die Konzentration so wahlen, dass 11 pl dieser Losung

etwa 1 pg DNA entsprechen.
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2.2.3 Nicktranslation

Bei der Nicktranslation werden durch DNase 1 in der DNA Einzelstrangbriiche ("nicks") gesetzt.
Von diesen Einzelstrangbrichen aus baut die Polymerase | (Kornberg-Enzym) durch ihre 5'-3'
Exonucleaseaktivitdit Nukleotide ab und baut gleichzeitig durch ihre Polymerase-Aktivitat

Nukleotide ein. Hierbei werden in statistischen Abstdnden markierte Nukleotide eingebaut.

Reagenzien

10x Nicktranslationspuffer (siehe Anhang)

0,1 M R-Mercaptoethanol; Merck

0,5 mM AGC: dATP, dCTP, dGTP, je 100 mM, pH 7,5; Amersham Biosciences
Biotin: Biotin-16-dUTP, 50 nM; Roche

Digoxigenin-11-dUTP, 125 nM; Roche

Cy5-dUTP, 25 nM; Amersham Biosciences

Cy3: Cy3-dUTP, 25 nM; Amersham Biosciences

DNP: DNP-11-dUTP, 10 mM; NEN Life Sciences

DNA Polymerase 1, Kornberg-Enzym, 5 U/ ul; New England Biolabs

DNase 1 (1:1000 Verdinnung); aus bovinem Pankreas, Stocklésung 3 mg/ ml; Roche

Fur die Nicktranslation wurde eine 1:1 Mischung aus dem DOP-PCR-/ sowie Alu-PCR-Produkt
verwendet. Es hat sich gezeigt, dass diese Mischung bei der Hybridisierung schénere Signale
im Vergleich zu einzeln nicktranslatierten PCR-Produkten ergibt, also zu entweder einzeln
eingesetzten DOP-PCR-/ oder Alu-PCR- Produkten in die Nicktranslation.
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Nicktranslations-Ansatz:

Endkonzentration (1x) Ansatz

Proben DNA Je 500 ng aus DOP-PCR und Alu-PCR

10x NT-Puffer 5ul

0,1 M 3-Mercaptoethanol |5 pl

0,5 M AGC-Mix 5ul
Fluorochrom 1l
Polymerase 1 1l
DNase 1 10 pl
ddH,0 add 50 pl

Gesamtvolumen 50 pl

Tabelle 12:  Ansatz der Nicktranslation.

Die Sonden werden in einem 15°C Wasserbad 2 Stunden nicktranslatiert. Nach dem Verdau

sollte die DNA zwischen 200 und 600 bp lang sein (Kontrolle im 1% Agarose-Gel mit je 5 pl).

2.2.4 Salz-Ethanol-Fallung

Fur eine in-situ-Hybridisierung muss die nicktranslatierte DNA zunachst gefallt werden.

Reagenzien

Nicktranslatierte DNA

Human Cot-1 DNA, 1 mg/ ml; Roche

Salmon testes DNA (Lachstestes), 10,2 mg/ ml; Sigma
3 M NaOAc, pH 5,2 (siehe Anhang)

Ethanol absolut, eiskalt; Merck

Salmon testes DNA sattigt unspezifische DNA-Bindungsstellen ab (Supprimierung unspezi-
fischer Wechselwirkungen) und dient zudem als ,Carrier-DNA* bei sehr geringen

Probenkonzentrationen.
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Cot-1-DNA besteht aus nicht-markierten repetitiven Sequenzen und sattigt durch Zugabe im

Uberschuss repetitive DNA-Sequenzen der Sonden-DNA ab (CISS-Hybridisierung, Cremer et
al. 1988, Lichter et al. 1988).

Folgendes kombinatorisches Schema wurde fir die Féllung und anschliel3ende Hybridisierung

der Regionen-spezifischen BACs und YACs verwendet:

Sonde Klonname Lokalisation Markierung

YAC 879B10 11p15 Cy3, Digoxigenin

BAC 760H24 11923 Digoxigenin, Cy5

BAC 628018 17p12 Cy3, Cy5

BAC 1124B17 17925 Cy3, Biotin

BAC 60J11 1p36 Digoxigenin, Biotin

YAC 906E08 1q12 Biotin, Cy5

YAC 875B11 2p24 (MYCN) |DNP

Tabelle 13:  Kombinatorisches Schema der verwendeten BACs und YACs.

Fallungsschema der Sonden (im Folgenden kombinatorischer Nb-Pool):

; Salmon testes EtOH 100%
Sonden Markierung |l Cotl DNA > NaOAc ;
DNA eiskalt

Digoxigenin [1,0
11p15 Cy3 40

Cy3 8,0
17p12 Cy5 5.0

Digoxigenin |5,5
11923 Cy5 6.0

Cy3 5,0 70 5 136 13,6 374
17925 IBjotin 5.0

Bio 15
1q12 Cy5 6,0

Digoxigenin |5,0
1p36 Biotin 8,0
2p24 DNP 1,0
Tabelle 14:  Fallungsschema der kombinatorisch markierten BACs und YACs; alle Angaben in pl.
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e Fir die Fallung zur DNA 5 ul Salmon testes DNA sowie 70 pl human Cot-1 DNA zugeben
und mischen.
e Dann 1/10 Volumen NaOAc und das 2,5-fache Gesamtvolumen 100% eiskaltes, reines

Ethanol zupipettieren, mischen und Uber Nacht bei —20°C fallen.

2.2.5 Chromosomenpraparation

Die kombinatorisch markierten BACs und YACs wurden auf Lymphozyten (46,XY) -Praparate
sowie auf Neuroblastom-Zelllinien hybridisiert. Die Zelllinien wurden von Frank Speleman zur
Verfigung gestellt. Die Herstellung von Metaphasepriparaten aus Lymphozyten (46,XY)

erfolgte aus heparinisiertem Vollblut.

Reagenzien

RPMI 1640 Medium mit folgenden Zuséatzen:

100 I.E. Penicillin/ ml

100 pg Streptomycin/ ml

Fetales Kélberserum (FCS) (20%)

Phytohamagglutinin

Colchicin (10 pg/ ml) = Colcemid

Kaliumchlorid (KCI) (75 mM); bei 37°C vorgewarmt

Fixativ (Methanol/ Eisessig, 3:1 Vol:Vol); bei -20°C gekihlt

e 10 ml heparinisiertes Vollblut 5 Minuten bei 1000 UpM abzentrifugieren und die
Lymphozyten-angereicherte Schicht mit einer Spritze absaugen.
e 2 ml dieser abgesaugten Schicht in 50 ml Medium mit 0,4 ml Phytohdmagglutinin far 72

Stunden inkubieren.

Colcemid-Behandlung

e Colcemid zugeben und bei 37°C fir 15 bis 20 Minuten inkubieren.
e 10 Minuten bei 1000 UpM in einem Zentrifugenréhrchen abzentrifugieren und Uberstand

verwerfen.

47




Material und Methoden

Hypotonie

Pellet mit einer Glaspipette kurz resuspendieren und gegebenenfalls kurz vortexen
(Vermeidung von Klumpenbildung).

Zuerst langsam, dann schneller vorgewarmtes KCI| zugeben und auf 8 ml auffillen.
Klumpenbildung vermeiden.

20 Minuten in einem 37°C Wasserbad inkubieren, dann 5 Minuten bei 1000 UpM
abzentrifugieren.

Uberstand bis auf etwa 1 ml absaugen.

Fixierung

Etwa 1 ml gekihltes Fixativ zugeben und vorsichtig mit der Pipette resuspendieren - zuerst
langsam, dann schneller.

Auf 8 ml auffillen, durchmischen und 5 Minuten bei 1000 UpM zentrifugieren.

Fixativ bis auf etwa 1 ml absaugen und Pellet erneut resuspendieren.

Mit frischem Fixativ auf 8 ml aufftllen und Vorgang einige Male wiederholen.

Beim letzten Waschschritt nur so viel Fixativ zugeben, bis Mischung leicht ,milchig*

erscheint.

Auftropfen und Lagerung

Objekttrager (,Super Frost) Uber Nacht in 100% Ethanol waschen und am néchsten Tag in
Aqua bidest. (ddH,0) auf Eis oder im Kuhlschrank lagern.

Das Zell-Fixativ-Gemisch auf den feuchten Objekttrager auftropfen, Uberschissige
Flussigkeit auf einem Tuch kurz abrinnen lassen.

Objekttrager auf einer 37°C Warmeplatte, die mit einem feuchten Tuch ausgelegt ist,

trocknen lassen.

Die Chromosomenpréaparate sollten vor der Hybridisierung altern. Hierfiir kann man sie fur etwa

drei bis vier Tage bei Raumtemperatur lagern und stellt sie dann in 70% Ethanol bei 4°C in den

Kihlschrank. Bei langerer Lagerung sollten die Praparate mit Silikagel bei - 80°C eingefroren

werden.
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2.2.6 In-situ-Hybridisierung des kombinatorischen Nb-Pools

2.2.6.1 Vorbehandlung der Praparate

Pepsin-Verdau

Reagenzien

1x PBS (siehe Anhang)

Pepsin, Stocklésung 10% (100mg/ ml); Sigma
0,01 N HCI-Losung (siehe Anhang)
aufsteigende Alkoholreihe (70%, 90%, 100%)

Um eine optimale Hybridisierung zu erreichen, muss Uberschiissiges Cytoplasma auf den
Praparaten entfernt werden. Vor allem die mit Digoxigenin markierten und mit AntikGrpern
nachgewiesenen Chromosomen (siehe spéter) weisen ohne Vorbehandlung ein inhomogenes
Hybridisierungsmuster sowie viel Hintergrund (unspezifische Bindungen) auf.

Eine Vorbehandlung wird erzielt durch einen Pepsin-Verdau.

e Das Praparat 1x 5 Minuten in 1x PBS &aquilibrieren.

e Das Praparat in 100 ml 0,01 N HCI-Lésung, in die 30 ul Pepsin-Stocklésung zugegeben
wurde, fur 1-12 Minuten inkubieren.

e Nach 2x 5 Minuten Waschen mit 1x PBS im Schiittler das Praparat je 3 Minuten durch eine

aufsteigende Alkoholreihe (70%, 90%, 100%) ziehen, anschlieRend lufttrocknen lassen.
Beim Pepsin-Verdau erwies sich das Cytoplasma auf den Préparaten mit Tumor-Zelllinien im
Vergleich zu Lymphozyten-Préaparaten als viel bestandiger (Verdau-Zeit von Tumor-Zelllinien:

bis zu 12 Minuten; Verdau-Zeit von Lymphozyten: bis zu drei Minuten).

Denaturierung der Objekttrager

Reagenzien

Denaturierungslosung fur einen 50 ml Ansatz:
35 ml Formamid reinst; Merck

15 ml 2x SSC (siehe Anhang)

pH 7,0 mit 1 N HCI
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Praparat fir 2 Minuten bei 72°C in einer Kivette mit 70% Formamid/ 2x SSC pH 7,0
denaturieren.
Durch eine aufsteigende Alkoholreihe (70%, 90%, 100% eiskaltes Ethanol) das Préparat
dehydrieren.

AnschlieBend Praparat lufttrocknen.

2.2.6.2 Vorbehandlung der gefallten Probe

Reagenzien

Formamid deionisiert (pH 7,0)
40% Dextransulfat in 2x SSC (siehe Anhang)

Den geféllten Ansatz bei 13000 UpM in einer Kuhlzentrifuge bei 4°C 30 Minuten
zentrifugieren.

Nach Verwerfen des Uberstandes 200 pl 70% Ethanol zum Waschen zupipettieren und fiir
10 Minuten bei 13000 UpM nochmals zentrifugieren.

Uberstand wieder verwerfen, das Prazipitat bei 37°C im Heizblock lufttrocknen.

Préazipitat in 4, ul deionisiertem Formamid (pH 7,0) aufnehmen und bei 37°C Inkubation
mindestens 30 Minuten I6sen.

AnschlieRend 4 pl 40% Dextransulfat (in 2x SSC) zugeben, gut vortexen.

Die geltste DNA 7 Minuten bei 75°C denaturieren.

Die denaturierte DNA 20 Minuten bei 42°C vorhybridisieren.
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2.2.6.3 Hybridisierung

Reagenzien

Fixogum (Rubber cement); Marabu
15x15 mm Deckglas
denaturierte und vorhybridisierte DNA-Probe

vorbehandeltes und denaturiertes Chromosomen-Préparat (Objekttrager)

e Nach dem Vorhybridisieren die DNA-Probe vorsichtig auf das vorbehandelte und
denaturierte Praparat luftblasenfrei pipettieren.

e Nach Auflegen eines 15x15 mm Deckglases das Deckglas mit Fixogum versiegeln, damit
die darunter liegende zu hybridisierende DNA nicht austrocknen kann.

e Das Praparat in einer Metallbox bei 37°C Uber mindestens 1 Nacht inkubieren.

2.2.7 Nachweis der hybridisierten Proben

Reagenzien

4x SSC/ 0,2% Tween-20, 42°C (siehe Anhang)

1x SSC, 60°C (siehe Anhang)

Block-Lésung: 3% BSA in 4x SSC/ 0,2% Tween-20

Antikérper fur den Nachweis von Digoxigenin, Biotin und DNP:

Avidin Cy3.5, 1:300 verdinnt in 1% BSA; Amersham Biosciences
Sheep Anti Dig FITC, 1:100 verdunnt in 1% BSA; Sigma
Rabbit-Anti-DNP, 1:200 verdinnt in 1% BSA; Sigma

Anti-Rabbit-Cy5.5, 1:400 verdiinnt in 1% BSA; Amersham Biosciences
DAPI (4,6-Diamidino-2-Phenylindol 2 HCI); Serva (siehe Anhang)
Antifade: 15 ml p-Phenylendiamindihydrochlorid-L6sung (siehe Anhang)

Das Fixogum mit Hilfe einer Pinzette vom Prdparat entfernen.

e Préaparat 3x5 Minuten mit 42°C warmen 4x SSC/ 0,2% Tween-20 waschen (schutteln).

¢ AnschlieRend 3x5 Minuten mit 60°C warmen 1x SSC waschen (schitteln).

e Nach kurzem Spulen in 4x SSC/0,2% Tween-20 das Praparat mit 1 ml 3% BSA 30 Minuten

blocken (37°C, feuchte Kammer).
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e Nach dem Blocken das Praparat wieder kurz mit 4x SSC/ 0,2% Tween-20 spllen
(Entfernung der Uberschissigen Block-Lésung).

e Antikorper-Stocklosung vor der Verdiinnung fur 2 Minuten bei 13000 UpM zentrifugieren, um
Komplexbildungen zu vermeiden.

e 200 pl verdinnte Antikorper-Lésung auf den Objekttrager pipettieren: Rabbit Anti DNP 1:200
in 1% BSA.

e Das Praparat mit einem Deckglas bedecken und 45 Minuten bei 37°C (feuchte Kammer)
inkubieren.

e Das Praparat 3x5 Minuten mit 42°C warmen 4x SSC/ 0,2% Tween-20 waschen.

e 200 pl Antikorper-Losung auf den Objekttrager pipettieren: Anti Rabbit Cy5.5 1:400, Avidin
Cy3.5 1:200 und Sheep Anti Dig FITC 1:100 in 1% BSA.

e Das Praparat mit einem Deckglas bedecken und 45 Minuten bei 37°C (feuchte Kammer)
inkubieren.

e Das Préaparat 3x5 Minuten mit 42°C warmen 4x SSC/ 0,2% Tween-20 waschen.

e Durch Aufbringen von 1 ml DAPI-L6sung auf das Praparat (0,5 pl DAPI in 15 ml 4x SSC/
0,2% Tween-20; 2 Minuten) werden alle Chromosomen angefarbt.

e Nach Abspilen mit destilliertem Wasser das Praparat lufttrocknen und mit 35 pl Antifade

eindeckeln.

2.2.8 Aufnahme und Auswertung
2.2.8.1 Mikroskopie

Die Praparate wurden mit zwei verschiedenen Epifluoreszenz-Mikroskopen ausgewertet:

Leica DMRXA-RF8: Leica Microsystems (Eils et al. 1998)

Dieses Mikroskop ist mit einem automatisiertem 8-Filter-Rad und speziell entwickelten Filtern
(Chroma Technology Corp.) ausgestattet, so dass fur jedes Fluorochrom ein separater
Anregungs-, Teilungs und Emissionsfilter zur Verfiugung steht (Uhrig et al. 1997). Die
Metaphasen wurden mit einem 63x Objektiv aufgenommen. Als Lichtquelle diente eine 100 W
Quecksilberdampflampe. Fir die Bildaufnahmen wurde eine gekihlte Sensys CCD (charge
coupled device) -Kamera (Photometrics, Kodak KAF 1400 Chip) verwendet. Uber diese Kamera
werden die Fluorochrome als skalierbare zweidimensionale Grauwertbilder aufgenommen,

denen dann eine bestimmte Farbe zugeordnet werden kann.
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Man erhalt auf diese Weise eine Bildsequenz der verwendeten Fluorochrome. Durch
Uberlagerung der Farbkanale (Fluorochrome) erhalt man ein so genanntes Pseudofarbbild.

Kamera und Mikroskop werden Uber die Leica Software QFISH (Leica Microsystems Imaging
Solutions Ltd, Cambridge, UK) gesteuert. Durch diese Software ist es mdglich, eine Metaphase

(M-FISH) in etwa 20 Sekunden aufzunehmen.

Zeiss Axioplan Imaging |l

Auch dieses Mikroskop ist mit einem automatisierten 8-Filter-Rad und speziell entwickelten
Filtern (Chroma Technology Corp.) ausgestattet. Das Mikroskop ist in X, Y und Z-Richtung
motorisiert und erlaubt so die automatisierte Aufnahme eines Objektes in alle drei Ebenen. Uber
eine Axiocam-MRm CCD-Kamera werden auch hier die Fluorochrome als skalierbare
zweidimensionale Grauwertbilder aufgenommen. Zur weiteren Bildverarbeitung siehe die
Beschreibung des Leica-Mikroskops.

Die Bilder wurden mit dem Computerprogramm Isis (Version 3.4.0) der Firma Metasystems

aufgenommen und mit einer integrierten Software ausgewertet.

2.2.8.2 Statistische Analyse

Insgesamt wurden je Zelllinie 100 Zellkerne ausgewertet. Die Anzahl der Hybridisierungs-
Signale der kombinatorischen BAC-/ und YAC Proben wurde pro Zellkern und Tumor bestimmt.
Die ermittelte Anzahl der einzelnen Signale jeder Zelllinie wurde in Diagrammen dargestellt.

AnschlieRend wurde mittels der Software Excel (Microsoft) ein ,2-Stichproben t-Test" unter der
Annahme unterschiedlicher Varianzen (Welch-Test) durchgefiihrt. Der ,2-Stichproben t-Test"
ermittelt fir jede Sonde Mittelwert, Standardabweichung und P-Wert, bezogen auf die
Gesamtzahl der ausgewerteten Zellkerne. Hierbei geben die Standardabweichungen den Grad
der chromosomalen Instabilitdt an: je groRer die Standardabweichung, desto héher der Grad
der chromosomalen Instabilitdt. Der P-Wert gibt an, ob eine ausreichende Anzahl von
Zellkernen in die Analyse mit einbezogen wurde, denn erst ab einer bestimmten Mindestzahl
kann eine statistische Aussage getroffen werden. Diese so genannte ,statistische Signifikanz"
wird in Dezimalstellen angegeben. Bei einem P-Wert von <0,05 ist die erforderte Mindestanzahl
der in die Berechnung einbezogenen Zellkerne erreicht, das Ergebnis ist also statistisch

signifikant.
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2.3 Neuroblastom:

Interphase-FISH auf Paraffin-eingebetteten Gewebeschnitten

2.3.1 Patienten mit Neuroblastom

Die Neuroblastom-Gewebeschnitte wurden freundlicherweise von Frau Dr. Uta Behrends aus
der Abteilung fur padiatrische Onkologie der Kinderklinik Minchen Schwabing zur Verfigung
gestellt.

Bei den analysierten Gewebeschnitten handelt es sich um Tumoren folgender Patientinnen:

e Patientin TJ
e Patientin HV mit einem Lokal-Rezidiv HV-R

2.3.2 Vorbehandlung von Formalin-fixierten Paraffinschnitten mit
10 pum Dicke

Reagenzien

Xylol; Merck

Ethanol, absolut; Merck

1x PBS (siehe Anhang)

Triton X-100; Merck (0,5% in 1x PBS)

Glycin; Sigma: Glycin-BSA (siehe Anhang); Ethanol-Reihe: 70%, 90%, 100%
1 M Natriumthiocyanat (NaSCN)

Pepsin Stocklésung (100 mg/ ml, in 0,01 N HCI pH 2,3); Boehringer Mannheim
Denaturierungslosung fir je einen 50 ml Ansatz: flr Denaturierung bei Raumtemperatur sowie
fur Denaturierung bei 72°C:

35 ml Formamid reinst; Merck

15 ml 2x SSC (siehe Anhang)

pH 7,0 mit 1 N HCI

Fur die Vorbehandlung von Formalin-fixierten Paraffin-eingebetteten Gewebeschnitten wurde

folgendes Protokoll entwickelt.
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e Inkubation des auf einen Superfrost++ Objekttrager aufgebrachten Paraffinschnittes fur 60
Minuten in Xylol bei 55°C.

e 1x5 Minuten waschen mit Ethanol absolut (reinst).

e Préparat lufttrocknen.

e 1x5 Minuten waschen in 1x PBS (Raumtemperatur).

e Inkubation in 0,5% Triton X-100 fir 15 Minuten.

Hierfuir 0,5% Triton X-100 bei 60°C vorwarmen; Inkubation erfolgt bei Raumtemperatur.

e 3x5 Minuten mit 1x PBS waschen.

e 1000 pl Glycin-BSA direkt auf Praparat pipettieren. Inkubation bei 37°C in der feuchten
Kammer.

e Praparat je 3 Minuten durch eine aufsteigende Ethanolreihe ziehen; anschliel3end
lufttrocknen.

e 20 Minuten in 1 M NaSCN L6sung bei 72°C inkubieren.

e 2x5 Minuten waschen in Aqua dest.

e Pepsin-Verdau: 1 ml Pepsinlosung (30 ul Pepsin-Stocklésung/ ml 0,01 N HCI) direkt auf
Gewebeschnitt geben und mit Deckglas bedecken. Inkubation fir 20 Minuten bei 37°C in
der feuchten Kammer.

e 1x5 Minuten in 1x PBS waschen, einen Tropfen 1x PBS auf Praparat tropfen und mit
Deckglas bedecken: Cytoplasma-Verdau im Lichtmikroskop kontrollieren. Gegebenenfalls
Pepsin-Verdau mit frischer Pepsinldsung wiederholen.

e Préaparat je 3 Minuten durch eine aufsteigende Ethanolreihe ziehen; lufttrocknen.

e Praparat fur 2 Stunden in 70% Formamid/ 2x SSC bei Raumtemperatur inkubieren.

e Denaturierung des Praparates in 70% Formamid/ 2x SSC bei 72°C fur 15 Minuten.

e Praparat je 3 Minuten durch eine aufsteigende eiskalte Ethanolreihe ziehen; lufttrocknen.

2.3.3 Centromer-spezifische Sonden

2.3.3.1 Allgemeines

Fur die Hybridisierung von chromosomenspezifischen Centromer-Sonden wurden mehrere
Sonden ausgewahlt, die als Miniprap-Stockldsungen zur Verfiigung standen. Sie stammen alle

von Mariano Rocchi aus Bari (Italien).
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Fur die Hybridisierungen wurden folgende Centromer-Sonden verwendet:

Centromer-Sonde Markierung (Beschreibung siehe unten)
Centromer 8 Digoxigenin

Centromer 11 Cy5

Centromer 17 Cy3

Centromer 18 Texas Red

Tabelle 15:  Centromer-Sonden fur die Hybridisierung auf Lymphozyten und Gewebeschnitt.

Zur selektiven Amplifikation wurde eine Insert-PCR (Strachan & Read, 1996) durchgefihrt.

AnschlieRend wurden die amplifizierten Centromer-Sonden in einer Nicktranslation markiert.

2.3.3.2 Amplifikation von Centromer-Sonden mittels Insert-PCR

Die Centromer-Sonden wurden zundchst mittels einer Insert-PCR amplifiziert. Als zu
amplifizierende DNA wurde 1 pl einer 1:10 Verdinnung der reinen Plasmide aus einer Miniprap

in die PCR eingesetzt.

Programm der Insert-PCR:

Schritt Temperatur | Zeit

1. Anfangsdenaturierung |95°C 5 Minuten

2. Denaturierung 95°C 45 Sekunden
3. Annealing 66°C 45 Sekunden
4. Elongation 72°C 1 Minute

5. Finale Elongation 72°C 5 Minuten
Schritte 2-4 : 30 Zyklen

Tabelle 16:  Programm der Insert-PCR.
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Reagenzien

Primer pUC forward (10 uM): 5-CCCAGTCACGACGTTGTAAAACG-3’;

100 pmol/ ul; Genzentrum

Primer pUC reverse (10 uM): 5-AGCGGATAACAATTTCACACAGG-3';

100 pmol/ pl; Genzentrum

10x PCR Puffer; Invitrogen Life Technologies

W1 (1%); Invitrogen Life Technologies

Magnesiumchlorid (MgCl,), 50 mM; Invitrogen Life Technologies

5 mM dNTP’s: dATP, dCTP, dGTP, dTTP. je 100 mM, pH 7,5; Amersham Biosciences
Tag-Polymerase, 500 Units (5 U/ pl); Invitrogen Life Technologies

PCR-Maschine; MJ Research PTC-225

Ansatz der Insert-PCR:

Endkonzentration Ausgangskonzentration
1x 10x PCR Puffer
1,5mM 15 mM MgCl,

W1 (1%) 0,05%

0,25 mM 5 mM dNTP’s

0,2 uM 100 pM pUC forward
0,2 uM 100 pM pUC reverse
1U Taq DNA Polymerase
Add 22 pl ddH,O

100 ng DNA
Gesamtvolumen 22 pl

Tabelle 17:  Ansatz der Insert-PCR.

Zur Erfolgskontrolle wurden je 3 pl zusammen mit 1,5 pl Laufpuffer auf einem 1%igen Agarose-

Gel aufgetragen.
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2.3.3.3 Nicktranslation

Die Insert-Fragmente mussen im nachsten Schritt mit einer Nicktranslation markiert werden.

Reagenzien

10x Nicktranslationspuffer (siehe Anhang)

0,1 M R-Mercaptoethanol; Merck

0,5 mM AGC dATP, dCTP, dGTP. je 100 mM, pH 7,5; Amersham Biosciences
Digoxigenin-11-dUTP, 125 nM; Roche

Cy5-dUTP, 25 nM; Amersham Biosciences

Cy3: Cy3-dUTP, 25 nM; Amersham Biosciences

Texas Red: Texas Red-12-dUTP, 1 mM; Molecular Probes

DNA Polymerase 1, Kornberg-Enzym, 5 U/ pl; New England Biolabs

DNase 1 (1:10000 Verdunnung); aus bovinem Pankreas, Stockldsung 3 mg/ ml; Roche

Nicktranslations-Ansatz:

Endkonzentration (1x) Ansatz

Proben DNA Gesamtes Insert-PCR-Produkt

10x NT-Puffer 5ul

0,1 M R-Mercaptoethanol |5 pl

0,5 M AGC-Mix 5ul
Fluorochrom 1l
Polymerase 1 1l
DNase 1 14 pl
ddH,0 add 50 pl

Gesamtvolumen 50 pl

Tabelle 18:  Ansatz der Nicktranslation.

¢ Die Sonden in einem 15°C Wasserbad 2 Stunden nicktranslatieren. Nach dem Verdau sollte

die DNA zwischen 200 und 600 Basenpaare (bp) lang sein.

e Zur Erfolgskontrolle je 5 pl der nicktranslatierten Sonden auf einem 1%igen Agarose-Gel

auftragen.
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2.3.3.4 Verdinnung der nicktranslatierten Centromer-Sonden

Fur eine Hybridisierung missen die nicktranslatierten Centromer-Sonden verdinnt werden. Es
werden fir die Hybridisierung mehrere Centromer-Sonden eingesetzt.

Hieraus ergibt sich folgender Mix:

Centromer-Sonde Markierung Verdinnung in ddH,O
Centromer 8 Digoxigenin 1:25
Centromer 11 Cy5 1:10
Centromer 17 Cy3 1:25
Centromer 18 Texas Red 1:25

Tabelle 19:  Verdinnung der nicktranslatierten Centromer-Sonden.

2.3.3.5 In-situ-Hybridisierung der Centromer-Sonden

Die verdinnten Centromer-Sonden werden eingedampft; dadurch wird die Flissigkeit von der
DNA entfernt. Fir die Hybridisierung auf ein Lymphozytenpréaparat wurde ein einfacher Ansatz,
fur die Hybridisierung auf einen 10 um Schnitt ein doppelter Ansatz verwendet. Bei letzterem
wurde also der Centromer-Mix zweimal hergestellt, unabhangig voneinander prozessiert und

erst zum Schluss auf das gleiche Hybridisierungsfeld pipettiert.

Reagenzien

Verdinnte Centromer-Sonden (siehe oben), je 5 ul
Human Cot-1 DNA, 1 mg/ ml; Roche, 5 pl
Speed Vac; Christ; Eindampfzeit etwa 30 Minuten bei 48°C

Hybridisierungs-Mix fur Centromer-Sonden (siehe Anhang)

e Prazipitat in 7 pl Hybridisierungs-Mix aufnehmen.

e AnschlieBend 7 Minuten bei 78°C denaturieren.

e Auf vorbehandeltes und denaturiertes Lymphozytenpréaparat (46,XY) pipettieren (siehe
Kapitel 2.2.6.1) und mit Deckglas und Fixogum verschliel3en.

e Die Inkubation erfolgt in einer Metallbox im 37°C Wasserbad Uber zwei Nachte.
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2.3.3.6 Nachweis

Der Nachweis erfolgt sowohl fur die Lymphozyten-Prépatrate als auch fur die Gewebeschnitte

auf folgende Art und Weise:

Reagenzien

4x SSC/ 0,2% Tween-20, 42°C (siehe Anhang)

1x SSC, 60°C (siehe Anhang)

Block-LAsung: Glycin-BSA (siehe Anhang)

Antikorper fir den Nachweis von Digoxigenin und Biotin:

Sheep Anti Dig FITC, 1:100 verdinnt in 1% BSA; Sigma

DAPI (4,6-Diamidino-2-Phenylindol 2 HCI); Serva (siehe Anhang)
Antifade: 15 ml p-Phenylendiamindihydrochlorid-L6sung (siehe Anhang)

e Das Fixogum mit Hilfe einer Pinzette vom Praparat entfernen.

e Das Praparat 3x5 Minuten mit 42°C warmen 4x SSC/ 0,2% Tween-20 waschen (schutteln).
Hierbei sollte sich bereits nach 1x Waschen das Deckglas soweit vom Objekttrager I6sen,
dass es ohne ,Gewaltanwendung” abgezogen werden kann.

e AnschlieRend 3x5 Minuten mit 60°C warmen 1x SSC waschen (schitteln).

e Praparat kurz in 4x SSC/0,2% Tween-20 spulen und anschlieBend 1 ml Glycin- BSA 30
Minuten blocken (37°C, feuchte Kammer).

e Nach dem Blocken das Praparat wieder kurz mit 4x SSC/ 0,2% Tween-20 spilen
(Entfernung der Uberschissigen Block-Lésung).

e Antikorper-Stocklosung vor der Verdiinnung fur 2 Minuten bei 13000 UpM zentrifugieren, um
Komplexbildungen zu vermeiden.

e 200 pl verdunnte Antikdrper-Losung auf den Objekttrager pipettieren: Sheep Anti Dig FITC
1:100 in 1% BSA.

e Den Objekttrager mit einem Deckglas bedecken und 45 Minuten bei 37°C (feuchte Kammer)
inkubieren.

e Das Préaparat 3x5 Minuten mit 42°C warmen 4x SSC/ 0,2% Tween-20 waschen.

e 1 ml DAPI-Lésung (0,5 ul DAPI in 15 ml 4x SSC/ 0,2% Tween-20 fur 2 Minuten) auf das
Praparat aufbringen.

¢ Nach Abspulen mit destilliertem Wasser den Objekttrager lufttrocknen und mit 35 pl Antifade

eindeckeln.
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2.3.3.7 Aufnahme und Auswertung

Die Auswertung wird wie in Kapitel 2.2.8.1 beschrieben mit dem Epifluoreszenz-Mikroskop

Zeiss Axioplan Imaging Il Gber die Metasystems-Software Isis (Version 3.4.0) durchgefihrt.

Fur die Beurteilung der Hybridisierungs-Effizienz wurden insgesamt 100 Lymphozyten-Zellkerne

aufgenommen und ausgewertet.

Fur die Beurteilung der Schnittdicke wurde vom Gewebeschnitt 100 Zellkerne aus einem Areal
mit Normalgewebe sowie als Kontrolle 100 Zellkerne aus einem Tumorareal aufgenommen und

ausgewertet.

2.3.4 BACs und YACs fur eine Regionen-spezifische Hybridisierung

2.3.4.1 PCR-Amplifikation

Folgende Regionen-spezifische BACs und YACs wurden fur die Hybridisierung auf

Gewebeschnitte verwendet:

Sonde Klonname |Resistenz Lokalisation |Markierung
BAC 760H24 Chloramphenicol | 11923 Biotin

BAC 1124B17 Chloramphenicol | 17925 Cy3

BAC 60J11 Chloramphenicol | 1p36 Digoxigenin
YAC 875b11 -- 2p24 Texas Red
Tabelle 20:  BACs und YACs fir die Hybridisierung auf Gewebeschnitte.

Die BACs und YACs wurden wie in Kapitel 2.2 beschrieben isoliert und mit DOP-PCR und Alu-
PCR amplifiziert (siehe Kapitel 2.2.2).
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2.3.4.2 Nicktranslation

Die BACs und YACs werden im nachsten Schritt nicktranslatiert. Auch hier wird bei den BACs

ein 1:1 Gemisch aus DOP-/ und PCR-Produkt eingesetzt.

Reagenzien

10x Nicktranslationspuffer (siehe Anhang)
0,1 M R-Mercaptoethanol; Merck

0,5 mM AGC: dATP, dCTP, dGTP, je 100 mM, pH 7,5; Amersham Biosciences
Biotin: Biotin-16-dUTP, 50 nM; Roche
Digoxigenin-11-dUTP, 125 nM; Roche

Cy3: Cy3-dUTP, 25 nM; Amersham Biosciences

Texas Red: Texas Red-12-dUTP, 1 mM; Molecular Probes

DNA Polymerase 1, Kornberg-Enzym, 5 U/ ul; New England Biolabs

DNase 1 (1:2000 Verdinnung); aus bovinem Pankreas, Stocklésung 3 mg/ ml; Roche

Nicktranslations-Ansatz:

Endkonzentration (1x)

Ansatz

Proben DNA Je 500 ng aus DOP-PCR und Alu-PCR
10x NT-Puffer 5ul

0,1 M 3-Mercaptoethanol |5 pl

0,5 M AGC-Mix 5ul

Fluorochrom 1l

Polymerase 1 1l

DNase 1 12 ul

ddH,O add 50 pl

Gesamtvolumen 50 pl

Tabelle 21:

Ansatz der Nicktranslation.

e Die Sonden in einem 15°C Wasserbad 2 Stunden lang nicktranslatieren. Nach dem Verdau

sollte die DNA zwischen 200 und 600 Basenpaare (bp) lang sein.

e Zur Erfolgskontrolle je 5 pl der nicktranslatierten Sonden auf einem 1%igen Agarose-Gel

auftragen.
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2.3.4.3 Salz-Ethanol-Fallung

Nach der Nicktranslation miussen die Sonden nach folgendem Schema geféallt werden.
Der Ansatz erfolgt doppelt, um eine optimale ,Durchtrankung” des Gewebeschnittes zu

gewahrleisten.

Sonden |Markierung |pl Cotl DNA gﬂg‘on MESUEE o NaOAC Eitsciglilo()%
11923 Biotin 15

17925 |Cy3 ° |s0 5 105 (105  |289

1p36 Digoxigenin |12

2p24 Texas Red |12

Tabelle 22:  Fallungsschema fiir die Hybridisierung auf Gewebeschnitte; alle Angaben in pl.

Die Hybridisierungs-Effizienz der Sonden wurde zunéchst auf Lymphozyten 46,XY getestet.
Das Protokoll der Chromosomenpraparation und Vorbehandlung ist wie in Kapitel 2.2.5

beschrieben.

Fir das Austesten der Hybridisierungs-Effizienz wurde folgender Féallungsansatz verwendet:

Sonden |Markierung |pl Cotl DNA [S)ill;\non iEslizs | oy NaOAC Eitg(glgoo%
11923 Biotin 5

trazs  |©y3 5 a0 5 55 |55 152

1p36 Digoxigenin |5

2p24 Texas Red |5

Tabelle 23:  Fallungsschema fir die Hybridisierung auf Lymphozyten; alle Angaben in pl.

63



Material und Methoden

2.3.4.4 In-situ-Hybridisierung der geféllten Proben

Die Vorbehandlung wird sowohl fur die Fallung fir den Gewebeschnitt als auch fur die Fallung

fur die Lymphozyten-Hybridisierung auf die gleiche Art und Weise durchgefihrt:

Reagenzien

Formamid deionisiert (pH 7,0)
20% Dextransulfat in 2x SSC (siehe Anhang)

e Den geféllten Ansatz bei 13000 UpM in einer Kihlzentrifuge bei 4°C 30 Minuten
zentrifugieren.

e Nach Verwerfen des Uberstandes ca. 200 pl 70% Ethanol zum Waschen zupipettieren und
fur 10 Minuten bei 13000 UpM nochmals zentrifugieren.

e Uberstand wieder verwerfen, das Prazipitat bei 37°C im Heizblock lufttrocknen.

e Prazipitat in je 4 pl deionisiertem Formamid (pH 7,0) aufnehmen und bei 37°C Inkubation
mindestens 30 Minuten I6sen.

¢ AnschlieRend je 4 ul 20% Dextransulfat (in 2x SSC) zugeben, einige Sekunden vortexen.

e Die geléste DNA 7 Minuten bei 75°C denaturieren.

e Die denaturierte DNA 20 Minuten bei 42°C vorhybridisieren.

Die Sonden fir die Gewebeschnitte werden auf die vorbehandelten Gewebeschnitte (siehe
Kapitel 2.3.2) hybridisiert. Anschlielend wird der Schnitt mit einem Deckglas (15x15 mm)
bedeckt und mit Fixogum versiegelt. Die Hybridisierung erfolgt tber drei Nachte in der
Metallbox im 37°C Wasserbad.

Die Hybridisierung auf Lymphozyten-Praparate erfolgt wie in Kapitel 2.2.6.3 beschrieben. Die

Hybridisierung erfolgt Gber zwei Nachte in der Metallbox im 37°C Wasserbad.
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2.3.4.5 Nachweis der hybridisierten Proben

Der Nachweis wird sowohl fur die Lymphozyten-Praparate als auch fiir die Gewebeschnitte auf

folgendermal3en durchgefuhrt:

Reagenzien

4x SSC/ 0,2% Tween-20, 42°C (siehe Anhang)

1x SSC, 60°C (siehe Anhang)

Block-LAsung: Glycin-BSA (siehe Anhang)

Antikorper fir den Nachweis von Digoxigenin und Biotin:

Avidin Cy5, 1:400 verdunnt in 1% BSA; Amersham Biosciences

Sheep Anti Dig FITC, 1:100 verdunnt in 1% BSA; Sigma

DAPI (4,6-Diamidino-2-Phenylindol 2 HCI); Serva (siehe Anhang)
Antifade: 15 ml p-Phenylendiamindihydrochlorid-Lésung (siehe Anhang)

e Das Fixogum mit Hilfe einer Pinzette vom Praparat entfernen.

e Das Praparat 3x5 Minuten mit 42°C warmen 4x SSC/ 0,2% Tween-20 waschen.

e AnschlieRend 3x5 Minuten mit 60°C warmen 1x SSC waschen (schtteln).

e Nach kurzem Spilen in 4x SSC/0,2% Tween-20 das Praparat mit 1 ml Glycin-BSA 30
Minuten blocken (37°C, feuchte Kammer).

e Nach dem Blocken den Objekttrager wieder kurz mit 4x SSC/ 0,2% Tween-20 spillen
(Entfernung der Uberschissigen Block-Lésung).

o Antikdrper-Stocklésung vor der Verdinnung fur 2 Minuten bei 13000 UpM zentrifugieren, um
Komplexbildungen zu vermeiden.

e 200 ul verdiinnte Antikorper-Losung auf den Objekttrager pipettieren: Avidin Cy5 1:400 und
Sheep Anti Dig FITC 1:100 in 1% BSA.

e Den Objekttrager mit einem Deckglas bedecken und 45 Minuten bei 37°C (feuchte Kammer)
inkubieren.

e Das Praparat 3x5 Minuten mit 42°C warmen 4x SSC/ 0,2% Tween-20 waschen.

e 1 ml DAPI-Lésung (0,5 ul DAPI in 15 ml 4x SSC/ 0,2% Tween-20 fur 2 Minuten) auf das
Praparat aufbringen.

e Nach Abspulen mit destilliertem Wasser den Objekttrager lufttrocknen und mit 35 ul Antifade

eindeckeln.
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2.3.4.6 Aufnahme und Auswertung
Aufnahme der Gewebeschnitte

Fir die Beurteilung der Hybridisierungs-Effizienz wurden insgesamt 100 Lymphozyten-Zellkerne
aufgenommen und ausgewertet: Die Bilder wurden Uber das Epifluoreszenz-Mikroskop Zeiss
Axioplan Imaging Il der Firma Zeiss (siehe Kapitel 2.2.8) und einem 63x PlanApochromat Ol-
Immersionsobjektiv. mittels des Computerprogramms Isis (Version 3.4.0) der Firma
Metasystems aufgenommen und ausgewertet. Das Epifluoreszenz-Mikroskop ist in X, Y und Z-
Richtung motorisiert.

Fur Stapelaufnahmen der Gewebeschnitte wurde die Computersoftware AxioVision (Version
3.1) der Firma Zeiss verwendet. Diese Software erlaubt es, Zellkernen in verschiedenen
Ebenen aufzunehmen. Gewdhnlich werden pro Bildeinheit etwa 45 bis 65 Stapel in Z-Richtung
aufgenommen; von diesen Stapeln kann Uber eine integrierte Dekonvolutionssoftware auf den
Zellkern ruckgerechnet werden (siehe folgendes Kapitel). Die GrofRe der einzelnen
Bildabstande betrug in Z-Richtung 0,25 um. Fir jede Z-Ebene erhélt man so eine Bildsequenz
bestehend aus den Fluorochromen DAPI, FITC, CY3, CY3.5, und Cy5. Die folgende Abbildung

stellt die Stapelaufnahmen in Z-Richtung schematisch dar.

Abbildung 12: Aufnahme von Bildstapeln in Z-Richtung Uber ein Epifluoreszenz-Mikroskop.
Um die gesamte 3D-Information eines Zellkerns zu erhalten, missen lichtoptische
Serienschnitte durch das Objekt gelegt werden. Die violette Flache stellt einen Zellkern
dar.

Von den Gewebeschnitten wurden je Tumor 100 Zellkerne aus einem Tumorareal sowie 100

Zellkerne aus einem Areal mit Normalgewebe aufgenommen und ausgewertet.
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Auswertung der Gewebeschnitte mittels Dekonvolution

Allgemeines

Wie im vorherigen Kapitel beschrieben, wurden die Gewebeschnitte in einzelnen Schichten in
Z-Richtung aufgenommen. Bei einem Epifluoreszenz-Mikroskop bestehen die aufgenommenen
Bilder neben den fir die Auswertung wesentlichen Fluoreszenzsignalen der entsprechenden
Ebene auch aus dem Licht des gesamten Objektes und aus der Fluoreszenz, die sich
aulRerhalb des Fokus befindet (,out of focus"-Fluoreszenz). Dies erschwert die Beurteilung der
fokalen Ebene. FUr eine eindeutige Zuordnung und Analyse der Fluoreszenzsignale in den
einzelnen Ebenen und der Rickrechnung der einzelnen aufgenommenen Schichten zu einem
ganzen Zellkern miissen deshalb die Bildstapel mit einer speziellen Dekonvolutionssoftware
bearbeitet werden. Die Dekonvolutionssoftware ist also ein 3D-Rekonstruktionsprogramm und

ist in der AxioVision-Software (Version 3.1) der Firma Zeiss integriert.

Dekonvolution

Durch die Aufnahme von Objekten mit einem Mikroskop wird ein Objekt optisch verzerrt. Durch
die so genannte Point Spread Function (PSF) des Mikroskops wird das urspringliche Objekt
gefaltet. Diesen Vorgang nennt man Konvolution (Agard et al. 1989). Das entstandene
abgebildete Objekt erscheint unscharf.

Die Konvolution ist abhéngig von der Beleuchtung sowie von den Mikroskopkomponenten, die
den Lichtweg kreuzen (Objektiv, Spiegel, Filter, Reflektionen innerhalb des Lichtweges,
Einstellung der Lampe, Kamera und &hnliches). Eine ideale Konvolution wird erreicht, wenn alle
Komponenten optimal aufeinander abgestimmt sind und das Bild eines punktférmigen Objekts
nur noch von der Wellenldnge und der numerischen Apertur abhéangt (van der Voort et al.
1989).

Abbildung 13 stellt den Vorgang der Konvolution dar.

m
Konvolution

urpr[]ng_;liches abgebildetes
Objekt Objekt

Abbildung 13: Objektaufnahme durch ein Mikroskop.

Darstellung eines Objektes vor und nach der Konvolution
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Durch eine spezielle Software kann diese Faltung durch mathematische Algorithmen
rickgéngig gemacht werden. Das abgebildete Objekt wird geglattet. Es findet also eine so
genannte Dekonvolution statt. Das Ergebnis ist ein Bild, das dem urspriinglichen Objekt relativ

ahnelt.

Point Spread Function (PSF)

Die Point Spread Function beschreibt die Art und Weise, wie das Licht eines punktférmigen
Objektes durch die Aufnahme mit dem Epifluoreszenz-Mikroskop verzerrt wird. Dadurch
entsteht die oben beschriebene ,out of focus“- Fluoreszenz, die von einem dreidimensionalen
Bild einer punktférmigen Lichtquelle ausgeht. Deshalb ist das dreidimensionale Bild eines
Punktes nicht ein Punkt, sondern hat die Form eines Sanduhrglases. Durch die numerische
Apertur entsteht eine Brechung, die ein definiertes Ringmuster zur Folge hat. Berechnet man
die PSF theoretisch, erhalt man ein symmetrisches Ringmuster. Da aber auch die sphéarischen
Aberrationen eine Rolle spielen, die durch eine unterschiedliche Dicke des Objektes, dem
Abstand von Objekt zu Deckglas und dem Brechungsindex des verwendeten Einbettmediums
zustande kommt, erhalt man bei einer axiale Asymmetrie der PSF eine GrdlRenzunahme,
speziell entlang der z-Achse (experimentelle PSF).

Die folgende Abbildung verdeutlicht den Unterschied zwischen symmetrischer (theoretische

gemessener) und asymmetrischer (experimentell gemessener) PSF (McNally et al. 1999):.

43.0 pm #2.0 pm +1.0 0.0 pm =1.0 pm =2.0 uim =30 um

Abbildung 14: Verschiedene fokale Ebenen fiir eine theoretische (a) und experimentelle (c) PSF.

b) XZ-Ansicht der theoretischen PSF (symmetrisches Ringmuster)
d) XZ-Ansicht der experimentellen PSF (asymmetrisches Ringmuster auf Grund der

sphérischen Aberration).

Diese asymmetrische PSF hat vor allem entlang der Z-Achse eine GroRenzunahme zur Folge,
was ein Verlust von Signalintensitat und Auflosung bedeutet. Eine Bildanalyse wird so

erschwert.
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Nachfolgende Tabelle gibt die Parameter an, die zur Bestimmung der PSF notwendig sind:

Numerische Apertur des Objektivs

Arbeitsabstand des Obijektivs (Zeiss 63x PlanApochromat 0,09 mm)

Dicke des Deckglases (0,170 mm)

Dicke des Objektes (0,01 mm)

Wellenlange der Lichtquellen

XYZ Dimension der PSF

PixelgrofRe der Kamera (107x107 mm)

VoxelgroRe (107 nm lateral, 250 nm axial)

Z-Abstand (250 nm)

Brechungsindex des Immersions-Ols (Zeiss Immersions-Ol: 1,515)

Brechungsindex des Einbettmediums (Phenylendiamin: 1,42)

Tabelle 24:  Parameter zur Bestimmung der PSF (McNally et al. 1999).

Dekonvolutions-Algorithmen

Die zur Berechnung verwendeten Algorithmen werden von einer mathematischen Formel
abgeleitet, die den Aufnahmeprozess eines Mikroskops beschreibt. Fur nahere Informationen
zur mathematischen Berechnung und Hintergrundinformation méchte ich an dieser Stelle auf
die eingereichte Doktorarbeit von Christine Maierhofer, Labor PD Dr. Michael Speicher
verweisen, da es Aufgabe meiner Arbeit war, die kommerziell erhéltliche AxioVision-Software
mit dem integrierten Dekonvolutions-/ und 3D-Visualisierungsprogramm (3D-Dekonvolution und

Inside 4D; Zeiss; Schaefer et al. 2001) anzuwenden.

Um eine moglichst gute Bildqualitat der Gewebeschnitte zu erreichen, wurden die Bildstapel mit
statistischen iterativen Dekonvolutions-Algorithmen berechnet (accelerated maximum likelihood
image restoration algorithm, AxioVision, Version 3.1; Zeiss). Bei diesem Programm kann neben
einer theoretischen PSF auch eine PSF berechnet werden, die spharische Aberrationen mit

einbezieht.
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Folgende Parameter wurden fur diese PSF eingegeben (McNally et al. 1999, sowie nach

personlichen Erfahrungen von Christine Maierhofer, Labor PD Dr. Michael Speicher):

— P5SF aberration Parameters
Dresign immersion index IW Design coverslip thickness W mm
Dezign coverslip index IW |Jzed coverslip thickness W i
Used coverslip index IW Design working distance iDDT mm
Specimen index IW Dresign tubusz length M mm
Thicknezs of specimen W i lzed tubus length IM i
Autarnatic size threshold M

Abbildung 15: Parameter der sphéarischen Aberration zur Bestimmung der PSF.

Die Einstellungen, die zur Berechnung der Glattung der einzelnen Kanéale bendétigt werden, sind

folgendermalRen eingegeben worden (siehe auch Abbildung 16):

Mittlere Glattung: DAPI

hochst mogliche Glattung:

FITC, Cy3, Cy3.5, Cy5 und Cy5.5

Cy5.5 wurde in dieser Arbeit nicht verwendet.

1 Decanvalution I 2 Paint Spread Function |

123456

b ethod: i Congtrained |terative

— v Set strength marnually
Wiealk, bl edium

1 Deconvolution l 2 Paint Spread Function |

12 34/ 56

b ethod: I Consztrained [terative

v Set zstrenath manually —
YWieak b edirm

Abbildung 16: Software-Einstellungen fur Glattungen der einzelnen Kanale

a) Mittlere Glattung fir DAPI (1)

b) Hochstmogliche Glattung fur FITC (2), CY3 (3), Cy3.5 (4), Cy5 (5) und Cy5.5 (6)

Cy5.5 wurde in dieser Arbeit nicht verwendet.
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3D-Bildaufnahme, Auswertung und Darstellung

Von jedem Gewebeschnitt wurden nach Hybridisierung der BAC/ und YAC spezifischen Sonden
100 Kerne als dreidimensionale Bildstapel aufgenommen und ausgewertet.

Von jedem Zellkern wurde die Zellkerngrenze bestimmt und den einzelnen Zellkernen die
Hybridisierungs-Signale zugeordnet. Die jeweilige Zuordnung der Zellkerngrenzen erfolgte an
Hand der Z-Ebenen. Die Zellkerngrenzen wurden in dichteren Zellbereichen zusatzlich zur
Dekonvolution durch visuelle Inspektion bestimmt. Regionen mit einer besonders hohen
Zelldichte, bei denen es auch durch visuelle Inspektion nicht mehr moglich ist, Zellkerngrenzen
zu definieren, konnen in der Regel nicht ausgewertet werden und entfallen deshalb fir eine
detaillierte Analyse. Das Ergebnis der Dekonvolution wurde durch einen Vergleich mit den

Original-Bildstapeln tberpruft.

Es wurden bei jedem Gewebeschnitt verschiedene Areale analysiert, um zu vermeiden, dass
die Auswertung durch eine moégliche ,Clusterung” der Tumorzellen zu einem verféalschten

Ergebnis fuhren.

Mittels einer 3D-Rekonstruktion ist es mdglich, die Zellkerne in alle Richtungen (X, Y und Z) zu
drehen, um sie von allen Seiten betrachten zu kdnnen. Zudem gibt es die Option, den
Zellkernen verschiedene Texturen zu verleihen: mit der Einstellung ,Surface” ist es moglich,
den Zellkern mit einer undurchsichtigen Auf3enhaut auszustatten. Hierbei wird Uber eine
plastische Darstellung in etwa die originale Oberflache der Zellkerne wiedergegeben. Mit der
Einstellung ,Maximum® kdnnen alle verwendeten Kanale gleichzeitig dargestellt werden. Man
sieht dadurch die Signale in ihrer Lage zueinander und in Bezug auf die Verteilung im Zellkern.
Diese Einstellung erlaubt es, den Zellkern mit einer DAPI-Maske anzudeuten oder
auszublenden. Abbildungen zu den beschriebenen Darstellungsformen werden an geeigneter
Stelle gezeigt (siehe unten). Es gibt noch weitere Darstellungsmdéglichkeiten, die ich in meiner
Arbeit jedoch nicht verwendet habe, da sie fir die Aufgabenstellung keine zusatzliche
Information liefern und flr die Auswertungen nicht relevant sind.

Erste Anwendungen zur Analyse von FISH-Signalen auf dicken (30 pum) Gewebeschnitten

wurden kirzlich publiziert (Maierhofer et al. 2003).
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Statistische Analyse

Die Anzahl der Hybridisierungs-Signale der Centomersonden und der BAC-/ und YAC Proben
wurde pro Zellkern und Tumor bestimmt.

Von jedem Gewebeschnitt wurden die einzelnen verédnderten Sonden in Diagrammen
dargestellt. AuRerdem wurde fir die Gesamtzahl der ausgewerteten Zellkerne fir jede Sonde
Mittelwert, Standardabweichung und P-Wert ermittelt. Die Berechnung dieser Werte erfolgte
Uber einen ,2 Stichproben t-Test* unter der Annahme unterschiedlicher Varianzen (siehe Kapitel
2.2.8.2).

2.4 Maus 7 Fluorochrom M-FISH

2.4.1 Maus-Chromosomen spezifische DNA-Bibliotheken

Fur die Amplifizierung von Maus-Chromosomen-spezifischen DNA-Bibliotheken wird der Primer
6A1 verwendet. Im Gegensatz zum 6MW-Primer, der zum Beispiel bei der unspezifischen
(DOP-) Amplifikation menschlicher DNA eingesetzt wird, reduziert der 6A1-Primer die Anzahl
von Kreuzhybridisierungen in den Centromeren von Maus-Chromosomen. Es wurde festgestellt,
dass die akrozentrischen kurzen Arme von Maus-Chromosomen weniger stark amplifiziert
werden als bei Verwendung des 6MW-Primers (Rabbitts et al. 1995 sowie personliche
Mitteilung von Nigel Carter, 1998). Die durch die Verwendung des 6Al-Primers nur noch
schwach vorhandenen Kreuzhybridisierungen koénnen mit Cotl-DNA supprimiert werden
(Rabbitts et al. 1995).

Der DOP-Primer 6A1 besteht aus definierten Sequenzen am 5'- und am 3‘-Ende. Die mittlere
Sequenz besteht aus statistisch zufélligen Reihenfolgen von sechs Nukleotiden. Die Primer

hybridisieren bei niedriger Stringenz alle vier Kilobasen.

2.4.2 Amplifikation der Chromosomen-spezifischen DNA-Bibliotheken

Bei den DNA-Sonden handelt es sich um Chromosomen-spezifische DNA-Bibliotheken der
Maus-Chromosomen 1-19, X und Y, die mittels Durchflusszytometrie aus Antigen-stimulierten

Zellen von Inzuchtmausen gewonnen wurden (Rabbitts et al. 1995).
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Alle DNA-Sonden wurden mit einer Konzentration von etwa 500 Chromosomen in 30 pl Wasser

von Johannes Wienberg und Nigel Carter (Cambridge, UK) zur Verfiigung gestellt.

Diese Chromosomen-spezifischen DNA-Bibliotheken muissen in einer DOP-PCR zunachst

amplifiziert werden. Die erste Amplifikation der DNA wurde mittels niedrig-stringenter Zyklen
durchgefihrt (,Telenius DOP-PCR").

Programm der Telenius DOP-PCR:

Schritt Temperatur | Zeit

1. Anfangsdenaturierung | 95°C 5 Minuten

2. Denaturierung 95°C 1 Minute

3. Annealing 30°C 1 Minute 30 Sekunden
4. Elongation 72°C 3 Minuten

5. Denaturierung 95°C 1 Minute

6. Annealing 62°C 1 Minute 30 Sekunden
7. Elongation 72°C 3 Minuten

8. Finale Elongation 72°C 5 Minuten

Schritte 2-4: 5 Zyklen
Schritte 5-7: 35 Zyklen

Schritt 4: 0,2 Sekunden-Schritte auf 72°C

Schritt 7: + 1 Sekunde/ Zyklus

Tabelle 25:

Programm der Telenius DOP-PCR.

Reagenzien

Primer 6A1: 5'- CCG ACT CGA GNN NNN NTA CAC C -3’ 100 pmol/ pl; Genzentrum

(N = zufallige Reihenfolge der Nukleotide A, G, C oder T)
10x PCR Puffer, Invitrogen Life Technologies

Magnesiumchlorid (MgCl,), 50 mM; Invitrogen Life Technologies

dNTP’s: dATP, dGTP, dCTP, dTTP, je 100 mM, pH 7,5; Amersham Biosciences

Tag-Polymerase, 500 Units (5U/ ul); Invitrogen Life Technologies
PCR-Maschine; MJ Research PTC-225
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PCR-Ansatz:

Endkonzentration Ausgangskonzentration
1x 10x PCR Puffer

2 mM MgCl,

0,2 mM 5 mM dNTP’s

2 uM 100 pM 6A1

1U Taq DNA Polymerase
add 25 pl ddH,O

100 ng DNA

Gesamtvolumen 25 pl

Tabelle 26:  Ansatz der Telenius DOP-PCR.

Zur Erfolgskontrolle wurden 1/10 Volumen des PCR-Ansatzes (entspricht hier 2,5 ul) auf einem

1%igen Agarose-Gel aufgetragen.

Nachfolgende Abbildung zeigt das Ergebnis der Telenius DOP-PCR- amplifizierten Maus-

Chromosomen DNA.

R A R B8 S T

800bEp

800 b

M1213141516 171819 X Y K.

P

Abbildung 17: Telenius DOP-PCR der Maus-Chromosomen-spezifischen DNA-Bibliotheken; M: Marker
(100 Basenpaar Leiter; in diesem Fall zeigt der Marker bei 800 bp eine verdickte Bande);

K: Kontrolle; 1-19, X, Y entsprechen den Maus-Chromosomen.
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2.4.3 DNA-Pools fur Maus 7 Fluorochrom M-FISH

Ein groRer Vorteil der DOP-PCR ist, dass sich die DNA-Sonden in der PCR mit Fluorochromen
markieren lassen. Wie in der Einleitung erwéhnt, werden die Chromosomen in sieben Pools

aufgeteilt, welche dann jeweils mit einem anderen Fluorochrom markiert werden.

Hieraus ergeben sich folgende Schritte:

e Erstellung von DNA-Pools.
e Amplifikation der DNA-Pools (Telenius DOP-PCR).
e Markierung der einzelnen DNA-Pools mit Fluorochromen (Labeling DOP-PCR).

2.4.3.1 Erstellung von DNA-Pools

Fur die Markierung wurden DNA-Pools mit sieben verschiedenen Fluorochromen erstellt. Jeder
DNA-Pool enthalt sechs DNA-Sonden. Bei den Fluorochromen handelt es sich um DEAC, FITC,
Cy3, Texas Red, Cy5, Biotin (= Cy5.5) sowie Digoxigenin (= Cy7).

DEAC FITC Cy3 Texas Red
Chromosom | pl Chromosom | pl Chromosom |l Chromosom |l
3 2,0 3 15 4 2,0 1 3,5
5 2,0 8 15 9 2,0 2 2,5
10 2,0 13 2,0 10 2,0 6 2,0
11 2,0 15 3,0 12 2,0 12 2,0
14 2,0 19 2,0 16 4,0 13 3,0
Y 0,5 X 2,0 19 2,0 Y 0,5
Cy5 Biotin Digoxigenin

Chromosom | pl Chromosom | pl Chromosom |l

1 3,5 6 2,0 2 3,0

4 2,5 7 210 7 3’0

5 2,0 8 2,0 14 3,0

17 2,0 9 2,5 15 3,0

18 7,0 11 15 16 6,0

X 2,0 18 7,0 17 2,5

Tabelle 27:  Erstellung der Maus 7 Fluorochrom M-FISH DNA-Pools.
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Die Konzentrationen einzelner Sonden wurden so eingestellt, dass alle &ahnlich intensive
Fluoreszenzsignale geben. Die Werte wurden durch eine Serie von Experimenten empirisch
gewonnen. Fur Chromosom 18 (Biotin- und Cy5-Markierung) musste zum Beispiel im Vergleich
zu den anderen Sonden sehr viel DNA-Sonde (je 7 ul) eingesetzt werden, weil sich diese Sonde
nur schwer in den in den jeweiligen Pool integrieren lie3: mit wenig DNA-Einsatz wies

Chromosom 18 im Pool nur eine schwache Markierungs-Intensitat auf.

Die einzelnen Pools wurden mittels der Telenius DOP-PCR amplifiziert (siehe oben) und die

DNA auf einem 1%igen Agarose-Gel aufgetragen.

Die folgende Abbildung zeigt das Ergebnis der Telenius DOP-PCR amplifizierten DNA-Pools.

Abbildung 18: Telenius DOP-PCR der einzelnen Maus 7 Fluorochrom M-FISH Pools; M: Marker (100
Basenpaar Leiter; in diesem Fall zeigt der Marker bei 500 bp und 1000 bp eine verdickte
Bande). 1: DEAC, 2: FITC, 3: Cy3, 4: Texas Red, 5: Cy5, 6: Biotin, 7: Digoxigenin.

2.4.3.2 Markierung der einzelnen DNA-Pools mit Fluorochromen

AnschlieBend wurden in die Pools die jeweiligen Fluorochrome mit Hilfe einer ,Markierungs-
DOP-PCR*" eingebaut. Hierfir wurde ein PCR-Programm verwendet, das im Vergleich zur

Telenius DOP-PCR durch hdher-stringente Zyklen charakterisiert ist.
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Reagenzien

Primer 6A1: 5'- CCG ACT CGA GNN NNN NTA CAC C -3’ 100 pmol/ul; Genzentrum
(N = zufallige Reihenfolge der Nukleotide A, G, C oder T)

10x PCR Puffer; Invitrogen Life Technologies

Magnesiumchlorid (MgCl,), 50 mM; Invitrogen Life Technologies

5 mM AGC: dATP, dCTP, dGTP, je 100 mM, pH 7,5; Amersham Biosciences
5 mM dTTP, 100 mM, pH 7,5; Amersham Biosciences

DEAC: 25 nmol; Perkin Elmer

FITC: Fluorgreen dUTP, 25 nmol; Amersham Biosciences

Cy3: Cy3-dUTP, 1 mM; Amersham Biosciences

Texas Red (TR), 1 mM, Molecular Probes

Cy5: Cy5-dUTP, 1ImM Amersham Biosciences

Biotin: Biotin-16-dUTP, 1 mM; Amersham Biosciences

Digoxygenin: Dig-11-dUTP, 1 mM; Amersham Biosciences

Tag-Polymerase, 500 Units (5 U/ pl); Invitrogen Life Technologies
PCR-Maschine; MJ Research PTC-225

Programm der Markierungs-DOP-PCR:

Schritt Temperatur |Zeit

1. Anfangsdenaturierung | 94°C 3 Minuten
2. Denaturierung 94°C 1 Minute
3. Annealing 56°C 1 Minute
4. Elongation 72°C 4 Minuten
8. Finale Elongation 72°C 20 Minuten
Schritte 2-4: 30 Zyklen

Tabelle 28:  Programm der Markierungs-DOP-PCR.
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Markierungs-DOP-PCR-Ansatz:

Cy3/ Texas Red/ Biotin

DEAC/ FITC/ Cy5/ Digoxigenin

End-
konzentration

Ausgangs-
konzentration

End-
konzentration

Ausgangs-
konzentration

1x 10x PCR Puffer 1x 10x PCR Puffer

2 mM MgCl, 2 mM MgCl,

0,2 mM 5 mM AGC 0,2 mM 5 mM AGC

0,15 mM 5mMT 0,1 mM 5mMT

0,05 mM Fluorochrom 0,1 mM Fluorochrom

2 UM 100 pM 6A1 2 UM 100 pM 6A1

1U Taq DNA Polymerase 1U Taq DNA Polymerase
add 25 pl ddH,O add 25 pl ddH,O

DNA-Pool

DNA-Pool

Gesamtvolumen 25 pl

Gesamtvolumen 25 pl

Tabelle 29:

Ansatz der Markierungs-DOP-PCR.

Die in der Markierungs- DOP-PCR amplifizierten DNA-Pools wurden auch hier auf einem

1%igen Agarose-Gel kontrolliert (Protokoll siehe oben).

Die folgende Abbildung zeigt die sieben DNA-Pools nach der Markierungs-DOP-PCR.

Abbildung 19: Markierungs- DOP-PCR der einzelnen Maus 7 Fluorochrom M-FISH Pools; M: Marker
(100 Basenpaar Leiter; in diesem Fall zeigt der Marker bei 500 bp und 1000 bp eine

verdickte Bande).
1: DEAC, 2: FITC, 3: Cy3, 4: Texas Red, 5: Cy5, 6: Biotin, 7: Digoxigenin.
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2.4.3.3 DNase-Verdau

Eine optimale Lange der amplifizierten DNA liegt zwischen 300 und 700 Basenpaaren. Ist der
Schmier auf dem Gelbild zu lang, muss die DNA durch Zugabe von DNase 1 (=DNase-Verdau)
auf eine optimale Lange verdaut werden. Die Inkubationszeit ist abschéatzbar auf Grund der auf

dem Gelbild nach der Labeling-PCR zu sehenden Lange des Schmiers.

Reagenzien

Fur einen 25 pl-PCR-Ansatz:
15 pl ddH,0O
5 ul Nicktranslations-Puffer (sieche Anhang)

5 pl DNase 1, 1:1000 verdinnt, aus bovinem Pankreas, Stockldsung 3 mg/ ml; Roche

Die DNase-Inkubation erfolgt bei 15°C im Wasserbad.

Nachfolgende Abbildung stellt die Markierungs-DOP-PCR nach dem DNase Verdau dar.

Abbildung 20: DNase Verdau der markierten DNA-Pools; M: Marker (100 Basenpaar Leiter; in diesem
Fall zeigt der Marker bei 500 bp und 1000 bp eine verdickte Bande).
1: DEAC, 2: FITC, 3: Cy3, 4: Texas Red, 5: Cy5, 6: Biotin, 7: Digoxigenin.
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2.4.4 21-Farben Ansatz fur Maus 7 Fluorochrom M-FISH

Ziel einer Multiplex-Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung ist es, jedes Chromosom durch
verschiedene Kombination von Fluorochromen unterschiedlich anzufarben. Durch Kombination

der einzelnen DNA-Pools ergab sich fir die Maus-Chromosomen folgender 21-Farben-Ansatz:

Chromosom |DEAC |FITC Cy3 TR Cy5 Bio Dig
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Tabelle 30:  Markierungsschema des Maus 7 Fluorochrom M-FISH.
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2.4.5 Salz-Ethanol-Fallung

Fur die in-situ-Hybridisierung miissen die DNA-Pools zunachst geféllt werden.

Reagenzien

Markierte DNA-Pools

Maus Cot-1 DNA, 1 mg/ ml; Invitrogen Life Technologies
Salmon testes DNA (Lachstestes), 10,2 mg/ ml; Sigma
3 M NaOAc, pH 5,2 (siehe Anhang)

Ethanol absolut, eiskalt; Merck

Wie bereits beschrieben sattigt Salmon testes -DNA unspezifische DNA-Bindungsstellen ab
(Supprimierung unspezifischer Wechselwirkungen) und dient als Carrier-DNA bei sehr geringen
Probenkonzentrationen.

Maus Cot-1-DNA besteht aus nicht-markierten repetitiven Sequenzen und séttigt durch Zugabe
im Uberschuss repetitive DNA-Sequenzen der Sonden-DNA ab (CISS-Hybridisierung, Cremer
et al. 1988, Lichter et al. 1988).

Fur die Hybridisierung wurden von jedem DNA-Pool 200-300 ng DNA eingesetzt. Fur die

Fallung wurde folgender Ansatz verwendet:

Fallungsschema:

Pools W |cotiDNA gi:g'o” testes |y INaOAC | EtOH 100% eiskalt
DEAC 6

FITC 7

Cy3 6

Texas Red |2.5 80 5 18| 118 328

Cy5 6

Biotin 2,5

Digoxigenin |3

Tabelle 31:  Féllungsschema des Maus 7 Fluorochrom M-FISH Ansatzes; alle Angaben in pl.

Der Ansatz wurde bei -20°C Uber Nacht gefallt.
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Die einzelnen Konzentrationen der Pools wurden so gewéhlt, dass die Pools nach der
Hybridisierung ausreichend hohe Intensitdten haben. Die dazu notwendigen Mengen wurden

empirisch bestimmt.

2.4.6 Maus-Chromosomen

2.4.6.1 Allgemeines

Menschliche Chromosomen gewinnt man in der Regel aus Lymphozytenkulturen.

Im Gegensatz dazu ist es schwierig, brauchbare Maus-Chromosomen herzustellen. Maus-
Chromosomen aus Blut sind sehr stark kondensiert beziehungsweise weisen meist eine
kugelige Gestalt auf, so dass sie sich fiir zytogenetische Analysen als nicht sinnvoll erwiesen

haben.

2.4.6.2 Normale Maus-Metaphasen: Praparate aus der Milz

In dieser Arbeit wurden fur die Etablierung des Maus 7 Fluorochrom M-FISH-Systems

Chromosomen verwendet, die aus der Milz einer weiblichen Maus gewonnen wurden.

2.4.6.3 Maus Tumoren

Fur die Austestung wurden zwei Mamma-CA Tumorzelllinien der Maus verwendet (siehe
Rovero et al. 2000):
e AG12 Tubo
AG12 Tubo (im Folgenden AG12) ist eine klonierte Zelllinie aus dem Primartumor eines
Mamma-CA’s einer Her2neu-transgenen Maus. Diese uUberexprimiert Her2neu als Protein,

und das Gen ist amplifiziert.

e TSA

TSA ist eine Zelllinie eines spontanes Mamma-CA’s der Maus.

Die Metaphasen- Praparation wurde von Dr. Jochen Geigl durchgefiihrt und orientiert sich an
Weaver et al. (1999).
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2.4.7 In-situ-Hybridisierung auf Maus-Chromosomen

Die in-situ-Hybridisierung wurde im Wesentlichen nach Anleitung (Speicher et al. 1996)

durchgefiihrt. Die Anderungen sind in Jentsch et al. 2001 beschrieben.

2.4.7.1 Vorbehandlung der Praparate

RNase Vorbehandlung und Pepsin-Verdau

Reagenzien

RNase A, Stocklésung 10 mg/ ml; Boehringer Mannheim

2x SSC (siehe Anhang)

1x PBS (siehe Anhang)

Pepsin, Stocklosung 10% (100mg/ ml); Boehringer Mannheim
0,01 N HCI-L6sung (siehe Anhang)

aufsteigende Alkoholreihe (70%, 90%, 100%)

Um stérende RNA von den Praparaten zu entfernen, werden diese mit RNase behandelt; das

Uberschissige Cytoplasma wird wie beschrieben durch eine Pepsin-Vorbehandlung entfernt.

o Das Praparat kurz in 2x SSC aquilibrieren.

e 200 pl RNase-Losung (1:100 in 2x SSC) auf das Préaparat pipettieren, mit einem Deckglas
bedecken und 1 Stunde bei 37°C in der feuchten Kammer inkubieren.

¢ AnschlieRend Praparat 3x5 Minuten mit 2x SSC waschen (Schittler).

e Das Praparat in 100 ml 0,01 N HCI-Ldsung, in die 30 ul der Pepsin-Stocklésung zugegeben
wurde, fur zehn Minuten inkubieren.

¢ Nach 2x 5 Minuten Waschen mit 1x PBS im Schiuttler das Préaparat je 3 Minuten durch eine

aufsteigende Alkoholreihe (70%, 90%, 100%) ziehen, anschliel3end lufttrocknen lassen.
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Denaturierung der Objekttréger

Reagenzien

35 ml Formamid reinst; Merck
15 ml 2x SSC (siehe Anhang)
pH 7,0 mit 1 N HCI

Das Praparat fur 2 Minuten 30 Sekunden bei 72°C in einer Kivette mit 70% Formamid/
2x SSC pH 7,0 denaturieren.
Durch eine aufsteigende Alkoholreihe (70%, 90%, 100% eiskaltes Ethanol) wird das

Préaparat dehydriert; danach lufttrocknen.

2.4.7.2 Vorbehandlung des gefallten Maus 7 Fluorochrom M-FISH Pools

Reagenzien

Formamid, deionisiert
40% Dextransulfat in 2x SSC (siehe Anhang)

Den geféllten Ansatz bei 13000 UpM in einer Kihlzentrifuge bei 4°C 30 Minuten
abzentrifugieren.

Nach Verwerfen des Uberstandes ca. 200 pl 70% Ethanol zum Waschen zupipettieren und
fir 10 Minuten bei 13000 UpM nochmals zentrifugieren.

Uberstand wieder verwerfen, das Prazipitat bei 37°C im Heizblock lufttrocknen.

Prazipitat in 4 pl deionisiertem Formamid (pH 7,0) aufnehmen und bei 37°C Inkubation
mindestens 30 Minuten I6sen.

AnschlieRend 4 pl 40% Dextransulfat (in 2x SSC) zugeben, gut vortexen.

Die geléste DNA 7 Minuten bei 75°C denaturieren.

Die denaturierte DNA 20 Minuten bei 42°C preannealen (= vorhybridisieren).
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2.4.7.3 Hybridisierung

Reagenzien

Fixogum (Rubber cement); Marabu
15x15 mm Deckglas
denaturierte und vorhybridisierte DNA-Probe

vorbehandeltes und denaturiertes Chromosomen-Préparat (Objekttrager)

e Nach dem Vorhybridisieren die DNA-Probe vorsichtig auf das vorbehandelte und
denaturierte Praparat luftblasenfrei pipettieren.

¢ Nach Auflegen eines 15x15mm Deckglases das Deckglas mit Fixogum versiegeln, damit die
darunter liegende zu hybridisierende DNA nicht austrocknen kann.

e Das Praparat in einer Metallbox bei 37°C Uber zwei Nachte inkubieren.

2.4.8 Nachweis der hybridisierten Proben

Reagenzien

4x SSC/ 0,2% Tween-20, 42°C (siehe Anhang)

1x SSC, 60°C (siehe Anhang)

Block-Lésung: 3% BSA in 4x SSC/ 0,2% Tween-20

Antikérper fur Haptene Digoxigenin, Biotin und DNP:

Avidin Cy5.5, 1:100 verdinnt in 1% BSA; Amersham Biosciences
Sheep Anti Dig Cy7, 1:50 verdinnt in 1% BSA; Amersham Biosciences
DAPI (4,6-Diamidino-2-Phenylindol 2 HCI); Serva (siehe Anhang)
Antifade: 15 ml p-Phenylendiamindihydrochlorid-Lésung (siehe Anhang)

Das Fixogum mit Hilfe einer Pinzette vom Praparat entfernen.

e Das Praparat 3x5 Minuten mit 42°C warmen 4x SSC/ 0,2% Tween-20 waschen (schutteln).
Hierbei sollte sich bereits nach 1x Waschen das Deckglas soweit vom Objekttrager I6sen,
dass es ohne ,Gewaltanwendung“ abgezogen werden kann.

¢ AnschlieRend 3x5 Minuten mit 60°C warmen 1x SSC waschen (schitteln).

e Praparat kurz in 4x SSC/ 0,2% Tween-20 spiilen.

e Mit 1 ml 3% BSA 30 Minuten blocken (37°C, feuchte Kammer).
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e Nach dem Blocken den Objekttrager kurz mit 4x SSC/ 0,2% Tween-20 spulen (Entfernung
der Uberschissigen Block-Lésung).

e Antikorper-Stocklosung vor Verdinnung fur 2 Minuten bei 13000 UpM zentrifugieren, um
Komplexbildungen zu vermeiden.

e 200 pl verdiunnte Antikdrper-Losung auf den Objekttrager pipettieren: Avidin Cy5.5 1:100
und Sheep Anti Dig Cy7 1: 50 in 1% BSA.

o Den Objekttrager mit einem Deckglas bedecken und 45 Minuten bei 37°C (feuchte Kammer)
inkubieren.

e Das Praparat 3x5 Minuten mit 42°C warmen 4x SSC/ 0,2% Tween-20 waschen.

e Aufbringen von 1 ml DAPI-Lésung auf das Praparat (0,5 pl DAPI in 15ml 4x SSC/ 0,2%
Tween-20; 2 Minuten.

¢ Nach Abspilen mit destilliertem Wasser den Objekttrager lufttrocknen und mit 35 pl Antifade

eindeckeln.

2.4.9 Aufnahme und Auswertung

Die Praparate wurden mit einem Epifluoreszenz-Mikroskop Leica DMRXA-RF8 (Leica

Microsystems) analysiert (Eils et al. 1998); Beschreibung siehe Kapitel.2.2.8.

Die Karyotypisierung erfolgte Uber Uber ein Klassifizierungsprogramm (Leica MCK, Leica
Microsystems Imaging Solutions Ltd, Cambridge, UK), das bei Eils et al. (1998) ausflhrlich

beschrieben wurde.

86



Ergebnisse

3 ERGEBNISSE

3.1 Neuroblastom:

In-situ-Hybridisierung mit BACs und YACs auf Zelllinien

3.1.1 Allgemeines

In dieser Arbeit wurde ein kombinatorisch markierter Pool aus sieben Neuroblastom-
spezifischen BACs und YACs entwickelt, der den simultanen Nachweis von Veréanderungen bei
untersuchtem Material aus Neuroblastomen zul&sst:

Die Sonden wurden in einem 7-Farben-Ansatz kombinatorisch markiert, um durch Analyse von
je zwei Fluoreszenz-Kandlen Signale eindeutig vom Hintergrund unterscheiden zu kénnen. Die
kombinatorische Markierung hat also den Vorteil, dass eventuell schwach hybridisierte oder
zweifelhafte Signale in einem Fluoreszenzkanal mit Hilfe eines zweiten Kanals kontrolliert
werden konnen. Nur ein Signal, welches in beiden Fluoreszenzkandlen auftritt, wird gezahilt.
Neben Sonden, die beim Neuroblastom in bekannte Verédnderungen kartieren, wurden auch
Kontrollsonden eingesetzt, die an anderer Stelle, aber auf dem entsprechenden Chromosom
hybridisieren.

Die Auswahl der Sonden wurde an Hand verschiedener Veroffentlichungen und in
Zusammenarbeit mit Frank Speleman getroffen.

Die Sonden fiur die Regionen 1p36, 2p24, 11923 und 17925 kartieren in Regionen, die speziell
beim Neuroblastom unter-/ oder Uberreprasentiert sind. Bei 1p36 und 11923 zeigen beim
Neuroblastom in Abh&angigkeit der Stadien haufig Deletionen; 17925 und 2p24 (MYCN) weisen -
wiederum in Abhangigkeit der Stadien - haufig Amplifikationen auf (siehe hierzu Kapitel 1.1).
Die Sonden fir die Regionen 1g12, 11p15 und 17p12 dienen als Kontrolle.

Die Sonden wurden in einer DOP-PCR sowie in einer Alu-PCR aus einer Miniprap amplifiziert.
Die Markierung mit Fluorochromen erfolgte mittels einer Nicktranslation durch Einsatz eines 1:1
Gemisches aus DOP-PCR-/ und Alu-PCR-Produkt. Es hat sich in mehreren Versuchen gezeigt,
dass durch Einsatz dieses Gemisches die Hybridisierungs-Intensitat am starksten ist. Die
eingesetzten Sonden wurden in zahlreichen Vorversuchen sorgféltig ausbalanciert. Das
bedeutet, dass die Hybridisierungs-Intensitat in jedem Kanal ungefahr gleich ist und so ein
Durchstrahlen in andere Kanéle sowie ein Uberstrahlen kleinerer oder schwacherer Sonden

vermieden wird.
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Tabelle 32 zeigt nochmals das kombinatorische Hybridisierungs-Schema der fir die Analysen
eingesetzten BACs und YACs. Diese Sonden werden im Folgenden kombinatorischer Nb-Pool

genannt.

Sonde Klonname Lokalisation |Fluoreszenzkanéle
BAC 60J11 1p36 FITC, Cy3.5

YAC 906E08 1912 Cy3.5, Cy5

YAC 875B11 2p24 (MYCN) |Cy5.5

YAC 879B10 11p15 Cy3, FITC

BAC 760H24 11923 FITC, Cy5

BAC 628018 17p12 Cy3, Cy5

BAC 1124B17 17925 Cy3, Cy3.5

Tabelle 32:  Kombinatorischer Nb-Pool fiir die Hybridisierung auf Zelllinien, wie er

nach dem Nachweis in den einzelnen Fluoreszenzkanélen erscheint.

3.1.2 Hybridisierung auf 46,XY

Allgemeine Auswertung

Um die Hybridisierungs-Effizienz der kombinatorisch markierten BACs und YACs zu

bestimmen, wurden die Sonden zunachst auf normale Lymphozyten hybridisiert.

In Abbildung 21 ist das Hybridisierungs-Ergebnis auf einer 46,XY Metaphase zu sehen.

In A) ist eine Metaphase und in B) ist ein Zellkern gezeigt.
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Abbildung 21: Kombinatorischer Nb-Pool A) 46,XY Metaphase und B) 46,XY Zellkern.

Falschfarben-Darstellung.

Insgesamt wurde die Hybridisierungs-Effizienz von 100 Lymphozyten-Zellkernen ausgezahilt.

In Tabelle 33 sowie in Diagramm 1 ist das Ergebnis der Auswertung zu sehen.

46,XY |Sonde |Signale

Anzahl der Zellkerne in %

0 1 2 3
1p36 0 2 98 0
1q12 0 4 96 0
2p24 0 2 98 0
11p15 |0 0 100 |0
11923 |1 7 92 0
17p12 |0 4 96 0

Tabelle 33:  Hybridisierungs-Effizienz des kombinatorischen Nb-Pools bei 100 ausgewerteten
Zellkernen (46,XY).
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Diagramm 1: Hybridisierungs-Effizienz des kombinatorischen Nb-Pools bei 100 ausgewerteten

Zellkernen (46,XY).

Zu erwarten ist, dass jede Sonde sowohl im Zellkern als auch in der Metaphase je zwei Signale

zeigt, die in je zwei Kandlen identisch sind. Wie aus vorheriger Tabelle und dem Diagramm

hervorgeht, liegt die tatséchliche Hybridisierungs-Effizienz in 100 ausgezahlten Zellkernen bei

92% (1123), 96 % (1q12, 17p15, 17¢25), 98% (1p36, 2p24) und 100% (11p15).

Statistische Auswertung

Fur jede Sonde wurde Uber einen ,2 Stichproben t-Test* unter der Annahme unterschiedlicher

Varianzen (Welch-Test) Mittelwert, Standardabweichung und P-Wert ermittelt, bezogen auf die

Gesamtzahl der ausgewerteten Zellkerne (siehe Kapitel 2.2.8.2).

Die folgende Tabelle und das folgende Diagramm gibt die Berechnung der Mittelwerte und der

Standardabweichung des kombinatorischen Nb-Pools auf 46,XY an:
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46,XY Sonde Mittelwert Standardabweichung
1p36 1,98 0,02
1912 1,96 0,04
2p24 1,98 0,02
11p15 2,00 0,00
11923 1,91 0,10
17p12 1,96 0,04
17925 1,95 0,07

Tabelle 34:  Mittelwerte und Standardabweichungen des kombinatorischen Nb-Pools auf 46,XY

Die Farben vor der Tabelle entsprechen den Farben im Diagramm.
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Diagramm 2: Mittelwerte und Standardabweichungen des kombinatorischen Nb-Pools auf 46,XY.

Die Mittelwerte des kombinatorischen Nb-Pools (46,XY) liegen zwischen 1,91 (11923) und 2,00
(11p15). Die Standardabweichungen ergaben Werte zwischen 0,00 (11p15) und 0,10 (11923)

und sind somit sehr gering. Daraus lasst sich eine sehr hohe Hybridisierungs-Effizienz

schlieBen, die von den erwarteten 2 Signalen je kombinatorische Sonde kaum abweicht. Die P-

Werte liegen unter 0,001 zeigen somit statistische Signifikanz (ohne Abbildung).
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3.1.3 Hybridisierung auf Neuroblastom-Zelllinien

Mittels des kombinatorischen Nb-Pools wurden die Zelllinien Nb90.9, TR-14 und SKN-BE
analysiert. Bei diesen Zelllinien handelt es sich um etablierte Zelllinien, die von zahlreichen
Arbeitsgruppen fur FISH-/ und CGH (comparative genomic hybridization) -Studien herange-
zogen werden. Bislang wurden in den Verdffentlichungen Untersuchungen beschrieben, die
neben CGH auch Hybridisierungen einzeln verwendeter Regionen-spezifischer Sonden
verwenden, zum Beispiel Van Roy et al. 2001, O’'Neill et al. 2001, Kim et al. 2001,
Vandesompele et al. 1998, Altura et al. 1997. Von einer Hybridisierung eines kombinatorischen
Nb-Pools auf Neuroblastom-Material wurde bislang jedoch nicht berichtet.

Der kombinatorische Nb-Pool wurde auf die oben genannten vier Zelllinien hybridisiert und

ausgewertet: je Zelllinie wurden die Signale von je 100 Zellkernen ausgezahlt.

3.1.3.1 Zelllinie Nb90.9

Der Zellkern der folgenden Abbildung zeigt ein Hybridisierungsbild des kombinatorischen Nb-

Pools auf die Zelllinie Nb90.9 mit seinen bereits hier ersichtlichen zahlreichen Verdnderungen.

Abbildung 22: Kombinatorischer Nb-Pool bei der Zelllinie ,Nb90.9“. Gezeigt ist jeweils derselbe Zellkern

ohne (links) und mit (rechts) Angabe der hybridisierten Chromosomen-Regionen.

Falschfarben-Darstellung.
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Allgemeine Auswertung

Durch Analyse von 100 Zellkernen ergibt sich folgendes Ergebnis, das in Tabelle 35 und

Diagramm 3 aufgeftuhrt ist:

Kombinatorischer Nb-Pool bei 100 Zellkernen der Neuroblastom- Zelllinie ,Nb90.9“.

die hellgrau unterlegten Felder zeigen die Haupt-Prozentzahl der gefundenen Signale an.

Nb90.9 | Sonde |Signale
Anzahl der Zellkerne in %
0|1(2|3|4|5|6|7]|8
1p36 0(0]|98|2|0j0|]0]|0]|O
1912 0|0|0|1|6|68(25|/0]|0
2p24 0(2]1]10|11(48|23|4 |1
11p15 (0| 0|2 (79|18 1|00 |0
11g23 |0 |0 |210|70|201 0|0 |0 | O
17p12 |0 | 2 (2275|1000 ]|O0
Tabelle 35:
Die Farben vor der Tabelle entsprechen den Farben im Diagramm;
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Diagramm 3: Ergebnis der Auswertung von 100 Zellkernen der Neuroblastom- Zelllinie ,Nb90.9.
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Auswertung von Metaphasen

Im Hybridisierungsfeld konnten insgesamt zwei auswertbare Metaphasen gefunden werden.

Die folgende Abbildung zeigt den kombinatorischen Nb-Pool auf einer Metaphase von Nb90.9.
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Abbildung 23: Kombinatorischer Nb-Pool auf einer Metaphase der Zelllinie Nb90.9.

Linkes Bild: Invertiertes DAPI; rechtes Bild: Falschfarben-Darstellung.

Eine Analyse der Veranderungen, die durch Hybridisierung des kombinatorischen Nb-Pools

ersichtlich wurde, ergab das in der folgenden schematischen Darstellung gezeigte Ergebnis:

M1
M2
1912
17925
M1 1 3 0 2 1
M2 1 2 1 5] 1

Abbildung 24: Schematische Darstellung der identifizierten Veranderungen bei zwei Metaphasen der
Zelllinie Nb90.9. M = Metaphase. Die Zahlen in den Reihen geben die Anzahl der
gefundenen Veranderungen je Chromosom an.
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Bei Betrachtung der schematisch dargestellten Chromosomen (siehe Abbildung 24) wird
ersichtlich, dass neben den erwarteten Chromosomen 11 (Zeile 1 Spalte B), 2 (Zeile 1 Spalte
D), 1 (Zeile 2 Spalte A) und 17 (Zeile 2 Spalte B) auch mehrere Chromosomen mit
Translokationen beziehungsweise Deletionen vorhanden sind (Zeile 1 Spalten A und C; Zeile 2
Spalten C, D und E). Allerdings kann weder fur die unveranderten noch fur die veranderten
Chromosomen nur auf Grund der Hybridisierung des kombinatorischen Nb-Pools auf ihren
tatsadchlichen Ursprung geschlossen werden. Hierzu waren M-FISH Analysen nétig. Eine
Auswertung der Zellkerne kann also keine an der Translokation beteiligten Chromosomen
nachweisen. Beispiel: Zeile 1 Spalte C: an Hand der visuellen Inspektion der Zellkerne wird

nicht ersichtlich, dass sich auf einem Chromosom zwei 1q12 Regionen befinden.

Wie aus Analysen der Metaphasen der Zelllinie Nb90.9 ersichtlich wird (siehe Abbildungen 23
und 24), handelt es hierbei um einen hypotetraploiden Tumor. Die Chromosomenzahl betrug in
den analysierten Metaphasen etwa 86. Laut ISCN-Nomenklatur (1995) handelt es sich somit bei
Nb90.9 um eine hypotetraploide Zelllinie (Hypotetraploidie zwischen 81 und 91 Chromosomen).
Unter Bertcksichtigung der Tetraploidie ergibt sich daraus folgendes Ergebnis (siehe Tabelle
35 und Diagramm 3): Bei 1p36 wurde in 98% ein Verlust von 2 Regionen gezahlt. Die
Kontrollsonde 1p15 hingegen zeigt in 68% eine zusétzliche Region. 2p24 ist in 48% amplifiziert.
In 70% ist bei 11923 ein Verlust zu beobachten, wobei auch die Kontrolle 11p15 in 97% nur drei
anstatt der erwarteten vier Signale zeigt. Man kénnte daraus auf einen Verlust des ganzen
Chromosoms schliel3en. Bei 17925 wurde in 67% eine Amplifikation ermittelt; die Kontrolle 7p12

hingegen zeigt in 75% ein Signal zu wenig.

Statistische Auswertung

Fiur jede Sonde wurde Uber einen ,2 Stichproben t-Test* unter der Annahme unterschiedlicher
Varianzen (Welch-Test) Mittelwert, Standardabweichung und P-Wert ermittelt, bezogen auf die

Gesamtzahl der ausgewerteten Zellkerne (siehe Kapitel 2.2.8.2).

Die folgende Tabelle und das folgende Diagramm gibt das Ergebnis der Berechnung der

Mittelwerte und der Standardabweichung der Zelllinie Nb90.9 an.
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Nb90.9 |Sonde Mittelwert Standardabweichung
1p36 2,02 0,02
1912 5,18 0,33
2p24 4,92 1,40
11p15 3,18 0,21
11923 3,09 0,30
17p12 2,75 0,25
17925 6,63 0,40

Tabelle 36:  Mittelwerte und Standardabweichung von 100 ausgewerteten Zellkernen der Zelllinie

Nb90.9. Die Farben vor der Tabelle entsprechen den Farben im Diagramm.

Anzahl der Signale
N

@ 1p36
W 1912
O 2p24
® 11p15
@ 11g23
o 17p12
W 17025

Diagramm 4: Mittelwerte und Standardabweichung von 100 ausgewerteten Zellkernen der Zelllinie

Nb90.9.

Wie aus obiger Tabelle und Diagramm hervorgeht, liegen die Mittelwerte bei der Auswertung
der Zelllinie Nb90.9 zwischen 2,02 (1p36) und 6,63 (17g25) und die Standardabweichungen
zwischen 0,02 (1p36) und 1,40 (2p24). Ausgehend von einer hypotetraploiden Zelllinie (siehe

oben) und unter Ricksichtnahme der Kontrollsonden zeigt 1p36 mit einem Mittelwert von 2.02

(Kontrolle: 1g12: 5,18) einen Verlust, 2p24 mit einem Mittelwert von 4,92 eine Amplifikation,

sowie 17925 mit einem Mittelwert von 6,63 (Kontrolle 17p12: 2,75) einen Gewinn (siehe Tabelle

36). Die P-Werte liegen unter 0,001 zeigen somit statistische Signifikanz (ohne Abbildung).
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3.1.3.2 Zelllinie TR-14

Abbildung 25 zeigt den kombinatorisch markierten Nb-Pool auf der Zelllinie TR-14. Abgebildet

ist eine Metaphase. Auch hier sind bereits auf den ersten Blick zahlreiche Veréanderungen zu

sehen.

Abbildung 25: Kombinatorischer Nb-Pool bei der Zelllinie ,TR-14". Gezeigt ist jeweils derselbe Zellkern
ohne (oben) und mit (unten) Angabe der hybridisierten Chromosomen-Regionen.

Falschfarben-Darstellung.
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Allgemeine Auswertung

Die Analyse von 100 Zellkernen der Zelllinie TR-14 ergab folgendes Ergebnis (siehe Tabelle 37

und Diagramm 5).

TR-14 |Sonde |Signhale
Anzahl der Zellkerne in %
0 [1 |2 |3 |4 |5 |6 |7 |8
1p36 0 |8 |67(24|0 |0 (1 |0 |O
1912 0 |0 |12 (37|46 |4 |0 |0 |1
2p24 0 (1231476 |2 |1 |0 |1
11p15 |0 |7 |76 (151 (1 |O |0 |O
11923 |0 |5 (82 |10|2 |1 |0 |0 |O
17p12 |0 |8 (8|4 |2 |1 |0 |0 |O
h17q25 o [o Jo [8 [67]23]1 [1 o

Tabelle 37:  Kombinatorischer Nb-Pool bei 100 Zellkernen der Neuroblastom- Zelllinie ,TR-14".
Die Farben vor der Tabelle entsprechen den Farben im Diagramm;

die hellgrau unterlegten Felder zeigen die Haupt-Prozentzahl der gefundenen Signale an.

100

90

80 1
o @ 1p36
S 70
£ - B 112
2 60 O 2p24
£ ® 11p15
raf 50 @ 11g23
3 20 @ 17pl2
=
S W 17q25
£ 30

20

10 I

N
0 1 2 3 4 5 6 7 8

Anzahl der Signale

Diagramm 5: Ergebnis der Auswertung von 100 Zellkernen der Neuroblastom- Zelllinie ,TR-14".
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Auswertung von Metaphasen

Insgesamt konnte nur eine auswertbare Metaphase gefunden werden. Die folgende Abbildung

zeigt das Ergebnis der Veranderungen dieser Metaphase.

Abbildung 26: Schematische Darstellung der identifizierten Veranderungen bei einer Metaphase der
Zelllinie TR-14. Die Zahlen in der Reihe geben die Anzahl der gefundenen Veréanderungen
je Chromosom an.

Bei der Zelllinie TR-14 handelt es sich um eine hyperdiploide Zelllinie (ISCN-Nomenklatur,
1995). Die Chromosomenzahl lag bei den analysierten Metaphasen zwischen 49 und 57
(Hyperdiploidie zwischen 47 und 57 Chromosomen); siehe Abbildungen 25 bis 26.

Von Diploidie ausgehend, zeigte 1p36 in 67% keine Veranderung, die Kontrolle 1912 hingegen
war in insgesamt 83% amplifiziert. 2p24 zeigte in 47% eine Amplifikation mit drei Signalen. In
82% wurde bei 11923 keine Veradnderung beobachtet, auch die Kontrolle 11p15 zeigte in 76%
keine Veranderung. Bei 17925 wurde in 67% eine Amplifikation mit vier Signalen gezahlt, die
Kontrolle 17p12 hingegen war in 85% unveréndert.

Bei Analyse der schematisch dargestellten Chromosomen (siehe Abbildung 26) fallt auf, dass
neben den erwarteten Chromosomen 2 (Spalte A), 11 (Spalte B) und 17 (Spalte E) auch
mehrere Chromosomen mit Translokationen beziehungsweise Deletionen vorhanden sind
(Spalten C, D und F). Allerdings kann auch hier weder fur die unveranderten noch fir die
veranderten Chromosomen nur auf Grund der Hybridisierung des kombinatorischen Nb-Pools
auf ihren tatsachlichen Ursprung geschlossen werden. Hier waren ebenfalls M-FISH Analysen

notig.
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Statistische Auswertung

Fiur jede Sonde wurde Uber einen ,2 Stichproben t-Test" unter der Annahme unterschiedlicher

Varianzen (Welch-Test) Mittelwert, Standardabweichung und P-Wert ermittelt, bezogen auf die

Gesamtzahl der ausgewerteten Zellkerne (siehe Kapitel 2.2.8.2).

Die folgende Tabelle und das folgende Diagramm gibt das Ergebnis der Berechnung der

Mittelwerte und der Standardabweichung der Zelllinie TR-14 an.

TR-14 |Sonde Mittelwert Standardabweichung
1p36 2,20 0,44
1912 3,37 0,76
2p24 2,63 1,14
11p15 2,13 0,34
11923 2,12 0,30
17pl12 2,03 0,29
17925 4,27 0,72

Tabelle 38:  Mittelwerte und Standardabweichung von 100 ausgewerteten Zellkernen der Zelllinie

TR-14. Die Farben vor der Tabelle entsprechen den Farben im Diagramm.

Anzahl der Signale
w

Diagramm 6: Mittelwerte und Standardabweichung von 100 ausgewerteten Zellkernen der Zelllinie

TR-14.

@ 1p36
m1qgl12
O 2p24
m11pl5
@ 11923
@ 17pl2
W 17925
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Aus Tabelle 38 und Diagramm 6 ist folgendes Ergebnis zu schliel3en: Als hyperdiploide Zelllinie
(siehe oben) ergibt sich bei 1p36 mit einem Mittelwert von 2,20 wahrscheinlich ein Verlust
(Kontrolle 1g12; 3,37), bei 2p24 wahrscheinlich keine Amplifikation (Mittelwert 2,63) und bei
17925 mit einem Mittelwert von 4,27 (Kontrolle 17p12: 2,03) ein Gewinn. Die P-Werte liegen

unter 0,001 zeigen somit statistische Signifikanz (ohne Abbildung).

3.1.3.3 Zelllinie SKN-BE

In der folgenden Abbildung ist die Hybridisierung des kombinatorisch markierten Nb-Pools auf

einen Zellkern der Zelllinie SKN-BE zu sehen.

Abbildung 27: Kombinatorischer Nb-Pool bei der Zelllinie ,SKN-BE". Gezeigt ist jeweils derselbe Zellkern

ohne (links) und mit (rechts) Angabe der hybridisierten Chromosomen-Regionen.

Falschfarben-Darstellung.

101



Ergebnisse

Allgemeine Auswertung

Die Analyse von 100 Zellkernen der Zelllinie SKN-BE ergab folgende Signalverteilung (siehe
Tabelle 39 und Diagramm 7):

SKN-BE |[Sonde Signale
Anzahl der Zellkerne in %

0| 1|2 |(|3]|4]|5
1p36 0971|3000
1912 0] 0|89 1|1
2p24 1191(36|52| 2|0
11p15 0| 7]|9(3|01|0
11923 0| 1|16(80| 2 |1
17p12 21971 |10]0]O0

Tabelle 39:  Kombinatorischer Nb-Pool bei 100 Zellkernen der Neuroblastom- Zelllinie ,SKN-BE".
Die Farben vor der Tabelle entsprechen den Farben im Diagramm;

die hellgrau unterlegten Felder zeigen die Haupt-Prozentzahl der gefundenen Signale an.

100

90 -
_‘?\; 80 1 @ 1p36
© 70 - B 1q12
S 60 | 0 2p24
3 50 - m 11p15
3 40 H 1123
23'3 30 - O 17p12
£ 20- W 17025

10 |

0-

0 1 2 3 4 5
Anzahl der Signale

Diagramm 7: Ergebnis der Auswertung von 100 Zellkernen der Neuroblastom- Zelllinie ,SKN-BE".
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Auswertung von Metaphasen

Die folgende Abbildung zeigt den kombinatorischen Nb-Pool auf einer Metaphase der Zelllinie

SKN-BE.
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Abbildung 28: Kombinatorischer Nb-Pool auf einer Metaphase der Zelllinie SKN-BE.

dargestellt.

11p15

In Abbildung 29 sind schematisch die gefundenen Verdnderungen der analysierten Metaphasen
11923
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1912
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Abbildung 29: Schematische Darstellung der identifizierten Veranderungen bei finf Metaphasen der
Zelllinie SKN-BE. M = Metaphase. Die Zahlen in den Reihen geben die Anzahl der

gefundenen Veranderungen je Chromosom an.
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Bei SKN-BE konnten insgesamt funf Metaphasen fir weitere Analysen von Veradnderungen
herangezogen werden. Hierbei ergab sich eine diploide Zelllinie (siehe auch Abbildung 28-29).
Die Chromosomenzahl lag bei den analysierten Metaphasen um 46. Von Diploidie ausgehend,
resultiert aus obiger Tabelle und Diagramm folgendes Ergebnis: In 97% wurde bei 1p36 ein
Verlust beobachtet. Die Kontrolle 1q12 zeigte hingegen in 90% eine Amplifikation mit drei
Signalen. 2p24 war in 52% mit drei Signalen amplifiziert. Bei 11923 wurden in 80% eine
Amplifikation von drei Signalen beobachtet; die Kontrolle 11p15 war in 90% mit zwei Signalen
unverandert. 17925 zeigte in 48% keine Veranderung, in 47% wurde eine Amplifikation mit drei
Signalen beobachtet; die Kontrolle wies in 97% mit einem Signal einen Verlust auf.

Aus den schematisch dargestellten Chromosomen der Zelllinie SKN-BE (Abbildung 29) ist
erkennbar, dass neben den erwarteten Chromosomen 1 (Zeile 1 Spalte A), 2 (Zeile 1 Spalte D),
11 (Zeile 1 Spalte E) und 17 (Zeile 2 Spalte B) auch mehrere Chromosomen mit
Translokationen beziehungsweise Deletionen vorhanden sind (Zeile 1 Spalten B und C; Zeile 2
Spalten A, C, D und E). Auch hier kann weder fir die unveranderten noch fur die veranderten
Chromosomen nur auf Grund der Hybridisierung des kombinatorischen Nb-Pools auf ihren
tatsachlichen Ursprung geschlossen werden; hier waren ebenfalls M-FISH Analysen notig.

Die Ergebnisse bei der Auswertung der Signalzahl der einzelnen Sonden korrelieren wie bei der
Analyse der anderen Zelllinien gut mit den Ergebnissen der Auswertung der Zellkerne (siehe

oben).

Statistische Auswertung

Fir jede Sonde wurde Uber einen ,2 Stichproben t-Test* unter der Annahme unterschiedlicher
Varianzen (Welch-Test) Mittelwert, Standardabweichung und P-Wert ermittelt, bezogen auf die
Gesamtzahl der ausgewerteten Zellkerne (siehe Kapitel 2.2.8.2).

Die folgende Tabelle und das folgende Diagramm gibt das Ergebnis der Berechnung der

Mittelwerte und der Standardabweichung der Zelllinie SKN-BE an.
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SKN-BE | Sonde Mittelwert Standardabweichung
1p36 1,03 0,03
1912 2,94 0,14
2p24 2,43 0,55
11p15 1,96 0,10
11923 2,86 0,24
17pl12 0,99 0,03
17925 2,45 0,35

Tabelle 40:  Mittelwerte und Standardabweichung von 100 ausgewerteten Zellkernen der Zelllinie

SKN-BE. Die Farben vor der Tabelle entsprechen den Farben im Diagramm.

1,5

Anzahl der Signale

=
|

E 1p36
B 1912
O 2p24
M 11p15
@ 11923
O017p12
W 17925

Diagramm 8: Mittelwerte und Standardabweichung von 100 ausgewerteten Zellkernen der Zelllinie

SKN-BE.

Unter Berticksichtigung der haufig beschriebenen Assoziation von 1p Verlust, 17925 Gewinn

und MYCN-Amplifikation in spateren Stadien ergibt sich bei Nb.90 folgendes Ergebnis: Als

diploide Zelllinie ergibt sich bei 1p36 mit einem Mittelwert von 1,03 ein Verlust (Kontrolle 1g12;
2,94), bei 2p24 wahrscheinlich eine Amplifikation (Mittelwert 2,43) und bei 17925 mit einem

Mittelwert von 2,45 (Kontrolle 17p12: 0,99) ein Gewinn (siehe Tabelle 40), wobei der geringe

Mittelwert der Kontrolle 17p12 nicht erklarbar ist. Die P-Werte liegen unter 0,001 zeigen somit

statistische Signifikanz (ohne Abbildung).

105



Ergebnisse

3.2 Neuroblastom:

Interphase-FISH auf Paraffin-eingebetteten Gewebeschnitten

3.2.1 Allgemeines

Alle verwendeten Gewebeschnitte wurden in gepuffertem Formalin (4% PBS) fixiert, wobei die
Zeitdauer der Fixierung nicht bekannt ist. Nach Einbetten in Paraffinblocke wurden die Schnitte
mit 10 um Dicke auf Superfrost++ Objekttradger aufgebracht.

Superfrost++ Objekttrager sind wichtig, da sich bei der recht aggressiven Vorbehandlung die
Schnitte auf allen anderen Objekttragerarten relativ leicht ablésen kénnen. Es hat sich ferner
gezeigt, dass eine Verwendung von Schnitten, die in ungepuffertem Formalin fixiert wurden, nur

unzureichende Hybridisierungs-Ergebnisse liefern.

Um von den Formalin-fixierten Schnitten das Paraffin zu entfernen und anschlieBend die
Autofluoreszenz (siehe auch unten) zu reduzieren und schliellich das Cytoplasma zu
reduzieren, muss der Schnitt zunachst in mehreren Schritten vorbehandelt werden. Hierbei ist

der Einsatz folgender Schritte unerlasslich:

Xylol - Entfernung des Paraffins

Triton X-100 - Erhdhung der Zellpermeabilitat

Glycin-BSA - Reduktion der Autofluoreszenz

NaSCN - Lockerung der Bindungen zwischen DNA und Proteinen;

Hopman et al. 1991
Pepsin-Verdau - Reduktion des Cytoplasmas
70% Formamid (RT) -> Denaturierungs-Vorbereitung

Der Pepsin-Verdau muss sehr aggressiv durchgefihrt werden. Dabei ist darauf zu achten, eine
gute Balance zwischen ausreichender Entfernung des Cytoplasmas und mdoglichst geringem
Angreifen der Zellkerne zu finden. Nur bei ausreichendem Pepsin-Verdau erhalt man
befriedigende Hybridisierungs-Ergebnisse. Zu viel Cytoplasma hindert die Sonden daran, in die
Zellkerne einzudringen und werden vorher vom Cytoplasma ,abgefangen®.

Im Folgenden werden zahlreiche Bilder gezeigt, die nach einer 3D-Rekontruktion aufgenommen
wurden. Ergénzend zu diesen Bildern wurden Animationen erstellt, die der Original-Arbeit als

CD beigefugt sind.
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3.2.2 Problematik der Autofluoreszenz

Beim Neuroblastom handelt es sich um einen Tumor, der von neuronalem Gewebe abstammit.
Zahlreiche Veroffentlichungen und auch meine eigenen Versuche beobachten bei neuronalen
Tumoren eine starke Tendenz zur Autofluoreszenz. Das bedeutet, dass der Tumor ohne
adaquate Vorbehandlung im Epifluoreszenz-Mikroskop sehr stark leuchtet. Dieses Strahlen ist
so stark, dass ohne eingreifende MalRnahmen eine Analyse von hybridisierten DNA-Sonden
unmoglich wird: die Signalintensitat der Autofluoreszenz ist im Vergleich zu den hybridisierten
Signalen um ein Vielfaches stéarker.

Bislang sind in der Literatur nur wenige Madoglichkeiten beschrieben worden, diese
Autofluoreszenz zu vermindern. In dieser Arbeit wurde ein Protokoll entwickelt, das eine
Reduzierung der Gewebedicke, ein Einsatz von Glycin-BSA, eine aggressive Pepsin-
Vorbehandlung, sowie eine Verringerung der Dextransulfat-Konzentration bei der
Vorbehandlung der Sonden beinhaltet. Dadurch konnte die Autofluoreszenz gesenkt werden.
Abbildung 30 zeigt einen 10 pm Gewebeschnitt nach einer Hybridisierung mit Neuroblastom-
spezifischen BACs und YACs. Hieraus wird ersichtlich, dass ohne Vorbehandlung (A bis C) die
Autofluoreszenz die hybridisierten Sonden sehr stark Uberstrahlt, so dass eine Auswertung der
Signale nicht moglich ware. Nach einer entsprechenden Vorbehandlung (D bis F) wird die

Autofluoreszenz so weit reduziert, dass die Signale in den Vordergrund treten.

Abbildung 30: Zellkerne aus einem Gewebeschnitt nach Hybridisierung mit BACs und YACs.
A) bis C) DAPI ohne Vorbehandlung; D) bis F) nach Vorbehandlung.
A) FITC, B) Cy3, C) DAPI, D) FITC, E) Cy3, F) Uberlagerungsbild (Falschfarben).
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3.2.3 Beurteilung der verwendeten Gewebeschnitt-Dicke

Die verwendeten Neuroblastom-Gewebeschnitte haben eine Dicke von 10 pm. Zunéchst
musste gezeigt werden, ob eine Schnittdicke von 10 um fir eine vollstandige Hybridisierung
ausreicht. Moglicherweise werden durch die geringe Schnittdicke die Zellkerne angeschnitten,
und Signale gehen verloren, was eine Verféalschung der Ergebnisse zur Folge haben kann. Die
Ermittlung der Zellkerndicke wurde zum einen mittels Hybridisierung verschiedener Centromer-
Sonden auf 10 pum Gewebeschnitte untersucht (das Ergebnis wird exemplarisch am
Tumorschnitt von Patientin TJ gezeigt). Hierbei musste in einem ersten Schritt die
Hybridisierungs-Effizienz der eingesetzten Centromer-Sonden durch Hybridisierung auf
Lymphozyten-Zellkerne ermittelt werden. Zum anderen wurde die Zellkerngré3e mit Hilfe einer
3D-Rekonstruktion nach der Dekonvolution ermittelt und wird auch hier beispielhaft am

Tumorschnitt von TJ vorgestellt.

3.2.3.1 Berechnung der Hybridisierungs-Effizienz mit Hilfe von 46,XY
Lymphozyten

Zunachst wurde die Hybridisierungs-Effizienz der eingesetzten Centromer-Sonden durch
Hybridisierung auf Lymphozyten-Zellkerne (46,XY) getestet. Hierfir wurden insgesamt 100

Zellkerne ausgewertet.

Bei den verwendeten Centromer-Sonden handelt es sich nicht um Regionen mit Neuroblastom-
spezifischen Verédnderungen, sondern sie wurden auf Grund der guten Hybridisierbarkeit

eingesetzt. Die Centromer-Sonden sind in der folgenden Tabelle aufgefihrt:

Centromer-Sonde | Markierung
Centromer 8 FITC
Centromer 17 Cy3
Centromer 18 Cy3.5
Centromer 11 Cy5

Tabelle 41: Verwendete Centromer-Sonden.

Um eine Kreuzhybridisierung zu vermeiden, wurde zu diesem Mix eine geringe Menge an Cot-

1-DNA zugegeben.
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Abbildung 31 zeigt die verwendeten Centromer-Sonden auf einer 46,XY Metaphase. In dieser
Abbildung ist noch eine zuséatzliche Centromer-Sonde angegeben (Centromer 7, markiert mit
Digoxigenin, Nachweis mit Anti-Dig Cy5.5), die aber nicht ausgewertet wurde, da es sich
herausgestellt hat, dass die Schnitte im Cy5.5 Kanal eine so groRRe Hintergrundinformation

aufweisen, dass es fast unmoglich war, Signale von diesem Hintergrund zu unterscheiden.

Cen 8 FITC
Cen 17 Cy3
Cen 18 Cy3.5

Abbildung 31: Centromer-Sonden auf einer 46,XY Metaphase. Die in Klammern angegebene Centromer-
Sonde (Chromosom 7) wurde nicht in die Auswertung miteinbezogen.

Cen = Centromer-Sonde

Tabelle 42 und Diagramm 9 geben die Effizienz der Hybridisierung von Centromer-Sonden auf
46,XY an.

46,XY | Sonde Signale
Anzahl der Zellkerne in %
0 1 2 3
Centromer 8 0 1 99 0
Centromer 17 1 1 98 0
Centromer 18 0 2 97 1

Tabelle 42:  Hybridisierungs-Effizienz der Centromer-Sonden, mit 46,XY Lymphozyten berechnet.
Die Farben vor der Tabelle entsprechen den Farben im Diagramm;

Die hellgrau unterlegten Felder zeigen die Haupt-Prozentzahl der gefundenen Signale an.
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100
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Diagramm 9: Hybridisierungs-Effizienz der Centromer-Sonden auf 46,XY. Cen = Centromer-Sonde.

Das Ergebnis zeigt, dass die Hybridisierungs-Effizienz der Centromer-Sonden auf 46,XY
zwischen 96% (Centromer-Sonde fur Chromosom 11) und 99% (Centromer-Sonde fur

Chromosom 8) liegt und demnach sehr hoch ist.

Statistische Auswertung

Fir jede Sonde wurde Uber einen ,2 Stichproben t-Test* unter der Annahme unterschiedlicher
Varianzen (Welch-Test) Mittelwert, Standardabweichung und P-Wert ermittelt, bezogen auf die

Gesamtzahl der ausgewerteten Zellkerne (siehe Kapitel 2.2.8.2).

Die folgende Tabelle und das folgende Diagramm gibt das Ergebnis der Berechnung der

Mittelwerte und der Standardabweichung der Centromer-Sonden auf 46,XY an.

46, XY Sonde Mittelwert | Standardabweichung
Centromere

Cen8 1,99 0,01

Cen 17 1,97 0,05

Cen 18 1,99 0,03

Cen 1l 2,00 0,04

Tabelle 43:  Mittelwerte und Standardabweichung der Centromer-Sonden auf 46,XY.
Die Farben vor der Tabelle entsprechen den Farben im Diagramm.
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Diagramm 10: Mittelwerte und Standardabweichung der Centromer-Sonden auf 46,XY.

Cen = Centromer-Sonde.

Wie aus Tabelle 43 und Diagramm 10 ersichtlich ist, liegen die Mittelwerte zwischen 1,97
(Centromer 17) und 2,00 (Centromer 11), die Varianz liegt zwischen 0,01 (Centromer 8) und
0,05 (Centromer 17). Die P-Werte liegen unter 0,001 zeigen somit statistische Signifikanz (ohne
Abbildung).

3.2.3.2 Hybridisierung der Centromer-Sonden auf Gewebeschnitte

Um die Gewebedicke von 10 pm zu beurteilen, wurde obiger Centromer-Mix auf
Gewebeschnitte von TJ hybridisiert und 100 Zellkerne aus einem Areal mit normalem Gewebe
ausgezahlt. Parallel hierzu und als Kontrolle wurden weitere 100 Zellkerne aus einem Areal mit

Tumorgewebe aus demselben Schnitt ausgewertet.

Tabelle 44 und Diagramm 11 zeigt das Ergebnis von je 100 ausgezahlten Zellkernen von
Tumor-/ und Normalgewebe (ohne Abbildung):
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TJ 10 um Normalgewebe TJ 10 um Tumorgewebe
Signale Signale
Centromer 0O |1 (2 (3 |4 Centromer |0 1 2 3 4
8 FITC 1 |8 |90 |1 (O 8 FITC 1 12 |81 |3 3
17 Cy3 0O |9 (90 |1 |O 17 Cy3 0 20 |74 |3 3
18Cy35 (0 |7 |90 |3 |0 18 Cy3.5 |2 8 85 |2 3
11 Cy5 1 |9 |87 |2 |1 11 Cy5 6 16 |73 |2 3

Tabelle 44:  Hybridisierungs-Ergebnisse von Normal-/ und Tumorareal von TJ.

Die hellgrau unterlegten Felder zeigen das erwartete Ergebnis von je 2 Signalen.

TJ Normal TJ Tumor
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Diagramm 11: Ergebnis der Centromer-Hybridisierung auf 100 Zellkernen aus Normalgewebe und auf
Tumorgewebe von TJ.

Das Normalgewebe zeigt bei je 90% beziehungsweise bei 87% fir Centromer 11 (Cy5) 2 Sig-
nale, was bezlglich einer Hybridisierung auf Schnitten einem ausreichenden Hybridisierungs-
Ergebnis spricht (personliche Rucksprache mit Christine Maierhofer) Auf Grund dieses
Resultates kann man davon ausgehen, dass 10 um Schnittdicke ausreichen, um den Hauptteil
der Zellkerne im Ganzen zu erfassen.

Das Tumorgewebe zeigt ebenfalls eine Hauptverteilung bei zwei Signalen. Das Ergebnis liegt
mit 73 — 85% unter dem Ergebnis des Normalgewebes. Dieses Ergebnis ist zu erwarten, da ja

Neuroblastome zahlreiche strukturelle wie numerische Verdnderungen aufweisen.
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Statistische Auswertung

Fiur jede Sonde wurde Uber einen ,2 Stichproben t-Test" unter der Annahme unterschiedlicher
Varianzen (Welch-Test) Mittelwert, Standardabweichung und P-Wert ermittelt, bezogen auf die
Gesamtzahl der ausgewerteten Zellkerne (siehe Kapitel 2.2.8.2).

Die folgende Tabelle und das folgende Diagramm gibt die Berechnung der Mittelwerte und der

Standardabweichung der Centromer-Sonden auf Tumor-/ normalem Areal von TJ an.

TJ 10 pm Normalgewebe TJ 10 um Tumorgewebe
Centromer- Mittelwert | Standard- Centromer- | Mittelwert |Standard-
Sonde Abweichung Sonde Abweichung

8 FITC 1,91 0,12 8 FITC 1,95 0,31
17 Cy3 1,93 0,10 17 Cy3 1,89 0,34
h 18Cy3.5 |1,96 0,10 18 Cy3.5 1,96 0,30

Tabelle 45:  Mittelwerte und Standardabweichungen der Hybridisierung von Centromer-Sonden auf
Normal-/ und Tumorgewebe von TJ.
2,5 2,5
. s 2 LT T T
T
BCen 8 FITC @Cen8FITC

151 OCen 17 Cy3 15 -

@Cen 18 Cy3.5
@ Cen 11 Cy5

OCen17Cy3
mCeni8 Cy35
@ Cen11Cy5

0,5 1 0,5

TJ Normal TJ Tumor

Diagramm 12: Schematische Darstellung der Mittelwerte und Standardabweichungen der Hybridisierung
von Centromer-Sonden auf Normal-/ und Tumorgewebe von TJ.
Cen = Centromer-Sonde.

Wie aus obiger Tabelle und Diagramm ersichtlich wird, liegen fir das Normalgewebe die
Mittelwerte zwischen 1,91 (Centromer 8) und 1,96 (Centromer 18). Die Berechnung der
Standardabweichungen ergaben Werte zwischen 0,10 (Centromer 17 und 18) und 0,19
(Centromer 11). Diese Werte zeigen eine Annaherung an zwei Signale mit relativ hoher

genomischer Stabilitat, wie es auch flir Normalgewebe zu erwarten ist.
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Beim Tumorgewebe liegen die Mittelwerte zwischen 1,80 (Centromer 11) und 1,95 (Centromer
8). Die Standardabweichungen ergaben Werte zwischen 0,31 (Centromer 8) und 0,50
(Centromer 11) und sind im Vergleich zu den Standardabweichungen des Normalgewebes
héher. Dies korreliert mit den erwarteten Werten fiir ein Tumorgewebe, da ja hier von einer
héheren genomischen Stabilitdt ausgegangen wird. Die P-Werte liegen unter 0,001 zeigen
somit statistische Signifikanz (ohne Abbildung).

Das Ergebnis zeigt auf3erdem, dass das Gewebe tatsdchlich in Normal-/ und Tumorareale

differenziert werden kann.

3.2.3.3 Ermittlung der Zellkerndicke mittels 3D-Rekonstruktion

Zur Bestimmung der Zellkerndicke eignet sich aul3erdem eine 3D-Rekonstruktion der Zellkerne,
die nach einer Dekonvolution der Gewebeschnitte durchgefuhrt werden kann: mit Hilfe der 3D-
Rekonstruktion ist es moglich, einen in der Software integrierten Maf3stab mit Gré3enangaben

einzublenden.

In der folgenden Abbildung ist ein 3D-rekonstruiertes Areal aus Tumorzellkernen (A) und

normalen Zellkernen (B) nach einer Dekonvolution zu sehen.

Abbildung 32: 3D-Rekonstruktion: Darstellung ,Surface”. Einblendung eines Mal3stabes zur ungefahren

GroRRenbestimmung. A) Zellkerne aus Tumor-Areal, B) Normale Zellkerne.
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Der eingeblendete MaRRstab sowie das Ergebnis der 100 ausgezahlten normalen/ und Tumor-
Zellkerne zeigt, dass die Zellkerne eine Grofl3e unter 10 um haben (siehe Abbildung 32). Somit
ist eine Dicke von 10 pum ausreichend, um eine Analyse von vollstandigen (nicht

angeschnittenen Zellkernen) durchfiihren zu kénnen

3.2.4 Hybridisierung von einfach markierten BACs und YACs auf 46,XY

Lymphozyten: Berechnung der Hybridisierungs-Effizienz

Der Einsatz von kombinatorisch markierten BACs und YACs hatte eine Hybridisierung mit
relativ hohem Hintergrundrauschen zur Folge. Erfahrungsgemald hat sich gezeigt, dass bei
einer Erhéhung der Probenkomplexitat vor allem bei Gewebeschnitten dieses
Hintergrundrauschen noch verstarkt wird. Aus diesem Grund wurden aus oben beschriebenem
Pool folgende fir die Analyse von Neuroblastom-Schnitten relevante Sonden ausgewabhilt,
wobei diese Sonden eine wichtige Rolle bei der Erfassung des Stadiums und der Auswahl der

Therapie spielen.

Sonde Markierung
1p36 FITC

17925 Cy3

2p24 (MYCN) |Cy3.5
11923 Cy5

Tabelle 46:  Pool fur die Hybridisierung auf Gewebeschnitte.

Bei diesem Mix — im Folgenden Nb-Pool — wurde darauf geachtet, dass die Sonden mit
Fluorochromen/ Haptenen markiert sind, die entweder direkt nachzuweisen sind oder héchstens
eine Antikorperschicht bendtigen. Experimente haben ergeben, dass jede weitere
Antikérperschicht und die damit verbundenen Wasch-Schritte, wie sie zum Beispiel zum
Nachweis von DNP nétig waren, die Signalintensitdt durch gleichzeitige Erhéhung des
Hintergrundes verringern.

Um die Hybridisierungs-Effizienz zu beurteilen, wurde dieser Mix zunachst auf Lymphozyten

(46,XY) hybridisiert, um dann insgesamt 100 Zellkerne auszuwerten.
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1p36 FITC
17925 Cy3

2p24 Cy3.5

Abbildung 33: Einfach markierter Nb-Pool auf 46,XY Lymphozyten. Die Farben der angegebenen

Sonden im rechten Bild entsprechen den Farben der Signale.

Die nachfolgende Tabelle und das Diagramm listet das Ergebnis der Auswertung auf.

46,XY Nb-Pool Sonde Signale (in %)
<2 2 >2
1p36 FITC 2 97 1
17925 Cy3 3 97 0
2p24 Cy3.5 0 96 4

Tabelle 47:  Hybridisierungs-Effizienz bei 46,XY. In der Tabelle sind die erwarteten 2 Signale hellgrau
unterlegt; die Farben vor der Tabelle entsprechen den Farben im Diagramm.
100
90 -
o 80
XX
£ 70
g
g @ 1p36 FITC
N 50 A O 17925 Cy3
3 40 W 2p24 Cy3.5
:33 30 B 11g23 Cy5
c
< 20
10
=1 ] —

<2

2

Anzahl der Signale

>2

Diagramm 13: Hybridisierungs-Effizienz des Nb-Pools bei 100 ausgewerteten Zellkernen (46,XY).
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Das Ergebnis zeigt eine Hybridisierungs-Effizienz bei 100 ausgewerteten Zellkernen (46,XY)
von 97% bei 1p36 (FITC) und 17925 (Cy3), 96% bei 2p24 (Cy3.5) und 95% bei 11923 (Cy5).
Das bedeutet, dass in mehr als 95 von 100 Zellkernen je zwei Signale pro Sonde gezahlt
wurden. Das Ergebnis zeigt eine sehr gute Hybridisierungs-Effizienz und ist im Folgenden fir

die Hybridisierung auf Schnitten einsetzbar.

Statistische Auswertung

Fur jede Sonde wurde Uber einen ,2 Stichproben t-Test* unter der Annahme unterschiedlicher
Varianzen (Welch-Test) Mittelwert, Standardabweichung und P-Wert ermittelt, bezogen auf die
Gesamtzahl der ausgewerteten Zellkerne (siehe Kapitel 2.2.8.2).

Die folgende Tabelle gibt die Mittelwerte und Standardabweichungen der Sonden des Nb-Pools
auf 46,XY an.

46,XY Nb-Pool |Sonde Mittelwert | Standardabweichung

1p36 FITC |1,99 0,03
17925 Cy3 |1,97 0,03
2p24 Cy3.5 (2,04 0,04
11923 Cy5 |2,02 0,08
Tabelle 48:  Mittelwerte und Standardabweichung der Sonden des Nb-Pools auf 46,XY

Die Farben vor der Tabelle entsprechen den Farben im Diagramm.

2,1
2,05 -
2
1,95
1,9
1,85
1,8
1,75
1,7 1
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1,55
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@ 1p36 FITC

0 17¢25 Cy3
B 2p24 Cy3.5
B 11g23 Cy5

Diagramm 14: Mittelwerte und Standardabweichung der Sonden des Nb-Pools auf 46,XY.
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Die Mittelwerte (t-Terst) liegen fur den verwendeten Nb-Pool fiir jede Sonde nahezu bei 2, die
Werte fir die Standardabweichungen liegen zwischen 0.03 (1p36 FITC) und 0.08 (11923 Cy5)
und sind damit erwartungsgemal niedrig. Daraus lasst sich eine sehr hohe Hybridisierungs-
Effizienz schlieRen, die von den erwarteten 2 Signalen je Sonde kaum abweicht. Die P-Werte

liegen unter 0,001 und zeigen somit statistische Signifikanz (ohne Abbildung).

3.2.5 Gewebeschnitte von Patientin TJ

3.2.5.1 Klinik

Bei TJ handelt es sich um eine Patientin mit einem Neuroblastom in INSS Stadium 4
histologischer Hughes Grad 2. Das Knochenmark war befallen. In der molekulargenetischen
Routinediagnostik wurde eine MYCN-Amplifikation mittels Southern Blot nachgewiesen; ein

LOH von 1p wurde nicht untersucht.

3.2.5.2 Allgemeines

Die Gewebeschnitte von Patientin TJ beinhalteten abgegrenzte Areale mit Normal-
beziehungsweise Tumorgewebe. Dies hat den Vorteil, dass beide Areale bezlglich
Veradnderungen miteinander verglichen werden konnten.

Mit einem Epifluoreszenz-Mikroskop wurden je 100 Zellkerne aus einem Areal mit normalen
Zellen und einem Areal mit Tumorzellen in dreidimensionalen Bildstapeln aufgenommen, einer
Dekonvolution unterzogen und ausgewertet. Hierbei wurde jeder Zellkern einzeln ausgezahlt,

um auch eine mdgliche Beziehung der veranderten Bereiche zueinander bestimmen zu kdnnen.

Um einen Einblick in die Effektivitat einer Dekonvolution zu geben, sind in der folgenden
Abbildung Zellkerne nach der Aufnahme ohne Dekonvolution und mit Dekonvolution gezeigt.

Die hier abgebildeten Zellkerne stammen aus einem Tumorareal.
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Abbildung 34: Zellkerne aus einem Schnitt von TJ A) vor und B) nach der Dekonvolution.

Achsen: rot: X, blau: Y, griin: Z. Drehung in Y-Richtung.

Die nachsten drei Abbildungen zeigen jeweils dieselben Zellkerne nach der Dekonvolution und
3D-Bildbearbeitung in verschiedenen Darstellungsarten. Die Zellkerne wurden in Y-Richtung
gedreht. Die Farben an den Achsen geben die unterschiedlichen Richtungen an: die X-Achse
ist rot, die Y-Achse blau und die Z-Richtung ist griin geféarbt.

Abbildung 35 zeigt die Zellkerne in verschiedenen Richtungen in der Darstellung ,Surface”, das

heil3t es werden die Zellkerne in ihrer berechneten Oberflache dargestellt.

Abbildung 35: Zellkerne von Schnitt der Patientin TJ mit der Darstellungsform ,Surface” nach der

3D-Rekonstruktion. Die Zellkerne stammen aus einem Tumorareal.
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Abbildung 36 zeigt dieselben Zellkerne in der Darstellung ,Maximum® in allen Kanalen DAPI,
FITC (1p36, griin), Cy3 (17925, gelb), Cy3.5 (2p24, rot) und Cy5 (11923, hellblau).

Abbildung 36: Zellkerne aus Abbildung 35 mit der Darstellungsform ,Maximum* nach der
3D-Rekonstruktion. Die Zellkerne wurden in Y-Richtung gedreht.

Abbildung 37 zeigt die Darstellung ,Maximum“ ohne DAPI. Die Signale kénnte bei Druckgebung

etwas schwach zu sehen ein.

Abbildung 37: Zellkerne aus Abbildung 35 mit der Darstellungsform ,Maximum® nach der

3D-Rekonstruktion. Die Zellkerne wurden in Y-Richtung gedreht. Darstellung in den
Kanalen FITC (grun), Cy3 (gelb), Cy3.5 (rot) und Cy5 (hellblau).
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Die 3D-Rekonstruktion hat den Vorteil, dass die Zellkerne in verschiedenen Darstellungsformen
gezeigt und die Zellkerne in verschiedene Richtungen (X, Y und Z) gedreht werden kénnen, um

sie von allen Seiten zu betrachten.

3.2.5.3 Ergebnisse der Analyse des normalen Gewebes

Allgemeine Auswertung

Die folgende Tabelle zeigt das Ergebnis der Auszéhlung des Areals mit Normalgewebe.

TJ Normal Sonde Signale
Anzahl der Zellkerne in %
0 1 2 3
1p36 FITC 2 9 88 1
17925 Cy3 0 5 92 3
2p24 Cy3.5 - - - -
11923 Cy5 0 7 93 0

Tabelle 49:  Ergebnis der Auswertung von 100 Zellkernen aus Normalgewebe von TJ.

Die hellgrau unterlegten Felder zeigen die Haupt-Prozentzahl der gefundenen Signale an.
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S 50- 4= &y
5 | B 2p24 Cy3.5
S 40 B 11g23 Cy5
S 30
s
< 20
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o L= 5
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Anzahl der Signale

Diagramm 15: Darstellung der Auszahlung von 100 Zellkernen aus Normalgewebe von TJ.

121



Ergebnisse

Die Auswertung der normalen Zellen war vor allem im Cy3.5 Kanal nicht einfach. In diesem
Kanal war der Hintergrund so stdrend, dass oftmals nicht von einem tatséchlichen Signal
unterschieden werden konnte. Deshalb musste auf eine Auszahlung der Sonde 2p24 verzichtet
werden. Die Sonden 1p36 (FITC), 17925 (Cy3) und 11923 (Cy5) haben bei 100 Zellkernen in
98%, 92% und 93% jeweils zwei Signale ergeben.

Das sehr homogene Ergebnis bedeutet zum einen, dass man im Vergleich zu der Auswertung
des Tumor-Areals (siehe unten) mit hoher Wahrscheinlichkeit davon ausgehen kann, dass es
sich bei dem analysierten Areal um Normalgewebe handelt. Zum anderen bedeutet dieses
Ergebnis, dass im Normalgewebe keine signifikante Veranderung gefunden werden konnte, die

Hinweis auf eine mdgliche folgende Entartung geben kdnnte.

Statistische Auswertung

Fur jede Sonde wurde Uber einen ,2 Stichproben t-Test* unter der Annahme unterschiedlicher
Varianzen (Welch-Test) Mittelwert, Standardabweichung und P-Wert ermittelt, bezogen auf die

Gesamtzahl der ausgewerteten Zellkerne (siehe Kapitel 2.2.8.2).

Die folgende Tabelle gibt die Mittelwerte und Standardabweichungen des Normalgewebes von
TJ an.

TJ Normal | Sonde Mittelwert | Standardabweichung
1p36 FITC 1,88 0,17
17925 Cy3 1,98 0,08

2p24 Cy3.5 - -
11923 Cy5 1,93 0,06

Tabelle 50:  Mittelwerte und Standardabweichung der Sonden des Nb-Pools auf Normalgewebe von

TJ; die Farben vor der Tabelle entsprechen den Farben im Diagramm.
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2,1

2,05

2

1,95

19
1,85

18

1,75

1,7

1,65

1,6

1,55

15

E 1p36 FITC

017925 Cy3
H 2p24 Cy3.5
W 11923 Cy5

Diagramm 16: Mittelwerte und Standardabweichung des Nb-Pools auf Normalgewebe von TJ.

Die Mittelwerte (t-Test) liegen fir den verwendeten Nb-Pool knapp unter 2. Die Werte fur die

Standardabweichungen liegen zwischen 0.06 (11923) und 0.17 (1p36) und sind damit

erwartungsgemal relativ gering. Die P-Werte liegen unter 0,001 zeigen somit statistische

Signifikanz (ohne Abbildung).

3.2.5.4 Ergebnisse der Analyse des Tumorgewebes

Allgemeine Auswertung

In der nachsten Tabelle ist das Ergebnis der Auszéahlung des Tumor-Areals zu sehen.

TJ Tumor |Sonde Signale
Anzahl der Zellkerne in %
O(1|2|3|4|5]|6
1p36 FITC 4 193|211/ 0|0]|0O0
17925 Cy3 6| 4|66{20] 4|00
2p24 Cy3.5 217 124|587 |11

Tabelle 51:

Ergebnis der Auszahlung von 100 Zellkernen aus einem Tumor-Areal von TJ.

Die hellgrau unterlegten Felder zeigen die Haupt-Prozentzahl der gefundenen Signale an;

die Farben vor der Tabelle entsprechen den Farben im Diagramm.
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Diagramm 17: Darstellung der Auszdhlung von 100 Zellkernen aus einem Tumor-Areal von TJ.

Im Vergleich zum Normalgewebe zeigen im Tumor-Areal alle Sonden signifikante
Veranderungen: Geht man davon aus, dass es sich bei dem untersuchten Material um einen
diploiden Tumor handelt, liegt in 93% bei 1p36 ein LOH vor. In 66% der untersuchten Zellkerne
wurden bei 17925 2 Signale gezahlt, in 20 % der Falle 3 Signale, was eine Amplifikation in einer
Subpopulation von Zellen bedeutet. MYCN (2p24) ist bei Annahme eines diploiden Tumors in
58% mit 3 Signalen amplifiziert, in 24% sind 2 Signale zu sehen. Bei 11923 wurden in 74% je 2

Signale beobachtet und sind somit nicht verandert. In 12% fand sich ein LOH von 11g23.

Statistische Auswertung

Fur jede Sonde wurde Uber einen ,2 Stichproben t-Test" unter der Annahme unterschiedlicher
Varianzen (Welch-Test) Mittelwert, Standardabweichung und P-Wert ermittelt, bezogen auf die

Gesamtzahl der ausgewerteten Zellkerne (siehe Kapitel 2.2.8.2).
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Die folgende Tabelle zeigt die Mittelwerte und Standardabweichungen fiir die einzelnen Sonden

des Nb-Pools bei 100 ausgezahlten Tumorzellen.

TJ Tumor |Sonde Mittelwert | Standardabweichung
1p36 FITC 1,00 0,10
17925 Cy3 2,12 0,63
2p24 Cy3.5 2,68 0,80
11923 Cy5 1,86 0,48

Tabelle 52:  Mittelwerte und Standardabweichung der Sonden des Nb-Pools auf Tumorgewebe von TJ;

die Farben vor der Tabelle entsprechen den Farben im Diagramm.

B 1p36 FITC

00 17¢25 Cy3

M 2p24 Cy3.5
W 11923 Cy5

Diagramm 18: Mittelwerte und Standardabweichung der Sonden des Nb-Pools auf Tumorgewebe von TJ.

Die Mittelwerte der einzelnen Sonden des Nb-Pools liegen zwischen 1,00 (1p36) und 2,68
(2p24). Die Werte fir die Standardabweichung liegen zwischen 0,1 (1p36) und 0,8 (2p24) und
liegen aul3er bei 1p36 signifikant hoher als beim Normalgewebe. Auch dies kann als Hinweis fir

die Existenz verschiedener Subpopulationen interpretiert werden. Die P-Werte liegen unter

0,001 zeigen somit statistische Signifikanz (ohne Abbildung).
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3.2.6 Gewebeschnitte von Patientin HV

3.2.6.1 Klinik

Bei HV handelt es sich um eine Patientin mit einem Neuroblastom in INSS Stadium 3, Hughes
Grad 2. Der Tumor wurde zunachst bei klinischem Verdacht auf Wilmstumor (MIBG
Szintigraphie negativ, Catecholamine negativ) einer préaoperativen Chemotherapie (Protokoll
SiOP 93-01 der GPOH) unterzogen und erst nach Operation histologisch als Neuroblastom
identifiziert. Das Knochenmark war nicht befallen. Die molekulargenetische Routinediagnose

ergab eine MYCN-Amplifikation (Southern Blot); ein LOH von 1p wurde nicht untersucht.

3.2.6.2 Allgemeines

Bei diesem Schnitt bestand das Gewebe ausschlie3lich aus Tumorzellen. Aus diesem Grund
war eine vergleichende Analyse zwischen normalen Zellen und veranderten Tumorzellen nicht
moglich. Insgesamt wurden mit einem Epifluoreszenz-Mikroskop 100 Zellkerne in
verschiedenen fokalen Ebenen aufgenommen, mit Dekonvolution prozessiert und analysiert.

Die folgenden Abbildungen zeigen Zellkerne aus diesem Schnitt in der Darstellung ,Maximum®,
in der alle Kanéle (1p36 FITC (grun), 17925 Cy3 (gelb), 2p24 Cy3.5 (rot), 11923 Cy5 (pink))
zugleich dargestellt werden; Abbildung 38 mit DAPI, Abbildung 39 ohne DAPI. Die Abbildungen
wurden in Y-Richtung gedreht, um einen Einblick der Sonden in verschiedene Richtungen zu

vermitteln. Rote Achse: X, Blaue Achse: Y, Griine Achse: Z-Richtung.

Abbildung 38: Zellkerne mit der Darstellungsform ,Maximum“ nach der 3D-Rekonstruktion. Die Zellkerne

wurden in Y-Richtung gedreht. Darstellung in den Kanalen DAPI (grau unterlegt

Zellkerne).
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Abbildung 39: Zellkerne mit der Darstellungsform ,Maximum"“ nach der 3D-Rekonstruktion. Die Zellkerne

wurden in Y-Richtung gedreht.

Bei der Analyse dieses Gewebeschnittes fiel auf, dass in den meisten Zellkernen grof3e
Signalblocke im Cy3.5-Kanal vorhanden waren, bei denen es sich wahrscheinlich um HSR-
Amplifikationen handelt. In den Abbildungen 38 und 39 sind die zahlreichen HSR-

Amplifikationen (rot) gut zu erkennen.

Die folgenden zwei Abbildungen zeigen einen einzelnen Zellkern von verschiedenen Seiten,
gedreht in Y-Richtung. Die Darstellung ,Surface” (Abbildung 40) zeigt den Zellkern mit der

rekonstruierten Zellkern-Oberflache.

Abbildung 40: Einzelner Zellkern in der Darstellung ,Surface” nach der 3D-Rekonstruktion. Diese

Darstellungsform gibt die mégliche urspriingliche Oberflache des Zellkerns wieder.
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Die einzelnen Sonden sind in der folgenden Darstellung ,Maximum® gut zu erkennen. Deutlich
zu sehen ist der grof3e rote Bereich (HSR-Amplifikation) und die vielen gelben Signale (17g25-

Amplifikationen).

Abbildung 41: Zellkern aus Abbildung 40 in der Darstellung ,Maximum®, die die einzelnen Kanale DAPI
(grau unterlegter transparenter Zellkern), FITC (1p36, griin), Cy3.5 (17925, gelb), Cy3.5
(MYCN 2p24, rot) und Cy5 (11923, pink) wiedergibt.

Die folgende Abbildung zeigt denselben Zellkern im Vergleich ,Maximum®“ und ,Surface", also
DAPI-Maske mit Sonden und Oberflachenstruktur.

1p36 1725

Abbildung 42: Darstellungsformen ,Maximum*“ und ,Surface” im Vergleich. Die Farben der angegebenen

Chromosomen im Bild links unten reprasentieren die Farben der Sonden im Zellkern.
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3.2.6.3 Ergebnisse der Analyse des Tumorgewebes
Allgemeine Auswertung

Wie bereits beschrieben, zeigte der Gewebeschnitt zahlreiche HSR-Amplifikationen (Cy3.5-
Kanal). AuRerhalb der Amplifikationen wurden zusétzlich 0 bis 3 Signale im gleichen Kanal

gezahlt (siehe folgende Tabelle).

Folgende Tabelle und Diagramm zeigen das Ergebnis der Analyse von 100 Zellkernen.

HV Tumor | Sonde Signale
Anzahl der Zellkerne in %
0|1|2|3|4|5|6|7|8|9 |12
1p36 FITC 0|19|65|16| 0|0 |O|O|O]|]O]O
17925 Cy3 O|1|6|9|22|27|24| 4|5 |1 |1
2p24 HSR Cy3.5 5|55/36|4|0|0|0|]0|0O0O]|]0O0]O
2p24 Signale Cy3.5|13(42|30(11|4 | 0|0 | 0|0 |0 |O

Tabelle 53:  Ergebnis der Auszahlung von 100 Zellkernen aus einem Tumor-Areal von HV.

Die hellgrau unterlegten Felder zeigen die Haupt-Prozentzahl der gefundenen Signale an.
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60

%0 @ 1p36 FITC

40 0 17025 Cy3
O 2p24 HSR Cy3.5

30 i B 2p24 Signale Cy3.5
B 11023 Cy5

20

Anzahl der Zellkerne in %

10 + H

0 L1 . = 'l_l '|_| —0 .

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 12

Anzahl der Signale

Tabelle 54:  Schematische Darstellung Auszéhlung von 100 Zellkernen aus einem Tumor-Areal von
HV.
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Das Ergebnis zeigt in 65% 2 Signale von 1p36, in insgesamt 90% eine Amplifikation von 17925
(4-12 Signale zusammengerechnet), im Cy3.5 Kanal HSR-Amplifikationen von MYCN, namlich
in 55% 1 HSR und 36% 2 HSR Amplifikationen von 2p24, wobei in insgesamt 87% zusétzliche
Einzelsignale von 2p24 beobachtet wurden (in 4% 4 Signale, in 11% 3 Signale, in 30% 2
Signale und in 42% 1 zusétzliches Signal). In 59% wurden fir 11923 3 Signale gezahlt.

In Zellkernen mit HSRs wurden also auch fiur die anderen Signale stets Verluste und Gewinne

entsprechender Regionen beobachtet.

Statistische Auswertung

Fir jede Sonde wurde Uber einen ,2 Stichproben t-Test* unter der Annahme unterschiedlicher
Varianzen (Welch-Test) Mittelwert, Standardabweichung und P-Wert ermittelt, bezogen auf die
Gesamtzahl der ausgewerteten Zellkerne (siehe Kapitel 2.2.8.2). Die folgende Tabelle gibt die

Mittelwerte und Standardabweichungen der Sonden des Nb-Pools bei HV an

HV Tumor |Sonde Mittelwert | Standardabweichung
1p36 FITC 1,97 0,37
17925 Cy3 4,96 2,80
2p24 Cy3.5 HSR 1,41 4,67
2p24 Cy3.5 Signale |1,51 0,98
11923 Cy5 2,77 0,78

Tabelle 55:  Mittelwerte und Standardabweichung der Sonden des Nb-Pools auf einen Gewebeschnitt

von HV; die Farben vor der Tabelle entsprechen den Farben im Diagramm.

9

8 A _
o 7]
e 6 @ 1p36 FITC
a 5 0 17G25 Cy3
3 . O 2p24 HSR Cy3.5
;3’3 5 B 2p24 Signale Cy3.5
g W 11g23 Cy5
< > T L

T
1 -
0

Diagramm 19: Mittelwerte und Standardabweichung der Sonden des Nb-Pools auf einen Gewebeschnitt
von HV.
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Die Mittelwerte der einzelnen Sonden des Nb-Pools liegen zwischen 1,41 (2p24 HSR) und 2,77
(11g23). Die Werte fir die Standardabweichung liegen zwischen 0,37 (1p36) und 4,67 (2p24
HSR) und liegen insgesamt recht hoch im Vergleich zu der Auswertung des Nb-Pools auf 46,XY
Lymphozyten, was eine Heterogenitat dieses Tumors von Patientin HV zeigt. (siehe unten). Die

P-Werte liegen unter 0,001 zeigen somit statistische Signifikanz (ohne Abbildung).

3.2.7 Gewebeschnitte des Rezidivs HV-R

3.2.7.1 Klinik

Bei HV-R handelt es ich um ein Lokal-Rezidiv des Tumors von HV im Sinne eines Stadiums 3
(Hughes Grad 2) mit einer positiven MYCN-Amplifikation. Ein LOH von 1p wurde nicht

untersucht.

3.2.7.2 Allgemeines

Der Schnitt dieses Rezidiv-Tumors beinhaltete &hnlich wie beim Prim&rtumor ausschlie3lich
Tumormaterial.

Allerdings fanden sich zwischen den Tumorzellkernen auch Zellkerne, die fir die eingesetzten
Sonden ein normales Hybridisierungsmuster aufwiesen (siehe unten). Das Verhéaltnis der
Tumorzellkerne zu diesen ,nicht veranderten* Zellkernen wurde auf 85:15 geschétzt (auf Grund
der schlechten Darstellungsmdglichkeit der verwendeten Objektive (10x, 20x, 40x und 63x) wird
an dieser Stelle auf eine Abbildung verzichtet). Bei diesen Zellkernen kdénnte es sich um
normale Stromazellen (siehe auch Shimada et al. 1999) handeln, worauf in der Diskussion noch
naher eingegangen wird. Im Folgenden werden diese ,nicht veranderten® Zellpopulationen auch
als ,normale” Zellen bezeichnet.

Sowohl von den Tumorzellkernen als auch von den ,normalen” Zellkernen wurden je 100 in
verschiedenen fokalen Ebenen aufgenommen und eine weitere Bearbeitung mittels

Dekonvolution und 3D-Rekonstruktion durchgeftihrt.

Die folgenden drei Abbildungen zeigen Tumorzellkerne in verschiedenen Darstellungsformen
und gedreht in Y-Richtung. Abbildung 43 zeigt Zellkerne in der Darstellung ,Surface”. Hier wird

die Oberflache der Zellkerne dargestellt.
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Die Abbildungen 44 und 45 zeigen dieselben Zellkerne in der Darstellung ,Maximum® in den
Kanalen FITC (1p36, griin), Cy3 (17925, gelb), Cy3.5 (2p24, rot) und Cy5 (11923, pink) sowie in
DAPI in Abbildung 44 (grau unterlegt Zellkerne). Drehung in Y-Richtung; rote Achse: X, Blaue
Achse: Y, Grine Achse: Z.

Abbildung 43: Zellkerne von Schnitt HV-R mit der Darstellungsform ,Surface” nach der

3D-Rekonstruktion. Die Zellkerne stammen aus einem Tumorareal.

Abbildung 44: Zellkerne aus Abbildung 43 mit der Darstellungsform ,Maximum* nach der
3D-Rekonstruktion.

Abbildung 45: Zellkerne aus Abbildung 43 mit der Darstellungsform ,Maximum® nach der
3D-Rekonstruktion. Gut zu sehen sind die HSR-Amplifikationen (rot) von MYCN.
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3.2.7.3 Ergebnisse der Analyse des Tumorgewebes
Allgemeine Auswertung

Auch bei der Analyse dieses Gewebeschnittes fiel auf, dass in den meisten Zellkernen
zahlreiche HSR-Amplifikationen im Cy3.5-Kanal vorhanden waren. Auf3erhalb der
Amplifikationen wurden in diesem Kanal zusétzlich 0 - 3 Signale gezahlt (siehe folgende
Tabelle). In Zellkernen mit HSRs wurden fir die anderen Signale auch stets Verluste und
Gewinne entsprechender Regionen beobachtet.

Versprengt zwischen den Tumorzellkernen wurden weitere Zellkerne gefunden, die keine
Signalblocke im Cy3.5 Kanal zeigten. Auffallig war hier, dass auch die anderen Signale kaum
Veradnderungen aufwiesen und es sich somit um die oben angesprochenen ,normalen”

Stromazellen handeln kdnnte.

Die folgende Tabelle und das folgende Diagramm zeigt das Ergebnis der Auswertung von 100
Zellkernen. Hierbei wurde jeder Zellkern einzeln ausgewertet, um auch auf mogliche

Verhéltnisse der veréanderten Sonden zueinander eingehen zu kdnnen.

HV-R Rezidiv | Sonde Signale

Anzahl der Zellkerne in %

0 1 2 3 4 5
1p36 FITC 1 10 | 85 4 0 0
17925 Cy3 0 3 4 11 | 72 | 10
0

2p24 HSR Cy3.5 64 | 35 1 0 0
2p24 Signale Cy3.5 33 | 31 | 28 8 0 0

Tabelle 56:  Ergebnis der Auszahlung von 100 Zellkernen aus einem Areal des Rezidivs HV-R.

Die hellgrau unterlegten Felder zeigen die Haupt-Prozentzahl der gefundenen Signale an.

133



Ergebnisse

100
s 90 _
£ 80 = 1p36 FITC
(] —
c 701 0 17g25 Cy3
S 60-
3 g m 2p24 HSR Cy3.5
N
g 40 - B 2p24 Signale Cy3.5
£ 301 m 11923 Cy5
N 20
< 10 -

01 m |
0 1 2 3 4 5

Anzahl der Signale

Diagramm 20: Schematische Darstellung der Auszahlung von 100 Zellkernen aus einem Areal des

Rezidivs HV-R.

Statistische Auswertung

Fur jede Sonde wurde Uber einen ,2 Stichproben t-Test" unter der Annahme unterschiedlicher

Varianzen (Welch-Test) Mittelwert, Standardabweichung und P-Wert ermittelt, bezogen auf die

Gesamtzahl der ausgewerteten Zellkerne (siehe Kapitel 2.2.8.2).

Die folgende Tabelle gibt die Mittelwerte und Standardabweichungen des Rezidivgewebes von

HV-R an.

HV-R Rezidiv | Sonde Mittelwert | Standardabweichung
1p36 FITC 1,93 0,19
17925 Cy3 3,83 0,63
2p24 HSR Cy3.5 1,38 0,28
2p24 Signale Cy3.5 |1,11 0,93
11923 Cy5 2,83 0,36

Tabelle 57:  Mittelwerte und Standardabweichung der Sonden des Nb-Pools auf einen Gewebeschnitt

von HV-R.
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Diagramm 21: Mittelwerte und Standardabweichung der Sonden des Nb-Pools auf einen Gewebeschnitt
von HV-R.

Die Mittelwerte der einzelnen Sonden des Nb-Pools liegen zwischen 1,11 (2p24 zusétzliche
Signale) und 3,83 (17925). Die Werte fur die Standardabweichung liegen zwischen 0,19 (1p36)
und 0,93 (2p24 zusatzliche Signale) und liegen aul3er bei 1p36 signifikant hoher als bei der
Auswertung der angenommenen normalen Zellkerne (siehe unten). Die P-Werte liegen unter

0,001 zeigen somit statistische Signifikanz (ohne Abbildung).

3.2.7.4 Ergebnisse der Analyse der Zellen mit normalem Hybridisierungsmuster

Allgemeine Auswertung

Das Ergebnis der Auszéhlung von 100 Zellkernen ohne HSR-Amplifikation ist in unten

stehender Tabelle und Diagramm aufgefiihrt.

HV-R ,Normal“ |Sonde Signale
Anzahl der Zellkerne in %
0 1 2 3 4
1p36 FITC 2 8 90 0 0
17925 Cy3 0 9 81 6 4
2p24 Cy3.5 5 9 77 9 0
11923 Cy5 2 11 83 4 0

Tabelle 58:  Ergebnis der Auszahlung von 100 Zellkernen bei ,normalen” Zellen von HV-R
Die hellgrau unterlegten Felder zeigen die Haupt-Prozentzahl der gefundenen Signale an;

die Farben vor der Tabelle entsprechen den Farben im Diagramm.
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Diagramm 22: Schematische Darstellung der Auszahlung von 100 Zellkernen bei ,normalen” Zellen von
HV-R.

Wie beschrieben fanden sich neben Zellkernen mit deutlichen HSR-Amplifikationen auch
Zellkerne ohne HSRs. Die Zellkerne ohne HSRs zeigen in 77% (2p24) bis 90 % (1p36) je 2
Signale, was der Signalverteilung einer normalen Zelle entspricht. Es gibt nur geringe
Abweichungen von diesem Ergebnis (siehe unten). Aus diesem Grund und verglichen mit oben
aufgefhrten Tumorzellkernen kann davon ausgegangen werden, dass es sich bei analysierten
Zellkernen tatséachlich um normale Zellen handelt (siehe Diskussion).

Die folgenden Abbildungen 46 bis 47 zeigen eine solche angenommene normale Zelle und eine
Tumorzelle von Schnitt HV-R im Vergleich. In beiden Abbildungen ist der Zellkern nach der
Dekonvolution und 3D-Rekonstruktion dargestellt.

Abbildung 46A zeigt einen angenommenen normalen Zellkern in der Darstellung ,Maximum® mit
DAPI als grau hinterlegten Zellkern, 1p36 (grtin), 17925 (gelb), 2p24 (rot) und 11923 (pink) zu
sehen. Jede Sonde zeigt die fur normale Zellen erwartete Signalanzahl von 2.

Abbildung 46B stellt denselben Zellkern in ,Surface” als 3D-Rekonstruktion der Zellkern-
Oberflache (ein weiterer Zellkern ist angeschnitten) dar.

Abbildung 47A zeigt zum Vergleich einen Tumor-Zellkern in der Darstellung ,Maximum® mit
DAPI als grau hinterlegten Zellkern, 1p36 griin, 17925 gelb, 2p24 rot und 11g23. Im Gegensatz
zum normalen Zellkern ist hier die HSR-Amplifikation im Cy3.5 Kanal (rot) deutlich zu sehen. In

Abbildung 47B wird derselbe Tumorzellkern in der Darstellung ,Surface” dargestellt.
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Abbildung 46: Tumorzelle nach der Dekonvolution und 3D-Rekonstruktion. Je zwei Ansichten nach
Drehung in Y-Richtung.
A) Darstellung ,Maximum®. Jede Sonde zeigt zwei Signhale (1p36 griin, 17925 gelb, 2p24
rot und 11923 pink). Grau hinterlegter Zellkern in DAPI-Ansicht.

B) Darstellung ,Surface*: Rekonstruktion der urspringlichen Zellkern-Oberflache. Ein
zweiter Zellkern ist angeschnitten.
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Abbildung 47: Tumorzelle nach der Dekonvolution und 3D-Rekonstruktion. Je zwei Ansichten nach
Drehung in Y-Richtung.
A) Darstellung ,Maximum®. Deutlich zu sehen die HSR-Amplifikation von 2p24 (rot) und die
fur dieses Rezidiv typische Amplifikation von 17g25 (gelb). Der Zellkern ist mit einer DAPI-
Maske grau hinterlegt.

B) Darstellung ,Surface”: 3D-Rekonstruktion der urspriinglichen Zellkern-Oberflache. Ein
zweiter Zellkern ist angeschnitten.

Statistische Auswertung

Fur jede Sonde wurde Uber einen ,2 Stichproben t-Test" unter der Annahme unterschiedlicher
Varianzen (Welch-Test) Mittelwert, Standardabweichung und P-Wert ermittelt, bezogen auf die

Gesamtzahl der ausgewerteten Zellkerne (siehe Kapitel 2.2.8.2).
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Die folgende Tabelle gibt die Mittelwerte und Standardabweichungen der angenommenen

normalen Zellen von HV-R an und wird in Diagramm 23 schematisch dargestellt.

HV-R Normal |Sonde Mittelwert Standardabweichung
1p36 FITC 1,88 0,15
17925 Cy3 |2,03 0,35
2p24 Cy3.5 |1,89 0,38
11923 Cy5 1,89 0,22

Tabelle 59:  Mittelwerte und Standardabweichung der Sonden des Nb- bei ,normalen“ Zellen von

HV-R; die Farben vor der Tabelle entsprechen den Farben im Diagramm.
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Diagramm 23: Mittelwerte und Standardabweichung der Sonden des Nb-Pools bei ,normalen” Zellen von
HV-R.

Die Mittelwerte der einzelnen Sonden des Nb-Pools liegen zwischen 1,88 (1p36) und 2,03
(17925). Die Werte fir die Standardabweichung liegen zwischen 0,15 (1p36) und 0,38 (2p24)
und liegen aulRer bei 1p36 signifikant niedriger als bei der Auswertung der Tumorzellen (siehe
unten). Die P-Werte liegen unter 0,001 zeigen somit statistische Signifikanz (ohne Abbildung).
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3.3 Maus 7 Fluorochrom M-FISH

3.3.1 Allgemeines

Die 19 Autosomen und die beiden Geschlechtschromosomen der Maus wurden wie
beschrieben in sieben Pools unterteilt, entsprechend unten aufgefiihrtem Kombinations-schema
mit Fluorochromen markiert und auf Metaphasenpréparate aus Milz beziehungsweise Zelllinien
hybridisiert.

Das Kombinationsschema ergab sich durch vorangegangene Versuche. Nicht jedes
Chromosom lief3 sich mit entsprechenden Fluorochromen gleich gut markieren, so dass
zahlreiche Vorversuche notwendig waren, um fir jedes Chromosom seine ,optimale”
Fluorochromkombination zu finden.

Jedem Chromosom wurde mittels der Software MCK eine bestimmte — frei gewdahlte —

Klassifizierungsfarbe zugeordnet, was in der folgenden Abbildung zu sehen ist:

Number of combinations: 21 %l Mote: To change avalue, double-click on the grid.
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Abbildung 48: Klassifizierungsfarben aller Maus-Chromosomen.

Unter den Farben ist fir jedes Chromosom die jeweilige Kombination der Fluorochrome
angegeben. SC8 = DEAC.

Die Maus-Chromosomen wurden mit der Leica-Software MCK karyotypisiert. Mit Hilfe von MCK
sollte das Ziel erreicht werden, alle Chromosomen ohne Fehler, das heil3t ohne falsche
Zuordnung der Chromosomen durch die Software, zu klassifizieren.

An dieser Stelle sei anzumerken, dass jede Metaphase sowie die Karyogramme in ihren
Originalaufnahmen abgebildet sind; sie wurden mit Hilfe von weiteren Bildverarbeitungs-
programmen nicht verandert.
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3.3.2 M-FISH Analyse von normalen Metaphasen

Maus 7 Fluorochrom M-FISH wurde zunéchst auf normalen Metaphasen (40,XX) getestet und
die Klassifizierbarkeit mit der Software MCK uberpruft.
Alle Chromosomen lieRen sich eindeutig und ohne Fehler, also ohne falsche Zuordnungen

durch die Software, klassifizieren.

In Abbildung 49 bis Abbildung 52 ist eine normale weibliche Metaphase zu sehen.

Abbildung 49 zeigt die einzelnen Chromosomen-Pools in den Kanalen DEAC, FITC, Cy3,
Cy3.5, Cy5, Cy5.5 und Cy7, und in Abbildung 50 wird dieselbe Metaphase in A)
Klassifizierungsfarben und in B) in invertiertem DAPI dargestellt, was ungefédhr den G-Banden
entspricht.

An Hand der visuellen Inspektion der Bilder ist bereits ersichtlich, dass die Hybridisierungs-
Intensitat jedes Chromosoms in etwa ausgeglichen ist, so dass jedes Chromosom gleich
intensiv angefarbt ist.

Durch Uberlagerung der einzelnen Kanile entsteht ein Echtfarbenbild, welches hier nicht
abgebildet wird, da es von der Software nicht zufrieden stellend dargestellt werden kann: MCK
ist nur fiir die Uberlagerung von fiinf Kanalen ausgelegt.

Abbildung 51 zeigt dieselbe Metaphase nach der Klassifizierung mit der Software MCK. Die
Software erstellt ein Karyogramm, welches in dieser Abbildung in den einzelnen Kandlen
DEAC, FITC, Cy3, Cy3.5, Cy5, Cy5.5 und Cy7 gezeigt ist.

Abbildung 52 stellt dieselbe Metaphase nach Klassifizierung in A) Klassifizierungsfarben und in

B) in invertiertem DAPI dar.
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Abbildung 49: Normale weibliche Metaphase (40,XX)
A) DEAC, B) FITC, C) Cy3, D) Cy3.5, E) Cy5, F) Cy5.5, G) Cy7.
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Abbildung 50: Normale weibliche Metaphase aus Abbildung 49.

A) Invertiertes DAPI und B) Klassifizierungsfarben.
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Abbildung 51: Normale weibliche Metaphase nach Klassifizierung (Karyogramm) aus Abbildung 49-50.
A) DEAC, B) FITC, C) Cy3, D) Cy3.5, E) Cy5, F)Cy5.5 und G) Cy7.
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Abbildung 52: Normale weibliche Metaphase nach Klassifizierung (Karyogramm) aus Abbildung 49-50.
A) Invertiertes DAPI B) Klassifizierungsfarben.
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3.3.3 Analyse verschiedener Maus-Zelllinien

Um die Anwendbarkeit von Maus 7 Fluorochrom M-FISH zu zeigen, wurden Maus-Zelllinien mit
chromosomalen Aberrationen analysiert. Von diesen waren weder Geschlecht noch Art der
Aberrationen bekannt und sind auch bislang in der Literatur nicht beschrieben.

Von jedem der Aberrationstrager wurde mittels M-FISH ein Karyotyp erstellt und die

Aberrationen identifiziert.

Es wurden folgende Maus-Zelllinien analysiert:

e AGI12 Tubo.
Bei der Zelllinie AG12 Tubo (im Folgenden AG12) handelt es sich um eine klonierte Zelllinie

aus dem Primartumor eines Mamma-CA's einer Her2neu-transgenen Maus.

e TSA

TSA ist eine Zelllinie aus einem spontanen Mamma-CA einer Maus.

Je Zelllinie wurden mehrere Metaphasen ausgewertet. Auf den folgenden Seiten wird je Zelllinie

ein exemplarisches Karyogramm angegeben.

3.3.3.1 TSA

Far die Zelllinie TSA wurde folgender Karyotyp identifiziert:

<3n>63-65,X,-X,-X,+1,+2,der(2)t(2;X),+del(3),-4,del(4)[1],+5[1],+6,-7,dic(8),del(10)+12,
der(13)t(13;14),+del(15),+del(15),+17,-18[2],del(18)[1],[cp3]

In Abbildung 53 ist ein Karyotyp dieser Zelllinie in Klassifizierungsfarben und in invertiertem

DAPI zu sehen. In Abbildung 54 sind die beteiligten Translokations-Chromosomen dargestellit.
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Abbildung 53: Zelllinie TSA. A) Invertiertes DAPI; B) Klassifizierungsfarben.
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DEAC FITC Cy3 Cy3.56 Cyb5 Cy5.5 Cy7

Abbildung 54: Zelllinie TSA.
A) Translokations-Chromosom der(2)t(2;X).
Al) Invertiertes DAPI; A2) Klassifizierungsfarben; A3) Kandle DEAC, FITC, Cy3, Cy3.5,
Cy5, Cy5.5, Cy7.
B) Translokations-Chromosom der(13)t(13;14).
B1) Invertiertes DAPI; B2) Klassifizierungsfarben; B3) Kanadle DEAC, FITC, Cy3, Cy3.5,
Cy5, Cy5.5, Cy7.
Chromosom 2: Cy3.5, Cy7; Chromosom X: FITC, Cy5;
Chromosom 13: FITC, Cy3.5; Chromosom 14: DEAC, Cy?7.

In Abbildung 54 sind die Translokations-Chromosomen der(2)t(2;X) und der(13)t(13;14) gezeigt.
Diese Abbildung sei an Hand des Abbildungsteils A exemplarisch erlautert: Abbildungsteil B
ergibt sich daraus entsprechend:

54A zeigt ein derivatives Chromosom 2 mit einem translozierten Teil von Chromosom X. Das
Chromosom wird in Al in invertiertem DAPI, in A2 in Klassifizierungsfarben und in A3 in den
einzelnen Kandlen dargestellt. Der obere Teil des Translokations-Chromosoms, also
Chromosom 2, zeigt die Fluorochromkombination Cy3.5 und Cy7 (siehe Abbildung 48). Der
untere Teil des Chromosoms, also das translozierte Chromosom X zeigt die

Fluorochromkombination FITC und Cy5, was charakteristisch fir Chromosom X ist.

148



Ergebnisse

3.3.3.2 AG12

Fur die Zelllinie AG12 wurde folgender Karyotyp klassifiziert:

37-40,XX,del(3)[3],-4[3],t(4;10),der(4)t(4:13),del(7)[3],del(9)[3],+11[1],del(14)[3],-14[4],
del(15)[1],-15[3],-16[1],-17[1],+del(17)[3],der(17)t(15:17)[3],+19[3],[cp7]

Abbildung 55 zeigt ein Karyogramm dieser Zelllinie in Klassifizierungsfarben und in invertiertem
DAPI.

In Abbildung 56 sind die beteiligten Translokations-Chromosomen der(4)t(4;13), der(4)t(4;10),
der(10)t(4;10), und der(17)t(15;17) zu sehen.
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Abbildung 55: Zelllinie AG12. A) Invertiertes DAPI; B) Klassifizierungsfarben.
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DEAC FITC Cy3 Cy35 Cy5s Cys5 Cy7

Abbildung 56: Zelllinie AG12.
A) Translokations-Chromosom der(4)t(4;13);
Al) Invertiertes DAPI; A2) Klassifizierungsfarben; A3) Kandle DEAC, FITC, Cy3, Cy3.5,
Cy5, Cy5.5, Cy7.
B) Translokations-Chromosom der(4)(4;10);
B1) Invertiertes DAPI; B2) Klassifizierungsfarbe; B3) Kandle DEAC, FITC, Cy3, Cy3.5,
Cy5, Cy5.5, Cy7.
C) Translokations-Chromosom der(10)(4;10);
C1) Invertiertes DAPI; C2) Klassifizierungsfarbe; C3) Kandle DEAC, FITC, Cy3, Cy3.5,
Cy5, Cy5.5, Cy7.
D) Translokations-Chromosom der(17)(15;17);
D1) Invertiertes DAPI; D2) Klassifizierungsfarbe; D3) Kanale DEAC, FITC, Cy3, Cy3.5,
Cy5, Cy5.5, Cy7.
Chromosom 4: Cy3, Cy5; Chromosom 13: FITC, Cy3.5
Chromosom 10: DEAC, Cy3; Chromosom 15: FITC, Cy7; Chromosom 17: Cy5, Cy7.
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Obige Abbildung sei an Hand des Abbildungsteils A exemplarisch erlautert; B — D ergibt sich
daraus entsprechend.

Abbildung 56A zeigt ein derivatives Chromosom 4 mit einem translozierten Teil von Chromosom
13. Das Chromosom wird in Al in invertiertem DAPI, in A2 in Klassifizierungsfarben und in A3
in den einzelnen Kanélen dargestellt. Der obere Teil des Translokations-Chromosoms, also
Chromosom 4, zeigt die Fluorochromkombination Cy3 und Cy5 (siehe Abbildung 48). Der
untere Teil des Chromosoms, also das transloziete Chromosom 13 zeigt die

Fluorochromkombination FITC und Cy3.5, was charakteristisch fiur Chromosom 13 ist.

Bei Maus-Tumor-Zelllinien strahlt bei einer intensiven Cy5-Farbung der Cy5-Kanal haufig in den
Cyb.5-Kanal hinein (siehe auch obige Abbildung). Dies beeinflusst aber nicht die Klassifizierung
Uber die Software MCK.
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4 DISKUSSION

4.1  Allgemeine Strategien der Tumor-Zytogenetik

Die Préparation von Tumor-Metaphasen — sei es von Mensch oder Maus — ist haufig schwierig
und anféllig fur Artefakte. Eine Alternative ist die CGH (comparative genomic hybridization,
Kallioniemi et al. 1992, du Manoir et al. 1993). Die CGH ist eine Methode, mit der numerische
Veranderungen von Tumorzellen innerhalb des gesamten Genoms kartiert werden kdnnen.
Hierbei wird Tumor-DNA und normale Referenz-DNA mit unterschiedlichen Fluorochromen
markiert und simultan auf normale Metaphasen-Chromosomen hybridisiert. Regionen mit einem
Gewinn oder Verlust von DNA-Material kénnen durch die vergleichende Analyse der
Fluoreszenzintensitaten der beiden Fluorochrome identifiziert werden. Man erhalt relative
Anderungen in der Kopienzahl, die durch Definition von Schwellwerten als Gewinn oder Verlust
angezeigt werden. Der Nachteil dieser CGH-Analysen ist, dass aus technischen Grinden bei
der DNA-Extraktion tausende von Tumorzellen mit einbezogen werden. Klein und Mitarbeiter
(1999) haben dieses Problem reduziert, indem sie ein Protokoll entwickelt haben, mit dem es
moglich ist, eine CGH-Analyse an einer einzigen Zelle durchzufiihren (single cell CGH). Hierbei
wird die Tumorzelle aus ihrer natirlichen Umgebung herausgenommen. Dabei gehen aber
Informationen lUber das Genom anderer umgebender Tumorzellen sowie eine Positionierung
der Tumorzelle in ihrem urspringlichen Gewebeverband verloren.

Diese Analysen konnen nur mittels Interphase-Zytogenetik an Gewebeschnitten realisiert
werden. Interphase-FISH bietet die einzigartige Mdglichkeit einer direkten Genotyp-Phanotyp-
Korrelation, der Erfassung topologischer Effekte, sowie die Option, verschiedene Zellklone in
einem heterogenen Gewebe wie einem Tumor zu identifizieren.

Wie bereits erlautert, wurden fir das Neuroblastom bislang keine Arbeiten beschrieben, die
mittels simultan hybridisierter mehrerer spezifischer Sonden eine Analyse solcher Tumoren
vorgenommen haben. Eine simultane Hybridisierung verschiedener Sonden hat den Vortell,
dass gleichzeitig mehrere Regionen ausgewertet werden kénnen und ihre Beziehung
zueinander untersucht werden kann. Als Beispiel sei an dieser Stelle erwahnt, dass eine
MYCN-Amplifikation mit einem Verlust von 1p36 einhergeht, nicht aber umgekehrt.

Deshalb wurde hier ein Sondensatz entwickelt, wobei die eingesetzten Sonden auf Regionen
kartieren, von denen bekannt ist, dass sie beim Neuroblastom mit einer hohen Prozentzahl

verandert sind.

153



Diskussion

4.2  Neuroblastom: Analyse von Zelllinien

4.2.1 Allgemeines

Kultivierte Krebszelllinien sind monoklonal, das heil3t sie stammen von einer Zelle ab.
Krebszelllinien haben zur Entdeckung wichtiger Gene beigetragen und dienen als Modelle fur
genetische und funktionelle Studien verschiedenster Tumortypen. Zudem stellen Zelllinien ein
interessantes Untersuchungsmaterial bei der Einschatzung bestimmter Zellklone dar.

Der Nutzen von Zelllinien wird jedoch immer wieder diskutiert. Zelllinien haben den Vorteil, dass
sie eine unlimitierte Anzahl von Zellen mit &hnlichen Genotypen und Phéanotypen liefern. Jedoch
stellt sich die Frage, ob kultivierte Zellen noch den charakteristischen Phanotyp und Genotyp
beinhalten, welcher in der urspriinglichen Zelle, von der sie abstammen, auftritt. Zudem geben
Tumorzelllinien nur einen kleinen Einblick in den Tumor: Zellen werden zu einer bestimmten
Zeit des Tumorwachstums entnommen. Aul3erdem stammen diese nur aus einem kleinen
Bereich und umfassen moglicherweise nicht die komplexe heteromorphe Charakteristik des
Tumors in phanotypischer wie genotypischer Hinsicht. So gibt eine Analyse dieser Zellen nur
unzureichend Aufschluss tber Verhalten und Verteilung von Tumorzellen im Gewebeverband.
Kultivierte Zellen mussen also beziiglich des klinischen Spektrums nicht immer den Tumor
reprasentieren.

Viele Tumoren, von denen Zelllinien gewonnen werden, tendieren au3erdem dazu, schnell zu
wachsen, werden in der Regel wahrend eines spaten Tumorstadiums gewonnen und beinhalten
eher Veranderungen, die flir ein unbegrenztes Wachstum in vitro sorgen. Veranderungen, die
zu einer Immortalisierung von Zellen fiihren, sind haufig spéate Ereignisse, so dass sich viele
Primartumoren nicht unendlich teilen. So sind nicht sehr viele Zelllinien charakterisiert, die von
einem Primartumor abstammen, welcher gut differenziert ist, wie es zum Beispiel beim Blasen-
CA der Fall ist (Knuechel et al. 1999).

Zum Vergleich von Ursprungstumor und kultivierten Zelllinien aus demselben Tumor wurden
zahlreiche Studien durchgefuhrt (zum Beispiel Kallioniemi et al. 1992). Die Untersuchungen von
Mamma-CA Zelllinien und Lungen-CA Zelllinien haben ergeben, dass die Zelllinien im Vergleich
zu ihren urspringlichen Tumoren bezilglich genotypischen und phéanotypischen Veranderungen
lange Zeit stabil bleiben (Wistuba et al. 1998, 1999). Auch Analysen anderer Tumoren und ihrer
Zelllinien wie Lymphome oder Leukadmien zeigen, dass zum Beispiel Cyklin-abh&ngige Kinase-

Gene und p53 in Tumor und Zelllinie fast immer identisch sind (Drexler et al. 1998, 2000).
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Ebenso haben sich in DNA Microarray-Studien stabile Ahnlichkeiten in der Genexpression beim
Vergleich des Ursprungstumors und der Zelllinien gezeigt (Ross et al. 2000). Allerdings werden
auch phanotypische und genotypische Unterschiede zwischen verschiedenen Untergruppen
derselben Zelllinie beschrieben (Hsu et al. 1999). Die Erklarung kénnte darin liegen, dass Zellen
in Kultur eine klonale Evolution durchlaufen, also diejenigen Zellen weiter wachsen, die am
besten angepasst sind und so die besten Uberlebenschance haben. Dies beinhaltet nicht nur
genotypische Veranderungen in den Zellen, sondern auch moégliche wechselnde
Kulturbedingungen.

Im Gegensatz zu normalen Zellen ist es nicht leicht, Krebszellen zu kultivieren und fir die
Zytogenetik akzeptable Metaphasen zu praparieren (O'Hare 1991). Sogar bei Krebsarten, die
relativ leicht wachsen, wie zum Beispiel Melanome, konnten bislang nur die metastasierenden

Tumoren als kontinuierlich wachsende Zelllinien etabliert werden (Hsu et al. 1999).

Insgesamt betrachtet sind jedoch Zelllinien nicht zuletzt wegen ihres homogenen Charakters ein
wichtiges Werkzeug bei der Entdeckung und Erfassung von zytogenetischen Veranderungen in
Tumoren. Mittels Zelllinien ist es — im Gegensatz zum Tumorgewebe auf Grund seiner
moglichen heterogenen Struktur — eher moglich, Mutationen zu finden. Im gunstigsten Fall flhrt
die Entdeckung solcher Mutationen zu Tumorsuppressor-Genen, welche bei der Frage nach der

Ursache des Tumors eine wichtige Rolle spielen kénnen.

4.2.2 Verwendete Zelllinien und Sonden; Vorbehandlung

Fur die Charakterisierung der Zelllinien wurden BACs und YACs fir die Regionen 1p36, 2p24,
11923 und 17925 eingesetzt. Zusatzlich zu diesen Sonden wurden noch weitere BACs
eingesetzt, die als Kontrolle dienten und von denen angenommen wird, dass sie beim
Neuroblastom nicht verandert sind. Hierbei handelt es sich um Sonden fir die Regionen 1q12,
11p15 und 17gl12. Die Sonden wurden alle mit je zwei Fluorochromen markiert. Dies hat den
Vorteil, dass ein Signal in zwei verschiedenen Kanalen sichtbar sein muss, womit die

Sensitivitat erhdoht wird.

Die Sonden wurden nach einer Miniprdp mit einer DOP-PCR und parallel mit einer Alu-PCR
amplifiziert und in einem 1:1-Gemisch aus diesen Amplifikaten in einer Nicktranslation mit
Fluorochromen markiert. Es hat sich in zahlreichen Experimenten herausgestellt, dass diese Art

der Fluorochrom-Markierung im Vergleich zu einer Markierung ohne Gemisch oder im

155



Diskussion

Vergleich zur Markierungs-PCR am besten geeignet ist und die intensivsten Hybridisierungs-
Signale liefert.

Die Zelllinien wurden von Frank Speleman prapariert und zugeschickt. Aus diesen wurden die
Zelllinien Nb90.9, TR-14 und SKN-BE ausgewahlt. Die Praparationen der ausgewahlten
Zelllinien zeigten ein relativ homogenes morphologisches Bild und zum Teil nur sehr wenige
Metaphasen. Insgesamt konnte fur die Auswertung zum gréf3ten Teil nur auf Interphase-Kerne
zuruickgegriffen werden.

Die Praparate wurden nach Standard FISH Protokoll vorbehandelt (siehe oben). Die hier
verwendeten Tumorzelllinien bendtigen im Gegensatz zu Lymphozytenpraparaten einen extrem
langen Pepsin-Verdau (Erh6hung der Verdau-Zeit um das funffache), um das Uberschissige
Cytoplasma zu entfernen. Das Cytoplasma ist haufig sogar so bestandig, dass die Zellkerne

bereits eine gequollene Struktur aufwiesen, wahrend das Cytoplasma nicht reduziert war.

4.2.3 Beurteilung der Ergebnisse

Die Hybridisierungs-Effizienz der kombinatorisch eingesetzten Sonden wurde durch eine
Auswertung von 100 Lymphozyten-Zellkernen (46,XY) Uberpruift.

Je Zelllinie wurden ebenfalls 100 Zellkerne aufgenommen und ihre Hybridisierungs-Signale
ausgewertet. Neben Lymphozyten-Zellkernen wurden auch Metaphasen ausgewertet. Eine
Analyse von Metaphasen kann im Vergleich zu Interphase-Kernen Informationen Uber die
strukturelle Zusammensetzung der beteiligten Chromosomen liefern (siehe zum Beispiel
Abbildungen 23-29 sowie Erklarungen an den entsprechenden Stellen).

Zudem wird aus den Ergebnissen ersichtlich, dass auch mit Hilfe der Kontroll-Sonden nicht
immer auf die Ploidie geschlossen werden kann. Wie zum Beispiel in Abbildung 28 zu sehen ist,
handelt es sich bei der SKN-BE um eine diploide Zelllinie. Trotzdem ergibt die Auswertung der
Metaphasen, dass die Kontrollsonde 1g12 dreimal vorhanden ist (Abbildung 29). Dieser Wert
korreliert auch mit dem Ergebnis der statistischen Auswertung der Zellkerne (siehe Tabelle 40,
Mittelwert 1q12: 2,94). Die Ploidie konnte somit durch eine reine Zellkernanalyse falsch
interpretiert werden. Um dieses Problem zu umgehen, kénnte man in einem parallelen Versuch
einen Centromer-Sondenmix hybridisieren. Da die Centromere nach aktuellem Wissensstand
keine Aussage Uber Verdnderungen beim Neuroblastom geben, sind diese Sonden fur die

Beurteilung der Ploidie gut geeignet.
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Insgesamt konnten die Verédnderungen in den Zelllinien mit Hilfe des kombinatorischen

Neuroblastom-Pools eindeutig identifiziert und ausgewertet werden.

4.3 Neuroblastom: Analyse von Gewebeschnitten

4.3.1 Allgemeines

Fur die Analyse von Gewebeschnitten eignen sich Gefrierschnitte oder Formalin-fixierte
Paraffin-eingebettete Gewebeschnitte.

Gefrierschnitte (Kryoschnitte) haben den Vorteil, dass es sich hierbei um unfixiertes und leicht
hybridisierbares Material handelt. Jedoch werden diese Schnitte von den Pathologen fiir weitere
Studien ungern aus der Hand gegeben, da sie haufig nur in geringen Mengen vorhanden sind.
Als gunstiger fur die Anfertigung zahlreicher Parallelschnitte haben sich daher Formalin-fixierte
Paraffin-eingebettete Gewebeschnitte erwiesen. Durch die gute Archivierungsmdéglichkeit und
Stabilitét bei der Aufbewahrung kann der klinische Verlauf der Erkrankung eines Patienten sehr
genau dokumentiert werden. Wichtig bei der Verwendung von Paraffin-Gewebeschnitten ist
eine Fixierung der Schnitte in gepuffertem Formalin. Bei ungepuffertem Formalin konnten
bislang keine zufrieden stellenden Hybridisierungs-Ergebnisse gezeigt werden, da die DNA auf
Grund zahlreicher Interaktionen mit anderer DNA und Proteinen nur schwer hybridisiert werden
kann.

Bisher wurde in der Literatur keine simultane Hybridisierung mehrerer Sonden auf
Neuroblastom-Gewebeschnitte beschrieben. Es wurden Hybridisierungen einzelner Sonden wie
MYCN auf Gewebeschnitte publiziert (Hachitanda et al. 1997). Auch bei anderen Tumoren
wurden bislang bis auf Ausnahmen (Maierhofer et al. 2003) lediglich ein oder zwei spezifische
Sonden hybridisiert. Die Kombination bestimmter Regionen-spezifischer Veranderungen kann
aber eine wichtige Rolle bei der zytogenetischen Einteilung und Charakterisierung spielen
(siehe Einleitung).

Des Weiteren galt es bisher als schwierig beziehungsweise unmdoglich, kleine Sonden wie
BACs und YACs auf Gewebe zu hybridisieren und ihre Signale nachweisen zu kénnen. Deshalb
wurden Studien hauptsachlich mit Centromer-Sonden durchgefuhrt. Diese zeichnen sich durch
ihre gute Hybridisierbarkeit und durch grof3e Signale aus, so dass diese leicht nachzuweisen
sind. Beim Neuroblastom sind Centromer-Sonden jedoch ungeeignet, da die bislang

nachgewiesenen Veranderungen eher telomernah sind.
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In dieser Arbeit wurden Centromer-Sonden fir das Austesten einer generellen
Hybridisierbarkeit sowie zur Ermittlung der Zellkerndicke verwendet.

Molekularzytogenetische Untersuchungen beschranken sich bisher vor allem auf sehr dinne
Schnitte unter 6 um, auf isolierte Zellen aus Gewebe (Paternoster et al. 2002) oder nach einer

Zellkernvereinzelung sowie auf kultivierte Zelllinien.

4.3.2 Problematik der Autofluoreszenz

Beim Neuroblastom besteht auf Grund seiner neuronalen Herkunft das Problem der
Autofluoreszenz. Diese Autofluoreszenz hat zur Folge, dass ohne eine aggressive
Vorbehandlung Fluoreszenzsignale unterdriickt werden kénnen. Deshalb war es notwendig ein
Protokoll zu entwickeln, welches die Autofluoreszenz so weit reduziert, dass eine eindeutige
Analyse der Fluoreszenzsignale ermoglicht wird.

Die Gewebedicke hat einen bedeutenden Einfluss auf eine Reduzierung der Autofluoreszenz.
Je dicker der Schnitt, umso intensiver und stabiler die Autofluoreszenz. Zu Beginn wurde mit
Schnitten von 20 pm und 30 um experimentiert; hierbei war es nicht mdoglich, die
Autofluoreszenz hinreichend zu reduzieren. Wie im Ergebnisteil gezeigt werden konnte, reicht
bei den untersuchten Neuroblastomen eine Dicke von 10 pm aus, um mdglichst viele Zellen in
unversehrtem Zustand zu erhalten und so eine vollstandige Analyse der Zellkerne durchfiihren
zu kénnen. Eine weitere Reduzierung der Dicke, wie sie zum Beispiel mit 6 um fir Versuche
und Diagnostik haufig angewendet werden, erhoht die Wahrscheinlichkeit, dass einzelne
Zellkerne angeschnitten werden und sie so nur unvollstindige Signalinformationen liefern.
Thompson und Mitarbeiter haben 1994 gezeigt, dass dinne Gewebeschnitte mit 6 um im
Vergleich zu dickeren Schnitten mit 20 um keine intakte Zellschicht mehr besitzen (Thompson
et al. 1994). Entsprechend zeigten Aubele und Mitarbeiter (1997), dass verschiedene
Gewebeschnitt-Dicken unterschiedliche FISH-Ergebnisse liefern (Aubele et al. 1997). Bei ihren
Untersuchungen am Prostatakarzinom konnte gezeigt werden, dass die in dickeren Schnitten
(15 um) auftretenden Amplifikationen bei diinneren Schnitten (5 um) tGbersehen wurden.

Als nachstes konnte mit einer Mischung aus Glycin und BSA sowie einer starken
Vorbehandlung durch Pepsin zur Verringerung des die Zellkerne umgebenden Cytoplasmas
eine Reduzierung der Autofluoreszenz erreicht werden. Glycin soll Aldehydgruppen in den

Gewebestrangen - welche ihren Teil zur Autofluoreszenz beitragen sollen - abséttigen.
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Inwiefern Glycin-BSA sowie eine starke Vorbehandlung mit Pepsin auch fiir die Verminderung
der Autofluoreszenz anderer neuronal entstandener Gewebe mit normalem oder kanzeroge-
nem Charakter geeignet ist, konnte noch nicht gezeigt werden.

Ferner hat sich herausgestellt, dass bei einer Reduzierung auch die Wahl der Dextransulfat-
Konzentration, die bei der Vorbehandlung der BACs und YACs eingesetzt wird, eine wichtige
Rolle spielt. In zahlreichen Vorversuchen konnte gezeigt werden, dass zwar bei hoher
Dextransulfat-Konzentration die Vernetzung auf dem Hybridisierungsfeld erhdht wird und so die
Sonden leichter an ihre spezifische Stelle auf dem Schnitt gelangen, jedoch eine hohe
Dextransulfat-Konzentration auch die Autofluoreszenz steigert.

Je geringer also die Dextransulfat-Konzentration, desto stringenter werden die Bedingungen der
Hybridisierung, und desto schwécher werden die Signale; gleichzeitig verringert sich aber auch
die Autofluoreszenz. Deshalb ist es wichtig, ein Mittelmal3 zwischen akzeptabler Signalintensitat
und maglichst geringer Autofluoreszenz zu finden.

Abbildung 30 zeigt mit BACs und YACs hybridisierte Zellkerne aus einem 10 um Gewebeschnitt
in verschiedenen Fluoreszenzkanélen. Der Schnitt wurde zunachst nicht vorbehandelt und dann
mit den beschriebenen Agenzien behandelt. Das Ergebnis stellt also dar, dass durch eine
geeignete Kombination aus angemessener Gewebeschnitt-Dicke, Vorbehandlung mit Glycin-
BSA, aggressiver Pepsin-Vorbehandlung (siehe unten) sowie einer geeigneten Wahl der

Dextransulfat-Konzentration die Intensitat der Autofluoreszenz erheblich reduziert werden kann.

4.3.3 Gewebeschnitte und Vorbehandlung

Bei Formalin-fixierten Paraffin-eingebetteten Gewebeschnitten ist im Vergleich zu
Lymphozyten-Préaparaten eine sehr intensive Vorbehandlung mit extrem hohem Pepsin-
Konzentrationen notig (30 pl Pepsin auf 1000 pl ddH,O im Vergleich zu 15 pl Pepsin auf 50 ml
ddH,0, dies entspricht einer Erhéhung um das 100-fache). Auch die Zeit der Inkubation wurde
bei der Vorbehandlung der Schnitte um das 60-fache erhéht, wobei jedoch der Verdau in
bestimmten Abstéanden unter dem Lichtmikroskop kontrolliert und etwa alle 20 Minuten eine
frische Pepsinldsung zubereitet werden sollte, um eine gleich bleibende Enzymaktivitat
gewdhrleisten zu koénnen. Dies zusammen macht eine Schnitt-Vorbehandlung sehr
zeitaufwandig und kann zudem nicht pauschal auf weitere Schnitte Gbertragen werden. Jeder

neue Tumor muss individuell auf eine neue Pepsin-Zeit eingestellt werden.
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Die unterschiedlichen Vorbehandlungszeiten konnten darauf beruhen, dass neben der
individuellen Beschaffenheit jedes Tumors auch die unterschiedlichen und haufig nicht
dokumentierten Fixierungszeiten der Gewebeschnitte mittels Formalin beitragen.

Als zusatzliches Problem beziglich der Pepsin-Vorbehandlung haben sich normale nicht
veranderte Zellen, wie sie zum Beispiel als abgegrenzter Bereich bei Patientin TJ vorkamen,
herausgestellt. Die Hybridisierungs-Signale waren insgesamt schwacher und schwieriger
auszuwerten, als es bei den Tumorzellen desselben Schnittes der Fall war. Man kbnnte daraus
schlieRen, dass die Kernmembran normaler Zellen andere Charakteristika aufweisen.

Eine solche Stabilitdt macht die Zellen weniger empfanglich fir chemische und mechanische
Einflisse, was eine Penetration der Sonden erschweren konnte.

Neben der intensiven Pepsin-Vorbehandlung hat sich eine Inkubation mit Triton-X 100 als
gunstig erwiesen. Durch Triton-X 100 als lipophiles Detergenz wird die Zellpermeabilitat erhéht.
In Experimenten hat sich gezeigt, dass mit einer Triton-X 100 -Vorbehandlung die Signale
intensiver werden.

Eine nachste Erweiterung des Protokolls beinhaltet eine bis zu zweistlindige Inkubation der
Schnitte in 70% Formamid bei Raumtemperatur. Dieser Schritt ist bei dickeren Geweben nétig,
um die DNA im Gewebe ausreichend zu denaturieren und so den Sonden zu ermdglichen, an
ihre entsprechenden Bindungsstellen im Gewebe zu hybridisieren. Eine solche zusatzliche
Formamid-Inkubation wird bei Hybridisierungen auf einzelnen Zellen nicht durchgefihrt. Zudem
ist die Inkubationszeit der Schnitte in Formamid bei 73°C im Gegensatz zur Denaturierung

einzelner Zellen um den Faktor 7,5 erhoht.

4.3.4 Wahl der Sonden

In dieser Arbeit wurden drei Gewebe verschiedener Patientinnen mit Neuroblastom untersucht.
Bei den untersuchten Tumoren handelte es sich um Neuroblastome von Patientin TJ mit einem
Tumor in Stadium 4 (Hughes Grad 2) sowie um Patientin HV mit einem Tumor im klinischen
Stadium 3 (Hughes Grad 2) und einem Lokal-Rezidiv HV-R derselben Patientin im Sinne eines
Stadiums 3.

Fur die Analyse obiger Gewebeschnitte wurden an Hand von CGH-Daten (Vandosempele et al.
1998, 2001; Plantaz et al. 2001) und nach persénlicher Ricksprache mit Frank Speleman vier
Sonden ausgewabhlt, die auf Regionen kartieren, welche bei der Beschreibung der Stadien eine
wichtige Rolle spielen. Hierbei handelt es sich um Sonden fir die Regionen 1p36, 2p24, 11923
und 17qg25.
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Neben den ausgewdahlten Sonden werden in der Literatur noch weitere Regionen beschrieben,
die beim Neuroblastom héaufig verandert sind; allerdings treten diese Veranderungen zu einem
geringeren Prozentsatz auf als die in dieser Arbeit beschriebenen Sonden, zum Beispiel 14932,
14923, 3pter und 16922 (siehe Einleitung).

Generell sollte es mdglich sein, bei einem momentan zur Verfiigung stehenden 8-Filter-Rad des
Mikroskops die Zahl der eingesetzten Sonden bei Einzelmarkierung bis auf sieben (zuziglich
DAPI) zu erhdhen. Allerdings ist die oben beschriebene Autofluoreszenz nicht in allen Kanalen
optimal reduziert, so dass bislang noch nicht alle Kanale zur Verfligung stehen kdnnen: starke
Autofluoreszenz zeigte sich nach oben beschriebener Reduktion immer noch im DEAC-Kanal
(Anregungsmaximum 426 nm, Emissionsmaximum 480 nm). Des Weiteren stellt Cy7
(Anregungsmaximum 755 nm, Emissionsmaximum 778 nm) ebenfalls nicht den Kanal erster
Wabhl dar, weil sich die Hybridisierungs-Signale in diesem Kanal im Vergleich zu anderen meist
als relativ schwach herausstellten und nicht in jedem Versuch intensive Ergebnisse lieferten.
Auch fur diese Experimente wurden die Sonden in einer Nicktranslation mit Fluorochromen
markiert. Wie bei der Hybridisierung auf Zelllinien erwies sich der Einsatz der Ausgangs-DNA in
einem 1:1 Verhéaltnis aus Alu-PCR und DOP-PCR als am besten, da diese Mischung die
intensivsten Ergebnisse lieferte.

Generell ist hinzuzufiigen, dass die Signalintensitat von BACs und YACs — nicht zuletzt wegen
ihrer geringen Gré3e — im Gegensatz zu Centromer-Sonden nicht sehr hoch ist und es so vieler
Vorversuche bei einer Hybridisierung auf Gewebeschnitte bedarf, um ein fir eine Auswertung
geeignetes Hybridisierungs-Ergebnis zu erlangen.

Bei der Hybridisierung der Sonden auf den Schnitt wurde die doppelte Menge des somit
Ublichen Hybridisierungs-Ansatzes verwendet, um zu gewahrleisten, dass der Schnitt
ausreichend mit der Sondenlésung bedeckt ist. Wie im Ergebnisteil gezeigt werden konnte, lag
die Hybridisierungs-Effizienz mit diesen beschriebenen Methoden selbst bei der Hybridisierung
von BACs und YACs um 90%.

4.3.5 Aufnahme und Dekonvolution

Die Aufnahme der Zellen in ihrem Gewebeverband erfolgte an Hand von dreidimensionalen
Bildstapeln. Ab einer gewissen Dicke ist eine zweidimensionale Aufnahme nicht mehr
ausreichend, da Signale auBerhalb der Fokusebene auftreten kdnnen. Dreidimensionale

Bildstapel erfassen die Zellen im Gewebeverband im Ganzen.
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Bei Praparaten mit Lymphozyten oder Zelllinien beispielsweise reicht eine zweidimensionale
Aufnahme aus, da diese Zellen sehr flach auf dem Objekttrager aufliegen und eine Dicke von
5 um in der Regel nicht Uberschreiten. Zellen eines dickeren Schnittes sind von ihrem
Gewebeverband umgeben, der durch eine zweidimensionale Inspektion nicht mehr analysiert
werden kann. Das hat zur Folge, dass die Grenzen der einzelnen Zellkerne nicht eindeutig
festgelegt werden kdnnen.

Dartber hinaus kénnen auch Signale darunter liegender Zellen in die gewéhlte fokale Ebene
hineinstrahlen und eine eindeutige Untersuchung der eigentlichen zugehdérigen Signale
unterbinden.

Mittels einer dreidimensionalen Aufnahme von etwa 50 — 70 Bildstapeln im Abstand von 250 nm
in Z-Richtung erhalt man auch bei dickeren Schnitten eine ausreichende Information Uber
Grenzen sowie Uber Struktur und Signalverteilung der Zellkerne.

Jeder Bildstapel beinhaltet Informationen der eingesetzten Fluorochrome, die in
zweidimensionalen Graustufenbildern dargestellt werden. Diesen wird anschlieBend eine
jeweils andere frei wahlbare Pseudo-Farbe zugeordnet. Durch Automatisierung des
Aufnahmevorgangs am Zeiss-Mikroskop mittels der Software Axiovision (Zeiss) ist es mdglich,
solche Stapelaufnahmen in etwa 10 bis 12 Minuten durchzufiihren.

Die Aufnahme von Bildstapeln Uber ein Epifluoreszenz-Mikroskop mit anschlieBender
Dekonvolution bietet gegentber den haufig eingesetzten konfokalen Mikroskopen bedeutende
Vorteile. Ein groRer Nachteil von konfokalen Mikroskopen ist der hohe Bedarf des Anregungs-
Lichtes, das benotigt wird, um ein konfokales Bild zu erzeugen. Dieser hohe Bedarf kann zu
einem schnellen Ausbleichen der Fluoreszenzfarbstoffe fihren. Eine normale Ausstattung eines
konfokalen Mikroskops ermdéglicht Gber einen Laser die Aufnahme von drei Fluorochromen,
normalerweise FITC, Cy3 und Cy5. Fur eine Gegenfarbung von Zellen mit DAPI musste ein
weiterer Laser verwendet werden, so dass in der Regel auf eine Farbung mit BRdU
zuriickgegriffen wird, was aber einen der oben genannten Kanéle benétigt und dieser somit fur
Sonden ausfallt. Eine Erweiterung des Systems auf weitere Kandale fir den Nachweis einer
grol3en Anzahl verschiedener Fluorochrome, die vom UV bis zum Infrarot-Bereich reichen, ist
zudem sehr kostspielig. Insgesamt sind konfokale Systeme im Vergleich zu Epifluoreszenz-
Mikroskopen sehr teuer. Aus diesem Grund hat sich die Epifluoreszenz-Mikroskopie mit
anschlieRender Dekonvolution als geeignete Alternative erwiesen (Carrington et al. 1995).
Neben der kostengiinstigeren Anschaffung ist die dreidimensionale Aufnahme der Bildstapel
sehr schnell durchzufihren, so dass die Problematik des Ausbleichens umgangen wird.
AulRerdem kann auf ein breites Spektrum an Fluorochromen vom UV bis zum Infrarot-Bereich

zuruickgegriffen werden.
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Ein momentaner Nachteil der zurzeit verfligbaren Dekonvolutions-Software stellt die relativ
lange Berechnungszeit dar. Je nach Bildgrof3e betragt die Berechnung zwei bis sechs Stunden
(PC. Pentium 4 15GHz, 768MB RAM). Diese Berechnungszeit kann jedoch durch

leistungsstarkere Computer erheblich reduziert werden.

Nach der Aufnahme einzelner Bildstapel werden die Zellkerne einer Dekonvolution unterzogen.
Die meisten Aufnahmen in einem Bildstapel enthalten auch so genannte ,out of focus*
Informationen, die ihren Ursprung auferhalb der fokalen Ebene haben. Dadurch wird eine
dreidimensionale Darstellung erschwert (McNally et al. 1999). Durch eine Dekonvolution mittels
einer ,maximum likelihood image restoration“ Algorithmus (Schaefer et al. 2001) wird durch
Rickrechnung und folgender Reduzierung dieser ,out of focus“-Information eine eindeutige
Zuordnung der Fluoreszenzsignale in den zuvor aufgenommenen Bildstapeln und eine
Rekonstruktion der Schichten zu einem ganzen Zellkern erméglicht. Der Zellkern erscheint nach
der Dekonvolution in allen Ebenen scharf und abgegrenzt, die Signale weisen einen starkeren
Kontrast zum Hintergrund auf, und der Hintergrund wird reduziert (siehe zum Beispiel
Abbildung 34).

Nach der Dekonvolution ist es mittels der Software Axiovision 3.1 méglich, eine 3D-Rekon-
struktion der Zellkerne vorzunehmen. Durch diese Rekonstruktion kénnen die Zellkerne mit
verschiedenen Oberflachen beziehungsweise mit unterschiedlichen ,Materialeigenschaften”
ausgestattet werden.

Die fur diese Arbeit relevanten Oberflachen waren die Darstellungsformen ,Surface* und
-Maximum®. Mittels der Darstellung ,Surface” war es maglich, eine mégliche Rekonstruktion der
urspriinglichen Zellkernoberflache zu erhalten, indem der Zellkern von einer rekonstruierten
AulRenhaut umgeben wird. Dies half bei der Beurteilung, ob der Zellkern vollstdndig oder
angeschnitten war. Ein angeschnittener Zellkern hétte eine nur unvollstdndige Analyse der
Fluoreszenzsignale bedeutet und so die Ergebnisse verfalscht.

Wie im Ergebnisteil dargestellt wurde, ergab zum Beispiel die Analyse von Zellkernen von TJ
aus einem Areal mit normalen Zellen fiur jede Sonde zwei Signale, was einem normalen
Hybridisierungmuster entspricht. Daraus kann man schliel3en, dass diese Zellkerne, die mittels
der Darstellung ,Surface” vollstdndig gezeigt werden, tatsachlich nicht angeschnitten sind
(siehe Abbildungen 35 bis 37).

In den Abbildungen 35 und 40 sind Zellkerne von verschiedenen Seiten (Drehung in Y-Rich-
tung) gezeigt. Auf der Rickseite der Zellkerne sehen diese eingedellt aus, jedoch entsprechen

sie in ihrer Oberflachenstruktur den anderen Seiten.
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Eine mogliche Erklarung hierfir wéare, dass die Zellkerne mit dieser Seite dem Objekttrager
aufliegen und sie so in eine entsprechende Form gepresst werden kdnnten.

Die Darstellung ,Maximum® zeigt die DAPI-Farbung des Zellkerns in einer transparenten
Ansicht, wodurch die Ausdehnung und Lage der Signale im Zellkern betrachtet werden kann.
Den Signalen kénnen frei wahlbare Farben zugeordnet werden. Zudem kann gewahlt werden,
ob die Signale mit oder ohne DAPI-Maske abgebildet werden sollen.

Diese Darstellungsform hat sich zum Beispiel bei der Beurteilung der HSR-Amplifikationen des
Primér-Tumors von Patientin HV und dem Lokal-Rezidiv HV-R als nutzlich erwiesen. Bei
zweidimensionaler Inspektion erschien die Ausdehnung der Amplifikation bei weitem nicht so
grol3 wie sie sich nach dreidimensionaler Betrachtung der Zellkerne in der Darstellung
Maximum" sowie nach Drehung in verschiedenen Richtungen tatsachlich erwies: die

Amplifikationen reichten haufig bis in die Zellkernmitte hinein.

Ein Problem bei Tumorzellen stellt die Heterogenitat bei der Morphologie dar. Tumorzellen
tendieren haufig dazu, sich im Gegensatz zu normalen nicht verdnderten Zellen morphologisch
voneinander zu unterscheiden. Zellkerngrenzen kénnen bei hoher Zelldichte oft schlecht
bestimmt werden. Dies erschwert bei der dreidimensionalen Inspektion eine eindeutige
Zuordnung der Grenzen. In solchen Fallen mussten mittels visueller Inspektion die Ebenen in Z-
Richtung einzeln ausgewertet werden. War eine Zuordnung der Grenzen auch dann nicht
eindeutig moéglich, mussten diese Zellen von einer Beurteilung ausgeschlossen werden, um die

Ergebnisse nicht zu verfalschen.

4.3.6 Beurteilung der Ergebnisse

Insgesamt lieferte die dreidimensionale Aufnahme aller Bildstapel mit anschlieRender
Dekonvolution und Analyse sehr gute und reproduzierbare Ergebnisse. Die Anwendbarkeit der
entwickelten Protokolle wurde an Hand der Aufnahme und Auswertung von Uber 800 Zellkernen

getestet.

Fur die Schnitte wurden von jedem Zelltyp je 100 Zellkerne analysiert. Die Signale der 100
Zellkerne wurden fir die einzelnen Kanal gezahlt und statistisch ausgewertet. Die Auswertung
hat ergeben, dass 100 Zellkerne statistisch signifikant sind und so eventuell mégliche Fehler

durch die visuelle Inspektion vernachlassigt werden kdnnen.
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Bei der Analyse des Rezidivs HV-R fiel auf, dass im Gewebeschnitt sowohl Tumorzellen mit
einer Amplifikation in Form von HSRs (MYCN) sowie 17g25-Amplifikationen vorhanden waren,
daneben aber Zellen zu beobachten waren, die keine HSR-Amplifikationen zeigten. In diesen
Zellen waren auf3erdem auch die anderen Sonden mehr oder weniger unverandert, wie es bei
normalen Zellen zu erwarten ware. Das Verhaltnis Tumorzellen zu normalen nicht veranderten
Zellen wurde auf 85:15 geschatzt (ohne Abbildung).

Es stellt sich hierbei die Frage, ob es sich bei diesen ,normalen* Zellen zum Beispiel um
eingewanderte Lymphozyten handelt, die durch spezifische Immunabwehr den Tumor
bekampfen. Es konnte sich auch um normale Stromazellen handeln, wie sie in der Shimada-
Klassifikation (Shimada et al. 1999) genannt werden, oder um einen Tumorklon, der noch nicht
die sonst Ublichen zytogenetischen Verénderungen zeigt.

Man konnte diese Fragestellung klaren, indem man die Gewebeschnitte in zukilnftigen
Experimenten mit zusétzlichen Neuroblastom-spezifischen Oberflachenmarkern oder in diesem
speziellen Fall mit Lymphozyten-spezifischen Oberflichenmarkern analysiert.  Fir
Neuroblastom-spezifische Oberflachenmarker wurde bislang der Anti-G(D2)-Antikérper ch14.18
beschrieben. G(D2) ist ein Gangliosid, welches sowohl auf ruhenden als auch auf
proliferierenden Neuoblastomzellen exprimiert wird. Allerdings scheint dieser Antikdrper nicht
fur Paraffinschnitte geeignet zu sein (personliche Mitteilung Peter Ambros, Wien). Ein weiterer
Marker MAB2052 wird von der Firma Chemicon angeboten. Dieser wurde jedoch nur bei
Gefrierschnitten angewendet; flr Paraffinschnitte liegen bislang aber keine Erfahrungswerte vor
(personliche Mitteilung der Firma Chemicon).

Oberflachenmarker reichern sich auf der Zelloberflache an. Deshalb stellt sich die Frage,
inwieweit diese nach der beschriebenen aggressiven Vorbehandlung noch nachweisbar sind.
Falls diese nachweisbar waren, ist nicht klar, ob eine simultane Hybridisierung von
Oberflachenmarkern und Sonden mdoglich ist.

Eine Strategie wéare die Hybridisierung der Oberflaichenmarker auf den Gewebeschnitt mit einer
anschliefenden automatisierten Zellkernsuche mit der Software ,Metafer® der Firma
Metasystems. Diese Software erlaubt eine automatisierte Suche von mittels
Oberflachenmarkern gefarbten Zellkernen und gleichzeitiger Dokumentation der Koordinaten.
Es ist aber nicht abzuschatzen, inwieweit die durch die unbehandelten Schnitte auftretende
Autofluoreszenz die Zellkern-Suche beeinflusst und ob Gberhaupt die Oberflachenmarker, die ja
auch an Fluoreszenzfarbstoffe gebunden sind, die Autofluoreszenz Uberstrahlen.

Nach dieser automatischen Dokumentation musste der Schnitt der oben beschriebenen

intensiven Vorbehandlung unterzogen und die Sonden hybridisiert werden.
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Die zuvor gespeicherten Koordinaten wirden bei anschlie3ender Mikroskopaufnahme das
Wiederfinden der gesuchten Zellkerne ermdglichen. Hierbei ist nicht klar, ob die Zellkerne durch
die Vorbehandlung ihre Struktur so verandert haben, dass eine Wiedererkennung noch méglich
ist, da ja davon auszugehen ist, dass die zuvor hybridisierten Oberflaichenmarker nicht mehr
vorhanden sind und so nicht mehr zum Wiederfinden der Zellkerne beitragen kdnnen.
Hinsichtlich der Veranderungen der einzelnen untersuchten Tumoren fielen einige
Besonderheiten auf. MYCN-Amplifikationen treten wie in der Einleitung beschrieben in Form
von double minute Chromosomen (dmin) oder homogenous staining regions (HSRs) auf. HSRs
werden in Form von groRen gefarbten Bereichen im Zellkern sichtbar, die an Zellkerndoméanen
erinnern (Cremer et al. 1996, Solovei et al. 2000). Um beide Formen der Amplifikation zu
bestatigen, kbnnte man mittels aus demselben Tumor extrahierter DNA eine CGH durchfihren.
Beim Neuroblastom wurden in anderen Zusammenhangen in zahlreichen Verdffentlichungen
CGHs durchgefiihrt und deren Anwendbarkeit dargestellt (zum Beispiel Brinkschmidt et al.
2001, Vettenranta et al. 2001, lehara et al. 2002).

In diesem Fall kénnte die CGH nicht nur einen Gewinn von MYCN nachweisen, sondern auch
Amplifikationen oder Verluste anderer Regionen-spezifischer Verdnderungen aufzeigen. Dies
hatte den Vorteil, dass in einer nachfolgenden Analyse auf individuelle numerische
Veradnderungen jedes Tumors eingegangen werden konnte.

Als weitere neuere molekularzytogenetische Strategien zum Nachweis von Uber-/ oder
Unterreprasentierungen waren zum Beispiel Microarray-Analysen mit isolierter DNA (= Veran-
derungen der DNA-Kopienzahl) oder RNA (= Veranderungen der Expressionsmuster der
Gene) mdoglich. Diese zeichnen sich durch ein hohes Auflosungsvermodgen aus. Bei einer
Microarray-Analyse wird anstatt auf Metaphase-Chromosomen, wie sie bei einer CGH
verwendet wird, auf zahlreiche Kkartierte DNA-Sequenzen, die auf einen Objekttrager
aufgebracht sind, hybridisiert (Solinas-Toldo et al. 1997, Pinkel et al. 1998).

Alternativ ware zum Beispiel auch eine CESH (comparative expressed sequence hybridization,
Lu et al. 2001) -Analyse denkbar. Die CESH gibt einen genomweiten Uberblick relativer
Expressionsmuster eines bestimmten Gewebes; die Expressionsverteilungen werden mittels
eines normalen Hybridisierungs-Verfahrens auf Chromosomen nachgewiesen und ausgewertet.
Dadurch kann die Uber-/ oder Unterexpression von Genen gezeigt werden, ohne die
Sequenzen der entsprechenden Gene kennen zu miussen. Das Auflosungsvermdgen von
CESH ist ahnlich wie bei der CGH.
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HV-R ist ein Rezidiv des Priméar-Tumors von Patientin HV. Vergleicht man die Ergebnisse der
beiden Tumoren miteinander, fallt auf, dass bei HV im Gegensatz zu HV-R keine Zellen mit
einem einer normalen Zelle entsprechenden Hybridisierungsmuster beobachtet werden
konnten. Wie bereits beschrieben, kann ohne weitere Experimente nicht festgelegt werde, um
welchen Zelltyp es sich bei den nicht veranderten Zellen von HV-R handelt.

Zum anderen fallt auf, dass HV im Gegensatz zu HV-R viel mehr 17g25-Amplifikationen hat: der
Mittelwert der 17g-Signale liegt bei HV bei 4,96 und bei HV-R bei 3,83.

Des Weiteren ist es nicht leicht, an Hand von Interphase-Zytogenetik den Ploidiegrad der
Tumoren zu beurteilen; die Beurteilung der Veranderungen wie Amplifikationen und Deletionen

hangt jedoch stark von der Ploidie ab (siehe Kapitel 4.3.7).

Mit Einsatz der ausgewahlten vier Neuroblastom-spezifischen Sonden konnten wichtige
Veranderungen der verschiedenen Tumoren eindeutig nachgewiesen werden. Die in dieser
Arbeit beschriebene Methode zur Hybridisierung von BACs und YACs auf Gewebeschnitte stellt
so eine neue und reproduzierbare Methode zur Charakterisierung von Tumoren fir

retrospektive und prospektive Studien dar.

4.3.7 Korrelation von Zytogenetik und klinischen Daten

Auf den folgenden Seiten wird ein Uberblick tiber die zytogenetischen Ergebnisse im Vergleich
zu den klinischen Befunden gegeben. Obwohl die zytogenetischen Ergebnisse auf einer
Analyse von nur 100 Zellkernen basieren, zeigen die zytogenetischen und klinischen Befunde

sehr gute Ubereinstimmungen.

Beim Neuroblastom der Patientin TJ (INSS Stadium 4, Hughes Grad 2) kann auf Grund des
Vergleichs der Auswertung nicht verdnderter Zellen und Tumorzellen davon ausgegangen
werden, dass die Tumorzellen mit hoher Wahrscheinlichkeit diploid sind. Unter Bertcksichti-
gung der Tabellen 51 und 52 resultiert daraus ein Verlust von 1p36 in Assoziation mit einer
Amplifikation von 2p24 (MYCN), keine Verdnderung von 17925 sowie ebenfalls keine
Verdnderung von 11g23.
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Der Tumor von TJ lasst sich nicht in eine der drei zytogenetischen Typen nach Brodeur
einteilen (siehe Tabelle 2), da diese Kombination der genetischen Verdnderungen nicht
vorgesehen ist. Am ehesten entspricht das Ergebnis einem Typ 3 Tumor und stimmt dann mit

dem klinisch festgelegten INSS Stadium 4 Uberein.

Bei HV wurden ein Prim&rtumor und ein Lokal-Rezidiv (HV-R) zytogenetisch untersucht.

Aus der folgenden Tabelle und unter Bericksichtigung des klinisch festgelegten Stadiums 3
(keine Fernmetastasen) sowie der zytogenetischen Einteilung (Tabelle 2) des Neuroblastoms
wird ersichtlich, dass es sich beim Priméartumor von HV entweder um einen diploiden oder um
einen tetraploiden Tumor handeln muss. Es kann sich nicht um einen triploiden Tumor handeln,

da dieser nur bei Tumoren in Stadium 1, 2 und 4s auftritt.

Tabelle 60 zeigt die Konsequenzen von zwei verschieden angenommenen Ploidien und stellt

eine Zusammenfassung von Tabelle 53 im Ergebnisteil dar (Ergebnis von 100 ausgewerteten

Tumorzellen).

spezifische Regionen

Annahme: Diploidie

Annahme: Tetraploidie

1p36

Verlust: 19% <1
Keine Veradnderung: 65%
Gewinn: 16% > 3

Verlust: 100% < 3

17925

Verlust: 1%
Keine Veranderung: 6%
Gewinn: 93% > 3

Verlust: 16% < 3
Keine Veradnderung: 22%
Gewinn: 62% > 5

2p24 (MYCN)
HSR

kein HSR 5%, 1 HSR 55%,
2 HSR 23%, 3 HSR 4%

kein HSR 5%, 1 HSR 55%,
2 HSR 23%, 3 HSR 4%

2p24 (MYCN)

zuséatzliche Signale

Keine zusatzliche Signale in
13%, 1in 42%, 2 in 30%,
3in 11%, 4 in 4%

Keine zusatzliche Signale
13%, 1in 42%, 2 in 30%,
3in 11%, 4 in 4%

11923 Verlust: 9% <1 Verlust: 89% < 3
Keine Veranderung: 21% Keine Veranderung: 10%
Gewinn: 70% > 3 Gewinn: 1% >5

Tabelle 60:  Signalverteilung bei HV bei angenommener Diploidie und Tetraploidie.

168




Diskussion

Bei Annahme eines diploiden Tumors besteht bei 1p36 in 65% keine Verdnderung. MYCN ist in
Form von HSRs amplifiziert, und 17925 zeigt in 93% einen Gewinn. Da eine MYCN-
Amplifikation meist mit einem Verlust von 1p36 einhergeht, ist hier eine Diploidie wohl eher
unwahrscheinlich.

Von Tetraploidie ausgehend, ergibt sich daraus in 100% der ausgewerteten Zellen ein Verlust
von 1p36, assoziiert mit einer MYCN-Amplifikation in Form von HSRs und in 62% ein Gewinn
von 17g25.

Wie in der Einleitung in den Kapiteln 1.1.4 und 1.1.5 ausfuhrlich erlautert wurde, bedeutet ein
Gewinn von 17qg sowie eine Assoziation von 1p Verlust, MYCN-Amplifikation und Gewinn von
179 eine unginstige Prognose. Auf der anderen Seite kann allein an Hand des BACs fir 17925
nicht auf einen Gewinn von Chromosomenteilen geschlossen werden, da die Sonde ja nur
einen kleinen Bereich des Chromosoms abdeckt. Um dies zu klaren, kdnnte man zum Beispiel
zusatzlich eine Kontrollsonde, wie sie bei den Zelllinien verwendet wurde (17p12), hybridisieren.
Als anderer Ansatz wére eine CGH denkbar.

Bei diesem Tumor kommt in 89% noch ein Verlust von 11923 hinzu, was laut Literatur als
unabhangiger unginstiger prognostischer Faktor gilt (siehe Einleitung) und so den klinisch

ungunstigen Verlauf an Hand der zytogenetischen Daten bestétigen kénnte.

Der klinische Befund der Patientin HV (INSS Stadium 3, Hughes Grad 2) hat nach
protokollgeméaRer Behandlung mit Chemotherapie (GPOH Protokoll NB97) eine fraglich
komplette Remission ergeben: in der Bildgebung war noch ein kleiner verkalkter Geweberest zu
erkennen. Passend zur ungtnstigen Prognose bei MYCN-Amplifikationen im Stadium 3 traten 1
Jahr nach Erstdiagnose ein erstes und inzwischen ein zweites und drittes Lokal-Rezidiv auf.

Vergleicht man die Ergebnisse in Kapitel 3.2.6 mit der zytogenetischen Einteilung des
Neuroblastoms durch Brodeur (Tabelle 2), kann man bei kombinierter 1p Deletion, MYCN-
Amplifikation und 17q Gewinn auf einen Typ 3 Tumor schlieBen, was dem INSS Stadium 4
entspricht. Klinisch wurde der Tumor wegen fehlender Fernmetastasen auf ein Stadium 3
festgelegt. Bei INSS Stadium 3 sollte es sich nach der Aufteilung von Brodeur um ein Typ 2
Neuroblastom handeln mit einer 1p Deletion, aber keiner MYCN-Amplifikation sowie keiner
Veranderung von 17q. Somit besteht eine Diskrepanz zwischen klinischer-/ und zytogenetischer

Dateneinteilung.
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Bei der Probe HV-R handelt es sich um ein Lokal-Rezidiv des Primartumors von HV im Sinne
eines Stadiums 3 (Hughes Grad 3). Aus den Daten dieser Arbeit und unter Bertcksichtigung
des Stadiums sowie der zytogenetischen Einteilung (siehe Tabelle 2) des Neuroblastoms wird
ersichtlich, dass bei diesem Tumor Diploidie oder Tetraploidie mdglich ist. Es kann sich auch

hierbei nicht um Triploidie handeln, da diese nur bei Tumoren in Stadium 1, 2 und 4s auftritt.

Die folgende Tabelle zeigt einen Vergleich zwischen angenommener Diploidie und
angenommener Tetraploidie und stellt eine Zusammenfassung von Tabelle 56 im Ergebnisteil

dar (Ergebnis von 100 ausgewerteten Tumorzellen).

spezifische Regionen

Annahme: Diploidie

Annahme: Tetraploidie

1p36

Verlust: 11% <1
Keine Veranderung: 85%

Gewinn: 4% > 3

Verlust; 100% < 3

17925

Verlust: 3% <1
Keine Veranderung: 4%
Gewinn: 93% > 3

Verlust: 18% < 3
Keine Veranderung:72%
Gewinn: 10% >5

2p24 (MYCN) HSR

In 64% 1 HSR, 35% 2 HSR,
1% 3 HSR

In 64% 1 HSR, 35% 2 HSR,
1% 3 HSR

2p24 (MYCN)

zusatzliche Signale

In 33% kein zusatzliches Signal,
31% 1 Signal, 38% 2 Signale,
8% 3 Signale

In 33% kein zusatzliches Signal,
31% 1 Signal, 38% 2 Signale,
8% 3 Signale

11923 Verlust: 3% <1 Verlust: 94% < 3
Keine Veradnderung: 16% Keine Veradnderung: 4%
Gewinn:81% > 3

Tabelle 61:  Signalverteilung von HV-R bei angenommener Diploidie und Tetraploidie.

Wie aus obiger Tabelle ersichtlich wird, ist bei einer angenommenen Diploidie 1p36 in 85%
nicht verandert, MYCN ist in Form von HSRs amplifiziert, und in 93% besteht ein Gewinn von
17925. Da jedoch, wie in der Einleitung erlautert wurde, eine MYCN-Amplifikation meist mit
einem 1p Verlust assoziiert ist, ist auch bei dem Rezidiv Diploidie wohl eher unwahrscheinlich.
Bei einem tetraploiden Tumor ist in 100% der ausgewerteten Zellen assoziiert mit einem Verlust
von 1p36, einer Amplifikation von 2p24 in Form von HSRs und in 10% einem Gewinn von
17925.
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Da bei angenommener Tetraploidie in 72% keine Verdnderung von 1725 vorkommt, kdnnte
man an Hand der Literaturdaten (siehe Einleitung) daraus schlie3en, dass bei einem nicht
veranderten 17 von einer eher gunstigeren Prognose ausgegangen werden kann. Jedoch ist
bei angenommener Tetraploidie in 94% ein Verlust von 11923 zu beobachten. Hierbei diskutiert
man einen Verlust in 11923 als einen unglnstigen prognostischen Faktor, der unabhangig von
einer MYCN-Amplifikation ist (siehe Kapitel 1.1.4.2). Somit kdnnte man allein auf Grund eines
11923 Verlustes wieder auf eine eher ungtinstigere Prognose schliel3en.

Bislang wurde die Patientin operativ sowie mit Chemotherapie und externer Radiotherapie

behandelt. Ein drittes Rezidiv ist aktuell in partieller Remission.

4.3.8 Prognostische Modelle

Versuche, prognostische Modelle fiir das Neuroblastom zu finden, gibt es viele. Zum Beispiel
schlagen Lastowska und Mitarbeiter (Lastowska et al. 2001) ein Modell vor, das spezifische
genetische Veranderungen mit morphologischen und klinischen Erkenntnissen vereint. Durch
Analyse von 96 Tumoren werden Neuroblastome in 4 verschiedene Gruppen eingeteilt, wobei
sie annehmen, dass es sich bei einem Gewinn in 17q moglicherweise um den starksten

prognostischen Faktor handelt. Diese Einteilung ist in der folgenden Abbildung dargestellt.

GENOTYPE PHENOTYPE CLINICAL

GROUP 1 REGRESSING

. poorly diff. or
differentiating

age < 1 year
Icification /+/ tages 1,2,3,4s

{>50% of cases) PFS ~96%
o MKilow

® CD44 +

3n
numerical
changes

GROUPS 2/3 PROGRESSING
—
median age 4.0 yrs
stages 4,3,2

PFS ~20%

median PFS 28 mths

various unbalenced
translocations of 17q

oriso 17q
unbaﬁanc%
(1,17)

+17q

-11q,-3p,-4p,+7q
+accumulates
numerous
others

@ poorly diff.

@ calcification i+/
(<50% of cases)

o MKilow or

CD44 +

median age 1.8 yrs
stages 4,3

PFS ~20%

median PFS 14 mths

acquires RAPIDLY
MYCN amp® PROGRESSING

. poorly diff. or median age 23 yrs

stages 4,3
PFS ~20%
median PFS 9@ mths

o calcification /- /
(~90% of cases)
® MKI low or high

® CDas:

Abbildung 57: Charakteristika von Neuroblastomen nach genetischen, morphologischen und klinischen
Gesichtspunkten (Lastowska et al. 2001).
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Zusammenfassend geht aus obiger Abbildung hervor, dass Tumoren der Gruppe 1 neben
numerischen Veradnderungen inklusive einem Gewinn von Chromosom 17 durch Triploidie und
klinische Merkmale, auf die hier nicht ndher eingegangen werden soll, charakterisiert sind
(entspricht INSS Stadien 1, 2, 4s beziehungsweise Typl nach Brodeur; glinstiger Verlauf).
Gruppe 2/3 ist gekennzeichnet durch eine grol3e Anzahl von strukturellen Veranderungen,
wobei bei Gruppe 3 ein Gewinn von 17qg assoziiert ist mit einem Verlust in 1p sowie einem
haufigen Verlust von 11qg. Beide Gruppen entsprechen einem Typ 2 Neuroblastom nach
Brodeur (Gruppe 2 entspricht INSS Stadium 2,3 und 4, Gruppe 3 entspricht INSS Stadium 3
und 4; schlechte Prognose).

Gruppe 4 (entspricht Brodeurs Typ 3 Neuroblastom) ist charakterisiert durch das Fehlen einer
11g Deletion, einer Kombination aus MYCN-Amplifikation, 1p Verlust und 17g Gewinn
(entspricht INSS Stadien 3 und 4, schlechte Prognose). Auch hier soll nicht naher auf die

morphologischen Veranderungen eingegangen werden.

In obiges Modell kann das Neuroblastom von TJ nicht eingeteilt werden, da die Kombination 1p
Verlust, MYCN-Amplifikation und eine fehlende 17q Uberreprasentierung nicht vorgesehen ist.
Auch Brodeur bezieht einen Gewinn von 17q in seine Einteilungen mit ein.

Die Diskrepanz zwischen zytogenetischer und klinischer Einteilung bei HV legt nahe, dass die
derzeit verwendeten Einteilungsverfahren ihre Limitierungen haben. Ein Ansatz, der — wie hier
beschrieben — auf Einzelzellanalysen beruht, kann bei grof3eren Patientenzahlen vielleicht zu
einer Verbesserung der Einteilung fuhren. Deshalb ware es wichtig und zukinftig
winschenswert, noch zusatzliche Neuroblastom-Gewebeschnitte mit Interphase-FISH zu
untersuchen und mit den klinischen Daten zu vergleichen. Mit weiteren Daten wird es mdglich
sein, zytogenetische Einteilungen, wie sie hier vorgestellt wurden, zu verfeinern und so eine

bessere Klassifizierung der Tumoren vornehmen zu kénnen.
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4.4 Maus 7 Fluorochrom M-FISH

4.4.1 Allgemeines

Wie zu Beginn dieser Arbeit erlautert wurde, ahneln sich die 40 Maus-Chromosomen in ihrer
Morphologie und Struktur. Dies erschwert die Identifizierung der einzelnen Chromosomen und
erfordert ein geschultes Personal, um mit Hilfe der G-Banden-Technik Veradnderungen zu
erkennen.

M-FISH erlaubt eine einfache, schnelle und objektive Identifizierung chromosomaler
Veranderungen. Mit Maus M-FISH ist es mdglich, 21 chromosomenspezifische DNA-
Bibliotheken simultan auf Maus-Chromosomen zu hybridisieren und alle Maus-Chromosomen
zu karyotypisieren. Der Vorteil von M-FISH liegt in dem geringen zeitlichen Aufwand, der
eindeutigen Ergebnisse und der breiten Anwendungsmoéglichkeit, welche auch von einem
weniger geschulten Personal durchgefihrt werden kann.

Eine erfolgreiche M-FISH Hybridisierung ist von mehreren Faktoren wie dem Grad der
Chromosomen-Kondensation, der Qualitat der DNA-Sonden und der Zusammensetzung der
Fluorochrome der einzelnen Chromosomen abhéngig. Der Einfluss des Kondensationsgrades
auf die Identifizierung kleiner struktureller Aberrationen wurde im Labor intensiv an
menschlichen Chromosomen getestet (Uhrig et al. 1999). Zudem kann auch die Wahl der
Fluorochrome unter Umstéanden zu nicht eindeutigen Ergebnissen fihren; ein Chromosom kann
in den einzelnen Kanalen je nach Fluorochrom unterschiedlich grol3 erscheinen. Das liegt
daran, dass bei einem indirekten Nachweis Uber Antikdrper mehr Fluorochrome binden, als sie
bei direkt verwendeten Fluorochromen eingebaut werden. Aus diesem Grund strahlen indirekt
markierte Sonden intensiver und wirken etwas grol3er. Generell haben Fluorochrome die
physikalische Eigenschaft, (ber ihren eigenen Zielbereich und somit auch in einen
Nachbarbereich auszustrahlen. Dies kdnnte daran liegen, dass bei der Denaturierung der
Chromosomenpréparate DNA-Loops gelockert werden. Dadurch kdnnen Artefakte an den
Réandern der Chromosomen und an den Bruchpunkten zwischen translozierten Chromosomen

entstehen.

Betrachtet man die im Ergebnisteil vorgestellten Karyotypen, fallt auf, dass die Centromere
haufig unterschiedliche Farben erhalten, welche nicht der Klassifizierungsfarbe des restlichen
Chromosoms entsprechen. Centromere bestehen aus repetitiven Sequenzen (Satelliten-DNA;
Boyle et al. 1990, Garagna et al. 2002), die bei der Hybridisierung durch Zugabe von Cot-1

DNA supprimiert werden.
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In einer personlichen Mitteilung von Nigel Carter heif3t es, dass durch die Wahl des 6A1 DOP-
Primers (im Vergleich zum konventionell verwendeten 6MW-Primer) die Anzahl der
Kreuzhybridisierungen gesenkt wird. Durch den 6Al1-Primer konnte die Amplifikation der
repetitiven Sequenzen gesenkt werden. Durch die Supprimierung der Centromer-spezifischen
Sequenzen weisen die Centromere keine Hybridisierungs-Signale auf. Die Centromere liegen
innerhalb der DAPI-Segmentierungsmaske, und die Software MCK versucht jedem Pixel
innerhalb dieser Segmentierungsmaske eine Farbe zuzuordnen. Auf Grund der schwachen
Fluoreszenzintensitaten im Centromerbereich ist das Resultat eine eher ,zufallige”
Klassifikation. Dies konnte verhindert werden, wenn im Bildverarbeitungsprozess ein

Schwellwert definiert wird.

4.4.2 Auflésungsvermoégen von 7 Fluorochrom M-FISH

In dieser Arbeit wurde die Zahl der fir M-FISH eingesetzten Fluorochrome von funf auf sieben
erhoht. Durch die Erhéhung der Fluorochrome erhélt jedes Chromosom die gleiche Anzahl an

Fluorochromen, in diesem Fall je zwei.

Die folgende Abbildung zeigt einen Vergleich zwischen den beiden Klassifizierungsschemen fir
5 Fluorochrom M-FISH und 7 Fluorochrom M-FISH der Maus. Hieraus wird ersichtlich, dass die
Chromosomen bei 7 Fluorochrom M-FISH alle mit je zwei Fluorochromen kombinatorisch
markiert sind und somit Chromosomen, die mit nur einem oder drei Chromosomen markiert

sind, wegfallen.
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Abbildung 58: Vergleich zwischen 5 Fluorochrom M-FISH (A) und 7 Fluorochrom M-FISH (B) der Maus.
SpectrumGr = FITC, SC8 = DEAC.
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Durch Erh6hung der Fluorochromzahl auf sieben wird die Probenkomplexitat gesenkt und
gleichzeitig die Reproduzierbarkeit erhdoht. Dies hat zum einen den Vorteil, dass auch eine
schlechtere Metaphasenqualitéat noch auswertbare Hybridisierungs-Ergebnisse liefert.

Zum anderen wird durch Verringerung der Probenkomplexitat im Vergleich zu 5 Fluorochrom M-
FISH die Gefahr der Artefaktbildung vermindert.

Zudem hat der Einsatz von mehr Fluorochromen zur Folge, dass bei einer auftretenden
einfachen Translokation sich die beiden involvierten Chromosomen stets in mindestens einem
Fluorochrom voneinander unterscheiden.

Wie die folgende Abbildung zeigt, entfallt bei 7 Fluorochrom M-FISH die Situation, dass eine
kleinere Translokation eventuell Gbersehen wird, wenn das involvierte Chromosom mit einem
gleichen Chromosom markiert ist wie das translozierte Segment (Typ 3 Farbkombination; siehe

auch Einleitung Kapitel 1.3).

Signalerkennungl Frequenz (%)
A B visuell | auto | 5f 7f
ﬁ E.'I il
| | [ | 126 | 0
VAL L

Abbildung 59: Typ 3 Farbkombination.
wisuell* = Erkennung der Veranderungen mittels visueller Inspektion.

~auto” = Automatische Klassifizierung mittels der Klassifizierungs-Software.

Wie in der Einleitung beschrieben, liegt das Auflosungsvermdgen von 7 Fluorochrom M-FISH
beim Menschen zwischen 320 kb und 2,6 Mb (PAR1: Xp22.3, GroRe: 2,6 Mb; PAR2: Xq28,
GrolRRe 320 kb).

Analysen von Perry und Mitarbeiter (2001) nehmen an, dass die erste pseudoautosomale
Region der Maus eine Grof3e zwischen 700 und 720 kb haben muss und somit weitaus kleiner
ist als die erste pseudoautosomale Region des Menschen (Perry et al. 2001). Da diese
pseudoautosomale Region bei der hier vorgestellten Analyse der Maus-Metaphasen nie
gesehen wurde, kann man in Kombination mit der angenommenen Auflésung von 7 Fluoro-
chrom M-FISH des Menschen daraus schlieRen, dass das Auflésungsvermégen von Maus 7
Fluorochrom M-FISH zwischen 700 kb und 2,6 Mb liegen muss.
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In dieser Arbeit konnte der eindeutige Nachweis mehrerer nicht-reziproker Translokationen
sowie einige im Auflésungsvermdgen von M-FISH liegende Deletionen bei zwei Mamma-CA
Zelllinien der Maus gezeigt werden. Da es sich bei den Translokationen um Bruchstiicke
handelt, die eine GréRe von 700 kb bis 2,6 Mb sicherlich Uberschreiten, ist es schwierig, mit
absoluter Sicherheit zu sagen, dass das angenommene Auflésungsvermégen tatséchlich in
diesem Bereich liegt. Leider konnte bislang mit 7 Fluorochrom M-FISH keine zuséatzliche
Translokation nachgewiesen werden, die mittels 5 Fluorochrom M-FISH nicht entdeckt worden
war.

Es sollte in dieser Arbeit auch vielmehr Aufgabe sein, ein Maus 7 Fluorochrom M-FISH-System
zu entwickeln, welches sich durch eine stabile und eindeutige Hybridisierbarkeit auszeichnet, so

dass es fur zahlreiche zukiinftige Anwendungen zur Verfligung steht.

Mit 5 Fluorochrom M-FISH wurde mittels Blindstudien bereits gezeigt, dass Translokationen
nachgewiesen werden konnten, welche mit der G-Banden Technik bersehen worden waren
(Jentsch et al. 2001). Durch Erhéhung der Fluorochromzahl von funf auf sieben kann es nun
mdglich sein, die Probenkomplexitat zu senken und so die Auflésung zu erhéhen. Dies kann in
Zukunft eine noch genauere Analyse chromosomaler Veranderungen zur Folge haben.

5 Fluorochrom M-FISH wird zur Zeit von der Firma Metasystems auf seine
Kommerzialisierbarkeit getestet und soll in naher Zukunft auf die hier beschriebenen sieben
Fluorochrome erweitert werden. Hinzuzufiigen sei in diesem Zusammenhang, dass bei
vergangenen Hybridisierungen mit 5 Fluorochrom M-FISH manchmal eine Fehlklassifizierung
auf Grund nicht eindeutiger Fluoreszenzsignale vorkam. Diese mussten dann per Hand
,hachsortiert” werden.

Mittels 7 Fluorochrom M-FISH hingegen wurden die Chromsomen aller bislang untersuchten
Metaphasen stets eindeutig und ohne Fehler mit dem Klassifizierungsprogramm MCK

karyotypisiert.
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S ZUSAMMENFASSUNG UND AUSBLICK

In dieser Arbeit wurden neue molekularzytogenetische Verfahren fir die Tumordiagnostik
entwickelt.

Fur die Untersuchung von Neuroblastom-Zelllinien wurde ein kombinatorisch markierter und
aus mehreren spezifischen Sonden zusammengesetzter Pool entwickelt. Fir die Analysen
wurden BAC-/ und YAC-Sonden fir die Regionen 1p36, 2p24 MYCN, 11923 und 17925 sowie
fur die Regionen 1912, 11p15 und 17pl2 als Kontrolle ausgewahlt. Diese Sonden wurden
kombinatorisch mit je zwei Fluorochromen markiert (Digoxigenin-FITC, Cy3, Biotin-Cy3.5, Cy5,
DNP-Cy5.5). Durch diese Markierung entstand ein 7-Farben-Ansatz, welcher zunachst zur
Uberprufung der Hybridisierungs-Effizienz auf 46,XY-Lymphozyten hybridisiert wurde, wobei
hierfir die einzelnen Fluoreszenz-Kanale von 100 Zellkernen ausgewertet wurden. Des
Weiteren standen die Neuroblastom-Zelllinien Nb90.9, TR-14 und SKN-BE zur Verfligung; von

diesen wurden ebenfalls je 100 Zellkerne aufgenommen und analysiert.

In anderen Experimenten wurden spezifische BACs und YACs fir die Regionen 1p36, 2p24
MYCN, 11923 und 17925 auf Formalin-fixierte Paraffin-eingebettete Gewebeschnitte von
Neuroblastom-Patientinnen hybridisiert, wobei hier die Sonden mit jeweils einem Fluorochrom
markiert (Digoxigenin-FITC, Cy3, Texas Red, Biotin-Cy5) wurden.

Aulerdem wurde ein Sondensatz aus Centromer-spezifischen Sonden fir die Centromere 8,
11, 17 und 18 zusammengestellt, um sowohl die generelle Hybridisierbarkeit der Gewebe-
schnitte zu Uberprifen, als auch zu klaren, ob die in den Experimenten verwendete Schnittdicke

von 10 um flr eine Analyse vollstandiger (nicht angeschnittener) Zellkerne ausreicht.

Des Weiteren wurde ein spezielles Protokoll entwickelt, um die fir Neuroblastom-
Gewebeschnitte typische Autofluoreszenz, welche eine Auswertbarkeit von Fluoreszenz-
signalen erheblich beeintrachtigen kann, zu reduzieren.

Nach Hybridisierung und Aufnahme von 50-70 Bildstapeln wurden die aufgenommenen
Zellkerne zur Verbesserung der Bildqualitdt und zur Reduzierung der auf3erhalb der
Fokusebene liegenden Informationen einer Dekonvolution unterzogen. Je Schnitt und Zelltyp
wurden jeweils 100 Zellkerne ausgewertet und auf ihre Korrelierung mit den klinischen Daten

Uberprift.
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Es konnte gezeigt werden, dass bei den Analysen der Gewebeschnitte die zytogenetischen
Ergebnisse eine sehr gute Erganzung zu den klinischen Daten darstellen, so dass sie auch in

Zukunft fir eine Erweiterung der klinischen Befunde geeignet sein kénnten.

Bezlglich weiterer Analysen von Neuroblastom-Patienten ware es also winschenswert, neben
konventioneller Neuroblastom-Diagnostik, wie sie zum Beispiel mittels Untersuchung von
Katecholamin-Metaboliten in Serum und Urin, NSE, LDH, Ferritin und Southern Blot-Analysen
von MYCN in der Klinik eingesetzt wird, auch die in dieser Arbeit vorgestellte kombinatorische
Hybridisierung spezifischer Sonden fir prospektive und retrospektive Sonden mit einbeziehen
zu konnen. So waéare zum Beispiel ein besserer Einblick in Behandlungsstrategie und

Versorgung des Patienten denkbar.

Demnachst soll sowohl fir die Hybridisierung auf Neuroblastom-Zelllinien als auch auf
Neuroblastom-Gewebeschnitte die Probenanzahl durch weitere Neuroblastom-spezifische
Sonden (zum Beispiel fir die Regionen 14q23-qter, 14932, 3pter, 16922-g24) erhdht werden,
um einen noch exakteren Einblick in Charakteristik und Verénderung von Neuroblastomen zu
erlangen. An Strategien, den Sondensatz mit weiteren Neuroblastom-spezifischen Sonden
(siehe Einleitung) zu erhéhen, wird derzeit gearbeitet.

Zudem konnte es sinnvoll sein, die Schnittdicke der Gewebe zu erhdéhen, um eine noch
komplexere Struktur des Tumors aufrechterhalten zu kénnen.

Ebenso wird eine kombinatorische Markierung von Neuroblastom-spezifischen Sonden und
spezifischen Oberflachenmarkern sinnvoll sein. Dies wird ermdglichen, Neuroblastom-Zellen
von normalen nicht entarteten Zellen eindeutig zu unterscheiden. Als Weiteres wére eine
gleichzeitige zytogenetische Untersuchung mittels CGH denkbar, um Amplifikationen und

Deletionen parallel zu oben beschriebenen FISH-Analysen nachweisen zu kénnen.

Eine der zukinftigen Herausforderungen wird es sicherlich auch sein, Ergebnisse der
Genexpression mit dem vorhandenen Wissen genetischer Veranderungen in Zelllinien zu
vergleichen und zu interpretieren. Hierfur kann ein noch exakteres Wissen uber die Art von
chromosomalen Verédnderungen nétig sein, welche zu Verlusten oder Gewinnen
beziehungsweise Amplifikationen bestimmter chromosomaler Regionen fihrt. Ansatze fir
solche Erkenntnisse wurden zum Beispiel von Van Roy und Mitarbeitern 2001 in Form von
kombinierten M-FISH und CGH-Analysen durchgefiihrt (Van Roy et al. 2001).
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Zuletzt wurde ein 7 Fluorochrom Multiplex-Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierungs-System fur
Maus-Chromosom entwickelt, welches ermdglicht, simultan alle 40 Maus-Chromosomen mit
jeweils der gleichen Anzahl von Fluorochromen anzuférben und so das Auflésungsvermégen im
Vergleich zu 5 Fluorochrom M-FISH zu verbessern.

Durch Amplifikation und kombinatorischer Markierung ,gepoolter* Chromosomen-spezifischer
Maus DNA-Bibliotheken mit DEAC, FITC, Cy3, Texas Red, Cy5, Biotin-Cy5.5 und Digoxigenin-
Cy7 entstand ein 21 Farben-Ansatz. Hierbei erhielt jedes Chromosom zwei verschiedene
Fluorochrome.

Durch Hybridisierung dieses kombinatorischen Ansatzes auf normale Maus-Metaphasen (in
diesem Fall wurde die Hybridisierung an préaparierten Metaphasen aus der Milz einer weiblichen
Maus durchgefihrt) konnte gezeigt werden, dass jedes Maus-Chromosom seine individuelle

spektrale Signatur erhélt und dadurch eindeutig identifiziert werden kann.

Um die Anwendbarkeit von Maus 7 Fluorochrom M-FISH zu Uberprifen, standen Praparate von
zwei verschiedenen Mamma-CA Zelllinien zur Verfigung.

Die einzelnen Fluorochrom-Kanale wurden mit einem Epifluoreszenz-Mikroskop Uber eine
gekihlte CCD-Kamera aufgenommen und Uber eine bildverarbeitende Software ausgewertet.
Von jeder Zelllinie wurden mehrere Karyogramme erstellt. Die resultierenden Veranderungen in
beiden ausgewerteten Zelllinien &hneln einander sehr: in jeder Metaphase waren

charakteristische Veranderungen auszumachen.

Ziel wird es zukinftig sicherlich sein, Maus 7 Fluorochrom M-FISH in einem breiten
wissenschaftlichen Gebiet fur zahlreiche Analysen verschiedenster Herkunft einzusetzen, so
dass in der Maus-Zytogenetik neben konventionellen G-Banden Analysen auch M-FISH zu den

zytogenetischen Standardmethoden zéhlen wird.
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6 ANHANG

6.1 Verwendete Reagenzien

100 Basenpaar-Leiter

Antifade: 15 ml

BSA, 1%

BSA, 3%

DAPI

(4,6-Diamidino-2-Phenylindol 2 HCI)

DNase | Stockldsung, 1 mg/ ml

70% Formamid in 2x SSC

Gellaufpuffer

Glycin-BSA

4 ul 100 bp Leiter (Stocklésung) fur
4 ul Gellaufpuffer, 32 pl ddH,O

50 mg p-Phenylendiamin-dihydrochlorid in 5 ml 1x
PBS (9 mM Endkonzentration)
pH 8, 45 ml Glycerol

Steril filtrieren

0,05 mg BSA in 5 ml 4x SSC/ 0,2% Tween-20
0,15 mg BSA in 5 ml 4x SSC/ 0,2% Tween-20
DAPI-Stammldsung: 2 mg/ ml ddH,O
Gebrauchslésung: 0,5 pl Stammldsung in 15 ml

4x SSC/ 0,2% Tween-20

1 mg DNase, 0,5 ml 0,3 M NacCl, 0,5 ml Glycerol

bei -20 °C aufbewahren

35 ml Formamid reinst, 15 ml 2x SSC
pH 7,0 (1 M HCI)

0,25% Bromphenolblau (Bande lauft bei 300 bp)
0,25% Xylenxyanol (Bande lauft bei 4 kb)
30% Glycerol

1,13 g Glycin, 3 g BSA, 100 ml ddH,0O
pH 7,2. Steril filtrieren
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HCI, 1 N

Hybridisierungs-Mix fur

Centromer-Sonden

LB-Medium

Nicktranslationspuffer, 10x

PBS, 10x

SSC, 20x

4x SSC/ 0,2% Tween-20

TAE-Puffer, 10x

86,2 ml HClI konz. auf 1 | ddH,O

65% Formamid, 0,5% Dextransulfat in 2x SSC

10 g Bactotrypton, 5 g Hefeextrakt, 10 g NaCl auf

1 L ddH,0. Autoklavieren

0,5 M Tris-HCI (pH 8,0), 50 mM MgCl,
0,5 mg/ ml BSA

137 mM NacCl, 2,7 mM KCI, 4,3 mM Na,HPO, x 7
H,0, 1,4 mM KH,PO,

3M NacCl, 0,3 M Natriumcitrat x 2H,O
pH 7,0

200 ml 20x SSC, 2 ml Tween 20, 798 ml ddH,O
pH 7,0

0,4 M Tris-ClI, 0,05 M Natriumacetat, 10 mM EDTA
pH 8,0
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6.2  Abklrzungsverzeichnis

Aqua dest./ bidest.
Av

A

Bio
BSA
bp

C

CA
CCD
Cen
CESH
CGH
CIN
CISS
dH,O
ddH,O
Dig
dmin
DNA
DOP
EDTA
EtOH
F

FCS
FISH
G

g
GPOH
HCI
HNPCC

Einfach/ zweifach destilliertes Wasser
Avidin

Adenin

Biotin

Bovine serum albumin

Basenpaaar

Cytosin

Carcinom

Charge coupled device

Centromer

Comparative expressed sequence hybridization
Comparative genomic hybridization
Chromosomale Instabilitat

Chromosome in situ suppression

Einfach destilliertes Wasser

Zweifach destilliertes Wasser, entspricht AMPUWA
Digoxigenin

Double minute chromosomes
Desoxyribonucleic acid

Degenerate oligonucleotide primed
Ethylendiamintetraacetat

Ethanol

Fluorochrom

Fetal calf serum
Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung

Guanin

Gramm

Gesellschaft fur padiatrische Onkologie und Hamatologie
Salzsaure

Hereditary non-polyposis colorectal cancer
Homogenously staining regions
Immunglobulin M

International Neuroblastoma Staging System
Kilo Basenpaar

Kilodalton

Konzentriert

Lactatdehydrogenase

Lichtmikroskop

Loss of Heterozygosity

Mikroliter

Mikromolar (Mikromol/ Liter)

Mikrometer

Mol/l

Multiplex Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung
Minute/n

Mikrosatelliteninstabilitat

Milliliter

Mikroliter
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mM
MMR
NaOH
Nb
nm
nM
Nr.
NSE
PAR
PBS
PCR
PSF
sec
UpM
RT
SSC

uv
Vol
WCP

Millimolar

Mismatch repair

Natronlauge

Neuroblastom

Nanometer

Nanomolar

Nummer

Neuronspezifische y-Enolase
Pseudoautosomale Region
Phosphate buffered saline
Polymerase chain reaction (Polymerase Ketten Reaktion)
Point spread function

Sekunden

Umdrehungen pro Minute
Raumtemperatur

Sodium saline citrat

Thymin

Ultraviolette Strahlung

Volumen

Whole chromosome painting probe
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Anlage

ANLAGE

Der Original-Arbeit ist auf der hinteren inneren Umschlagseite eine CD beigefiigt. Auf dieser CD

befinden sich Animationen (Filmformat: *.avi) von Zellkernen aus Formalin-fixierten Paraffin-

eingebetteten 10 um Gewebeschnitten nach Dekonvolution und 3D-Rekonstruktion.

Der Inhalt der Filme ist wie folgt:

Nr. | Tumor | Nr. | Ausschnitt Darstellung Besonderheiten
1 TJ A Tumorareal Maximum, mit DAPI
B Tumorareal Maximum, ohne DAPI
C Tumorareal Surface
D Tumorareal Surface, mit MalRstab
2 HV-R A Tumorareal Maximum Veranderte und
nicht-veranderte Zellen
B Tumorareal Surface Veranderte und
nicht veranderte Zellen
C Einzelner Zellkern, Maximum
nicht verandert
D Einzelner Zellkern, Surface
nicht verandert
E Einzelner Zellkern, Maximum
Tumor
F Einzelner Zellkern, Surface
Tumor
3 HV A Tumorareal Maximum
Einzelner Zellkern, Maximum
Tumor
C Einzelner Zellkern, Surface
Tumor
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