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1 Zusammenfassung

Im Rahmen dieser Dissertation wurde mit der Methode der Fluoreisesitiz Hybridisierung

(FISH) eine vergleichende Charakterisierung der Karyotypen von 28 Individuen von 20
verschiedenen Arten der Neuweltaffen (Platyrrhini) durchgefiihrt. Die Untersuchung
chromosomaler Verédnderungen, die im Laufe der Evolution aufgetreten sind, diente der
Rekonstruktion der Phylogenie dieser Neuweltaffen. Zum Nachweis chromosomaler
Homologien wurden chromosomen-spezifische DNA Sonden des Menschen, der
NeuweltaffenSaguinus oedipuyd.agothrix lagothrichaund des Gibbonklylobates concolor
eingesetzt. Die multi-direktionale Anwendung dieser DNA Sonden erlaubte es, chromosomale
Homologien reziprok zu Uberprifen und in hoherer Auflésung eine sub-chromosomale
Definition zu erzielen, als mithromosome paintinginter Verwendung von menschlichen
Sonden allein. Mit menschlichen 24-Farben wndagothrix 31-Farben multiplex Sonden
konnte demonstriert werden, dass eine simultane Differenzierung des gesamten Karyotyps
eines Neuweltaffen in einem Experiment moglich ist. Dazu wurde eine neue M-FISH
Methode angewandt. Diese d&FISH bezeichnete Technik basiert auf der sequentiellen

Hybridisierung von Subsets einer komplexen Vielfarben Sonde auf dasselbe Praparat.

Durch die vergleichende Karyotypanalyse konnten gemeinsam abgeleitete und anzestrale
Charaktere der Neuweltaffen identifiziert werden, auf deren Basis ein hypothetischer
anzestraler Karyotyp aller Neuweltaffen formuliert wurde. Durch die Rekonstruktion der
Abfolge chromosomaler Umbauten wurde ein Stammbaum aller bishechnauimosome
painting untersuchten Neuweltaffen erstellt. Mit dieser Untersuchung wurden deutliche
Anhaltspunkte dafiir gewonnen, dass Neuweltaffen monophyletischen Ursprungs sind, da eine
groRe Mehrzahl von ihnen die abgeleiteten Assoziationen menschlicher homologer
Chromosomensegmente 2/16, 5/7, 8/18, und 10/16 teilen. Als wichtige kladistische
Landmarken konnten bei Callitrichinae die Assoziation der menschlichen Homologen 2/15,
13/17/20 und 13/9/22 sowie bei Atelinae die Assoziation 4/15 und die Fission der homologen
menschlichen Chromosomen 1, 4 und 5 ermittelt werden. Anhand der chromosomalen
Evidenz konnte auch eine verwandtschaftliche Zuordnung von Spezies der Gattungen
Callimico, Aotusund Callicebusabgeleitet werden, deren taxonomische Stellung kontrovers
diskutiert wird. Innerhalb der Primaten stellen die Neuweltaffen eine Gruppe mit abgeleiteten
Karyotypen dar, mit Robertson'schen und Tandem Fusionen, sowie Fissionen als

pradominante chromosomale Umbauten.
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Die Technik der Vergleichenden Genom Hybridisierung zwischen verschiedenen Spezies
(ICGH) diente als komplementares Werkzeugztomosome paintingim einen Einblick in

die Organisation und den Evolutionsmodus von repetitiven Genomelementen der
Neuweltaffen zu gewinnen. Die Experimente verdeutlichten, destsrochromatische
Regionen haufig qualitativ, als auch quantitativ Spezies-spezifische Eigenschaften zeigten,
wahrend euchromatische Regionen balanciert waren. Es konnte demonstriert werden, dass
verschiedene Klassen repetitiver Sequenzmotive innerhalb einer Spezies unterschiedlich
schnell evolvieren konnenUber das Spezies-spezifische Verteilungsmuster repetitiver
Genomelemente war es auch mdglich, die Karyotypen von Spezies zu unterscheiden, die in
ihren euchromatischen Syntenien identisch sind, wie @.Raygmaeaund C. argentata als

auch die paternale HerkunfC( pygmaepnvon zahlreichen Chromosomen eiri&sjacchusx

C. pygmaednter-Spezies Hybriden nachzuweisen.

Mit Hilfe der chromosomalen Mikrodissektion wurden zwei DNA Sonden spezifisch fur

polymorphe heterochromatische Chromosomenregion isoliert. Die anschlie3ende inter-, als
auch intraspezifische Charakterisierung verschiedener Neuweltaffen mit diesen
Mikrodissektions-Sonden erlaubte es, Aussagen Uber Spezies-Spezifitdt, sowie Uber

gualitative und quantitative Polymorphismen dieser repetitiven Genomelemente zu treffen.

Schlief3lich wurden Untersuchungen zu evolutionaren Aspekten der Zellkernarchitektur
durchgefuhrt. Die Neuweltaffe8. sciureusund C. jacchusund Mensch dienten hierbei als
Modell, um in FISH Experimenten an 3D fixierten Interphasezellkernen Auswirkungen
evolutionarer chromosomaler Umbauten auf die Anordnung von Chromatin im Zellkern zu
untersuchen. Anhand der menschlichen Chromosomen (-regionen) 13, 17, 19, 20, 1q32-qter,
1p34-pter und deren Homologer bei Neuweltaffen konnte gezeigt werden, dass die radiale
Anordnung von Chromatin in Abh&angigkeit von der Gendichte auch im Falle chromosomaler
Umbauten bei diesen Spezies evolutionar konserviert ist. An zwei Beispielen wurde
demonstriert, dass auch chromosomale Subregionen eine Gendichte-abhéngige radiale
Verteilung zeigen. Schliesslich wurde der Einfluss von Heterochromatin auf die radiale
Verteilung von benachbartem Chromatin an HomologenSiastiureusdie sich durch einen
polymorphen interstitiellen Heterochromatinblock voneinander unterscheiden, studiert. Es
wurde ein signifikanter Unterschied in der radialen Verteilung der Territorien, mit und ohne

Heterochromatinblock festgestellt.
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2 Einleitung

In dieser Dissertation wurden mit molekular-zytogenetischen Methoden Untersuchungen zur
Phylogenie, Genomorganisation und Zellkernarchitektur der Neuweltaffen durchgefihrt. Die
folgenden Kapitel geben einem Uberblick tber die systematische Stellung der Neuweltaffen
innerhalb der Primaten (2.1), sowie einen Abriss der Biologie und Herkunft der Neuweltaffen
(2.2). Weiterhin werden Aspekte zur Phylogenie und Taxonomie, sowie Methoden der
vergleichenden Biologie erlautert (2.3). In diesem Kontext wird die vergleichende
Zytogenetik eingehender beschrieben und die bisherigen Erkenntnisse, die mittels dieser
Methode zur Chromosomenevolution der Primaten gewonnen wurden, kurz zusammengefasst
(2.4). SchliefZlich wird eine Zusammenfassung tber Studien zur Zellkernarchitektur gegeben,
die als Hintergrund zu den hier durchgefihrten vergleichenden Untersuchungen bei
Neuweltaffen dienen soll (2.5).

2.1 Systematische Stellung der Neuweltaffen innerhalb der Primaten

Die Systematik der Primatemterliegtkontinuierlichen Veranderungen in der taxonomischen
Klassifikation einzelneFamilien und Gattungerisegenstand gegenwartiger Diskussionen ist
etwa die taxonomische Stellung der grol3en Menschenaffen. So sprachen sich einige Autoren
kirzlich publizierter Studien (Goodman et al. 1998, Wildman et al. 2003) fir eine
taxonomische Integration aller rezenten grof3en Menschenaffen in die Familie Hominidae aus.
Auch sollte nach diesen Autoren der Schimpanse in die Gattung Homo klassifiziert werden,
um der nahen genetischen Verwandtschaft des Schimpansen mit dem Menschen gerecht zu
werden und gleichzeitig einer traditionell antropozentrischen Sichtweise des Menschen
entgegenzutreten. Nach einer V®imons (1972) aufgestellten Klassifizierung (Ubersicht bei
Martin 1990 setzt sich die Ordnung der Primaten aus den beiden Unterordnungen Prosimia
(Halbaffen), mit den Infraordnungen Lemuriformes und Tarsiiformes, und den Simia (Affen
oder Anthropoidea) mit den Infraordungen Platyrrhini (Neuweltaffen) und Catarrhini
(Altweltaffen) zusammen. Die Catarrhini werden in die Superfamilie Cercopithecoidea
(Familie Cercopithecidae, mit den Unterfamilien Cercopithecinae und Colobinae) und die
Superfamilie Hominoidea (Familien Hylobatidae, Pongidae und Hominidae) unterteilt.
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Abbildung 2.1: Systematische Stellung der Neuweltaffen innerhalb der Primatenordnung nach der von Simons
(1972) vorgeschlagenen Klassifikation. Fotografien aus ,The Pictorial Guide to the Living Primates”, Pogonias

Press, 1996, East Hampton, New York.

PRIMATES

PROSIMII ANTHROPOIDEA
Lemuren, Loris, Hdhere Primaten
Galagos |

I 1
PLATYRRHINI CATARRHINI

Neuweltaffen Altweltaffen,
Menschenaffen, Mensch

1 1
CERCOPITHECOIDEA HOMINOIDEA
Altweltaffen Menschenaffen, Mensch

% “'.r‘ 4

2.2 Biologie der Neuweltaffen

Neuweltaffen besitzen eine charakteristische breite Nasenscheidewand, wovon sich ihr
wissenschaftlicher Name Platyrrhini ableitet. Im Unterschied zu Altweltaffen haben sie keine
Backentaschen und GesalRRschwielen. Sie zeichnen sich durch eine enorme morphologische
Variabilitdt aus (siehe Abb. 2.2), welche auch Ausdruck darin findet, dass sie Spezies mit
einem Gewicht von nur 100gCébuella pygmagabis zu 12kg Brachyteles arachnoidgs
umfassen. Auch zeigen Neuweltaffen verschiedene Arten der sozialen Organisation. Einige
Neuweltaffen sind monogam und leben in Kleinfamilien, wie z.B. Spezies der GAtbtun)

andere leben in GroRgruppen mit Uber 12 Individuen, z.B. Spezies der Gaghung Mit
Ausnahme der Gattungotussind alle Neuweltaffen tagaktiv. Sie sind Baumbewohner, die

nur selten auf den Boden herabkommen und erndhren sich in erster Linie von Blattern,

Frichten und Insekten.
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Abbildung 2.2: Verschiedene Neuweltaffenspezies zur Dokumentation der morphologischen Vidijalt
Cebuella pygmaegaB) LeontopithecuschrysopygusC) Samiri sciureus D) Cebus apella E) Aotus trivirgatus

F) Callicebus donacophilysG) Cacajao calvusund H) Alouatta sara Fotografien aus ,The Pictorial Guide to

the Living Primates”, Pogonias Press, 1996, East Hampton, New York.

Der Lebensraum der rezenten Neuweltaffen ist das tropische Zentral- und Sidamerika. lhre
geografische Verbreitung erstreckt sich von Suddmexiko bis zur sudlichen Urwaldgrenze
Argentiniens (siehe Abb. 2.3). Nahezu von allen Gattungen der Neuweltaffen sind Arten
bekannt, die durch die kontinuierlich fortschreitende Abholzung in ihrem Lebensraum stark
gefahrdet sind. Zu den besonders bedrohten Arten zahlen die Tamarine, insbesondere
Leontopithecuswie auch die Brullaffei\louatta fuscaind Alouatta coinbesis

Abbildung 2.3: Verbreitung der rezenten Primaten (grun hervorgehoben). Die Neuweltaffen sind in Sidamerika

beheimatet (rot eingerahmt). Ihr Verbreitungsgebiet erstreckt sich von Stiidmexiko bis Nordargentinien.
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Die Entstehungsgeschichte von Neuweltaffen liegt etwa 30 Millionen Jahre zuriick, datiert auf
das Oligozan. Das Alter des altesten FodBiisnisella boliviana das bislang aufgefunden
wurde, wird auf ca. 25 Millionen Jahre geschétzt. Eine der grofdten offenen Fragen beziglich
der Neuweltaffen bezieht sich auf den geografischen Ursprung der anzestralen Neuweltaffen,
sowie darauf, wie die Neuweltaffen nach Stidamerika gelangt sind. Stidamerika stellte nach
paleogeografischen Studien eine Insel im friihen Cenozoikum (vor ca 28-65 Mio Jahren) dar,
die von Afrika durch den Sudatlantik und von Nordamerika durch das Karibische Meer
getrennt war. Die Diskussion uber ihren geografischen Ursprung konzentriert sich daher
darauf, ob Nordamerika oder Afrika der wahrscheinlichere Ursprungsort der anzestralen
Neuweltaffen war (ausfihrlich beschrieben ifleagle 1988 Paleogeologische
Rekonstruktionen implizieren, dass es im mittleren Oligozan Perioden mit niedrigem
Wasserstand im Suddatlantik und moglicherweise eine Reihe von Inseln gab. Auch wird
vermutet, dass es zu dieser Zeit giinstige Strdomungen gab, die eine Uberquerung von Afrika
nach Sudamerika beglnstigt hatten. All diese Gegebenheiten sprechen zugunsten der
Hypothese, dass die anzestralen Neuweltaffen von Afrika nach Stidamerika geflof3t sind.

2.3 Phylogenie und Taxonomie der Neuweltaffen

2.3.1 Methoden der vergleichenden Biologie

Die gewonnen Erkenntnisse Uber die Phylogenie der bisher untersuchten Neuweltaffen basiert
auf einer Vielzahl verschiedener Methoden. Das Spektrum reicht vom Vergleich anatomischer
Merkmale Uber die Analyse fossiler Funde bis hin zu biochemischen, zytogenetischen und
molekular-genetischen Methoden. Selbst vergleichende Studien zur Morphologie von
Parasiten erlauben Rickschlusse auf die Verwandtschaftsbeziehung zwischen Neuweltaffen.
Mit den verschiedenen methodischen Anséatzen werden distinkte Merkmale bei verschiedenen
Spezies untersucht, die Aussagen uber die phylogenetische Beziehung zwischen den Arten
ermoglicht. In ihrer Gesamtheit erlauben die gewonnenen Erkenntnisse die Rekonstruktion
von Stammbaumen. Von den Methoden der vergleichenden Biologie werden hier nur einige
Beispiele aufgefuihrt, die fur phylogenetische Fragestellungen innerhalb der Primaten
Bedeutung erlangt haben.

Vor der Einfuhrung biochemischer und molekularbiologischer Techniken in die
Evolutionsforschung wurden Erkenntnisse tber die phylogenetischen Beziehungen zwischen
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Spezies primar uber vergleichende Untersuchungen der Morphologie und Anatomie
verschiedener rezenter Arten, sowie von Fossilfunden gewonnen. Bei Neuweltaffen wurden
fur die Rekonstruktion verwandtschaftlicher Beziehungen insbesondere der Zahnkronenbau,
die Gebissmorphologie und die Schadelknochenanatomie, wie auch einige postcraniale
Skelettmerkmale (Intermembral- und Humerofemoral-Index, Anatomie der Beckens, der Ful3-
und Fingerknochen) verglichen, da diese signifikante artspezifische Charakteristika
aufweisen.

Biochemische Verfahren fir die Analyse verwandtschaftlicher Beziehungen verloren seit der
Etablierung molekular-genetischer Methoden an Bedeutung. Sie trugen jedoch in der
Vergangenheit zur Aufklarung von Verwandtschaftsbeziehungen bei. Von den biochemischen
Methoden seien die Technik der Isoelektrischen Fokussidfsogdman 1962yu erwdhnen,

einem hochauflésenden elektrophoretischen Verfahren, das Proteine nach ihrem
isoelektrischen Punkt (IEP) trennt. Mit Hilfe der Differenzierung von Proteinen anhand ihres
unterschiedlichen IEP bei verschiedenen Spezies kénnen Aussagen Uber die genetische
Distanz verschiedener Populationen und auch Arten getroffen werden. Ferner kdnnen uber
den Proteinsequenzvergleich und verschiedene immunologische Verfahren Ruckschlisse auf
die Verwandtschaftsbeziehung von Spezies gezogen werden. Nach eine@oe@dman

(1962) sowieSarich und Wilson (196@ntwickelten Verfahren der Immunprazipitation ist es
moglich, Aussagen (ber die Ahnlichkeiten von Proteinen und damit Uber den
Verwandtschaftsgrad von Arten zu treffen.

Mit der Entwicklung molekular-genetischer Methoden konnte ein breites Spektrum an neuen
Erkenntnissen uber die phylogenetischen Beziehungen zwischen Spezies gewonnen werden.
Sibley und Ahlquist (1984)etablierten ein Verfahren, bei dem der Grad der DNA
Sequenzdivergenz von verschiedenen Spezies Uber die Reassoziationsgeschwindigkeit der
Heteroduplex DNA abgeschéatzt werden kann. Durch die vergleichende Genkartierung an
somatischen Zellhybriden und durichsitu Hybridisierung, konnte eine Vielzahl von Genen

und anderer Loci beim Menschen und anderen Vertebraten lokalisiert WBuf#aie 1981

Ma et al. 1982, O'Brien et al. 1999). Die vergleichende DNA Sequenzanalyse trug seit den
80iger Jahren wesentlich dazu bei, phylogenetische Beziehungen zwischen Spezies
aufzuklaren. Zur Bestimmung der evolutiondren Distanz zwischen Spezies wurden hierbei
haufig schnell evolvierende DNA Sequenzen, wie mitochondriale DNA (Brown et al. 1982,

Hayasaka et al. 1988), repetitive Sequenzen (Baldini et al. 1991a, b, Waye et al. 1987),
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Pseudogene (Miyamoto et al. 1987) und ribosomale RNA (Gonzalez et al. 1990) untersucht.
Als komplementare kladistische Marker zu vergleichenden DNA Sequenz Daten, die meist
auf Einzelnukleotidsubstitutionen basieren und daher nicht zwingend geeignete
phylogenetische Marker darstellen, konmare genomic changedkokas und Holland 2000)
dienen. Diese reprasentieren z.B. Intron Indels, Retrotransposon Intergrationen von SINES
und LINES, Genduplikationen und zytogenetische Marker. Diesen Markern kann eine hohe
Aussagekraft beigemessen werden, da sie einen sehr niedrigen Grad an Homoplasie
aufweisen. Singer et al. (2003) verwendeten z.B. die Insertion von Alu Elementen als Marker
fur die phylogenetische Analyse von Neuweltaffen. Die gegenwartige Entwicklung in der
Molekulargenetik fokussiert sich auf die DNA Sequenzierung gesamter Genome. Nach der
Sequenzierung des menschlichen Genoni$e ( International Genome Sequencing
Consortium 2001; Venter et al. 2001yird derzeitig die Sequenzierung des
Schimpansengenoms durchgefiihrt (Pennisi 2003).

Die zytogenetische Analyse erlangte seit den 70iger Jahren Bedeutung in vielen Bereichen der
biomedizinischen- und Grundlagenforschung, so auch in der vergleichenden Biologie zur
Beleuchtung evolutiondarer Zusammenhange. Uber eine vergleichende Analyse der
Chromosomen von Spezies kénnen Aussagen uber chromosomale Veranderungen, die in
einer Speziesgruppe aufgetreten sind, getroffen werden. Chromosomale Charaktere, die von
Spezies geteilt werden lassen Rickschlisse tber deren phylogenetische Beziehung zu. Da die
Zytogenetik in dieser Arbeit als vergleichende Methode zur Analyse chromosomaler
Umbauen in den untersuchten Neuweltaffen angewandt wurde, wird sie detaillierter in einem

eigenen Kapitel (siehe 2.4.1-2.4.2) beschrieben.

2.3.2 Morphologische und molekular-gaetische Studien zur Phylogenie der

Neuweltaffen

Uber die Taxonomie und Phylogenie der Neuweltaffen bestehen trotz wachsender
Erkenntnisse noch kontroverse Ansichten (siehe Ubersichtsartikel von Hugot 1998, Schneider
2000, Schneider et al. 2001). Wahrend weit gehend Einigkeit digeiEinteilung der
Neuweltaffenin 16 Gattungen undinf Unterfamilien (Callitrichinae, Atelinae, Cebinae,
Pitheciinae und Aotinaepesteht wurden verschiedene Vorschlage zur taxonomischen
Einordnung der Neuweltaffen in Familien formuliert. Basierend auf morphologischen

Vergleichen, klassifizierten einige Autoren die Neuweltaffen in die zwei Familien
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Callitrichidae und CebidaéNapier 1967,Fleagle 1988 Rosenberger (1981) schlug eine
taxonomische Klassifikation der Neuweltaffen in die Familien Cebidae und Atelidae vor.
Ford (1986) erkannte die Familien Cebidae, Atelidae und Callitrichidae. Vergleichende
Sequenzanalysen (zur Ubersicht, siehe Tabelle 2.1) und andere molekulare Studien lieferten
weitere Hypothesen zur Klassifikation von Neuweltaffen. Goodman et al. (1998) stellten
anhand von DNA Sequenzanalysen, die durch Erkenntnisse Uber Fossilfunde erganzt wurden,
einen umfassenden zeitlich bezogenen Stammbaum der Primaten auf. Hierbei wurden die
Neuweltaffen in die Familien Cebidae, Pitheciidae und Atelidae klassifiziert. Die Tendenz,
die sich gegenwartig anhand kurzlich publizierter molekular-genetischer Studien abzeichnet,
weist ebenfalls auf eine Klassifikation der Neuweltaffen in diese drei Familien hin (Schneider
et al. 2001, Singer et al. 2003, Seuanez im Drugld.Veroffentlichung der Ergebnisse des
interdisziplinarenworkshopsmit dem Titel ,Primate Taxonomy for the New Millenium*
(Rylands et al. 2000 an dem Primatologen, Taxonomen, Biogeografen, Morphologen und
Genetiker zusammenkamen, zeigt hingegen eine taxonomische Klassifizierung der
Neuweltaffen in finfFamilien (Cebidae, Atelidae, Pitheciidae, Aotidae und Callitrichidae)

auf.

Unterschiedliche Vorstellungen wurden nicht nur tUber die Einteilung der Neuweltaffen in
Familien, sondern auch Uber die phylogenetische Verzweigungssequenz innerhalb der
Neuweltaffenfamilien formuliert. Die Abbildungen 2.4 und 2.5 illustrieren beispielhaft zwei
verschiedene Stammb&ume, die auf verschiedenen Methoden beruhen. Daruber hinaus ist der
Status von Spezies und Subspezies Gegenstand kontinuierlicher Revisionen. Ein Beispiel fur
die noch ungewisse Speziesdefinition innerhalb der Neuweltaffen stellt die Gattung
Callicebus dar, innerhalb dieser die Anzahl von urspringlich 13 erkannten Spezies
(Hershkovitz 1990) kirzlich auf 28 angehoben wurde (van Roosmalen et al. R@h).

einer aktuellen Liste aller Spezies und Subspezies der PlatyrrhiniyaieRylands et al.

(2000) zusammengstellt wurden umfassen die Platyrrhinnsgesamt 110 Spezies und 95
Subspezies. Insgesamt 60 Spezies und Subspezies wurden von diesen Autoren innerhalb der
Familie Callitrichidae, 45 bei Cebidae, 13 bei Aotidae, 45 bei Atelidae und 42 bei Pitheciidae

notiert.
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Abbildung 2.4: Phylogenie der Neuweltaffen, basierend auf anatomischen Merkmalen nach Ford

(1986).
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Basierend aufErkenntnissen morphologischer Studien, erkannitrshkovitz (1977),
Rosenberger (1981, 1984)Ford (1986) und Kay (1990) ubereinstimmend drei
monophyletische Kladen innerhalb der Neuweltaffen: Eine Klade wirde die Gattungen
Alouatta Lagothrix, Brachytelesund Ateles reprasentieren, eine zweite die Gattungen
Pithecig Chiropotesund Cacajaound eine dritte Klade die Callitrichinae mit den Gattungen
Saguinus Leontopithecus Callithrix, Cebuellaund bei Rosenberger (1981, 1984Ford

(1986) und Kay (1990) zudemcCallimico. Hinsichtlich der phylogenetischen
Verzweigungssequenz innerhalb und zwischen diesen Kladen scheiden sich die Meinungen
dieser Autoren. Auch wurden unterschiedliche Klassifikationen fir die verbliebenen
GattungenCallimco, Cebus Saimiri und Aotus vorgestellt. Innerhalb der Callitrichinae
klassifizierten Ford (1986)Rosenberger (1981, 1984)nd Kay (1990) die Tamarine
(Saguinusund Leontopithecus als urspriingliche Klade im Vergleich zu den Marmosetten
(Callithrix und Cebuellg, in Ubereinstimmung mit dé?hyletic dwarphisnHypothese (Ford
1986), die besagt, dass die Reduzierung der KorpergréRe bei den Callitrichinae ein
abgeleitetes Merkmal darstelltlershkovitz (1977)betrachtete Saguinus hingegen als
abgeleitetes Taxon. Die Klassifikation der Gatt@ajlimico ist nach wie vor Gegenstand
kontroverser Diskussionen, da sie hinsichtlich anatomischer Merkmale und anderer
Charakteristiken wie Einzelgeburten einen intermediaren Status zwischen den Callitrichinae
und Cebinae einnimmt. Wahrend Ford (1988psenberger (1981, 198dhd Kay (1990)
vorschlugen, dass die Gattui@gallimico als urspriinglichste phylogenetische Linie in die
Callitrichinae integriert werden sollte, argumentiertdii (1959), Hershkovitz (1977)und
Mittermeier et al. (1988), dass die Spezizsgoeldii eine eigene Familie (Callimiconidae)
darstellen sollte. Die Gattung€&ebusund Saimiri wurden von Ford (1986) uriRlosenberger
(1984) als eine Klade betrachtet, die entweder die friiheste Abspaltunglinie der Neuweltaffen
bildete (Ford 1986) oder als Schwestergruppe zu den Callitrichinae gestellt wurde
(Rosenberger 1984Kay (1990) erkannte hingegen keine verwandtschaftliche Beziehung
zwischen den GattungeéebusundSaimiri und positionierté&aimiri als Schwestergattung zu

den Callitrichinae uncebusals erste Verzweigungslinie der Neuweltaffen n@ellicebus

Die GattungCallicebuswurde von diesen Autoren entweder als eine urspringliche Linie der
Neuweltaffen betrachtet (Kay 1990) oder stellte als SchwestergattungAetus eine
abgeleitete Linie dar (Ford 198®osenberger 1981, 1984Rosenberger (1981, 1984)
argumentierten weiterhin, da€sllicebusund Aotusnahe verwandt mit den Pitheciinae sind.
Ford (1986) hingegen platzierte diese beiden Gattungen an der Basis der Platyrrhini, als erste

Abspaltungslinie nach der Klade, die v8aimiri und Cebusgebildet wird. Morphologische
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Studien basierend auf den Ergebnissen von Ford (1986), Rosenberger (1981, 1984) und Kay
(1990) dokumentieren inkonsistente Erkenntnisse bezuglich der phylogenetischen
Verzweigungssequenz innerhalb der Atelinae. Wahrend Rosenberger (1981, 1984) die
GattungenAteles und Brachytelesals Schwestergattungen klassifizierte, prasentierte Ford
(1986) eine unaufgeltste Trichotomie der Gatturgayothrix, Atelesund Brachyteles Kay

(1990) schlieB3lich, gruppierte die Gattungésieles und Lagothrix in eine separate
Schwesterklade zu der Klade mibuattaundBrachyteles

Molekulare Studien resultierten in kongruenteren Ergebnissen hinsichtlich der
phylogenetischen Verzweigungssequenz der Neuweltaffen. Die Bandbreite durchgefuhrter
DNA Sequenzvergleiche zur Phylogenie der Neuweltaffen ist in Tabelle 2.1 illustriert.
Schneider et al. (2001) fuhrte dartber hinaus eine kombinierte Analyse durch anhand von
Daten, die durch vergleichende DNA Sequenzanalyses-dkbin, IRBP, G6PD ung-2-
microglobulin Gene (siehe Tabelle 2.1) gewonnen wurden. Der aus dieser Analyse
hervorgegangene Stammbaum ist in Abbildung 2.5 (siehe oben) dargestellit.

Tabelle 2.1: Ubersicht Uber vergleichende DNA Sequenzanalysen zur Rekonstruktion phylogenetischer

Beziehungen bei Neuweltaffen.

Gen bzw. mitochondriale DNA Referenz
16s mitochondrial DNA Horovitz and Meyer 1995
€-globin, e-globin 5°region {Schneider, 1993 #87}, Harada et al. 1995,

Porter et al. 1997, Porter et al. 1999
Interphotorezeptor Retinoid-bindendes Proteins (IRBP) Schneider et al. 1996

B-2-microglobulin Canavez et al. 1999
Glukose-6-Phosphat Dehydrogenase (G6PD) von Dornum and Ruvolo 1999
Willebrand Faktor (VWF) Chaves et al. 1999

ND4, tRNAs Pastorini et al. 1998

y-globin Meireles et al. 1999

SRY Moreira 2002

Die Erkenntnisse molekularer Daten (siehe Tabelle 2.1) zeigen einen Konsens in der
Einteilung der Neuweltaffen in drei monophyletische Kladen. Diese unterschieden sich jedoch
von den Kladen, die, basierend auf morphologischen Vergleichen vorgeschlagenen wurden.
So wurden die Callitrichinae und die Gattungéebus Saimri und Aotus zu einer Klade
(Familie Cebidae) zusammengefasst. Weiterhin wurde im Unterschied zu morphologischen
Daten vorgeschlagen, dass die Pithecinae eine separate Klade mit Familienstatus
reprasentieren sollten (siehe Goodman et al. 1998). Die dritte Klade stellen die Atelidae mit
den Gattunger\louatta Ateles Brachytelesund Lagothrix dar. Viele Autoren (Harada et al.
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1995, Porter et al. 1997, Canavez et al. 1988,Dornum and Ruvolo 1999, Schneider et al.
2001, Singer et al. 2003) zeigten Ubereinstimmung in der Gruppierung der Gattung
Callicebus mit den Pitheciinae. Die Befunde von Horovitz and Meyer (1995) zeigen
hingegen, dass die Gattur@allicebus eine separate Linie darstellt, die keine direkte
phylogenetische Verknupfung zu einer anderen Klade der Neuweltaffen bildet. Kontroverse
Ergebnisse resultierten in der Klassifikation der Gattéwjus Die Resultate von von
Dornum und Ruvolo (1999) ergaben eine unaufgeldste Trichotomie, bei welcher die Gattung
Aotus eine Schwesterklade zBamir-Cebusund den Callitrichinae darstellt. Porter et al.
(1997), und Harada et al. (1995) positionierten die GatAotgsals nachsten Verwandten

der Callitrichinae, wahrend Schneider et al. (1996, 2001) und Canavez et al. (1999) die Klade
SamiriCebusals Schwestergruppe der Callitrichinae erkannten und die Gattoiug die

erste phylogenetische Verzweigungslinie der Cebidae bildete. Horovitz und Meyer (1995),
schlieB3lich, stellteotusals Schwesterlinie zu der Kla@zbusPitheciadar.

Im Unterschied zu den Ergebnissen morphologischer Studien weisen die Befunde der meisten
molekularen Studien darauf hin, dass die GattDaljmico innerhalb der Callitrichinae eine
Schwestergattung zu den Marmosetten darstellt. Einzig Schneider et al. (1996) gruppierte
Callimico mit Leontopithecusind stellte diese als SchwesterkladeCabuellaund Callithrix

dar. Weiterhin zeigten Schneider et al. (2001), Canavez et al. (1999) und von Dornum und
Ruvolo (1999) eine Verzweigungssequenz innerhalb der Callitrichinae mit der Gattung
Saguinusals urspriinglichste Linie, gefolgt vdreontopithecusCallimico, und schlief3lich
Callithrix undCebuella Harada et al. (1995), Porter et al. (1997), sowie Horovitz und Meyer
(1995) préasentierten eine dazu ubereinstimmende Verzweigungssequenz, konnten jedoch
keine nahere phylogenetische Beziehung @aguinus oder Leontopithecuszu den
Marmosetten ableiten. Stattdessen bildeten die Gattudgguinusund Leontopithecusine

Schwesterklade der Marmosetten.

Innerhalb der Pithecidae klassifizierten die meisten Autoren (Schneider et al., 1996, 2001, von
Dornum and Ruvolo 1999, Harada et al. 1995, Porter et al. 1997 und Canavez et al. 1999) die
Gattung Callicebus als basale Linie. Die nachste Abspaltungslinie reprasentrihecia

gefolgt vonCacajaoundChiropotes die einen letzten gemeinsamen Vorfahren teilen.

Die Befunde der genannten Autoren zeigten weit gehend Ubereinstimmung hinsichtlich der

phylogenetischen Beziehungen innerhalb der Atelidae. Demnach bildet die Gdtiuaga
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die erste phylogenetische Verzeigungslinie innerhalb der Atelidae. Die zweite Linie setzt sich
aus den Gattungeriteles Brachtyteles und Lagothrix zusammen, die einen letzten
gemeinsamen Vorfahren teileBrachtytelesund Lagothrix wurden als Schwestergattungen
klassifiziert. Im Kontrast zu diesen Ergebnissen schlugen Horovitz und Meyer (1995) vor,
dass die GattungeAtelesund Lagothrix eine Klade reprasentieren, die im Vergleich zu

Alouattaeine urspriinglichere Linie bilden.

2.4 Vergleichende Zytogenetik der Primaten

24.1 Klassische Zytogenetik

Die klassische Zytogenetik erlangte insbesondere in den 70iger und 80iger Jahren Bedeutung
bei der Untersuchung evolutionarer = Zusammenhange. Mit  Chromosomen-
Banderungstechniken, wie der G-Bander(@gllimore und Richardson 19 3R-Béanderung
(Dutrillaux und Lejeune 1971)Q-Banderung(Caspersson et al. 1968yler C-Banderung
(Arrighi and Hsu 1971) wurden die Karyotypen einer Vielzahl von Saugerspezies
vergleichend charakterisiert. Auch innerhalb der Primatenordnung liegen zahlreiche
Erkenntnisse klassischer Banderungsanalysen tber Altweltaffen, Neuweltaffen und Prosimier
vor (Dutrillaux 1979,Seuanez 197%tanyon et al. 1983). Es wurde postuliert, dass sich die
chromosomale Phylogenie von den Prosimiern bis zum Menschen mittels der Chromosomen-
Banderung rekonstruieren lieBe (Dutrillaux 1979, Clemente et al. 1990). Jedoch zeigte sich,
dass vergleichende Banderungsanalysen bei komplexen chromosomalen Umbauten, wie auch
bei chromosomalen Umbauten, die Translokationen von kleinen chromosomalen Fragmenten
involvieren, haufig unvollstandige oder fehlerhafte Ergebnisse lieferten (Miller et al. 1997a,
1999). So konnte beispielsweise die Abfolge chromosomaler Umbauten bei Gibbon Spezies,
die sich durch multiple chromosomale Rearrangements vom Menschen unterscheiden mittels
der vergleichenden Béanderungsanalyse nicht aufgeschlisselt werden. Auch mit zunehmender
phylogenetischer Distanz der untersuchten Spezies, wie z.B. Lemur und Mensch resultierten
mittels klassischen Banderungsanalysen entweder keine Aussagen Uber chromosomale
Homologien zu einigen Chromosomen oder kontroverse Interpretationen im Vergleich zu
molekular-zytogenetischen Daten (Miiller et al. 1997a). Bei Neuweltaffen wurden gleichfalls
enorme Diskrepanzen zwischen den Ergebnissen der klassischen und molekularen
Zytogenetik festgestellt. So stellten Dutrillaux und Couturier (1981), basierend auf
vergleichenden R-Bandenanalysen von Chromosomen, einen hypothetischen anzestralen
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Karyoytp der Neuweltaffen mit 2n=58 Chromsomen auf, wahrend die Befunde molekular
zytognetischer Daten auf einen Chromosomensatz von 2n=54 Chromsomen hinweisen
(Neusser et al. 2001, de Oliveira et al. 2002). Zudem wurden wichtige anzestrale
Chromosomenformen der Neuweltaffen, wie die Assoziation der menschlichen Homologen
3/21 oder 14/15 nicht erkannt oder Assoziationen als anzestrale Charakter der Neuweltaffen
vorgestellt, die nicht mit molekular-zytogenetischen Daten lbereinstimmen (siehe Stanyon et
al. 2000). Insgesamt ergab eine konservative Schatzung nur etwa 70% Ubereinstimmung
zwischen den Ergebnissen der vergleichenden Banderungsanalyse und der vergleichenden
Kartierung mittelschromosome paintingsiehe Miller et al. 1997a; Wienberg et al. 1992).

Dies demonstriert, dass die Methode der klassischen Zytogenetik nicht ausreichend sensitiv

fur die Rekonstruktion chromosomaler Stammbaume ist.

24.2 Molekulare Zytogenetik

Die Einfuhrung der Fluoreszemz situ Hybridisierung in die vergleichende Karyotypanalyse

zu Beginn der 90iger Jahre (Wienberg et al. 1990) stellte einen Wendepunkt dar von der
reinen Betrachtung der Chromosomenmorphologie hin zu der Moglichkeit, auf DNA Ebene
chromosomale Homologien zwischen Spezies gezielt nachzuweisen. Im Besonderen die
Methode deschromosome paintingerlaubte eine prazise Darstellung chromosomaler
Homologien und den Nachweis interchromosomaler Umbauten zwischen Mensch und
nichtmenschlichen Spezies. Im Vergleich zur klassischen zytogenetischen Methoden erzielte
sie eine groRRere Zuverlassigkeit und Auflésung in der Unterscheidung von Merkmalen, die
auf Konvergenz oder Homologie beruhen (Jauch et al. 1992, Wienberg und Stanyon 1995).
Mit der Einfuhrung derZOO-FISH (Scherthan et al. 1994) wurde ein weiterer wichtiger
Meilenstein gelegt, indem demonstriert wurde, dass prinzipiell jede S&augetierart mit
menschlichen chromosomen-spezifischen DNA Sonden unter entsprechender Anpassung von
FISH Protokollen untersucht werden kann. Die Entwicklung der Methodeedgsocal
chromosome paintingArnold et al. 1996), bei der chromosomen-spezifische DNA Sonden
von zwei Spezies reziprok hybridisiert werden, konnte eine zusétzliche Verbesserung der sub-
chromosomalen Auflésung erzielt werden. Ferner beinhaltet diese Methode den Vorteil, dass
chromosomale Homologien, die in zwei unabhangigen Experimenten nachgewiesen wurden,
reziprok Uberprift werden kénnen. Eine Erweiterung r@egprocal chromosome painting

stellt die von Miuller et al. (1999) etablierte Methode dadgltidirectional chromosome

painting dar, mit der eine noch zuverlassigere Darstellung sub-chromosomaler Homologien
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moglich ist und insbesondere bei vergleichenden Analysen zwischen entfernter verwandten
Spezies Bedeutung erlangt hat. Die Abbildung 2.6 illustriert schematisch das Prinzip des

multidirectional chromosome painting

Abbildung 2.6: Prinzip desmultidirectional chromosome paintingnter Einsatz chromosomenspezifischer DNA

Sonden unterschiedlicher Spezies. Im Vergleich zu chromosomen-spezifischen DNA Sonden der Spezies 1
erlauben diejenigen der Spezies 2 eine Differenzierung der Chromosomenarme der Spezies 3 und die Definition
von chromosomalen Subregionen der Spezies 1. Die Anwendung von mehreren chromosomen-spezifischen

Sonden ermdglicht zudem eine kreuzweise Uberpriifung chromosomaler Homologien.

- —
\ \

Species 1 Species 2 Species 1 Species 2

\ /

Species 3

Die vergleichende GenomhybridisierungCofnparative Genome HybridizationCGH,
Kallioniemi et al. 1992 findet vor allem in der Tumorzytogenetik zum Nachweis
chromosomaler Imbalancen (Deletionen bzw. Amplifikationen) Anwendung. Die von Toder

et al. (1998) entwickelte Strategie damner-speciesCGH stellt eine Adaptation von
konventionellem CGH dar und erlaubt sowohl qualitative, als auch quantitative Aussagen
tber Chromosomenimbalancen zwischen verschiedenen Spezies zu treffen. So konnte uber
den Vergleich der Genome von Mensch, Gorilla, Schimpanse und Orangutan ein Eindruck
Uber das Vorkommen, den Amplifikationsgrad, sowie die Spezies-spezifitat von repetitiven
Genomelementen gewonnen werden (Toder et al. 1998, Toder et al. 2001). Die Abbildung 2.7

veranschaulicht schematisch die Strategie von Inter-Spezies CGH Experimenten.
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Abbildung 2.7: Schematische Darstellung der Vorgehensweise und Auswertung von Inter-Spezies CGH

Experimenten
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In den letzten Jahren konnte durch die Analyse der Karyotypen einer Vielzahl von Spezies
mittels der Methode deshromosome paintingin detaillierter Uberblick tiber chromosomale
Veranderungen in verschiedenen Linien der S&ugetiere und vor allem auch der Primaten
gewonnen werden. Uber die Rekonstruktion der Abfolge chromosomaler Umbauten konnten
die phylogenetische Beziehung zwischen Spezies beleuchtet werden und Erkenntnisse zur
Chromosomenevolution innerhalb und zwischen verschiedenen Speziesgruppen gesammelt
werden. Fur die Rekonstruktion phylogenetischer Zusammenh&nge von Spezies sind
insbesondere Assoziationen der zum Menschen homologen Chromosomenformen informativ,
da gemeinsam abgeleitete Assoziationen bei bestimmten Untergruppen von Spezies eine
phylogenetische Verknupfung zwischen diesen Spezies herstellen und Hinweise auf ihren
gemeinsamen Ursprung in der Evolution geben. Unter Assoziationen sind
Chromosomenformen zu verstehen, die in Folge chromosomaler Umbauten neue Syntenien
homologer chromosomaler Regionen entstehen liel3en. Das Entstehen von Assoziationen kann
als seltene genomische Veranderumgrg genomic changeRokas and Holland 2000)
betrachtet werden.

Da eine Zusammenfassung der Ergebnisse der vergleichenden Karyotypanalyse bei
Saugertieren im Rahmen dieser Arbeit zu umfassend ware, wird hier nur Bezug genommen
auf die Chromosomenevolution der Primaten. Seit 1990 wurden, mittels FISH mit

chromosomen-spezifischen DNA Sonden des Menschen und in einigen Féllen zusétzlich mit

solchen von anderen Primaten, vergleichende Chromosomenkarten zwischen dem Menschen
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und 44 Primaten erstellt. Die Tabelle 2.2 gibt eine Ubersicht ber die bisher mittels

chromosome paintingntersuchten Spezies der Primaten.

Tabelle 2.2: Ubersicht tber bisher mittelshromosome paintinguntersuchten Primatenspezies (Stand Januar

2004). Die mit * gekennzeichneten Neuweltaffen wurden im Rahmen dieser Arbeit untersucht.

Spezies Referenz

Pan troglodytegPongidae) Wienberg et al. (1990), Jauch et al. (1992)
Gorilla gorilla (Pongidae) Jauch et al. (1992), Stanyon et al. (1992)
Pongo pygmaeugongidae) Jauch et al. (1992)

Hylobates lar(Hylobatidae) Jauch et al. (1992), Muller et al. (2002)
Hylobates syndactylu$lylobatidae) Koehler et al. (1995a)

Hylobates concolo(Hylobatidae) Koehler et al. (1995b)

Hylobates hoolockHylobatidae) Yu et al. (1997), Nie et al. (2001)
Macaca fuscatgCercopithecinae) Wienberg et al. (1992)

Papio hamadryagCercopithecinae) Best et al. (1998)

Cercopithecus aethiog€ercopithecinae) Finelli et al. (1999)

Colobus guerezéColobinae) Bigoni et al. (1997b)

Presbytis cristatdColobinae) Bigoni et al. (1997a)

Nasalis larvatugColobinae) Bigoni et al. (2003)

Semnopithecus francoifColobinae) Nie et al. (1998)
Semnopithecyshayrei(Colobinae) Nie et al. (1998)

Callitrix jacchus(Platyrrhini)* Sherlock et al. (1996), Neusser et al. (2001)
Callithrix argentata(Platyrrhini) Neusser et al. (2001)

Cebuella pygmaegPlaytyrrhini) Neusser et al. (2001)

Callimico goeldii(Playtyrrhini) Neusser et al. (2001)

Saguinus oedipu@laytyrrhini) Muller et al. (2001)

Cebus capucinugPlatyrrhini) Richard et al. (1996)

Cebus apellgPlaytyrrhini)* Garcia et al. (2000)

Cebus nigrivitatugPlaytyrrhini) Garcia et al. (2002)

Callicebus molochRlatyrrhini) Stanyon et al. (2000)

Callicebus donacophilu@latyrrhini)* Barros et al. (2003)

Callicebus lugengPlatyrrhini) Stanyon et al. (2003a)

Samiri sciureusRlatyrrhini)* Stanyon et al. (2000)

Alouatta belzebulRlatyrrhini) Consigliére et al. (1998)

Alouatta seniculuarctoidea(Platyrrhini) Consigliére et al. (1996)

Alouatta sara(Platyrrhini) Consigliére et al. (1996)

Alouatta caraygPlatyrrhini)* de Oliveira et al. (2002)

Alouatta seniculus macconneglRlatyrrhini)* de Oliveira et al. (2002)

Alouatta fuscgPlatyrrhini)* de Oliveira et al. (2002)

Ateles geoffroy(Platyrrhini) Morescalchi et al. (1997)

Ateles belzebuth hybridBlatyrrhini) Garcia et al. (2002)

Ateles belzebuth marginat(Blatyrrhini)* de Oliveira et al. (im Druck)

Ateles paniscugPlatyrrhini)* de Oliveira et al. (im Druck)
Brachyteles arachnoidg®latyrrhini)* de Oliveira et al. (im Druck)

Lagothrix lagothrichg Platyrrhini)* Stanyon et al. (2001), de Oliveira et al. (im Drug
Galago moholi(Prosimia) Stanyon et al. (2002)
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Otolemur crassicaudatu®rosimia) Stanyon et al. (2002)
Eulemur fulvus mayottengiBrosimia) Muller et al. (1997a)
Eulemur macaco maca¢®rosimig Muller et al. (1997a)

Lemur catta(Prosimia) Cardone et al. (2002)

2.4.3 Rekonstruktion chromosomaler Landmarken bei Primaten

Durch die Interpretation der Ergebnisse wQO-FISH Experimenten bei Primaten (siehe
Tabelle 1.2) und einer Reiheutgroup Spezies, die verschiedenen Saugetierordnungen
angehdren, wie z.BTupaia belangeri(Spitzhérnchen, Ordnung Scadentia, Miiller et al.
1999), Equus caballugPferd, Ordnung Perissodactyla, Raudsepp et al. 18#8),taurus

(Rind, Ordnung Cetartiodactyla, Hayes 1995, Solinas-Toldo et al. 1995 $ua.)scrofa
(Schwein, Ordnung Cetartiodactyla, Fronicke et al. 1996, Goureau et al. E888)catus

(Katze, Ordnung Carnivora, Rettenberger et al. 1995a, Wienberg et al. RB8E, vitulina
(Seehund, Ordnung Carnivora, Fronicke et al. 1998yex araneugSpitzmaus, Ordnung
Insectivora, Dixkens et al., 1998lustela visonNerz, Ordnung Carnivora, Hameister et al.
1997) konnte eine Vorstellung vom anzestralen Karyotyp aller Sduger gewonnen werden. In
jungster Zeit wurden die Karyotypen einer Vielzahl weiterer Saugetiere ndteDsFISH
charakterisiert (z.B. Fronicke et al. 2003, Stanyon et al. 2003b, Volleth et al. 2002). Basierend
auf vergleichenden Chromosomenkarten der bisher untersuchten S&ugetierspezies wurden
Hypothesen Uber den anzestralen Karyotyps der Boreo-Eutheria formuliert (Frénicke et al.
2003, Yang et al. 2003). Dieser wirde sich aus 2n=46 Chromosomen zusammensetzen und
folgende zum Menschen homologe Chromosomenformen aufweisen: 1, 2a, 2b, 3/21, 4/8a, 8b
5, 6, 7a, 7b/16a, 9, 10, 11, (12/22)a, (12/22)b, 13, 14/15, 16b/19b, 17, 18, 20, X und Y. Die
Nomenklatur dieser Chromosomenformen wurde hierbei folgendermal3en definiert: Die mit a
und b gekennzeichneten Chromosomenformen stellen homologe Chromosomen (-regionen)
zu Segmenten von menschlichen Chromosomen dar. So entricht z.B. 16a einem Segment mit
Homologie zum menschlichen Chromosomenarm 16p und 16b zum menschlichen
Chromosomenarm 16q. Die in Klammern gesetzten und mit a und b bezeichneten
Chromosomenformen bedeuten, dass die Assoziation der homologen menschlichen

Chromosomen 12 und 22 auf zwei verschiedenen Chromosomen vorliegt.

Basierend auf den Ergebnissen dedtidirectional chromosome paintirgyvischen Lemuren
(Eulemur macaco macagoMensch und Spitzhérncheypaia belangeji (Muller et al.
1999) im Vergleich mit Zoo-FISH Daten von anderen S&ugern (siehe oben) konnten

anzestrale Charaktere der Primaten definiert werden, auf deren Grundlage eine Hypothese fur
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einen anzestralen Karyotyp aller Primaten vorgeschlagen wurde (2n=50). Aufgrund neuerer
Erkenntnisse zur Evolution der Chromosom 1 und 7 Homologen (Richard et al. 2000;

Fronicke et al. 2003) wurde dieser modifiziert und wirde folgende zum Menschen homologe
Chromosomenformen beinhalten: 1, 2a, 2b, 3/21, 4-6, 7a, 7b/16a, 8-11, (12/22)a, (12/22)b,
13, 14/15, 16b, 17, 18, 19a, 19b, 20, X und Y (2n=48). Dieser hypothetische anzestrale
Karyotyp der Primaten (siehe Abb. 2.8) zeigt groRe Ahnlichkeit zu dem postulierten

anzestralen Karyotyp der Sauger (Fronicke et al. 2003), weist jedoch im Unterschied zu
diesem keine Assoziation der menschlichen Homologen Chromosomen 4/8 und 16b/19b mehr

auf.

Abbildung 2.8: Hypothetischer anzestraler Karyotyp der Primaten. Charakteristische anzestrale
Chromosomenformen der Primaten stellten die  Assoziationen der homologen  menschlichen

Chromosomensegmente 12/22, 7/16, 14/15 und 3/21 dar.
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Uber den Vergleich der Chromosomenformen des hypothetischen anzestralen Karyotyps der
Primaten (siehe Abb. 2.8) kann die Abfolge chromosomaler Umbauten innerhalb einzelner
Primatenuntergruppen rekonstruiert werden. Nachfolgend werden die bislang gewonnenen
Erkenntnisse zur Chromosomenevolution bei den Prosimiern, Altweltaffen den Gibbons und
den groRen Menschenaffen zusammengefasst. Eine detaillierte Darstellung der Ergebnisse der
bislang untersuchten Neuweltaffenspezies wird hier nicht gegeben, da die vergleichende

Karyotypanalyse von Neuweltaffen Gegenstand dieser Arbeit ist.

Innerhalb der Prosimii (Halbaffen) wurden bisher 5 Spezies aus zwei von insgesamt acht
bekannten Familien mittelshromosome paintingntersucht (siehe Tabelle 2.2). Obwohl die
Prosimii innerhalb der Primaten eine urspringliche Primatengruppe darstellen, konnte mittels
der vergleichenden Karyotypanalyse demonstriert werden, dass sie keineswegs ,primitive*
Karyotypen aufweisen. Die Untersuchung der KaryoptyenGalago moholiund Otolemur
crassicaudatus(Stanyon et al. 2002) zeigte beispielsweise, dass nur sieben menschliche
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Autosomenformen vollstdndig konserviert @tolemur crassicaudatusind nur neun in
Galago moholivorliegen. Gemeinsame Charaktere der untersuchten Lerharear catta
(Cardone et al. 2002ulemur fulvus Eulemur macacoMiiller et al. 1997a) und den
genannten Galagos, stellen die Assoziationen der menschlichen Homologen 3/21, 14/15 und
12/22 dar. Die angenommen anzestralen Chromosomenformen der Prosimii leiteten sich
durch Fissionen der menschlichen Homologen Chromosomen 1, 4-6, 8 und 15 von dem
hypothetischen anzestralen Karyotyp der Primaten (siehe Abb. 1.7) ab. Die genannten
Lemuren unterscheiden sich von dem hypothetischen gemeinsamen Vorfahren der Prosimii
durch vier gemeinsam abgeleitete Fissionen und die Galagos durch funf gemeinsam
abgeleitete Fissionen und sechs Translokationen. Innerhalb der Lemuren kénnen die beiden
Eulemuren durch eine gemeinsam abgeleitete Fusion phylogenetisch verknlpft werden. Der
Lemur cattaweist im Vergleich zu den beiden Eulemuren einen urspringlicheren Karyotyp

auf.

Im Unterschied zu den Prosmii, stellen die Platyrrhini eine mit molekular-zytogenetischen
Methoden gut charakterisierte Primatengruppe dar. Bislang wurden vergleichende
Chromosomenkarten zwischen Mensch und 24 verschiedenen Vertretern der Neuweltaffen
publiziert (siehe Tabelle 2.2), basierend auf FISH mit menschlichen und in einigen Fallen
auch mit Neuweltaffen chromosomen-spezifischen DNA Sonden. Die vergleichende
Karyotypanalyse zeigte, dass die Neuweltaffen sehr divergente Karyotypen aufweisen, mit
diploiden Chromosomenzahlen zwischen 2n=16 bis 2n=62. Stanyon et al. (2000) stellten
einen hypothetischen anzestralen Karyoytp der Neuweltaffen mit einem Chromosomensatz
von 2n=56 vor, der von de Oliveira et al. (2002) und Neusser et al. (2001) aufgrund neuerer
Befunde auf 2n=54 korrigiert wurde. Charakteristische anzestrale Merkmale der Neuweltaffen
reprasentieren die Assoziationen der menschlichen Homologen 3/21, 14/15, wie auch 10/16,
8/18 und 5/7, die ausschlie3lich in Neuweltaffen vorkommen. Phylogenetische Landmarken
konnten fur die Atelinae und Callitrichinae (de Oliveira et al. 2002, Neusser et al. 2001)
definiert werden. Diese stellen bei den Atelinae die gemeinsam abgeleitete Assoziation der
menschlichen Homologen 4/15, die Fission der menschlichen Homologen 1, 4, 5, sowie eine
Inversion, welche die menschlichen Homologen 5 und 7 involviert, dar. Bei den Calltrichinae
kénnen die Assoziationen der menschlichen Homologen 2/15, 9/13/22 und 13/17/20 als
phylogenetische Landmarken betrachtet werden.
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Rekonstruktionen des anzestralen Karyotyps der Catarrhini (Cercopithecoidea und
Hominoidea) deuten darauf hin, dass dieser eine diploide Chromosomenzahl von 46
Chromosomen aufwies und sich aus folgenden zum Menschen homologen
Chromosomenformen zusammenseize2a, 2b, 3-13, 14/15, 16-22, X, und Y (Bigoni et al.
2003). Von den Cercopithecidae (Altweltaffen) wurden bislang die Karoytypen von acht
Spezies mit menschlichen chromosomen-spezifischen DNA Sonden charakterisiert. Sie
weisen im Vergleich zu Neuweltaffen eher konservierte Karyotypen auf. Kennzeichnend fur
alle Altweltaffen ist die Fission der anzestralen Chromosomenform der Primaten 3/21, sowie
Fusionen, welche zu den modernen Chromosomen 7 und 16 fuhrten. Innerhalb der
Unterfamilie Cercopitheciae besitzen die untersuchten Vertreter der Papiblaiogca
fuscata(Wienberg et al. 1992) unHapio hamadryagBest et al. 1998) hoch konservierte
Karoytypen mit einer diploiden Chromosomenzahl von 2n=42. Die Meerkasm®pithecus
aetiops (Finelli et al. 1999) weist mit 2n=60 Chromosomen einen abgeleiteten Karyotyp
gegenuber den Papionini auf. Der Anstieg der Chromosomenzahl kann auf zentrische und
nicht-zentrische Fissionen zurtickgefuhrt werden. Die untersuchten Colobine (2n=44 bis 48
Chromosomen) weisen &hnlich konservierte Karyotypen wie die Papionini auf.
Charakteristisch fur den afrikanischen Colobiadobus guerez#Bigoni et al. 1997hb), als

auch fur die asiatischen ColobinBeesbytis cristata(Bigoni et al. 1997a)Semnopithecus
francoisi, S. phayrei(Nie et al. 1998)und Nasalis larvatus(Bigoni et al. 2003), ist eine
Assoziation der menschlichen Homologen 21/22. Die asiatischen Colobinae teilen daruber
hinaus eine gemeinsam abgeleitete Assoziation 1/19. Innerhalb der asiatischen Colobinae

weistNasalis larvatusnit 2n=48 Chromosomen einen abgeleiteten Karyotyp auf.

Die Hominoidea (groRe Menschenaffen und Gibbons) kdénnen von den Cercopithecoidea
karyotypisch durch die Fission der anzestralen Chromosomenform 14/15 klar unterschieden
werden. Die grof3en Menschenaffen weisen zwei weitere interchromosomale Rearrangements
auf: Die Fusion der ursprtinglichen homologen menschlichen Chromosomenformen 2a und 2b
zum ,modernen“ menschlichen Chromosom 2 und die reziproke Translokation der
homologen menschlichen Chromosomensegmente 5/17 in Gorilla. Die Gibbons zeigen
gegenuber den groRen Menschenaffen extrem abgeleitete Karyotypen, mit einer enormen
Anzahl an chromosomalen Umbauten, die auch als ,chromosome reshuffling“ bezeichnet
werden (Jauch et al. 1992). Chromosomale Homologien zwischen dem Menschen und je
einem Vertreter der vier Gattungen der Gibbons, konnten mittelsmosome painting

nachgewiesen werden (Koehler et al. 1995a, b, Yu et al. 1997, Nie et al. 2001 Jauch et al.
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1992, Mller et al. 2002). Auf deren Basis rekonstruierten Muller et al. (2003) die Abfolge
chromosomaler Veranderungen innerhalb der Gibbons und stellten einen anzestralen
Karyotyp der Gibbons vor. Dieser wirde einen Chromosomensatz von 2n=66 aufweisen und
sich von dem hypothetischen Anzestor der Hominoidea durch ein Minimum von 24
chromosomalen Umbauten (sieben reziproke Translokationen, sieben Inversionen und 10
Fissionen) unterscheiden. Es konnte weiterhin gezeigt werden, dass die Gibbons zahlreiche
spezies-spezifische Chromosomenformen (bis zu Hyiobates hoolock aufweisen. Der

von Muller et al. (2003) rekonstruierte Stammbaum der Gibbons zeigt eine phylogenetische
Verzweigungssequenz mitylobates hoolockals ursprunglichste Linie, gefolgt von
Hylobates larund schlie3lichHylobates syndactylusind Hylobates concolqgrdie einen

letzten gemeinsamen Vorfahren teilten.

Pradominante chromosomale Umbauten bei den groRen Menschenaffen und dem Menschen
(Hominidae) sind Inversionen, Repositionierung von Zentromeren und
Heterochromatinaddition. In jingster Zeit wurde dariber hinaus eine Vielzahl von
segmentalen Duplikationen bei den grol3en Menschenaffen aufgespirt. Eine detaillierte
vergleichende Analyse intra-chromosomaler Umbauten aller groRen Menschenaffen und dem
Makaken al®utgroupSpezies gelang Miller und Wienberg (2001) mit Hilfe eines Vielfarben

bar codeunter Verwendung von chromosomen-spezifischen DNA Sonden des Gibbons in
Kombination mit DNA Sonden die Ub&ragmented hybridgewonnen wurden. Mit dieser
Untersuchung konnte gezeigt werden, dass der Orangutan die grol3te Anzahl an konservierten
Chromosomen und demnach den urspringlichsten Karyotyp innerhalb der grol3en

Menschenaffen aufweist.

Die Abbildung 2.9 bietet eine Ubersicht tiber die wichtigsten chromosomalen Landmarken,
die mittels chromosome paintingn den einzelnen phylogenetischen Linien der Primaten

nachgewiesen wurden.
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Abbildung 2.9: Chromosomale Charaktere, die als kladistische Landmarken eine klare Unterscheidung der
einzelnen phylogenetischen Linien der Primaten erlauben. An der Basis des Stammbaums ist der postulierte

anzestrale Karyotyp der Primaten illustriert.
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2.5 Die Architektur des Zellkerns

25.1 Modell der funktionell en Zellkernarchitektur

Die technischen Fortschritte in der Mikroskopie, sowie die Entwicklung von Methoden zur
Darstellung spezifischer DNA Sonden und Protein Epitope, erlauben heute einen detaillierten
Einblick in die Organisation des Zellkerns. Maf3geblich waren hierbei die Fortschritte in der
Elektronenmikroskopie, der konfokalen Mikroskopie, wie auch die Entwicklung der
Fluoreszenzin situ Hybridisierung und der immuno-histochemischen Darstellung von
Proteinen durch spezifische Antikdrper. Die Einfuhrung rekombinanter DNA Konstrukte flr
die Expression GFP-Green FluorescentProtein) gekoppelter Proteine ermdglichen seit
einigen Jahren, spezifische Proteine in leberngidlen zu verfolgen. So konnten Einsichten

in die Topologie und in dynamische Interaktionen zwischem Chromatin- und Nicht-
Chromatindoménen gewonnen werden. Diese fiihrten zum Modell der funktionellen

Zellkernarchitektur (siehe Ubersichtsartikel von Cremer T. und Cremer C. 2001). Nach
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diesem Modell (siehe Abb. 2.10) weisen Zellkerne von S&ugetieren eine
kompartimentalisierte Struktur auf, deren Hauptkompartimente die Chromosomenterritorien
(CT) und das ,Interchromatin Compartment* (IC) sind. Das IC enthalt makromolekulare
Komplexen, die wichtig sind fur die DNA Replikation, Transkription, dem Splicing und der
DNA Reparatur. Weitere wichtige Komponenten des Zellkerns stellen die nukledre Lamina,
der Nukleolus und die Kernporen dar.

Abbildung 2.10: Modell der funktionellen Zellkernarchitektur anhand eines optischen Serienschnittes durch
einen Hela-Zellkern (aus Cremer T. und Cremer C. 2001). Strukturelle Merkmale des CT-IC (,chromosome-
territory-interchromatin-compartment) Modells sind farblich hervorgehobg). CT haben eine komplex
gefaltete OberflacheVergréRerter AusschnitfTopologisches Modell der Genregulation. Eine Chromatinschleife

mit zahlreichen aktiven Genen ragt von der Oberflache des CT in den IC Raum (lup&i. enthalten separate
Swbdoménen fir den kurzen und langen Chromosomenarm, sowie eine Zentromerdomane (Stern). Vergrof3erter
Ausschnitt: Oben: aktiv transkribierte Gene (weil3 dargestellt) liegen auf einer Chromatinschleife in Entfernung
zu zentromerischem Heterochromatin. Unten: Repositionierung der gleichen Gene (schwarz dargestellt) in
Nachbarschaft zu zentromerischem Heterochromatin fihrt zu deren InaktivieehgCT haben eine
unterschiedliche Chromatindichte (dunkelbraun: hohe Dichte, hellgelb geringe Dichte). Locker gepacktes
Chromatin ragt in das IC hinein, wéhrend dicht gepacktes Chromatin enfernt von IC position{elit GE. mit

fruh replizierenden (griin) und mittel bis spéat replizierenden (rot) Chromatindoménen. Jede Doméne enthalt ~1
Mbp DNA. Genarmes Chromatin (rot) ist bevorzugt an der Kernperipherie lokalisiert und in engem Kontakt zur
nukledren Lamina (gelb), als auch zu den Einfaltungen der Lamina und um den Nukleolus (nu). Genreiches
Chromatin (grun) liegt zwischen den genarmen Kompartimern@nHohere Ordnung der Chromatinstruktur,
bestehend aus hierarchisch aufgebauten Chromatinfibern. VergrofRerter Ausschnitt: Aktive Gene (weie Punkte)
liegen an der Oberflache der gewundenen Fibern, inaktive Gene (schwarze Punkte) eher im Inneren der
Chromatinstruktur(f) Das CT-IC Modell basiert auf der Vorstellung, dass das IC (griin) Komplexe enthalt, die
fur die Transkription, DNA-Replikation und Reparatur und dem Splicing bendtigt werden (orange P(g)kte).

CT mit ~1 Mbp Chromatindoménen (rot) und IC (griin), das sich zwischen diesen Chromatindoménen
durchzieht. Vergrof3erter Ausschnitt: topologische Beziehung zwischen dem IC und aktiven und inaktiven
Genen. Die feinsten Verzweigungen des IC enden zwischen ~100 Kbp Chromatindoménen. Oben: Aktive Gene
(weilRe Punkte) sind auf der Oberflache dieser Doménen lokalisiert, wahrend inaktive Gene (schwarze Punkte)
im Inneren liegen. Unten:“geschlossene“~100 Kbp Chromatindoménen mit inaktiven Genen wandeln sich in
eine ,offene” Konfiguration um, bevor sie transkribiert werden.
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25.2 Hohere Ordnung der Chromatin Anordnung

Das Chromatin individueller Chromosomen ist im Interphasekern in Chromosomenterritorien
(CT) organisiert. Diese werden als eine essentielle héhere Ordnungsstruktur in Zellkernen
aller Vertebraten angesehen (siehe Ubersichtsartikel von Chevret et al. 2000, Cremer T. und
Cremer C. 2001, Cremer et al. 2000, Lamond und Earnshaw 1998). CT sind aufgebaut aus
Chromatindomanen mit einem DNA Gehalt von etwa 1 Mbp dar, die den sog. ,Replikations-
Foci“ zyklierender Zellen entsprechen (Sadoni et al. 1999, Schermelleh et al. 2001). Der
Aufbau dieseffll Mbp Chromatindomanen ist derzeit noch nicht im Detail geklart. Es wird
vermutet, dass diese Chromatindoménen aus kleineren Subdoméanen mit einem DNA Gehalt
in der GroRRenordnung zwischen 30 und 200 Kbp zusammengesetzt sindil Dilop
Chromatindoméanen bleiben offenbar in allen Interphasestadien bestehen und zeigen eine
distinkte Anordnung innerhalb des Zellkerns. Bei der Kondensation des Chromatins in der
Prophase und Prometaphase der Mitose kdnnen sich méhidigp Chromatindoménen zu

einer Chromosomenbande zusammenlagern (Cremer T. und Cremer C. 2001, Cremer et al.
2000).

Im Fokus derzeitiger Forschung steht die Analyse epigenetischer Mechanismen, die bei der
Chromatinverpackung im Zellkern wirksam sind. Verschiedene Erkenntnisse weisen darauf
hin, dass die Modifikation der DNA durch Methylgruppen, als auch Modifikationen der
Histone durch Methy- und Acetylgruppen, bewirken, dass Chromatin unterschiedlich verpackt
und kondendisiert sein kann (siehe z.B. Gilbert et al. 2003 und Ubersichtsartikel von Grewal
und Elgin, 2002, Sims et al. 2003). Von der jeweiligen Chromatinverpackung scheint
wiederum abzuhangen, ob die Transkriptionsmaschinerie RNA von bestimmten Genen
ablesen kann oder nicht und ob bestimmte Gene aktiv oder inaktiv sind.

253 Radiale und nachbarschaftliche Gromatin Anordnung im Zellkern

2.5.3.1 Radiale Anordnung von Chromosomenterritorien

Zahlreiche Studien weisen auf eine nicht zufallige radiale Anordnung von Chromatin im
Zellkern hin.  Neuere Untersuchungen beleuchten verschiedene Aspekte, der

Chromatinanordnung in verschiedenen Zelltypen, Zellzyklus- und Differenzierungsstadien
(Bridger et al. 2000, Bickmore und Teague 2002, Cremer et al. 2001, Kozubek et al. 2002). In
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menschlichen Lymphozyten, lymphoblastoiden Zellen, sowie in bestimmten Tumorzelllinien
wurde eine distinkte radiale Anordnung von Chromatin in Abhangigkeit von der Gendichte
nachgewiesen (Croft et al., 1999, Boyle et al., 2001, Cremer et al.,, 2001, 2003). Die
menschlichen 18 und 19 CT zeigen diese distinkte radiale Anordnung auf eindrucksvolle
Weise. Diese Chromosomen beinhalten etwa den gleichen DNA Gehalt, unterscheiden sich
jedoch gravierend in ihrer GendichCroft et al. (1999), Cremer et al. (2001, 2003), zeigten
dass die CT des extrem genreichen Chromosoms 19 zur Kernmitte orientiert waren, wahrend
diejenigen des genarmes Chromosoms 18 eine Tendenz der Positionierung hin zur
Kernperipherie zeigtenBoyle et al. (2001), beobachteten dartber hinedass in
menschlichen lymphoblastoiden Zelllinien eine Korrelation der nukledren Anordnung von CT
mit der Gendichte des jeweiligen Chromosoms auch fir alle dbrigen menschlichen
Chromosomeibesteht.

Im Unterschied zu menschlichen Lymphozyten und lymphoblastoiden Zelllinien, die eine
Gendichte korrelierte Anordnung von Chromatin im Zellkern zeigten, war dies in anderen
Zelltypen nicht zu beobachten. Stattdessen weisen die Untersuchungen von Zelltypen mit
einer flachen und eher elliptischen Morphologie auf eine grdl3enabhangige Verteilung von
Chromosomen hin (Cremer et al. 2001, Sun et al. 2000, Bolzer et al. zur Publikation
eingereicht). Bolzer et al. (zur Publikation eingereicht) analysierten kirzlich in 24 Farben 3D
FISH Experimenten die radiale Verteilung aller menschlichen CT in Zellkernen von
menschlichen gFibroblasten und Prometaphase Rosetten. Ihre Befunde weisen darauf hin,
dass kleine Chromosomen bevorzugt im inneren Kernbereich lokalisiert waren, wahrend
grof3e und mittelgro3e Chromosomen zur Kernperipherie hin orientiert waren. Diese Tendenz
wurde auch in Prometaphase-Rosetten beobachtet. Habermann et al. (2001) diskutierten, das
diese Grof3en-abhéngige radiale Anordnung von CT in Interphasezellkernen zu einem
gewissen Grad durch die Organisation der mitotischen Spindel bedingt sein kdnnte. Wie
anhand einer schematischen Darstellung in dieser Publikation illustriert, bilden die
Zentromere aller menschlichen Chromosomen einen Ring in der Aquatorialebene und die
Schwerpunkte der kleinen Chromosomen liegen naher zur Spindelachse, als diejenigen der
grol3en Chromosomen. Diese Formation von grof3en und kleinen Chromosomen im Verhaltnis
zur Spindelachse der Mitose konnte daher einen Ausgangspunkt fir die radiale Anordnung
von CT in den sich bildenden Tochterzellen darstellen.
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Bolzer et al. (zur Publikation eingereicht) zogen als Erklarung fir die unterschiedliche radiale
Anordnung von CT in Zellkernen von Fibroblasten und Lymphozyten die unterschiedliche
Morphologie dieser Zelltypen in Betracht. Fibroblastenkerne zeigen eine elliptische Form und
sind im Vergleich zu Lymphozyten und lymphoblastoiden Zellen sehr flach. Die Autoren
gingen von der Vorstellung aus, dass wahrend der Rekonstitution des Interphasenukleus in der
spaten Anaphase/Telophase der Hauptanteil des mittel bis spat replizierenden, fakultativen
und konstitutiven Heterochromatins mit der nukledren Lamina an der wiederhergestellten
Zellmembran assoziiert ist, im Unterschied zu frih replizierenden, genreichen und
transkriptionell aktiven Chromatindoméanen (Sadoni et al., 1999, Moir und Spann, 2001).
Wenn nun der Zellkern einer lymphoblastoiden Zelle in der frihefPHase seine
kugelférmige Gestalt annimmt, kann genarmes Chromatin das mit der nukledren Lamina
assoziiert ist, in die nukledre Peripherie wandern, wahrend genreiches Chromatin im
Kerninneren verbleibt. Bei den vergleichsweise flachen Fibroblasten sind hingegen wéahrend
der frihen G1-Phase keine grél3eren Bewegungen von genarmem Chromatin in z-Richtung zu
erwarten. Dies wiurde erklaren, warum in Zellkernen von Fibroblasten z.B. genarme
Chromosom 18 Territorien, trotz ihrer Assoziation zur Kernhtille, in der Kernmitte und in der

N&he von genreichen Chromosom 19 Territorien bleiben.

2.5.3.2  Nachbarschaftliche Chromatin Anordnung

Eine probalistische radiale Verteilung von Chromatin im Zellkern ist durch zahlreiche Studien
belegt. Hingegen wird die Existenz von nicht-zufélligen nachbarschaftlichen Anordnungen
von Chromosomen (-regionen) bislang kontrovers diskutiert. So beobachteten Nagele et al.
(1995, 1998, 1999) und Koss (1998) eine nichtzufallige Nachbarschaftsanordnung zwischen
homologen und heterologen Chromosomen. Parada et al. (2002) zeigten, dass die
Chromosomen 12, 14 und 15, die in einer Lymphom-Zelllinie der Maus in Translokationen
involviert sind, in normalen lymphatischen Zellen bevorzugt in naher Nachbarschaft
zueinander standen. Die Autoren folgerten daraus, dass die Translokationen in dieser
Lymphomzelllinie mdglicherweise durch die nachbarschaftliche Anordnung der darin
involvierten Chromosomen erleichtert wurden. Nach ihrer Ansicht wére vorstellbar, dass es
gewebespezifische Variationen in der Anordnung von CT gibt, die eine Pradisposition fur
bestimmte Translokationen darstellen kdnnten. Demgegeniber stehen unter anderem die
Untersuchungen von Popp et al. (1990) und Sun et al. (2000), die Hinweise auf eine weit

gehend zufallige Nachbarschaftsanordnung von Chromosomen im Zellkern geben. Letztere
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Beobachtungen stehen in Einklang mit den Befunden von Bolzer et al. (zur Publikation
eingereicht), wonach die Nachbarschaften von sowohl homologen, als auch heterologen
Chromosomen in Zellkernen menschlichey Fibroblasten hoch variabel sind. Die Autoren
demonstrierten weiterhin, dass es keine getrennte Anordnung der mutterlichen und vaterlichen

Chromosomensétze in Metaphaserosetten gibt.

Auch jlingste Experimente basierend auf Lebendzellbeobachtungeiuem@scentprotein

tagged Chromatin fihrten zu unterschiedlichen Interpretationen: Gerlich et al., (2003),
beobachteten eine stabile globale Transmission von Chromosomen Positionen wahrend des
Zellzyklus und von der Mutterzelle auf die Tochterzellen. Diese Beobachtungen implizieren,
dass die nachbarschaftliche Anordnung der Chromosomen uber mehrere Zellgenerationen
hinweg erhalten bleibt. Da die Positionen von CT wahrend der Interphase weit gehend stabil
zu sein scheinen, vermuten Gerlich et al. (2003), dass ihre Positionen wahrend der Mitose
etabliert werden. Im Unterschied zu Gerlich et al. (2003) zeigten die Experimente von Walter
et al. (2003), dass sich die Chromatin Anordnungen in Tochterkernen deutlich von denen des
Mutterzellkerns unterschieden. Auch implizieren ihre Befunde, dass Anordnungen von CT
von der mittleren Gbis zur spaten &Phase/ frihen Prophase weit gehend stabil erhalten
bleiben, wahrend Anderungen der Chromosomen Anordnung im Verlauf der Mitose und
Chromatinbewegungen in der frihen; ®hase erfolgen kdnnen, so dass sich die
Nachbarschaften im Verlauf der Zellgenerationen stark &ndern kénnen. Zusatzlich konnten sie
mittels 3D FISH demonstrieren, das verschiedene Paare von Tochterkernen variable
Nachbarschaftsanordnungen von CT zeigten.

254 Einfluss von Heterochromatin auf die Chromatin Anordnung

Die Eigenschaften von Heterochromatin werden aus heutiger Sicht im Kontext der
Herabregulierung der Genexpression und Inaktivierung von Genen, der X Chromosom
Inaktivierung, sowie der Zentromerfunktion gesehen (siehe Ubersichtsartikel von Hennig
1999, Spector 2003). In jungster Zeit hat auch die Hypothese von Hsu (1975) wieder an
Popularitat gewonnen (Tanabe et al. 2002a), die Heterochromatin eine Bedeutung im Sinne
einer Schutzfunktion gegenuber z.B. Mutagenen und Viren beimisst, obwohl bisher noch

keine Evidenz daflir gefunden wurde.
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Es werden zwei Typen von Heterochromatin unterschieden - konstitutives und fakultatives
Heterochromatin, welche von Brown (1966) erstmals als solche definiert wurden.

Konstitutives Heterochromatin ist nahezu frei von Protein codierenden Genen, enthalt einen
hohen Anteil von repetitiven Sequenzen und ist zumeist in peri- und para-zentromerischen
sowie subtelomerischen Chromosomenregionen lokalisiert. Fakultatives Heterochromatin
enthalt vorwiegend transkriptionell inaktive Gene. Insbesondere bei der Inaktivierung des X-
Chromosoms in weiblichen Sagetieren, die fur die Dosiskompensation der Genprodukte der
beiden X Chromsomen als wichtig erachtet wird, wird der Bildung von fakultativem

Heterochromatin eine Bedeutung beigemessen (siehe zur Ubersicht Cowell et al. 2001).

Die Repositionierung von Genen in enge Nachbarschaft zu konstitutivem Heterochromatin
oder die Verpackung von Genen in fakultative Heterochromatindoménen stellen vermutlich
wichtige Mechanismen der epigenetischen Regulation der Inaktivierung von Gensieltiar (
Ubersichtsartikel von Grewal und Elgin 2().)Karpen und Allshire (1997) stellten dariiber
hinaus fest, dass peri-zentromerisches Heterochromatin bedeutend fir die Zentromerfunktion
ist. Es wird angenommen, dassner der Hauptmechanismen in der Formierung von
Heterochromatin die Modifizierung von Histon H3 durch die Methylierung von Lysin in der
Position 9 darstellt (Lachner und Jenuwein 2002). Peters et al. (2001) zeigten, dass der
Verlust der Suv39h Histonmethyltransferase, die fur die Methylierung von Histon H3, Lysine
9 verantwortlich ist, zu einer Beeintrachtigung der Heterochromatin- und Genomstabilitat bei
Méausen fuhren kann. Diese war korreliert mit einer herabgesetzten Lebensféhigkeit und
einem hoheren Risiko fur B-Zell Lymphome. Auch wird die Methylierung von Lysin an
anderen Histon Positionen oder bei anderen Histonen, wie Histon H3-K27 und Histon H4-
K20 in Zusammenhang mit einer Geninaktivierung diskutiert. So wurde festgestellt, dass die
Histon Methylierung von H4-K20 eine Acetylierung von H4-H16 unterbindet, welche einen
Marker fur transkriptionell aktives Chromatin darstellt (siehe Ubersichtsartikel von Sims et al.
2003).

Inwieweit die Zellkernarchitektur Einfluss auf die Genexpression hat, ist weit gehend
unbekanntViele Beobachtungen weisen darauf hin, dass die Positionierung von Genen in
Nachbarschaft zu heterochromatischen Regionen zur Geninaktivierung fuhren kann (siehe
Ubersichtsartikel von Dundr und Misteli 200Byown et al. (1999), zeigten dass die nukleare
Positionierung von Genen in  Nachbarschaft zu Heterochromatinblocken das

Transkriptionsmuster dieser Gene stark beeinflussen karzeigten transkriptionell inaktive
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Gene in Zellkernen von zyklierenden priméaren B Lymphozyten die Tendenz der Lokalisation
nahe zu zentromerischem Heterochromatin, nicht jedoch in ruhenden B Lymphozyten. Bei
Wiedereintritt nicht zyklierender B Lymphozyten in den Zellzyklus wurde eine
Reposionierung dieser Gene hin zu zentromerischem Heterochromatin beobachtet, die dem
Muster von zyklierenden B Lymphozyten entsprdgbenso fand eine Reposition von Genen

hin zu zentromerischem Heterochromatin wéahrend einer durch die Differenzierung

induzierten transkriptionellen Inaktivierung von Genen in T-Lymphozyten statt.

255 Vergleichende Zellkernarchitektur

Vergleichende Studien zur Zellkernarchitektur, mit dem Ziel evolutionar konservierte Motive
aufzuzeigen, sowie den Einfluss evolutionarer chromosomaler Umbauten auf die nukleare
Topologie zu beleuchten, stellen einen bislang noch kaum untersuchten Aspekt in der
Zellkernarchitektur dar.

Erste vergleichende Studien zur radialen Chromatinanordnung im Zellkern in Primaten
wurden von Tanabe et al. (2002b) durchgefiihrt. Am Beispiel der menschlichen Chromosom
18 und 19 Homologen untersuchten Tanabe et al. (2002b) die radiale Chromatinanordnung in
Zellkernen lymphoblastoider Zelllinien von verschiedenen Vertretern der Menschen- und
Neuweltaffen Homo sapiensPan troglodytesGorilla gorilla, Pongo pymaeudiylobates

lar, Saimiri sciureus Callithrix jacchus und Saguinus oedipys Tanabe et al. (2002b)
demonstrierten, dass eine Gendichte-korrelierte radiale Organisation der homologen
menschlichen 18 und 19 CT evolutionar in verschiedenen Vertretern der hoheren Primaten
auch im Falle chromosomaler Umbauten, die wé&hrend der Evolution dieser Spezies
stattgefunden haben, konserviert ist. Chromosom 19 homologe Territorien waren tendenziell
zur Kernmitte hin orientiert, wahrend Chromosom 18 homologe Territorien eine Tendenz der
Positionierung zur Kernperipherie zeigten. Bemerkenswert ist insbesondere die
Konservierung dieser distinkten radialen Anordnung von Chromatin in der Spiytidmtes

lar (Gibbon), die sich durch extensive chromosomale Umbauten vom Menschen
unterscheidet. So sind die homologen Chromosomensegmente des menschlichen
Chromosoms 19 auf drei verschiedenen Chromosomen transloziert. Die Abbildung 2.11
veranschaulicht die Konservierung der radialen Anordnung der homologen menschlichen 18
und 19 CT in Zellkernen von vier verschiedenen Vertretern der Primaten.
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Abbildung 2.11: Radiale Organisation von genreichem Chromatin, homolog zum menschlichen Chromosom 19
und genarmem Chromatin, homolog zum menschlichen Chromsom 18 in 3D rekonstruierten Zellkernen des
Menschen und dreier Primatenspezies verschiedener phylogenetischer Linien (aus Tanabe et al 2002b). Wahrend
die homologen Chromosomen 18 und 19 beim Orangutan konserviert sind, unterscheiden sich die Homologen
des Gibbons (White-handed gibbon) und des Totenkopfaffen (Squirrel monkey) durch verschiedene

chromosomale Umbauten vom Menschen.
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Eine nachfolgende Studie von Tanabe et al. (im Druck), dokumentiert eine Gendichte-
abhangige radiale Anordnung der homologen menschlichen 18 und 19 CT auch in Zellkernen
lymphoblastoider Zellen der Altweltaffeacaca fascicularisMacaca fuscataund einem
Inter-Spezie€ercopithecus aethiopsErythrocebus patabklybriden. Somit konnte Tanabe et

al. (2002b) und Tanabe et al. (im Druck) demonstrieren, dass die radiale Anordnung der
homologen menschlichen 18 und 19 CT in Abhé&ngigkeit von der Gendichte Uber einen
Zeitraum von etwa 30 Millionen Jahre evolutionar in allen phylogenetischen Hauptlinien der
hoheren Primaten konserviert ist. Tanabe et al. (2002b) und Tanabe et al. (im Druck)
argumentierten, dass diese Konservierung fiir eine funktionell bedeutende Rolle der héheren
Ordnung von distinkten Gendichte-abhangigen radialen Chromatin Anordnungen sprechen

wirde.

In Zellkernen des Schimpansen und Gorillas beobachteten Tanabe et al. (2002beineloch
deutlich mehr zur Peripherie orientierte Lokalisation der Chromosom 19 Homologen, als bei
Mensch und OrangutanEine mdgliche Erklarung hierfir ist das Vorhandensein von
subtelomerischen Heterochromatinblocken in den Chromosom 19 Homologem bei
Schimpanse und Gorilla, welche im Menschen und Orangutan fehlen. Abbildung 2.12 zeigt
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einen Vergleich der quantitativen Auswertungen der radialen Verteilung der homologen
menschlichen 18 und 19 CT zwischen Mensch, Schimpanse, Gorilla und Orangutan.

Abbildung 2.12: Graphische Darstellung der radialen Verteilung der menschlichen Chromosom 18 und 19
homologen Territorien in Zellkernen von Mensch und Menschenaffen (aus Tanabe et al. 2002b). Zur
Veranschaulichung ist jeweils unterhalb der Graphen eine idiogramatische Darstellung der entsprechenden
Metaphasechromosomen dieser Spezies illustriert. Die homologen menschlichen 19 CT zeigen bei Schimpanse
und Gorilla eine mehperiphere Lokalisation, als beim Menschen und Orangutan. Diese ist moglicherweise auf
das Vohandensein von genarmen Heterochromatinblécken in den homologen menschlichen 19 CT bei
Schimpanse und Gorilla (schwarz gekennzeichnete Chromosomenregionen, siehe Pfeile) zuriickzufiihren,
welche einen positionellen Shift von genreichem Chromosom 19 homologen Material zur Kernperipherie

bewirkt haben.
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Die von Tanabe et al. (2002b), Tanabe et al. (im Druck) beobachtete Konservierung von
Gendichte-korrelierten radialen Arrangements in héheren Primaten lasst sich evolutionar noch
weiter zurtickverfolge. So zeigten Habermann et al. (2001) dass eine distinkte Anordnung in
Abhéangigkeit von der Gendichte auch in Zellkernen des HuBabus domesticyszu finden

ist: Die genreichen Mikrochromosomen waren bevorzugt in der Kernmitte positioniert,
wahrend die im Vergleich dazu genarmeren Makrochromosomen in der Kernperipherie
lokalisiert waren. Vergleichende Genkarten zwischen Huhn und Mensch lassen eine
Korrelation zur radialen Chromatinanordnung in Zellkernen des Menschen insoweit erkennen,
dass dasnenschliche Chromosom 19 Homologie zu Mikrochromosomen des Huhns zeigt,
wéahrend das menschliche Chromosom 18 homolog zu einem Segment eines
MakrochromosomsGallus domesticu€hromosom 2) ist. Die Konservierung einer distinkten
Gendichte-abhéngigen radialen Anordnung von Chromatin in Zellkernen des Huhns geben
erste Hinweise darauf, dass diese schon vor der Aufspaltung der Linien zu den rezenten

Saugetieren und Voégeln, also vor mindestens 300 Millionen Jahren, entstanden ist.
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2.6 Zielsetzung der vorliegenden Arbeit

Die phylogenetischen Beziehungen innerhalb der Infraordnung Platyrrhini sind gegenwartig
noch nicht vollstandig geklart. Auch die taxonomische Position einzelner Familien, Gattungen
und Spezies ist Gegenstand kontroverser Diskussion. Im Rahmen dieser Arbeit sollten
chromosomale Homologien zwischen dem Menschen und verschiedenen Vertretern der
Neuweltaffen mit der Methodemulti-directional cross species chromosome painting
nachgewiesen werden. Hierzu sollten chromosomen-spezifische DNA Sonden des Menschen,
der NeuweltaffenSaguinus oedipyd._agothrix lagothrichaund eines GibbonsHflobates
concolon im Vielfarben Format eingesetzt werden, um eine effiziente Charaktersierung dieser
Spezies zu ermoglichen. Durch die vergleichende Karyotypanalyse sollten gemeinsam
abgeleitete Charaktere der Neuweltaffen identifiziert und die evolutiondre Richtung
chromosomaler Veranderungen in den einzelnen phylogenetischen Linien rekonstruiert
werden. Aus der Summe der gewonnen Daten sollte ein Stammbaum der untersuchten

Neuweltaffen erstellt werden.

Ergdnzend zu der Analyse euchromatischer Homologien zwischen Neuweltaffen sollten
Experimente zur Evolution repetitiver Sequenzmotive und zu Polymorphismen
heterochromatischer Regionen des Genoms bei Neuweltaffen durchgefiihrt werden. Hierzu
sollte die Technik der vergleichenden Genomhybridisieru@pmparative Genome
Hybridization CGH) adaptiert werden, um in sog. Inter-Spezies CGH Experimenten sowohl
gualitative als auch quantitative Aussagen Uber repetitive Genomelemente treffen zu kénnen,
die mittelschromosome paintingnicht nachweisbar sind. Weiterhin sollten mit Hilfe der
chromosomalen Glasnadel Mikrodissektion gezielt DNA Sonden fur polymorphe
heterochromatische Chromosomenregionen etabliert werden. Diese DNA Sonden sollten
anschlieend in FISH Experimenten eingesetzt werden, um die inter- und intraspezifische

Variabilitéat von repetitiven Motiven zu analysieren.

Schliesslich sollte eine Studie zu evolutionaren Aspekten der Zellkernarchitektur durchgefiihrt
werden. Die Neuweltaffersaimiri sciureus Callithrix jacchus sowie der Mensch sollten
hierbei als Modell dienen, um in FISH Experimenten an 3D fixierten Interphasezellkernen
Auswirkungen chromosomaler Umbauten, die im Laufe der Evolution der Primaten
aufgetreten sind, auf die hohere Ordnung der Zellkernarchitektur zu beleuchten. Es sollten die

Fragestellungen bearbeitet werden, ob die radiale Organisation von Chromosomenterritorien
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und subchromosomaler Regionen auch im Falle evolutiondrer Umbauten zwischen
verschiedenen Spezies konserviert ist und ob konstitutives Heterochromatin einen Einfluss

auf die radiale Position von benachbartem Chromatin zeigt.
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3 Material und Methoden

3.1 Zellmaterial

Das verwendete Zellmaterial (Fibroblasten) der Neuweltaffalimico goeldii, Callithrix
jacchus, Callithrix argentata, Cebuella pygmaea, Chiropotes satamad Lagothrix
lagothrichawurde von Prof. Dr. J. Wienberg (Department Biologie Il - Humangenetik), Dr.
S. O'Brien, und Dr. R. Stanyo@@¢mparative Molecular Cytogenetics Core, Genetics Branch,
National Cancer Institute, Frederick, UBSAur Verfigung gestellt. Die menschliche
lymphoblastoide Zelllinie 1431665 wurde von Prof. Dr. J. Wienberg uberlassen. Die
lymphoblastoide Zelllinie vonSaimiri sciureus(533B) wurde von C. Roos (Deutsches
Primatenzentrum, Gottingen) zur Verfugung gestellt. Weiterhin wurde vorEudepean
Collection of Animal Cell Cultureslie lymphoblastoide Zelllinie B95-8 des Neuweltaffen
Saguinus oedipuECACC Ref No: 85011419), wie auch die Fibroblasten-Zelllinie Aotus
trivrigatus (OMK 637-69, ECACC Ref No: 90110510) bezogen.

Chromosomenpraparate der Neuweltaffé@allicebus donacophilys Ateles belzebul
marginatus Ateles paniscus panisguSaimiri ustus Saimiri boliviensis Leontopithecus
chrysopygusSaguinus imperatoiCacajao calvusAotus infulatusCallithrix penicillata und

Cebus apellgparaguayanusvurden aus frischem, heparinisiertem Vollblut gewonnen und
von Prof. Dr. J. Pieczarka (Laboratério de Citogenética, Depto de Genética, Universidade
Federal do Para, Belém, PA, Brazil) im Rahmen einer Kooperation zur Verfugung gestellt. In
Methanol-Eisessig fixiertes Zellmaterial der Neuwelta#éouatta carayazwei Individuen),

A. belzebuthA. fusca fuscgzwei Individuen)A. f.clamitans(zwei Individuen) A. seniculus
macconnelli (zwei Individuen aus der Region udari River, Para, Brazilien und ein
Individuum aus der Region urdatuma River Parda, Brazilien),Lagothrix lagothricha
Brachyteles arachnoideand Cebusapella paraguayanuswurde von Dr. E. de Oliveira
(Laboratério de Citogenética, Depto de Genética, Universidade Federal do Para, Belém, PA,
Brazil) bezogen. Im Rahmen seines einjahrigen Auslandsaufenthaltes an der LMU Munchen,
Department Biologie Il - Humangenetik wurde dieses fur die molekular-zytogenetische
Untersuchung bereitgestellt.

Blutproben von zweiCebuella pygmaedndividuen, zwei Individuen eine€. pygmaeax
Callithrix jacchus Inter-Spezies Hybriden (Geschwister), sowie einem Individuum der
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SpezieL. jacchus(Mutter der Inter-Spezies Hybriden) wurden freundlicherweise von Dr. G.
Anzenberger Anthropologisches Institut und Museum, Universitat Zirich-lrchel, Schweiz
zur Verfugung gestelltTiefgefrorenes (-20°C) Zellmaterial von einem weiteren Individuum
von C. pygmaedVater der Inter-Spezies Hybrid Individuen) wurde \@m G. Anzenberger
zur DNA Isolierungiberlassen.

3.2 Zellkultur

3.21 Primare Lymphozytenkulturen

Material
* Nahrmedium RPMI 1640 mit 15% FKS, 4mM L-Glutamin, Penicillin/Streptomycin
» Phytohemagglutinin (PHA-E), (0,48mg/ml): BIOCHROM: M 5040

* Heparin

Zu je 10ml des Kulturmediums wurde 0,5ml heparinisiertes Vollblut sowié BEA-E als
Mitogen zugegeben. Eine Metaphasenpraparation (siehe 3.3) erfolgte nach 72 stindiger
Inkubation bei 37°C, 5% CQind 80% relativer Luftfeuchtigkeit.

3.2.2 Kultur von lymphoblastoiden Zelllinien

Material
* Nahrmedium RPMI 1640 mit 15% FKS, 4mM L-Glutamin, Penicillin/Streptomycin

Lymphoblastoide Zelllinien wurden in Nahrmedium RPMI 1640 mit 15% FKS, 4mM L-
Glutamin, Penicillin/Streptomycin bei 37°C, 5% €0nd 80% relativer Luftfeuchtigkeit
kultiviert. Frisches Nahrmedium wurde in Abhangigkeit von der Proliferationsgeschwindig-
keit der Zelllinie zugefuhrt. Hierfir wurde die Zellsuspension abzentrifugiert (157g, 10 Min.)
und das Zellpellet in frischem Nahrmedium resuspendiert. Erschien die Teilungsaktivitat
ausreichend, wurde eine Chromosomenpréparation oder eine 3D Fixierung durchgefihrt.

Nicht weiter verwendete Zelllinien wurden in flissigem Stickstoff eingefroren (siehe 3.2.4).



Material und Methoden 50

3.2.3 Kultur von Fibroblasten

Material

* Nahrmedium DMEM mit 15% FKS, 4 mM L-Glutamin, Penicillin/Streptomycin
 1IxPBS

* Trypsin 0,05% (v/v), 0,02% EDTA (v/v) in 1x PBS

Bei den untersuchten Zelllinien handelte es sich um bereits etablierte Fibroblasten- Zelllinien.
Sie wurden in Nahrmedium DMEM mit 15% FKS, 4mM L-Glutamin, Penicillin/
Streptomycin bei 37°C, 5% GQnd 80% relativer Luftfeuchtigkeit kultiviert. Konfluent
gewachsenen Zellen wurde das Nahrmedium abgenommen, mit 1x PBS gewaschen und mit
Trypsin- Losung versetzt, die ein Ablosen der Zellen bewirkte. Die Zellsuspension wurde je
nach Dichte auf zwei oder mehrere Kulturflaschen verteilt und frisches Nahrmedium

zugegeben.
3.24 Einfrieren und Auftauen von Zellkulturen
Material

* Nahrmedium RPMI 1640 mit 15% FKS, 4mM L-Glutamin, Penicillin/Streptomycin
* Nahrmedium DMEM mit 15% FKS, 4 mM L-Glutamin, Penicillin/Streptomycin

« 1xPBS

* Trypsin 0,05% (v/v), 0,02% EDTA (v/v) in 1 x PBS

* Einfriermedium: Nahrmedium mit 10% DMSO (v/v)

Die Ablésung von Fibroblastenzellen erfolgte wie unter 3.2.3 beschrieben (entfiel bei
lymphoblastoiden Zelllinien). Der Zellsuspension wurde N&hrmedium zugesetzt, das die
Wirkung des Trypsins aufhebt und 10 Min. bei 157g zentrifugiert. Der Uberstand wurde
verworfen, das Pellet in 4°C kaltem Einfriermedium resuspendiert und in Einfrierréhrchen
Uberfuhrt. Der langsamen Abkihlung auf -80°C schloss sich die Lagerung in flissigem
Stickstoff an. Zum Rekultivieren wurde die eingefrorene Zellsuspension direkt in 37°C
warmen Nahrmedium aufgenommen und in Gewebekulturflaschen ausgesat. Die Kultivierung

der Zellen erfolgte wie unter 3.2.2 und 3.2.3 beschrieben.
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3.3 Metaphasenpréparation fur diein situ Hybridisierung

Material

* Colcemid-Ldsung (10 mg Colcemid/m}b@® bidest)1x PBS
* Trypsin 0,05% (v/v), 0,02% EDTA (v/v) in 1 x PBS

* Hypotone Lésung : 0,075 M KCI

» Fixativ: Methanol/Eisessig 3:1 (v/v)

« Ethanol (70%, 90%, 100%)

* Pepsin-Losung 0,005% in 0,01N HCL

Die Qualitat der Chromosomenpréparationen ist, besonders in Bezug auf das Verhaltnis von
Signalintensitat zu unspezifischem Hintergrund, ein wesentlicher Faktor fur die Effizienz der
in situ Hybridisierung. Der Zellkultur wurde Uber eine Zeitdauer von 30 - 60 Min. Colcemid-
Losung (10ul/ml Kulturmedium) zugegeben. Colcemid ist ein Zellspindelgift und bewirkt,
das sich die Zelle nicht tUber einen Zellzyklus hinaus teilen kann. Mit der Arretierung des
Zellzyklusses kann somit eine Anreicherung von Zellen, die sich in der Methaphase befinden,

erreicht werden.

Fibroblasten wurden nach 3.2.2 vom Boden der Kulturflasche abgeldst. Danach erfolgte ein
erster Zentrifugationsschritt bei 1579 fir 10 Minuten. Der Uberstand wurde verworfen und
das Pellet vorsichtig in der hypotonen Losung resuspendiert, die ein Anschwellen der Zellen
bewirkte. Die Zellsuspension wurde in ca. 10ml hypotoner Losung fur 13-20 Min. bei 37°C
inkubiert. Nach Zugabe von 0,5 ml Fixativ folgte ein weiterer Zentrifugationsschritt (10 Min.,
1579), bevor das Pellet langsam in eiskaltem Fixativ resuspendiert wurde. Die Fixierung
erfolgte fur 25 Min. bei 4°C. AnschlieRend wurde das Pellet mindestens dreimal mit Fixativ
gewaschen, um letztlich auf gereinigte (in 70% Ethanol eingelegte) Objekttrager aufgetropft
zu werden. Die Chromosomenspreitung ist abhangig von verschiedenen Parametern wie
Temperatur und Luftfeuchtigkeit. Am starksten wird sie von der Luftfeuchtigkeit beeinflusst.
Um eine gute Metaphasenspreitung zu erzielen, wurde die Zellsuspension deshalb auf zuvor
angehauchte Objektrager aufgetropft, gefachelt und kurz vor dem Trocknen mit einem
Tropfen Fixativ nachgewaschen. Anschliel3end konnten die Chromosomenpréparate von noch
verbliebenen Plasmaresten befreit werden, indem sie enzymatisch mit Pepsin behandelt und
nachfixiert wurden. Hierbei wurden die Chromosomenpraparate 1- 4 Min. in 0,005% Pepsin
in 0,01M HCL bei 37°C inkubiert und anschlie3end 3x5 Min. in 1x PBS bei RT gewaschen.
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Nachfolgend wurden die Objekttrager in einer aufsteigenden Ethanolreihe (70% fur 5-10
Min., 90%, 100%, je 3 Min.) dehydriert. Nach einer Stunde Inkubation bei 60°C oder
alternativ bei 37°C Ubernacht im Trockenschrank konnten die Objekttrager fir sl

Hybridisierung verwendet werden.

3.4 Zellpraparation fir di e 3Din situ Hybridisierung

Die Zellpraparation von Fibroblasten, sowie lymphoblastoiden Zelllinien erfolgte nach dem
Protokoll von Solovei et al. (2002h) mit geringfiigen Variationen entsprechend den
Anforderungen der jeweils verwendeten Zelllinie.

34.1 Lymphoblastoide Zellen

3.4.1.1 Puls-Markierung mittels BrdU und Adhasion der Zellen auf Deckglaser

Material

* 5-Bromo-2’-deoxyuridin (BrdU) 10mM

* Nahrmedium RPMI 1640 15% FKS, 4mM L-Glutamin, Penicillin/Streptomycin
* 50% FKS/ RPMI 1640 mit 4mM L-Glutamin, Penicillin/Streptomycin

» Deckglaser 26x76mm

* Ethanol/Ether 1:1 (v/v)

* Polylysin- Lésung: Polylysine-hydrobromid 10mg/ml 1:8 mit desO Merdinnt

* H,O bidest

* Hypotone Ldsung: 0,3x PBS

Bei der Pulsmarkierung mit BrdU wird das Nukleotid BrdU als Thymidinanalogon in die
DNA proliferiernder Zellen eingebaut. Da die Inkorporation von BrdU nur wahrend der
Replikation der DNA, in der S-Phase, stattfindet, dient die Inkorporation und der Nachweis
von eingebautem BrdU Uber einen gegen BrdU gerichteten spezifischen Antikérper zum
Nachweis von Zellen in der S-Phase. Als Vorbereitung wurden Deckglaser mit Etanol/Ether
gereinigt und luftgetrocknet. Anschliel3end wurden Deckglaser mit jgl @@er Polylysin-

Losung mittig auf eine Flache von 2x2cm beschichtet und eine Stunde bei RT inkubiert.
Polylysin dient der besseren Adhasion von in Suspension wachsender Zellen auf den
Deckglasern. Nach kurzem Eintauchen in dest. Wasser wurden die Deckglaser mindestens
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zwei Stunden bei RT getrocknet. Fur die Pulsmarkierung wurden je 1ml Nahrmedium 1
BrdU (Endkonzentration 10M) zugegeben und 30 Min. bei 37°C, 5% £@d 80% relativer
Luftfeuchtigkeit inkubiert. Die Zellsuspension (ca. 1,5ml pro Deckglas) wurde anschlie3end
10 Min. bei 157g abzentrifugiert. Das Pellet wurde sodann in 50% FKS/RPMI 1640 + 1
BrdU/ml Nahrmedium aufgenommen. Das Volumen der Zellsuspension wurde hierbei auf ein
Drittel eingeengt. Zur Adhasion der Zellen auf Deckglaser wurden etwal S5¢Y
Zellsuspension auf die zuvor mit Etanol/Ether gereinigten und mit Polylysin- Losung
beschichteten Deckglaser aufgetragen und weitere 30 Min. bei 37°C, 5%n@C80%
relativer Luftfeuchtigkeit in Quadriperms inkubiert. Anschliel3end wurden die Deckglaser mit
den adharierten Zellen fur 1Min. in hypotone Losung (0,3x PBS) getaucht. Unmittelbar darauf
schloss sich die Fixierung der Zellen (siehe 3.4.1.3) an. Lympoblastoide Zellen haben eine
kugelformige Gestalt und sind gefahrdet wahrend der Zellfixierung zu kollabieren. Die hohe
Serum (FKS) Konzentration in dem Nahrmedium wahrend der Adhéasion der Zellen auf
Deckglasern, sowie die kurze hypotone Behandlung in 0,3xPBS soll dem Kollabieren der

Zellen entgegenwirken.

3.4.1.2 3D Fixierung, Postfixierung und Lagerung

Material

* 4% PFA: 4% Paraformaldehyd (w/v) in 0,25x PBS 1xPBS
* 0,5% Triton-x-100 (v/v) in 1XPBS

» 20% Glyzerin in 1xPBS (v/v)

 Stickstoff, flissig

* 1xPBS

* 0,1N HCL in HO bidest

» 2xSSC

* 50% Formamide/2xSSC (v/v) pH 7

Alle Fixierungs- und Postfixierungsschgritte erfolgten bei RT. Es wurde darauf geachtet, dass
die Praparate hierbei nicht austrocknen, um die 3D Morphologie der Zellen zu erhalten. Die
Fixierung der Zellen erfolgte in frisch angesetztem 4% PFA, fur 10 Min. PFA induziert eine

Quervernetzung zwischen Proteinen und zwischen Proteinen und Nukleinsauren uber

Hydroxymethylenbriicken (Werner et al. 2000). Dies erzeugt eine stabile Struktur, die eine
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Umverteilung zellularer Komponenten verhind@avalli et al. 1999und ermoglicht, dass
die 3D Morphologie der Zelle erhalten bleibt.

An die Fixierung schlossen sich drei Waschritte zu je 5 Min. in 1XPBS an. Anschliel3end
folgte eine Inkubation in 0,5% Triton-x-100 in 1xPBS fur 15-25 Min., mit der eine
Permeabilisierung der Zell- und Kernmembran erreicht wird. Die Praparate wurden nun far
mindestens eine Stunde in 20% Glycerol in 1XxPBS gelagert und anschlieBend 4-5 mal in
fliussigen Stickstoff getaucht, wobei nach jeder Behandlung mit Stickstoff ein kurzes
Eintauchen in 20% Glycerol in 1xPBS folgte, um dem Aufbrechen der Zellen
entgegenzuwirken. Diese Behandlung ermdglicht durch Entfernung von Zytoplasma ein
besseres Eindringen von DNA Sonden in den Zellkern. Nach drei Waschschritten in 1XxPBS
zu je 5 Min. wurden die Pr&parate fur 5-10 Min. in 0,01N HCL inkubiert, das durch
Entfernung von Proteinen ebenfalls ein besseres Eindringen von DNA Sonden in den Zellkern
bewirkt. Nach zweimaligem Waschen in 2xSSC zu je 5 Min. schloss sich die Aquilibrierung
und Lagerung der Praparate in 50% Formamid/2xSSC bei 4°C an.

3.4.1.3 Enzymatischer Verdau mit Pepsin

Material

* 0,002% Pepsin in 0,01N HCL
* 1xPBS

» 2xSSC

* 1% Paraformaldehyd/ 1xPBS

Zur Entfernung von Zytoplasmaresten kann wie bei Metaphasepraparaten (siehe 2.3) eine
enzymatische Behandlung mit Pepsin durchgefihrt werden. Hierbei wurden die 3D fixierten
Zellen in 0,002% Pepsin in 0,01N HCL fur 1-5 min inkubiert und nachfolgend 2x5 Min. in
1xPBS gewaschen. Zur besseren Erhaltung der 3D Morphologie der Zellkerne kann
nachfolgend eine Postfixierung in 1% Paraformaldehyd durchgefiihrt werden. Die Praparate
wurden anschlieend kurz in 2xSSC Aaquilibriert bevor sie zur Lagerung in 50%
Formamid/2xSSC (siehe 3.4.1.3) tberfuhrt wurden.
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3.4.2 Fibroblasten

Die Kultivierung von Fibroblasten erfolgte wie in Kapitel 3.2.3 beschrieben. Fibroblasten, die
zu etwa 80% konfluent gewachsen waren, wurden nach Kapiel 3.2.2 vom Boden eirfer 75cm
Kulturflasche abgegel6st und 20-25 ml Nahrmedium zugegeben. Fiunf ml der Zellsuspension
wurden anschlieRend auf je ein zuvor mit Etanol/Ether gereinigtes und abgeflammtes
Deckglas (26x76mm) pipetittiert. Die Deckglaser wurden bis zur Fixierung der Zellen in
Quadriperms kultiviert. Bei Erreichen einer adaquaten Zelldichte, die in Abhangigkeit von der
Wachstumsgeschwindigkeit der Zelllinie nach etwa 1-4 Tagen erfolgte, wurde eine Puls-
Replikationsmarkierung mit BrdU analog zu 3.4.1.1 durchgefuhrt. Nach einstundiger
Inkubation wurden die Zellen 2x3 Min. in 1XPBS gewaschen. Alle weiteren Fixierungs- und
Postfixierungs-Schritte erfolgten analog zu lymphoblastoiden Zelllinien (siehe 3.4.1), mit dem
Unterschied, dass Fibroblasten vor der Fixierung nicht in 0,3x PBS hypoton behandelt wurden
und die Fixierung mit 4% Paraformaldehyd in 1xPBS, anstatt 0,25xPBS erfolgte.

3.5 DNA Sonden

3.5.1 Gesamtgenomische DNA

Gesamtgenomische DNA wurde isoliert, um in Vergleichenden Genom Hybridisierungen
(Comprative Genome Hybridizatipsiehe 4.2, sowie zur Suppression von unspezifischem
Hintergrund inchromosome paintingxperimenten eingesetzt zu werden. In Abh&ngigkeit
von Art und Menge an Ausgangsmaterial wurden verschiedene Praparationsverfahren zur

DNA Isolierung angewandt

3.5.1.1  DNA Préaparation nach Miller et al. (1988)

Material

« 1xPBS
* Nahrmedium RPMI 1640 15% FKS, 4mM L-Glutamin, Penicillin/Streptomycin pzw.
DMEM mit 15% FKS, 4 mM L-Glutamin, Penicillin/Streptomycin
* Proteinase K (15,3mg/ml): Roche Nr. 1413783

* SDS 20% (v/v)

* 1xSE-Puffer
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* NaCl-Losung saturiert (ca. 6M)
» Ethanol 100%

* 1x TE-Puffer

* H,0O bidest

» GeneQuant Il Spekrophotometer: Pharmacia Biotech

Die Praparation gesamt-enomischer DNA nisller et al. (1988)wurde durchgefihrt, wenn
ausreichend Zellmaterial vorhanden war - in der Regel wenn etablierte Zelllinien fiir die DNA
Isolation zur Verfigung standen. Dazu wurden die Zelllinien unter Standardbedingungen
kultiviert (siehe 3.2). Fibroblasten wurden nach 3.2.3 vom Boden der Kulturflasche abgel6st
und 15 ml Nahrmedium zugegeben. Die Fibroblasten-Zellsuspension bzw. in Nahrmedium
kultivierte lymphoblastoide Zelllen wurden in ein Falcontube tberfiihrt und abzentrifugiert
(210 Min./157g). AnschlieRend wurde die Proteolyse durchgefiihrt, indem das Zellpellet in 5ml
1x SE-Puffer resuspendiert und anschliel3end 16,5ul Proteinase K (15,6mg/ml, 50U/ml) sowie
250pl SDS (20%) zugegeben wurde. Der Ansatz wurde fur sechs Stunden bei 55°C inkubiert.
Nach der Proteolyse wurde der Ansatz auf 10ml mit 1x SE-Puffer verdinnt und 10 Minuten
bei 55°C equilibriert. Daraufhin wurden 3ml saturierte NaCl-L6sung (ca. 6M) hinzupipettiert,
sofort von Hand gemischt, 15-20 Sekunden gevortext und abzentrifugiert (15 Min./1140g).
Der klare Uberstand, der die geloste DNA enthielt, wurde abpipettiert und mit 2 Volumina
100% Ethanol bei RT geféllt. Die préazipitierte DNA wurde mit einem sterilen Glashaken
gefischt, in 70%igem Ethanol gewaschen und in 100ul 1x TE-Puffer oder alternativ dest.

Wasser gelost.

Zur Bestimmung der DNA Konzentration wurde ein Aliquot der DNA 1:100 und 1:200 mit
Aqua bidest verdinnt und gegen eine Leerkontrolle (dest. Wasser) bei 260nm photometrisch
die Extinktion gemessen. Als zusatzliche Referenz diente ein ebenfalls 1:100 und 1:200
verdinntes Aliquot der DNA einer menschlichen Zelllinie mit bekannter Konzentration. Die
DNA-Konzentration errechnete sich tber die optische Dichte (OD) nach folgender Formel:
DNAKonz(ng/ul) = OD x Verdinnungsfaktor x 50. Die finale DNA Konzentration wurde

aus dem Mittelwert der DNA Konzentration der beiden gemessenen Verdinnungen errechnet.
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3.5.1.2 DNA Préaparation mittels ,Makrodissektion*

Material

 sterile Skalpelle

* PCR Reaktionsansatz fur eine Primaramplifikation iber DOP PCR (siehe 3.6.2)
* Hybaid TouchDown Thermal Cycler

* 1% Agarose in 1XTAE Puffer

* H,0 bidest

» GeneQuant Il Spekrophotometer: Pharmacia Biotech

Die Extraktion von gesamt-enomischer DNA mittels ,Makrodissektion* wurde alternativ zur
konventionellen DNA Isolierung (siehe 3.5.1.1) gewahlt, wenn weder ausreichend
Lebendzell- noch ausreichend tiefgefrorenes Zellmaterial zur Verfligung stand. Hierbei wurde
Zellmaterial mit einem sterilen Skalpell von Zellpréaparaten abgeschabt und in ein steriles
Eppendorf- R6hrchen tberfuhrt. Im Unterschied zur ,Mikrodissektion“ (siehe 3.5.3) wurde
das auf dem Praparat vorhandene gesamte Zellmaterial isoliert. An die Isolierung der so
gewonnenen DNA schloss sich unmittelbar eine Primaramplifikation tber DOP PCR (siehe
3.6.2) an. Der Erfolg der DNA Amplifikation wurde durch Gelelektrophorese mit einem
1%igen Agarosegel uberprift. Die DNA Konzentration wurde photometrisch bestimmt (siehe
3.5.1.1)

3.5.1.3 DNA Praparation unter Verwendung kommerziell erhaltlicher Kits

Material

» E.Z.N.A. Blood DNA Kit I: PEQLAB Biotechnologie 12-3491-01
 E.Z.N.A. Tissue DNA Kit IlI: PEQLAB Biotechnologie 12-3496-01
* 1% Agarose in 1XTAE Puffer

* H,O bidest

» Photometer GeneQuant Il: Pharmacia Biotech

Die Extraktion gesamtgenomischer DNA von Individuen #&ruweltaffenartCebuella
pygmaeavon denen gefrorenes Zellmaterial zur Verfligung stand (siehe 3.1), erfolgte mittels
E.Z.N.A. Tissue DNA Kit Il gemaf3 den Angaben des Herstellers. Hierbei wurde etwa 30mg
des gefrorenen Gewebes mit einem Morser fein zermalen und die DNA nach der Lyse des
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Gewebes mittels einer Protease (enthalten in E.Z.N.A. Tissue DNA Kit Il) auf eine
Silikamembran  geladen und gebunden. Nach  mehrfachen = Wasch- und
Zentrifugationsschritten wurde die DNA eluiert. Auf diese Weise konnten DNA-Ertrage bis
zu 30ug erreicht werden. Lagen Blutproben von Neuweltaffen vor, wurdé.deX.A.

Blood DNA Kit | verwendet, bel dem nach demselben Prinzip wie bei Verwendung des
E.Z.N.A. Tissue DNA Kit llverfahren wurde. Hierbei konnte aus ca. 250ul Vollblut bis

zu 12ug DNA gewonnen werden. Die DNA Konzentration wurde photometrisch bestimmt
(siehe 3.5.1.1).

3.5.2 Chromosomen-spezifische DNA Sonden

Die in dieser Arbeit verwendeten chromosomen-spezifischen [BhiAden sind mittels
bidirektionaler Durchflu3zytometrie (FACS- Fluorescencectivatedchromosomesorting,

(Gray et al. 197pisoliert worden. Hierbei werden die Chromosomen entsprechend ihrer
GroRe und Basenpaarzusammensetzung auftrennt. Die Differenzierung der Chromsomen nach
ihrer Basenpaarzusammensetzung wird durch bestimmte DNA interkalierende
Fluoreszenzfarbstoffe ermdglicht, die spezifisch Adenin/Thymidin reiche (z.B. Giber Hoechst
33258) und Guanin/Cytosin reiche (z.B. tber Chromomycin A3) DNA Abschnitte anfarben
und damit eine Banderung erzeugen. Eine Ubersicht uberF@asescenceactivated
chromosomesorting bietetCarter (1994).

Chromosomen-spezifische DN&onden des Gibbons Hylobates concolor, als auch
chromosomen-spezifische DNA Sonden der Neuweltaffen- Zelllinie B9S&guinus
oedipu wurden am Department of Pathology, Cambridge University, GroR3britannien, von
Dr. S. Muller etabliert undind in Miller et al. (1998, 2001) beschrieben. Die Isolierung

des chromosomalen Materials wurde dabei mittels FACS von P. O"Brien durchgefiihrt. Die so
gewonnene chromosomale DNA wurde von Dr. S. Muller zur Primaramplifikation mittels
DOP-PCR (Degenerat®ligonucleotidePrimed PolymeraseChain Reaktion”, Telenius et al.
1992) gemal Standardprotokollen (siehe 3.&@&)wendet. Das chromosomale Material des
NeuweltaffenLagothrix lagothrichawurde ebenfalls von P. O"Brien mittels FACS isoliert.
Die anschlieRende Primaramplifikation mittels DOP-PCR wurde am Department of
Pathology, Cambridge University, Grol3britannien von Dr. S. Consigliere durchgefuhrt. Die
Etablierung chromosomen-spezifischer DNA Sonden des Neuweltatgthrix lagothricha

ist in Stanyon et al. (2001) dokumentiert. Sie wurden freundlicherweise Dr. R. Stayon zur
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Verfliigung gestellt. Menschliche chromosomenspezifische DNA Sonden wurden von Prof.
Dr. M.A. Ferguson-Smith (Cambridge University, GroRRbritannien) zur Verfiigung gestellt.

3.53 Generierung subregionaler DNA Sonden mittels Mikrodissektion

Material
» Glasstabe aus Borosilicatglas: Hilgenberg No. 7347740 (Lange 10cm, Durchmessel 1mm)
* Nadelzieher PC-10, Narishige Group

* Phasenkontrastmikroskop: Axiovert 135, Zeiss
» Mikromanipulator HS 6/3, Marzhauser, Wetzlar
* PCR Reaktionsansatz nach 3.6.2

Die Mikrodissektion von Chromosomen und Chromosomen-Subregionen ist eine elegante
Methode zur Etablierung von DNA Sonden fiur FISH Experimente. Etablierte Protokolle
erlauben die Generierung entsprechender Sonden von weniger als 10 mit einer feinen
Glasnadel mikrodissektierter Chromosomen (-regionen). Weimer et al. (2001) entwickelten
ein Protokoll, welches die Mikrodissektion nach Fluoreszenzitu Hybridisierung zur
Identifikation der chromosomalen Zielregion erlaubt. Da eine dementsprechende Ausristung
des Mikroskops fur die vorliegende Arbeit nicht zur Verwendung stand, wurde das Protokoll
entsprechend adaptiert. Hierbei wurde wie folgt vorgegangen: Zur ldentifizierung der zu
mikrodissektierenden chromosomalen Zielregion wurde vor der Mikrodissektioimesita
Hybridisierung mit einer entsprechenden Biotin-dUTP markierten DNA Sonde durchgefihrt.
Zum Nachweis der DNA Sonde wurde eine Kolorimetrische Detektion (siehe 3.8.2.)
angewandt. Hierbei entstand durch die katalytische Aktivitat einer Streptavidin gekoppelten
Alkalischen Phosphatase unter Umsetzung der Substrate NBT/BCIP ein blaues Farbprazipitat,
das die DNA Sonde auf dem hybridisierten Zielchromosom nachwies. Die Mikrodissektion
selbst wurde unter Standardbedingungen durchgefuihrt. Ziel war die Isolierung von
insbesondere heterochromatischen Chromosomenregionen zur Etablierung einer spezifischen
repetitiven DNA Sonde. Die chromosomale Mikrodissektion wurde unmittelbar nach der
Detektion des Hybridisierungssignals an einem inversen Phasenkontrastmikroskop
durchgefiihrt (Axiovert 135, Zeiss). Vorbereitend wurden mittels eines Nadelziehers feine
Glasnadeln aus Borosilicatglasstaben gezogen und diese anschlieend 45min mit UV-Licht
bestrahlt, um DNA Kontaminationen weitestgehend zu vermeiden. Die Fihrung der
Glasnadeln erfolgte Uber einen Mikromanipulator. Die Nadelspitze mit dem daran
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anheftenden mikrodissektierten chromosomalen Material wurde unter visueller Beobachtung
in ein Eppendorf RoOhrchen dberfuhrt und darin abgebrochen. Etwa ein bis drei
Chromosomenfragmente wurden pro Eppendorf R6hrchen gesammelt. Dieses enthielt einen
bereits voraliquotierten PCR Reaktionsansatz (siehe 3.6.2), der alle Komponenten mit
Ausnahme von Tag-Polymerase und 6MW DOP Primer, enthielt. Nach grindlichem
Abzentrifugieren (1889g, 5 Min.) wurde Tag-DNA Polymerase und 6MW DOP Primer
hinzupipettiert und eine priméare Amplifikation mittels DOP PCR nach 2.6.2 durchgefuhrt.

3.6 Amplifikation und nichtradioaktive Markierung von DNA Sonden

3.6.1 Prinzip der DOP-PCR

Mit der Technik der DOP-PCR lassen sich sowohl von normalen und aberranten Zellinien
menschlichen Ursprungs (Telenius et al. 1992, Carter et al. 1992) wie auch von beliebigen
nichtmenschlichen Saugerspeziesielfje Ubersichtsartikel von Ferguson-Smith 1997)
chromosomen-spezifische DNA Sonden fir die Fluoreszenzsitu Hybridisierung

generieren.

Unter Einsatz eines Primers, der eine partiell degenerierte Nukleotidsequenz enthalt und
spezifischen PCR Bedingungen, lassen sich zuféllig genomische Sequenzen amplifizieren,
welche in ihrer Summe theoretisch die gesamte eingesetzte DNA als tiberlappende Fragmente
(200bp-2Kbp) représentieren. Die Sequenz des verwendeten Primers 6-MW (5-CCG ACT
CGA GNN NNN NAT GTG G-3°, N = A, C, G oder T) ist im mittleren Abschnitt (6bp)
degeneriert, der 5° flankierende Abschnitt (10bp) enthélt eine Xhol Erkennungssequenz, um
Klonierung der PCR Produkte méglich zu machen, wéahrend der 3" flankierende Abschnitt
(6bp) spezifisch gewahlt ist, so dass statistisch eine komplementéare Sequenz der Template
DNA erkannt wird. Eine schematische Ubersicht tiber den Ablauf der ersten DOP-PCR
Zyklen gibt Abbildung 3.1.
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Abbildung 3.1: (nach Telenius et al. 1992 ersten PCR Zyklus (I) bindet bei niedriger Temperatur (niedrige
Stringenz) das spezifisch gewéhlte 3° Ende des DOP Primers an die Template DNA, stabilisiert durch den
partiell degenerierten mittleren Abschnitt. In den folgenden Zyklen (II) werden bei noch immer niedriger
Temperatur Fragmente generiert, welche an einem Ende die volle Primer Sequenz, am anderen Ende die dazu
komplenentare Sequenz enthalten. In den anschliessenden Zyklen (Ill) wird die Temperatur erhdht, so dass nur

noch Primer Bindung in voller Lé&nge mdglich ist.
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3.6.2 Anreicherung von DNA tUber DOP-PCR (Primaramplifikation)

Material
* 6-MW Primer (20uM), siehe 3.6.1, synthetisiert von MWG Biotech
» ,Optimized Buffer Kit": Invitrogen Nr: K-1220-02D:
-5x PCR Puffer D;
-10x dNTP-Mix dATP, dCTP, dTTP, dGTP (je 2,5 mM)
* H,0O (Glasampullelmpuwa Fresenius Kabi)
e 20x W1 (0,59 W1 in 100ml $9); W1: Sigma P-7516
* Tag-Polymerase (5U/ul): Pharmacia 27-007-99
* Hybaid TouchDown Thermal Cycler
* 1%ige Agarose in 1XTAE Puffer

Gesamtgenomische DNA (ggDNA), sowie durch die chromosomale Mikrodissektion

generierte DNA konnte Gber diese DOP PCR Reaktion angereichert werden.

Ein 25ul Reaktionsansatz enthielt folgende Komponenten:
DNA (ggDNA: bis zu 250ng; Mikrodissektierte DNA:im pg Bereich )
5 ul 5x FCR-Puffer D
2,5 ul dNTP-Mix
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2,5 pl 6 MW-Primer
1,25 pl 20x W 1

0,5 ul Tag-Polymerase
H.O ad 25pl

Da bei diesem PCR Ansatz mit zum Teil sehr geringer Template DNA gearbeitet wurde (pg
Bereich) und so selbst geringe Kontamination durch Fremd-DNA eine effiziente
Amplifizierung der chromosomalen DNA beeintrachtigen wirde, wurden alle Arbeitsschritte
auf einer sterilen Arbeitsbank durchgefuhrt. Es wurden hochgereinigte Chemikalien
verwendet (20x W1 Detergenz steril filtriert; 5x PCR Puffer D, dNTP Mix sowie steriles
H,O) und Pipetten, Pipettenspitzen, sowie Reaktionsgefalle wurden UV behandelt.
Insbesondere erschien es hilfreich, die erforderliche Anzahl an Arbeitsschritten auf ein
Minimum zu reduzieren. Um die eingesetzte DNA unspezifisch und gleichmaRig zu
amplifizieren, sowie eine Fragmentl&ange von 200-1000 bp zu erzielen, wurden die in Tabelle
3.1 aufgefuihrten PCR Bedingungen gewahlt:

Tabelle 3.1:PCR-Bedingungen, die fur die Primaramplifikation von DNA Uber DOP-PCR gewahlt wurden.

Zyklen Schritt Temperatur Zeit

1 Start-Denaturierung 94°C 9 Min.

8 Denaturierung 94°C 1 Min.
Primeranlagerung 30°C 1 Min.30 Sek.

Elongation 72°C 3 Min.

25 Denaturierung 94°C 1 Min.

Primeranlagerung 62°C 1 Min.
Elongation 72°C 1 Min.30 Sek

1 Schluss-Elongation 72°C 8 Min.

Unter diesen Bedingungen wurden je nach eingesetzter DNA Menge (siehe oben) bis zu
100ng/ul PCR Produkt erzielt. Die Effizienz der PCR Reaktion wurde Uberprift, indem ein
Aliquot des PCR Produkts (3-5ul) in einem 1%igen Agarosegel aufgetrennt wurde.

3.6.3 Re-Amplifikation der Primaramplifikate mittels DOP-PCR

Material
* 6-MW primer (20uM), siehe 2.6.1, synthetisiert von MWG Biotech
o dNTP-Mix: dATP, dCTP, dGTP, dTTP (je 2,5 mM); dNTP Set: Roche Nr. 1969064




Material und Methoden 63

* H,0 bidest

» 20x W1 Detergenz: Sigma P-7516

» Tag-Polymerase (5U/ul): Amersham-Pharmacia Biotech 27-007-99
» 10x TAPS Puffer: Sigma Nr. T-9659

» Hybaid TouchDown Thermal Cycler

* 1%igen Agarose in 1XTAE Puffer

Gesamtgenomische, sowie durch die chromosomale Mikrodissektion generierte DNA und
chromosomen-spezifische DNA Sonden der Primaramplifikation (siehe 3.6.2) wurden mittels
DOP-PCR unter Verwendung des Primers 6-MW re-amplifizi®&in 25 pl PCR
Reaktionsansatz enthielt folgende Komponenten:

DNA (100-200ng)

2,5 pl 10x TAPS Puffer

2,5 ul dNTRMix

2,5 pl 6 MW-Primer

1,25 pl 20x W 1

0,5 ul Tag polymerase

ad 25 pl HO bidest

In der Tabelle 3.2 sind die PCR Bedingungen, die fur die Re-Amplifikation von
Primaramplikaten mittels DOP-PCR gewahlt wurden, aufgefuhrt.

Tabelle 3.2: PCR-Bedingungen, die fur die Re-Amplifikation von primdren DOP-PCR Produkten gewahit

wurden.
Zyklen Schritt Temperatur Zeit
1 Start-Denaturierung 94°C 3 Min.
30 Denaturierung 94°C 1 Min.
Primeranlagerung 62°C 1 Min.
Elongation 72°C 1 Min.30 Sek.
1 Schluss-Elongation 72°C 8 Min.

Die Ausbeute der Reamplikation Uber DOP-PCR betrug etwa 100ng DNA/ul. Die richtige

Fragmentlange der PCR Produkte ist massgeblich fur eine effiziente Hybridisierung. Zur
Kontrolle der Fragmentlange der PCR Produkte wurden 3ul PCR Produkt auf einem 1%igen
Agarosegel aufgetrennt.
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3.6.4 Markierung von DNA Sonden mittels DOP-PCR

Material
* 6-MW primer (20uM), synthetisiert von MWG Biotech
« dNTP-Mix: dATP, dCTP, dGTP (je 2mM), dTTP (1,6mM); dNTP Set: Roche 1969064
e X-dUTP:
SpectrumGreen dUTP (1mM): Abbott 6J9410
Tamra-dUTP (0,4mM): PE Applied Biosystems 401895
Biotin-16-dUTP dUTP (0,4mM): Roche 1093070
Digoxigenin- 11-dUTP (DIG- 11- dUTP) (0,4mM): Roche 1558706
FluoroLink™ Cy3-dUTP (0,4mM) Amersham-Pharmacia Biote&3022
Dinitrophenol (DNP-11-dUTP) (1mM): NEN Life Science Products NEL 551
* H,O bidest
» 20x W1 Detergenz Sigma P-7516
* Taqg-Polymerase (5U/ul); Amersham-Pharmacia Biotech 27-007-99
* 10x TAPS PCR: Sigma T-9659
* Hybaid TouchDown Thermal cycling system

* 1%ige Agarose in 1XTAE Puffer

Um nach einer Fluoreszenz situ Hybridisierung unter dem Mikroskop die eingesetzten
DNA Sonden auf den Chromosomen sichtbar zu machen, wurden die DNA Sonden zuvor mit
Reportermolekiilen markiert. Dabei handelt es sich im allgemeinen um modifizierte
Desoxyuraciltriphosphate (dUTPs), die, im Uberschuss angeboten, bei der Markierung statt
Desoxythymidintriphosphat (dTTP) in die DNA eingebaut werden. Grundsatzlich
unterscheidet man zwischen direkt Fluorochrom gekoppelten dUTPs (z.B. Tamra-dUTP) und
Hapten-gekoppelten dUTPs (z.B. Biotin-16-dUTP), die Uber gegen das Hapten gerichtete
Fluorochrom-gekoppelte Antikdrper nachgewiesen werden. Zur nichtradioaktiven Markierung
von DNA Sonden fir dian situ Hybridisierung wurden in dieser Arbeit sowohl! direkt
Fluorochrom-gekoppelte dUTPs (Tamra-dUTP, SpectrumGreen dUTP, Cy3-dUTP,
Rhodaminel10-dUTP) als auch Hapten-gekoppelte dUTPs (Biotin-dUTP, Digoxigenin-
dUTP, DNP-11-dUTP) eingesetzt. Tabelle 3.3 gibt eine Ubersicht iiber die Kenngréssen
dieser dUTPs.
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Tabelle 3.3:Kenngrdssen der zur Markierung von DNA Sonden eingesetzten dUTPs.

dUTP Nachweis Emissionyax Fluoreszenz
Tamra-dUTP - 575 nm rot
Cy3-dUTP - 568 nm rot
Biotin-dUTP Avidin-Cy3 568 nm rot
Avidin-Cy5 672 nm infrarot
Avidin- Alexa 488 519 nm grian
Avidin-AMCA 445 nm blau
Digoxigenin-dUTP Schafe-Dig-FITC 520 nm grun
Mausa-Dig-Cy5 672 nm infrarot
Maus«a-Dig-Cy3 568 nm rot
DNP-11-dUTP 1. Ziegeoa DNP, 520 nm grun
2. Kanninchena-Ziege-FITC
SpectrumGreen-dUTP]| - 524 nm grin
Rhodamin 110-dUTP |- 525 nm gran

Welche Reportermolekule fur die Markierung von DNA Sonden verwendet wurden, richtete

sich vor allem nach dem Ziel dan situ Hybridisierung (Einzel- odemulti-color

Hybridisierung). Sie wurden unter Beriicksichtigung der Unterschiede zwischen den dUTPs

und deren Nachweissystemen in Bezug auf Lichtstabilitét, Signalintensitat und das Verhaltnis

von Signalintensitat zu unspezifischem Hintergrund ausgewahlt.

Die Markierung der DNA Sonden mit Reportermolekilen erfolgte mittels DOP-PCR unter

den gleichen PCR Bedingungen wie bei der Re-Amplifikation (siehe Tabelle 3.2). Hierbei
wurden PCR Produkte der Re-Amplifikation (siehe 3.6.3) eingesEimt.25 pl PCR
Reaktionsansatz bestand aus folgenden Komponenten:

DNA (100- 200ng Re-Amplifikatinsprodukt)

2,5 pl 10x PCR-Puffer
1,25 pl dNTP-Mix

1 ul X-dUTP

2,5 JI6MW- Primer
1,25 pl 20x W 1

0,5 ul Tag Polymerase
ad 25 pl HO bidest
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Unter diesen PCR- Bedingungen wurden etwa 100ng DNA/pl PCR Produkt erzielt. Die
Effizienz der PCR Reaktion wurde Uberprift, indem ein Aliquot des PCR Produkts in einem

1%igen Agarosegel aufgetrennt wurde.

3.6.5 Markierung von DNA Sonden mittels Nicktranslation

Material
» 10x NT-Puffer: Roche
» Mercaptoethanol: Merck 1.12006
o dNTP-Mix: dATP, dCTP, dGTP (je 2,5mM), dTTP (1,25mM); dNTP Set: Roche 1969064
o X-dUTP:

- Biotin-dUTP (0,4mM): Roche 1093070

- Digoxigenin-dUTP (0,4mM): Roche 1093088

- Tamra-dUTP (0,4mM): PE Applied Biosystems 401895
* DNA Polymerase I: Roche 104485
* DNAse I: Roche 104159 (100mg; 1:250 in aqua bidest)
* H,O bidest
 EDTA (0,5M; pH 8,0): Merck 1.12029
* 1%ige Agarose in 1XTAE Puffer

Die Nicktranslation wurde insbesondere zur Markierung Gesamt-genomischer DNA
angewandt. Bei der Nicktranslation werden die Enzyme DNAse | und DNA-Polymerase |
erfordert, mit deren Hilfe ebenfalls nichtradioaktive Reportermolekile in doppelstrangige
DNA eingebaut werden kdnnen. Dabei fuhrt die DNAse | Einzelstrangbrtiche (,nicks®) in die
Doppelstrang-DNA ein. Die Exonukleaseaktivitat der DNA-Polymerase | entfernt die
Nukleotide und katalysiert gleichzeitig den Einbau neuer dNTPs. Indem dUTPs hinzugefiigt
werden, die, im Uberschuss angeboten, bei der Markierung statt Desoxythymidintriphosphat
(dTTP) in die DNA eingebaut werden, kann die DNA wie bei der nichtradiaktiven DOP PCR
(siehe 3.6.4) mit direkt Fluorochrom gekoppelten dUTPs und Hapten gekoppelten dUTPs
markiert werden. Durch das Enzym DNAse | und einer Inkubationszeit des
Nicktranslationsansatzes von 90 Min bei 15°C, sollte die DNA fumds#tu Hybridisierung
gleichzeitg auf die optimale Fragmentlange von 200bp—1kb geschnitten werden.
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Zur Markierung von 1ug DNA wurde ein 50ul Reaktions-Mix mit folgenden Komponenten
angesetzt:

DNA (1)

5 ul 10x NT-Puffer

5 ul Mercaptoethanol

5ul dNTP-Mix

1 ul X-dUTP

1 pl DNAse | (1:250)

1 pl DNA Polymerase |

ad 50ul HO bidest

Die resultierende Fragmentlange wurde Uberprift, indem ein Aliquot in einem 1%igen
Agarosegel aufgetrennt wurde. Die Enzymreaktion wurde durch 1/10 Vol. 0,5M EDTA (pH

8,0) gestoppt.

3.7 Fluoreszenzn situ Hybridisierung

Material

 Ethanol (70%, 90%, 100%)

» Lachssperma DNA (10mg/ml): Sigma D9156

* Human Gt-1 DNA (1mg/ml): Gibco BRL 15279-01

» unmarkierte gesamtgenomische DNA verschiedener nichtmenschlicher Primaten
* Natriumacetat 3M

» Hybridisierungspuffer

» Denaturierungslosung: 70% Formamid (v/v) in 1x SSC

» Fixogum

* Waschlésungen: 1x SSC/50% Formamid (v/v), 2x SSC, 0,1x SSC

Mit der Technik der Fluoreszenz situ Hybridisierung (FISH) ist es moglich, in Zellkernen
(Interphase) oder in einer sich teilenden Zelle (Metaphase) mit nichtradioaktiv markierten
DNA Sonden spezifisch ganze Chromosomehrdgmosome paintingPinkel et al. 1988,
Lichter et al. 1988, Cremer et al. 1988) oder chromosomale Subred©rener et al. 1986,
Landegent et al. 1985, Lengauer et al. 19@hzuweisen. Seit der Einfiihrung verschiedener
Haptene und Fluorochrome kdnnen mehrere DNA Sondemulhi-color Fluoreszenzn situ
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Hybridisierungen(Hopman et al. 1986, Nederlof et al. 1989, Dauwerse et al) 5@88ltan
dargestellt werden. Mittelsl-FISH (multiplex FISH) undSpectral KaryotypindSKY) gelang
Speicher et al. (1996) und Schrock et al. (1996) erstmals eine Differenzierung des
menschlichen Karyotyps in 24 verschiedenen Farben. Speicher et al. (1996) verwendeten zur
Unterscheidung der Fluorochrome spezielgrow band pasg$-ilter, Schrock et al. (1996)

einen Interferometer. Seiher wurden verschiedene Methoden vorgestaliimixned binary

ratio labeling (COBRA, Tanke et al. 1999¢olor changing karyotypingCCK, Henegariu et

al. 1999) uniReFISH(Mdller et al. 2002), die alternative AnsatzeMuFISH SKYdarstellen

und die Verwendung eines Epifluoreszenz Mikroskops mit einem konventionellen Filtersatz

erlauben.

Andere Strategien von Ried et al. (1992), Lengauer et al. (1993), Muller et al. (1997b, 1998),
und Chudoba et al. (1999) ermoglichen eine farbliche Differenzierung von Chromosomen
durchmulti-color FISH geeigneter subregionaler DNA Sonden, die farblich unterschiedliche
Banden auf Chromosomecghfomosome bar codesrzeugen. Mdiller et al. (2004) stellten
kirzlich einen farblich nicht redundantehromosoméar codevor, der eine Differenzierung

des menschlichen Karyotyps in 100 distinkte Chromosomensegmente erlaubte. Auch wurden
seit Einfuhrung der FISH kostengiinstige und deutlich vereinfachte Markierungsmethoden
von DNA Sonden fumulti-color FISH Experimente entwickelt. Roberts et al. (1999) stellten
ein Markierungsverfahren vor, bei dem anstatt von Einzelmarkierungen, DNA Sonden zu
pools zusammengefasst und diese differenziell markiert werden. Die Kosten fur die
Markierung von DNA Sonden kénnen weiterhin erheblich reduziert werden, in dem
Fluorochrom-gekoppelte d-UTP's nach dem Protokoll von Henegariu et al. (2000) selbst
synthetisiert werden.

Im Allgemeinen wird die Hybridisierung unter Supressionsbedingungen durchgefihrt (CISS-,
Chromosomenin situ Supppressions-Hybridisierung), indem dem Hybridisierungsansatz
unmarkierte Kompetitor (1) DNA und/oder unmarkierte gesamtgenomische DNA
zugegeben wird. Im Genom vorkommende repetitive Sequenzen (z.B Satelliten DNA, SINES,
LINES), werden so nach der Denaturierung in einer Vorhybridisierung abgesattigt
("preannealing”). Diese Sequenzen reassoziieren von déu Hybridisierung aufgrund ihrer
Reassoziationskinetik sehr rasch und werden so supprimiert. Sie stehen dadurch fir den
Hybridisierungsvorgang auf Chromosomen nicht mehr zur Verfigung. Unter diesen

Bedingungen werden unerwiinschte Kreuzhybridisierungen der DNA Sonde reduziert,
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wodurch eine hohere Spezifitat des Hybridisierungssignals, besonders bei Verwendung
komplexer DNA Sonden, erzielt werden kann.

Die in situ Hybridisierung einer DNA Sonde gliedert sich in mehrere Arbeitsschritte:
» Vorbereitung der DNA Sonde (siehe 3.7.1)

* Denaturierung der DNA Sonde und der Préparate (siehe 3.7.2)

» Hybridisierungin situ und Stringenzwaschung (siehe 3.7.3)

» Detektion des Hybridisierungssignals (siehe 3.8)

Ein wichtiges Kriterium ist die Stringenz, unter dersitu Hybridisierungen durchgefihrt
werden. Die Stringenz bestimmt den Prozentsatz korrekt gepaarter Nucleotide im
Doppelstrang aus Sonde und Zielsequenz. Sie kann mit der in Tabelle 3.4 angegebenen

Formel bestimmt werden.

Tabelle 3.4:Formel zur Berechnung der Stringenz inesitu Hybridisierungen (aus Leitch et al. 1994).

Stringenz (%) = 100-Ms (ty —ta)

Mt = Fehlpaarungsfaktor (1 fir Sonden tber 150 bp, 5 fiir Sonden unter 20 bp Lange)
ta = Temperatur (°C) bei der die situ Hybridisierung bzw. Waschschritte durchgefiihrt werden
tn = errechnete Schmelztemperatur in (°C) nach der Formel:
0,41 (% GC) + 16,6 loyl — 500nh — 0,61 (% Formamid) + 0,81
* 9% GC = prozentualer Anteil von Guanin und Cytosin
+ M = Konzentration monovalenter Kationen {INim der Hybridisierungslosung
* n=Sondenlange in Basenpaaren

* % Formamid = Formamidkonzentration in Volumenprozent

Wie der Tabelle 3.4 zu entnehmen, ist die Stringenz abhangig von verschiedenen Parametern,
wie der Temperatur, der lonenstarke und der Konzentration helix-destabilisierender Agenzien
(z.B. Formamid) in den Hybridsierungs- und Waschlosungen. Unter hoch stringenten
Bedingungen sollten nur nahezu perfekt komplementare Sequenzen gepaart bleiben. Mit
abnehmender Stringenz erhoht sich die Anzahl der tolerierten Basenfehlpaarungen in den
DNA Doppelstrangen. Da die L&nge und Sequenz der hier eingesetzten DNA Sonden nicht
bekannt war, lief3 sich die Stringenz nicht exakt berechnen. Die stringenten Bedingungen fur
Hybridsierungs- Waschschritte wurden deshalb empirisch ermittelt. Eine Ubersicht tiber die
Wirkungsweise von Substanzen, die bei FISH eingesetzt werden, gibt Tabelle 3.5.
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Tabelle 3.5:Wirkungsweise der wichtigsten Reagenzien, die bei FISH Experimenten eingesetzt werden

Formamid Sorgt in Denaturierungs- und Waschldésungen dafir, dass die Reaktion be
Temperatur stattfinden kann, die die Gewebestruktur nicht schédigt; beeinflug
Stringenz (siehe oben)

Geloste Salze z.|Bestimmen die lonenstarke von Hybrisierungs-, Denaturierungslésungen,
in SSC stabilisiernd auf DNA Doppelstréange

Dextansulfat Inertes Polymer, das die Geschwindigkeit der Hybridisierung verdreifacht, Dexta
(Komponente der | bildet eine Matrix in der Hybridisierungslésung, so dall die Sonde lokal konze
Hybridisierungs- | wird, ohne die Stringenz zu beeinflussen
I6sung)
Cot-1 bzw gesamt Soll verhindern, dass die Sonde mit unspezifischen Sequenzen hybridsiert
genomische DNA
BSA (siehe 3.8.) | Proteinlosung, die unspezifische Bindungsstellen abdeckt, kann somit unspe
Hybridisierung verhindern

Tween 20 (sieh| Benetztendes Mittel, erleichtert die Zugéanglichkeit von Antikérpern

3.8)
DNA aus| Soll unspezifische Bindung der DNA Sonde vermeiden, indem sie unspez
Lachssperma Bindungsstellen auf dem Préparat vorher abdeckt

3.7.1 Vorbereitung von DNA Sonden

Die nach 3.6.4 markierten DNA Sonden wurden ensprechend der jeweiligen Zielsetzung des
Experiments und der Art der Sonden vorbereitet. Bei Einzelhybridsierungen wurden DOP-
PCR Produkte bis maximal 3pl direkt in Hybridisierungspuffer zu einem Endvolumen von
15ul verdinnt. Bemulti-color Hybridisierungen, bei denen groR3ere Volumina an markierten
DNA Sonden fir eine Hybridisierung erforderlich waren, wurde die DNA zusammen mit 0,1
Vol. 3M Natriumacetat und 2,5 Vol. Ethanol geféllt (30 Min., -20°C), abzentrifugiert (15
Min., 1889g), das Pellet getrocknet (5 Min, 37°C) und bei Hybridisierungen auf
Metaphasenpraparate in 15ul Hybridisierungspuffer resuspendiert. Bei 3D FISH
Experimenten wurde die DNA in 5 bisuBHybridisierungspuffer resuspendiert. Tabelle 3.6

gibt eine Ubersicht der jeweils eingesetzten DNA Mengemiodti-color Hybridisierungen.

Tabelle 3.6: DNA Menge, die fur einemulti-color Hybridisierung auf einer Flache von 20x20mm bei
Metaphasepréparaten bzw. auf eine Flache von 15x15mm bei 3D Préparaten eingesetDie/iadgegebenen

DNA Mengen stellen nur Durchschnittswerte dar, die in Abhangigkeit von der Qualitat der Zellpraparate variiert
wurde. NWA=Neuweltaffe; HSAHomo sapiens sapienSOE=Saguinus oedipysLLA=Lagothrix lagothricha
HCO=Hylobates concolo(Gibbon), ggDNA=gesamtgenomische DNA von LLA bzw. SOE, je nach Sondenset,
NT=Nicktranslatierte DNA.

DNA Sonde Ziel-DNA eingesetzte Cot-1 gg-DNA | Lachssperma
DNA in ug DNA in ug in ug DNA in ug
SOE 6-Farben Sonden Set NWA/HSA 2,5/3,7 10/10 8/- 50/50
LLA 7-Farben Sonden Set NWA/HSA 2,5/13,7 10/10 8/- 50/50
SOE/LLA 2-3 Farben Sonden Sets NWM 1-2 8 8 50
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LLA 31-Farben Sonden Set NWA 12,5 15 10 80
HSA 2-3 Farben Sonden Sets NWA 1-2 8 - 50
HSA 6- Farben Sondenset NWA 3,7 10 - 50
HSA 24- Farben Sonden Set HSA 3,7 10 - 80
HCO 6- Farben Sonden Set NWA 10 10 - 60
NT von NWA NWA 1-2 - - 50
Sonde Sets fiir 3D FISH (3-6Farber NWA/HSA 15-17,5 15 15 80
3.7.2 Denaturierung von DNA Sonden und Praparaten

Die DNA Sonde wurde fir 7 Minuten bei 70°C denaturiert und anschliessend im Wasserbad
bei 37°C fur 30-60 Min. inkubiert, sodass repetitive DNA Sequenzen reassoziieren konnten.
Bei Hybridisierungen von repetitiven Sonden entfiel die 30-60 Min. Inkubation zur
Reassoziation. Metaphasenpraparate wurden fur 75-90 Sekunden in einer auf 70°C
vorgeheitzten Kuivette mit 70% Formamid/2x SSC inkubiert und in einer aufsteigenden
Ethanolreihe (je 3 Min. in 70%, 90% (-20°C), 100% EtOH) dehydriert. 3D fixierte Zell-
Préapationen wurden 3 Min. denaturiert und unmittelbar anschliessend hybridisiert. Es wurde
darauf geachtet, dass die Praparate wahrend dieses Vorgangs nicht austrocknen, um die 3D
Morphologie zu erhalten. Kirzere Denaturierungszeiten greifen die Chromatinsstruktur
weniger an, jedoch erwies sich, dass die gewahlten Parameter (Temperatur,
Formamidkonzentration und Denaturierungszeit) die Stabilitstt der Chromosomen-,

Chromatinmorphologie erhielten, als auch eine gute Hybridisierungseffizienz erzielten.

3.7.3 Hybridisierung in situ und stringentes Waschen

Bei Hybridisierungen auf Metaphasepréparate wurden 15l der denaturierten DNA Sonde auf
ein zuvor ausgewahltes Areal des Objekttragers pipettiert, mit einem 20x20mm grossen
Deckglas versehen und mit Fixogum versiegelt. Bei 3D FISH Experimenten wurde zuvor 5-8
pl der denaturierten DNA Sonde auf ein 15x15mm grol3es Deckglas pipettiert. Da hierbei
keine Dehydrierung der Praparate nach der Denaturierung erfolgte, liess man das auf den
Praparaten vorhandene Formamid nach der Denaturierung kurz abfliessen, bevor ein zuvor
ausgewahltes Areal des Praparates mit dem Deckglas mit der vorpipettierten DNA Sonde
versehen wurde. Die Rander des Deckglases wurden anschliessend mit Gifgm
abgewischt, um eine bessere Haftung des Fixogums zu ermdglichen. Die Hybridisierung
erfolgte bei 37°C fur 24 bis 72 Stunden (abhangig von der verwendeten DNA Sonde und
Spezies). Um eine hohe Stringenz (siehe 3.7) zu erreichen, liegt die Temperatur bei der
Waschung nach der Hybridiserung in der Regel etwa 15-20°C unter der Schmelztemperatur
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eines perfekt gepaarten Doppelstrangs. Die Stringenzbedingungen wurden hier empirisch
ermittelt. Die Praparate wurden nach der Hybridisierung vorsichtig von Fixogum und
Deckglas befreit und 2x 5 Min. in 1x SSC/50% Formamid, 2x 5 Min. in 2x SSC (jeweils bei
45°C) und 1x 5 Min. in 0,1x SSC (60°C) gewaschen.

3.8 Detektion hybridisierter DNA Sonden und von BrdU

Material
» Tween 20: Merck: 1.09289.100
* 4XSSCT: 4x SSC/0,2%Tween (v/v)
* AxSSCT/1%BSA: 4xSSC/0,2%Tween/1%BSA (w/v)
« 1xPBST: 1xPBS/0,05%Tween (v/v)
* 1xPBST/2%BSA: 1xPBS/0,05%Tween/2%BSA (w/v)
» ,Blocking-Losung“: 4xSSCT/3%BSA (w/v); 1XPBST/4%BSA (w/v)
» AP 3 Puffer (0,1 Tris HCL pH 9,5; 0,1 M NaCl, 50mM MgLlI
» NBT/BCIP: Gibco BRL 18280-016;
* NBT/BCIP- Farbeltsung: 0,44%NBT/0,33%BCIP in AP 3 Puffer (v/v)
* H,O bidest
» Avidin/Streptavidin-Konjugate (Stammiésungen)
Avidin-Cy3: Dianova: 003-160-083
Avidin-Cy3.5: Biotrend: S 000-12
Avidin-CY5: Dianova: 003-170083
Avidin-Alexa 488: Molecular Probes: A-11232
Avidin-AMCA: Roche: 2012987
Streptavidin-Alkalische Phosphatase: Roche: 16832

» Antikdrper (Stammlésungen)

Mousea-Digoxigenin-Cy5: Dianova: 200-172-156
Mousea-Digoxygenin-Cy3: Dianova: 200-162-156
Schafa-Digoxigenin-FITC: Roche Nr. 1207741
Ziege-a DNP: Sigma: D 9781

Kanninchena Ziege- FITC: Sigma: F-2016
Mausa-BrdU: Roche: 1170376

Ziege-a Maus-AMCA: Molecular Probes: A-11045
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3.8.1 Detektion hybridisierter DNA Sonden

Nach der Stringenzwaschung folgte eine kurze Aquilibrierung der Praparate in 4xSSCT (RT).
Anschliel3end wurden die Praparate fur 20 Min. in ,Blocking-Losung” 4x SSCT/3%BSA bei
37°C inkubiert. Einem weiteren Waschschritt in 4xSSCT bei RT schloss sich die
Nachweisreaktion der markierten DNA Sonden an. Wurde ausschliel3lich mit DNA Sonden
gearbeitet, die mit direkt Fluorochrom gekoppelten dUTPs markiert waren, schloss sich
stattdessen die chromosomale Gegenfarbung mit DAPI an (siehe 3.8.5). In Abhangigkeit
davon, welches Reportermolekil mit welchem Fluorochrom nachgewiesen werden sollte,
wurden verdiinnte Arbeitslésungen von Avidin-Konjugaten und Antikorpern hergestellt (siehe
Tabelle 3.7).

Tabelle 3.7:Verdunnungen der Avidin-, und Antikérperstamm-L&sungen.

Avidin-fluorochrom/ Antikdrper

Verdinnung

Avidin-Cy3 1:500 in 4xSSCT/1%BSA
Avidin-Cy3,5 1:200 in 4xSSCT/1%BSA
Avidin-Cy5 1:100 in 4xSSCT/1%BSA
Avidin-Alexa 488 1:200 in 4xSSCT/1%BSA
Avidin-AMCA 1:50 in 4xSSCT/1%BSA
Streptavidin-AP 1:1000 in 4xSSCT/1%BSA
Ziege-a- DNP 1:200 in 4xSSCT/1%BSA

Kaninchen-a Ziege-FITC

1:200 in 4xSSCT/1%BSA

Maus-a- Digoxigenin-Cy3

1:100 in 4xSSCT/1%BSA

Maus-a Digoxigenin-Cy5

1:100 in 4xSSCT/1%BSA

Schaf-a- Digoxigenin-FITC

1:100 in 4xSSCT/1%BSA

Maus-a- BrdU

1:200 in 1xPBST/2%BSA

Ziege-o- Maus-AMCA

1:200 in1xPBST/2%BSA

Die Antikorperstammlésung wurde 10 Min. bei RT &quilibriert und danach zentrifugiert (3
Min., 1889g), 150-180ul einer Verdinnung der Stammlosung (siehe Tabelle 3.7) auf einen
Objekttrager aufgetragen, mit einem 24x60mm Deckglas versehen und 45 Min. bei 37°C
inkubiert. Unspezifisch gebundene Antikdrper oder Avidin-Konjugate wurden durch weitere
Waschschritte (3x5Min, 45°C in 4xSSCT) entfernt.

3.8.2 Nachweissysteme bei Fluoreszemz situ Hybridisierung

Die verwendeten Markierungs- und Nachweissysteme wurden an die entsprechende
Zielsetzung des jeweiligen Experiments angepasst, zum Beispiel ob Einzel- oder
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Mehrfachhybridisierung durchgefiihrt werden sollten. Um gleichméaRige Signalintensitaten zu
erreichen - insbesondere buaulti-color FISH Experimenten - wurde darauf geachtet, dass
eine maoglichst optimale Kombination von Markierungs- und Nachweissystemen gewahlt
wurde. Wichtige Kriterien waren hierbei die Signalintensitat der Fluorochrome, das
Intensitatsverhéltnis von spezifischem zu unspezifischem Signal, als auch die Qualitat und
Komplexitat der eingesetzten DNA Sonden..

Der Nachweis Hapten markierter DNA Sonden erfolgte, im Falle von Biotin mit
Fluorochrom-gekoppeltem Avidin (z.B. Avidin-Cy5), dass auf einer hochspezifischen
kovalenten Bindung von Avidin an Biotin beruht. Digoxigenin wurde durch einen gegen das
Molekil gerichteten Fluorochrom-gekoppelten Antikorper (z.B. SaohBig-FITC)
nachgewiesen. Das Hapten Dinitrophenol wurde dber zwei nacheinander folgende
Antikdrperreaktionen nachgewiesen: Erstens Uber den gegen DNP gerichteten Antikdrper
Ziegea-DNP und zweitens Uber den gegen Ziege gerichteten Antikdrper KanioeAmge-

FITC. Bei DNA Sonden, welche direkt mit Fluorochrom-gekoppelten dUTPs wie Tamra-
dUTP oder SpectrumGreen-dUTP markiert waren, entfiel der Nachweis tber Fluorochrom-

gekoppelte Antikdrper bzw. Avidin.

Bei Hybridisierungen auf 3D fixierte Zellen wurden generell Nachweissysteme uber
Antikdrper vermieden, da diese eine schlechtere Zuganglichkeit in den Nukleus bei den hier
verwendenten Zelllinien zeigten. Stattdessen wurden die Fluorochrome SpektrumGreen-
dUTP, Tamra-dUTP, sowie das Hapten Biotin-dUTP verwendet. Biotin-dUTP wurde Uber

Avidin-Cy5 oder alternativ Uber Avidin-Alexa 488 nachgewiesen.

3.8.3 Nachweis von inkorporiertem BrdU

Bei Hybridisierungen auf 3D fixierte Zellen, schloss sich nach der Detektion des
Hybridisierungssignals (siehe 3.8.2) der Nachweis von inkorporiertem BrdU an. Ein
gleichzeitiger Nachweis von BrdU und Hapten-markierten DNA Sonden war nicht méglich,
da der verwendete Antikérper gegen BrdU, MauBrdU, keine Bindung in verdinnten
SSC-, sondern nur in PBS-LOsungen zeigte. Nach der letzten Waschung in
4xSSC/0,2%Tween zur Entfernung unspezifisch gebundener Antikorper (siehe 3.8.1) wurden
die Praparate daher zunéachst fir 5 Min. in 1xPBST &quilibriert. Anschlie3end wurden sie in
.Blocking-Losung® 1xPBST/4%BSA fur 15 Min bei 37° C inkubiert. Etwa 180pul einer
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Verdinnung der Stammldsung des Antikdrpers MaBdU in 1xPBST/2%BSA (siehe
Tabelle 3.6) wurden auf einen Objekttrager aufgetragen, mit einem 24x60mm Deckglas
versehen und 30 Min. bei 37°C inkubiert. Unspezifisch gebundene Antikdrper wurden durch
Waschschritte in 1xPBST (3x3Min, 37°C) entfernt. Danach folgte eine sekundére
Antikorperinkubation mit dem gegen Maus- anti- BrdU gerichtenen Antikdrper Ziege-
Maus-AMCA an. Unspezifisch gebundene Antikdrper wurden durch Waschschritte in
1xPBST (3x 3Min, 37°C) entfernt.

3.84 Kolorimetrische Detektion nachin situ Hybridisierung

Die Hybridisierung von Chromosomenpraparaten fur die chromosomale Mikrodissektion
(siehe 3.5.3) erfolgte mit einer Biotin-dUTP markierten DNA Sonde. Zielregionen auf den
Praparaten wurden tber die kolorimetrische Detektion nach dem Protok@&@kctararzacher

und Heslop-Harrison (200Qhit geringfiigigen Anderungen sichtbar gemacht. Die Biotin-
dUTP markierte DNA Sonde wurde uber eine Streptavidin-gekoppelte Alkalische
Phosphatase (AP) nachgewiesen. AP wiederum katalysierte die Umsetzung der Substrate
NBT und BCIP, wodurch ein blaues Farbprazipitat entstand, das die DNA Sonde auf dem
hybridisierten  Zielchromosom nachwies. Hierfir wurden die Praparate nach der
Antikdrperinkubation (mit der in Tabelle 3.6 angegebenen Verdiinnung von Streptavidin-AP)
und nach der Antikérperwaschung (siehe 3.7.3) fur 10 Min. bei RT in AP 3 Puffer aquilibriert
und anschlieBend mit 1ml einer NBT/BCIP-Farbelosung versehen. Nach einer einstiindigen
Inkubation der Farbeldsung bei RT wurden die Praparate unter flielendem Wasser etwa 1

Min. gespdlt und bei RT getrocknet.

3.85 Chromosomale Gegenfarbung

Material

* 4XSSCT: 4xSSC/0,2%Tween 20 (v/v)

» 1xPBST: 1xPBS/0,05%Tween 20 (v/v)

* DAPI: Sigma D-9564

* TOPRO: TO-PRO-3 iodide: Molecular Probes: T-3605,

Der DNA bindende Fluoreszenzfarbstoff DAPI, der eine spezifische Affinitdt zu A-T reichen
Sequenzen der DNA besitzt, erlaubt eine G-Banden ahnliche Differenzierung der
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Chromosomen und ermoéglicht so die einfache Lokalisierung von Metaphasen und
Interphasekernen im Fluoreszenzmikroskop, sowie die ldentifizierung von Chromosomen
(Lin et al. 1977). Dazu wurden die hybridisierten Chromosomenpréaparate in einer Kiivette mit
DAPI Arbeitslésung (2ug/ml, in 4x SSCT, 37°C) fur 5 Min. inkubiert und kurz mit in 4x
SSC/0,2% Tween gewaschen. Die chromosomale Gegenfarbung mit DAPI beschrankte sich
in dieser Arbeit jedoch nur auf Metaphasepraparate. Bei 3D FISH mit zwei differentiell
markierten DNA Sonden, erfolgte eine Gegenfarbung mit dem Infrarot-Fluoreszenzfarbstoff
TOPRO, der ebenso wie der Farbstoff DAPI eine spezifische Affinitdit zu A-T reichen
Sequenzen der DNA zeigt. Hierzu wurden die 3D Praparate mit 1ml einer TOPRO
Arbeitslosung (1uM, in 1xPBST) Uuberschichtet, funf Min. bei 37°C inkubiert und
anschlieBend kurz in PBST gewaschen bevor die Praparate ohne Auszutrocknen eingedeckt
wurden (siehe 3.8.6). Bei 3D Hybridisierung mit mehr als zwei differentiell markierten DNA
Sonden entfiel die chromosomale Gegenfarbung, da bei dem zur Verfigung stehenden
konfokalen Mikroskop (siehe 3.10.3) keine weitere farbliche Differenzierung maglich war.

3.8.6 Eindecken von Préparaten

Material
* Vectashield Antifade MediunVector H-1000

VectorshieldAntifade Mediumwirkt dem Ausbleichen der Fluoreszenzsignale entgegen und
verlangert so die Haltbarkeit der Praparate. Metaphasenpraparate wurden mit 1-2 Tropfen der
Loésung udberschichtet und mit einem Deckglas (24x60mm) versehen. Bei 3D FISH
Experimenten waren die Zellen auf Deckglasern fixiert und wurden daher stattdessen mit
einem Objekttrager Uberschichtet. Die Praparate waren so bei Lagerung bei 4°C in Dunkelheit
bis zu mehreren Monaten haltbar.

3.9 Sequentielle Hybridisierung: ReFISH

Im Rahmen dieser Arbeit war ich beteiligt an der Entwicklung eines Protokolls, das eine
simultane Darstellung z.B. aller menschlichen Chromosomen mit nur drei kombinatorisch
markierten Reportermolekilen, anstatt der KeFISH (Speicher et al. 1996) od&SKY
(Schrock et al. 1996) verwendeten funf Fluorochrome, erlaubt. DRe&dESH(Mller et al.
2002) bezeichnete Technik basiert darauf, dass jede zu hybridisienefiteolor Sonde in
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Subsets unterteilt wird, die sequentiell auf dasselbe Praparat hybridisiert werden. Das
Protokoll wurde so optimiert, dass die DNA Sonden der vorangegangen Hybridisierung
vollstandig entfernt wurden. Die erste Hybridisierung wurde hierbei gemanR
Standardprotokollen durchgefuihrt (siehe 3.7 und 3.8). Die Praparate wurden mikroskopisch
ausgewertet und die Koordinaten der Metaphasen auf dem Objekttrager mittels des
ProgrammsSmartCapture Jespeichert (siehe 3.10.2). Danach wurde durch Inkubation in 4x
SSCT (RT, 15 Min.) das Deckglas vorsichtig abgelést und Vectashield Antifade Medium
durch eine weitere Inkubation in 4xSSCT, RT, 60 Min. abgewaschen. Die Objekttrager
wurden in einer aufsteigenden Ethanolreihe (70%, 90%, 100%, je 3 Min) dehydriert und bei
RT getrocknet. Danach wurden sie in Fixativ (Methanol/Eisessig, 3:1) fur 30 Min inkubiert
und Ubernacht bei 37°C getrocknet. Die zweite Hybridisierung (,Re-Hybridisierung®) wurde
durchgefihrt wie in 3.7 und 3.8 beschriebedoch verlangerte sich die Denaturierungszeit
des Praparates bei dieser und jeder weiteren Hybridisierung um 60 Sekunden, um die DNA
Sonde der vorangegangen Hybridisierung vollstdndig zu entfeDierMietaphasen wurden

mit Hilfe von Smart Capture 2epositioniert und erneut dokumentiert.

3.10 Mikroskopie

3.10.1 Phasenkonstrastmikroskopie

Die Phasenkontastmikroskopie diente zur Kontrolle des Wachstumsverhaltens von
Fibroblasten und lymphoblastoiden Zelllinien. Auch wurde das vollstdndige Ablésen von
Fibroblasten nach der Behandlung mit Trypsin (siehe 3.2.3) unter dem Phasenkontrast-
Mikroskop (Axiovert 25, Zeiss) Uberpriift. Bei der 3D Fixierung war es insbesondere wichtig
vor der Hybridisierung die Zell-Dichte und -Morphologie zu Uberprifen und geeignete
Hybridisierungsarealeauszuwahlen. Da die Praparate hierbei nicht austrocknen durften,
wurden sie in 2xSSC in Quadriperms betrachtet. Vor der Hybridisierung von
Metaphasepraparaten wurden diese n&amalitat und Vorhandensein von Metaphasen
Uberpraft. Es wurde insbesondere auf Kriterien wie\dadiegen von Zytoplasma, sowie auf

die Chromosomenspreitung geachtet. Ausgewahlte Hybridisierungsareale wurden mit einem
Diamantschreiber markiert. Die chromosomale Mikrodissektion wurde, wie in Kapitel 3.5.3
beschrieben, an einem inversen Phasenkontrastmikroskop (Axiovert 135, Zeiss) durchgefuhrt.
Zur Dokumentation von Metaphasen vor und nach der chromosomalen Mikrodissektion
(siehe 3.5.3) wurde einBigitalkamera (Kamera: Nikon N90s, Digitalaufsatz: Kodak DCS
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460), die an ein Phasenkontrast-Mikroskop (Axiovert 25, Zeiss) angeschlossen wurde,
verwendet. Die digitalen Bilder wurden Uber das Progratmoiak DCSAcquire v5.5.10 auf
einen Power Macintosh 9500 geladen und abgespeichert.

3.10.2 Epifluoreszenzmikroskopie

Die mikroskopische Auswertung der Chromosomenpréparate erfolgte im Auflichtfluoreszenz
Verfahren an einem Zeiss-Axioplan 2 Lichtmikroskop, das mit einer HBO 100
Quecksilberhochdrucklampe ausgestattet war. Zum Auffinden der Metaphasen wurde ein
Objektiv mit 40facher VergroRerung und 1,25facher Optovar Zwischenvergrof3erung in
Kombination mit einer 10fachen OkularvergrofRerung gewéhlt. Fir die anschlielRende digitale
Dokumentation wurden Objektive mit 40, 63 oder 100facher Vergréf3erung (Planapochromat)

verwendet.

Die detektierten Hybridisierungssignale, sowie die chromosomale Gegenfarbung mit DAPI/
TOPRO wurden mit verschiedenen Filtern, die sich Amegungsfilter, Strahlenteiler und
Emissionsfilter zusammensetzen unduf das jeweilige Emissionsspektrum der
Fluoreszenzfarbstoffe (siehe 3.6.4, Tabelle 3.3) ausgerichtet waren, analysiert. Hierzu wurde
ein, mit Hilfe der Softwar&martCapture ZDigitalScientific, Cambridge, UK) ansteuerbares,
externes Filterrad (Zeiss) mit Anregungsfiltern (Chroma Technology) und ein internes
Filterrad mit einem Quadrupelbandpassfilter (Chroma Technology, Filterkombination 8004)
verwendet. Das interne Filterrad enthielt zudem einen Filterwlrfel mit Anregungs- und
Emissionsfilter fir AMCA (Filtersatz-Nr. 31000). Die Eigenschaften der Filter, aus dem sich
der Quadrupelbandpassfilter zusammensetze und diejenigen der Filter fir AMCA, sind in der
Tabelle 3.8 aufgefihrt.

Tabelle 3.8: Eigenschaften der fiir die mikroskopische Auswertung der FISH verwendeten Filter der Firma

Chroma Technology

Filter Anregung (nm) Farbteiler (nm) Emissionsfilter (nm)
Quadrupel- FITC 450-490 510 515
bandpass- TRITC 546 580 590
CY5 640 680 690
filter DAPI 365 395 397
AMCA 360 400 460
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Die Dokumentation erfolgte mittels einer an das Mikroskop gekoppelten CCD Camera
(Photometrics C250/A, ausgerustet mit einem KAF 1400 Chip). Die Grauwert Aufnahmen der
einzelnen Filter, das Ubereinanderlegen der Grauwert Aufnahmen und die Zuteilung von
Falschfarben erfolgte mit der SoftwaBenartCapture 2Diese wurden auf einen Macintosh

G4 Ubertragen, wo die weitere Bildbearbeitung wie Kontrastierung, Einstellung der Bildgrol3e
usw. mittels der Softwar&dobe Photoshofsiehe 3.11.1) durchgefiihrt wurde. Mit Hilfe von
SmartCapture 2vurde auch der mit dem Mikroskop gekoppelte motorisierte Tisch (X/Y
Richtung) gesteuert. Uber diese Steuerungseinheit war nach dem Registrieren der

Koordinaten eine Re-Positionierung von Metaphasen bzw. Zellen mdglich.

3.10.3 Konfokale Laser Scanning Mikroskopie (CLSM)

Fiur die dreidimensionale Analyse von Zellkernen wurde die Konfokadser Scanning
Mikroskopie (CLSM) verwendet. Die CLSM funktioniert nach dem Prinzip, dass ein
Laserstrahl auf einen einzigen Punkt des Praparats fokussiert wird. Das Streulicht von
angeregten Fluoreszenzmolekilen in der Nachbarschaft wird reduziert und ermdéglicht so
einen hoheren Kontrast gegenuber der Epifluoreszenzmikroskopie. Durch eine Lochblende,
die brennpunktgleich (konfokal) zum fokussierten Lichtstrahl angeordnet ist, wird Licht aus
Ebenen tber und unter der Fokusebene ausgeschlossen. Somit gelangt nur emittierendes Licht
aus der Brennebene in den Photomultiplier. Innerhalb einer Focusebene wird die
abzubildende Region abgetastet (gescannt). Die einzelnen Bildpunkte werden vom
Photomultiplier aufgenommen und dber entsprechende Software dargestellt. Durch
Veranderungen der Brennebene in z-Richtung kdnnen verschiedene Fokusebenen gescannt
werden. Durch Zusammensetzung der so erzeugten optischen Serienschnitte zu einem

Bilderstapel ¢tack$ kann ein dreidimensionales Bild eines Zellkerns gewonnen werden kann.

Die mikroskopischen Aufnahmen erfolgten in dieser Arbeit an eideiss LSM 410das mit
einem Argon-Laser (Laserlinie: 488nm) und einem Helium-Neon-Laser (Laserlinien: 543nm
und 633nm) ausgestattet war und eine Anregung der Fluorochrome FITC/Alexa 488,
Cy3/Tamra und Cy5 ermdglichte. Ubgpezielle Kurz-, Band- und LangpaRfilter (Reichman
2000) wurde das Licht zu einem Photomultiplier geleitet. Die 50W Quecksilber-Lampe diente
zur Durchsicht des Praparates vor der Aufnahme. Bei der Aufnahme von optischen
Serienschnittenwurde ein Plan-Apochroma®limmersionsobjektiv (63x mit 1,4acher

Optovar Zwischenvergro3erung) verwendet und eine Lochblendeneinstellung von 20 gewahlt.
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Der Zoomfaktor betrug zwischen 8-12, je nach ZellkerngréB®ptische Serienschnitte
wurden in Abstanden von 200nm in z-Richtung durchgefihrt. Die Bildgrof3e betrug 256 x 256
Pixel, die xy- Pixelgro3e im Allgemeinen 66 nmie Steuerung des Mikroskops, die
Darstellung von Grauwertbildern, die Uberlagerung von Grauwertbildern, sowie die
Falschfarbenzuordnung erfolgte mit Hilfe des Progranibesss LSMnach erweiterter
Programmierung durcBr. Joachim Walte(Till 1.D., Martinsried).

Da bei diesem CLSM inz-Richtung eine chromatische Aberration von etwa 200nm
resultierte, war vor der weitergehenden Bildbearbeitung und Dokumentation bei jedem
Bildstapel eine ,Shift-Korrektur® (Solovei et al. 2002a) erforderlich. Die chromatische
Aberration ergab sich aus den Eigenschaften der unterschiedlichen Wellenlangen der
verwendeten Laserlinien: Bei der Aufnahme eines optischen Serienschnittes lag der Fokus
von Licht der Wellenlange 633nm ca. 400nm tiefer als der von Licht der Wellenlange 488nm
und ca. 200nm tiefer als der von Licht der Wellenlébg@nm Die Shift-Korrektur bestand

darin, dass fur das Fluorochrom FITC die letzten beiden Schnitte der aufgenommenen
Bilderstapel geldscht wurden, fur CY3, der erste und der letzte Schnitt und fur Cy5 die ersten

beiden.

3.11 Bildbearbeitung, quantitative Auswertung und Statistik

Fur die Bildbearbeitung und quantitative Auswertung despeicherten mikroskopischen
Aufnahmen, sowie zur Bestimmung der Signifikanz Uber statistische Tests wurden

verschiedene Programme verwendet, die nachfolgend kurz erlautert werden.

3.11.1 Adobe Photoshop

Die Software Adobe PhotoshofAdobe Systems Inc.pietet ein breites Spektrum an
Bildverarbeitungsmoglichkeiteldobe PhotoshofVersion 7.0.1) wurde in dieser Arbeit zur
Auswertung von FISH Experimenten verwendet, da sie eine Darstellung von RGB Bildern in
einzelnen Kandlen fur Rot Grin und Blau erlaubt. Diese Darstellungsform war insbesondere
fur die Analyse vomulti-color FISH Experimenten erforderlich. Ferner diente das Programm
zur Bildverarbeitung wie Kontrastierung von Bildern, um spezifische Signale hervorzuheben
und das Signal zu Hintergrundverhaltnis zu optimieren, zur Einstellung der Bildgré3e und
Auflésung, zur Ubereinanderlagerung von RGB-Bildern durch Zusammenfiigung
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verschiedener Ebenen und zur Erstellung von Bildgaleri@ie. Dokumentation der
konfokalen Bilderstapel erfolgte zum einen Uber die Anordnung der optischen Serienschnitte
in einer Galerie. Dabei wurden alle Schnitte nach ihrer Reihenfolge in der z-Richtung
nebeneinander angeordnet und so in einem Bild dargesiéitnativ wurden Galerie-
Darstellungen Uber das Bild-Datenbankprogran@urator (Version 3.1.0) erstellt, das
Bilderstapel direkt als Galerie darstellt. Das Galerie-Bild wurde anschlieend mit Hilfe des
Apple Programms8ildschirmphoto(Version 1.1) abgespeichert.

3.11.2 QuipsCGH/Karyotyper

Die quantitative Analyse des Hybridisierungsmusters von CGHmparative Genome
Hybridization  Kallioniemi et al. 1992) Experimenten erfolgte (dber eine
computerdensitometrische Quantifizierung mittels der Softw@ueps CGH/Karyotyper

(Vysis, Version 3.0.1). Die Software erlaubt eine Klassifizierung von
Metaphasechromosomen entweder nach der Grof3e oder nach dem B&nderungsmuster. In
dieser Arbeit wurde zunachst eine Klassifizierung tber die Funkiiassify unassigned by
sizegewahlt. AnschlieBend wurde Uber manuelle Zuordnung homologer Chromosomen nach
der entsprechenden Nomenklatur ein Karyogramm erstellt. Hierbei diente die DAPI-
Gegenfarbung (siehe 3.8.5) als Maske, die notwendig fur die Klassifizierung und
Segmentierung der Chromosomen war. Genomische Imbalancen zwischen verschiedenen
Spezies (siehet.2) wurden nachgewiesen, indem das Verhaltnis von roter zu griner
Fluoreszenzintensitat entlang eines Chromosoms nach dem Setzen eines entsprechenden
Schwellenwerteslgss threashold= 0,80 undgain threashold= 1,2, haufig verwendet als
diagnostischer Schwellenwert (Bentz et al. 1998)) quantifiziert wurde.

3.11.3  Imagel

Das ProgramnimageJ(National Institutes of Healthyersion 1.31) wurde in dieser Arbeit

zur Bearbeitung der am CLSM aufgenommenen Bilder verwendet, da es eine einfache
Zusammensetzung der optischen Serienschnitte zu einem Bilderstapel, als auch Bearbeitung
ganzer Bilderstapel ermdglicht. Mit Hilfe dieses Programms wurden die Helligkeit und der
Kontrast der Bilderstapel fiur die nachfolgende quantitative Auswertung mittels des
Programms3D-RRD(siehe 3.11.4) eingestellt und unspezifische Hintergrundsignale entfernt.

Des Weiteren wurde mit Hilfe vamageJeine ,kiinstliche Gegenfarbung® erstellt, da fir die
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quantitative Auswertung von 3D Zellkernen eine Gegenfarbung als Segmentierungsmaske des
Zellkerns erforderlich war. Eine ,kinstliche Gegenfarbung® war dann notwenig, wenn bei
Hybridisierungen mit drei differentiell markierten DNA Sonden das Potential darstellbarer
Fluorochrome an dem verwendeten CSLM erschopft war. Hierfur wurden die Bilderstapel der
einzelnen Farbkandle (rot, griin und blau) zu einem RGB Bilderstapel zusammengefihrt, in
einen 8 bitGrauwert Bilderstapel umgewandelt, anschlieBend der Kontrast auf maximale
Fluoreszenzintensitat (Grauwert 255) eingestellt und die Helligkeit so weit erhdht bis ein
durchgehend weilRer Zellkern auf schwarzem Hintergrund erschien. Hierbei wurde die
Einstellung so gewahlt, dass der daraus resultierende Zellkern die gleiche Abmessung und
Morphologie wie der unbearbeitete Zellkern hatte. Schliel3lich wurde noch eine Glattung der
Oberflache Uber die Weichzeichnungsfunkti@aussian Blur (Wert 1) vorgenommen.
Dadurch wurde die Kernoberflache homogener und ermdglichte so, in der nachfolgenden
guantitativen Auswertung, eine klarere Definition der Kerngrenze. Die Abbildung 3.2
dokumentiert die Erstellung einer ,kinstlichen Gegenfarbung*.

Abbildung 3.2: Erstellung einer ,kunstlichen Gegenfarbung” (C) durch Umwandlung eines RGB Bildes (A) in
ein 8-bit Grauwertbild (B) und anschlielender Kontrastierung (gezeigt ist ein mittlerer optischer Serienschnitt

durch einen Zellkern).

3.11.4 Volocity

Das ProgrammVolocity (Improvision, Version 2.0) bietet weitere Mdoglichkeiten der

Darstellung von Bilderstapeln. Mit Hilfe dieses Programms konnen beispielsweise
dreidimensionale Rekonstruktionen von Zellkernen erstellt werden und im Raum durch
Drehen der Objekte in alle Richtungen betrachtet werden. Somit gewinnt man einen

raumlichen Eindruck tber die Verteilung von Chromosomenterritorien im Zellkern.



Material und Methoden 83

Fur die Erstellung dreidimensionaler Rekonstruktionen eines Zellkerns wurde ein RGB-
Bilderstapel importiert, die FunktioRenderinggewahlt und die optimale Transparenz
eingestellt. Der Bilderstapel wurde anschlie3endaiktime VR Filmexportiert.In diesem
Bildformat kann ein Zellkern mittels der Softwa@aiickTime Playel(Apple Computer Inc.,
Version 5) aus beliebiger Perspektiver in allen drei Dimensionen betrachtet werden. Mit Hilfe
des ProgrammsGraphicConverter (Lemke Software, Version 4.3) kann die Zeitserie
anschlieBend Uber die Funktidhehrfachkonvertierungn Einzelbilder aufgetrennt werden,

als PICT Datei abgespeichert und im Programaiobe Photoshofisiehe 3.11.1) geoffnet
werden.Adobe Photoshoprurde fur die weitere Dokumentation, wie z.B. die Erstellung von

Bildgalerien, verwendet.

3.11.5 3D-RRD (3D Relative Radius Distribution

Die quantitative Auswertung der radialen Verteilung von CT im Zellkern erfolgte mit Hilfe
des von Dr. Johann von Hase (Kirchhoff Institut fir Physik, Ruprecht-Karls-Universitat,
Heidelberg, Arbeitsgruppe Prof. Dr. C. Cremer) entwickelten PrograBD<RRD
ausfuhrlich beschrieben @remer et al. (2001 Mit Hilfe dieses Programms wurden zunéchst

der Kernmittelpunkt und die Kerngrenze lber die Gegenfarbung des Zellkerns ermittelt. Fur
die Segmentierung der Kerngrenze wurde eine gerade Linie von dem Schwerpunkt der
Fluoreszenzintensitaten zu jedem gegebenen Bildpunkt (Voxel) gezogen und der
Kernmittelpunkt als geometrischer Mittelpunkt der segmentierten Voxel bestimmt.
Anschliel3end erfolgte die Segmentierung der CT fur jeden Farbkanal der 3D Bilderstapel.
Hierzu wurde der Zellkern in 25 konzentrische Schalen mit identischem relativem Radius
unterteilt. Um Zellkerne verschiedener Form und Grél3e vergleichen zu kdnnen, wurde die
Entfernungro zwischen dem Kernmittelpunkt und jedem Punkt der segmentierten Kerngrenze
normalisiert, indent, = 100 gesetzt wurde. Fur jeden Voxel innerhalb des Zellkerns wurde
die relative Entfernung von dem Kernmittelpunkt als Anteil vap berechnet. Alle Voxel,

die zu einem bestimmten CT geho6ren, wurden fir jede Schale identifiziert und die
Fluoreszenzintensitaten des entsprechenden Emissionsspektrums aufsummiert. Mit dieser
Vorgehensweise wurde der individuelle DNA Gehalt pro Schale der gefarbten CT, als auch
der gesamte DNA Gehalt, der durch die DNA Gegenfarbung reflektiert wird, bestimmt. Zum
Vergleich verschiedener Zellkerne, wurde eine Normalisierung angewandt, indem die Summe
der Voxelintensitaten, die in jedem Kern gemessen wurden, fur jedes Fluorochrom gleich

100% gesetzt wurde. In einem Satz ausgewerteter Zellkernen, entspricht so der
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durchschnittliche relative DNA Gehalt in den Kernschalen (als Funktion der relativen Distanz
r vom Kernmittelpunkt), der durchschnittichen radialen Verteilung der DNA der
fluoreszenzmarkierten CT. Fir jede relative Distanzurde die Standardabweichung des
gemittelten DNA Schalen-Gehaltes berechnet.

Die Uber die Berechnung des Progran8BsRRDerhaltenen Daten wurden in das Programm
MS Excel Ubertragen und graphisch dargestellt. ArAtbszisse wurde der relative Radius in
Prozent, an der Ordinate der relative DNA-Gehalt eines CT in der jeweiligen Schale
aufgetragenAbbildung 3.3 illustriert die Auswertung der radialen Verteilung von CT anhand

einer schematischen Darstellung.

Abbildung 3.3: Schematische Darstellung der Auswertung der radialen Verteilung von CT in 3D fixierten
Zellkernen (aus Cremer et al. 2001). Blaue Strukturen entsprechen der Gegenfarbung, rote Strukturen einem CT
und grine Strukturen zentromerischem HeterochromhtinGraphen wird an der Abszisse der relative Radius

in Prozent angegeben. An der Ordinate wird der relative DNA-Gehalt des CT in der jeweiligen Schale
aufgetragen. Der relative DNA-Gehalt an einem beliebigen Ort innerhalb des Zellkerns entspricht der
durchschnittlichen Fluoreszenzintensitat aller Voxel in der jeweiligen Schale. Der Mittelpunkt des Kerns wird
mit dem Wert 0 angegeben. Der relative Radiu3 €rstreckt sich vom Kernmittelpunkt bis zum Rand des

Nukleus. Die Dicke einer Schale X betrdgtund ihr Abstand zum Mittelpunkt ist

Schale

Chromosomen-
territorium

Centromer

relativer F
DNA-Gehalt

fo relativer
Kernradius

Zur ndheren Beschreibung einer Kurve der radialen Verteilung von Chromatin wurde bei

jedem Experiment der Scheitelpunkt des maximalen DNA Gehaltes in relativer Distanz zur

Kernmitte, sowie das Abstandsmittel angegeben. Der Scheitelpunkt und das Abstandsmittel
wurden direkt aus dem Datensatz, der mittels des Progr@nrRRD (siehe oben) erhalten
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wurde, entnommen. Die Schale, die dem hdchsten prozentualen DNA Gehalt entsprach, stellte
den Scheitelpunkt des maximalen DNA Gehaltes dar. Das Abstandsmittel entsprach dem
Mittelwert der Medianwertéer relativerDNA Gehalte der CT aller ausgewerteten Zellkerne.

Das Abstandsmittel gab daher den durchschnittlichen Schwerpunkt eines CT im Zellkern an.

Die Scheitelpunkte, zusammen mit den Abstandsmitteln vermittelten einen Eindruck tber die

bevorzugte Position von CT innerhalb des Zellkerns.

3.11.6 Statistische Tests zur Bestimmung der Signifikanz

Zur Bestimmungron Signifikanzunterschieden zwischen den Kurven der radialen Verteilung
von Chromatinnnerhalb des Zellkerns wurden zwei statistische Tests durchgefihrt. Es wurde
einerseits der zweiseitige U-Test nach Mann und Whitney (U-Test), als auch der stringentere
Homogenitatstest nach Kolmogoroff-Smirnoff (KS-Test) durchgefiihrt. Beide Signifikanz-
Tests gehen von der Annahme zweier unabhangiger Stichproben aus. Mittels des von Johann
v. Hase entwickelten Programmbledian-Quartile Testwurde zun&chst die relative
Entfernung von Chromatin zur Kernmitte fur jeden einzelnen Zellkern ermittelt. Die Daten
der relativen Entfernung von Chromatin von zwei miteinander zu vergleichenden CT wurden
hierbei aufsteigend in einer Rangfolge gelistet, wobei zu jeder Rangzahl vermerkt wurde, aus
welcher der beiden Datensatze der zugehdrige Wert stammt. Daten zugehdrig zu Chromatin
des einen CT wurden mit O, solche zugehdrig zu Chromatin des anderen CT wurden mit 1
gekennzeichnet. Zur Berechnung der Signifikanz wurden die in Sachs (2002) angegebenen

Formeln verwendet.

Als unabhéngige Stichprobenwerte dienten beim U-Test die Rangsummen. Hierbei wurde die
Rangsumme aller Daten, die mit O und die Rangsumme aller Daten, die mit 1 gekennzeichnet
waren bestimmt. Die Prifgrof3e U wurde nach Sachs (2002, S. 383, Formel 3.84) berechnet
und anschlieRend der Wert z nach der Formel 3.87 (Sachs 2002, S. 384) ermittelt. Der Wert z
wurde mit Richtwerten (Sachs 2002, S. 119, Tabelle 29) verglichen und der dazugehdorige
Signifikanzwert P bestimmt. Als signifikant verschieden galten zwei Kurven, wenn eine

Signifikanz mit P< 0,05 resultierte.

Zum Vergleich unabhéngiger Stichprobenwerte wurden beim KS-Test die Medianwerte des
relativen DNA Gehalts eines CT herangezogen, nicht wie beim U-Test deren Rangfolge.

Hierbei wurden die zwei zu vergleichenden Datensatze jeweils in verschiedene Klassen
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eingeteilt und die Haufigkeit dieser Werte in einer bestimmten Klasse ermittelt. Den Klassen
entsprachen in diesem Fall die 25 konzentrischen Schalen der Aufteilung des Kernraumes, die
mittels des Programme3D-RRD zur quantitativen Analyse der radialen Verteilung von
Chromatin bestimmt wurden (siehe 3.11.5). Anschlie@end wurden die normalisierten
kumulativen Haufigkeiten (normalisierte Haufigkeit = kumulative Haufigkeit/Anzahl der
Zellkerne) fur je beide Datensatze berechnet und der hochste Differenzwert der kumulativen
Haufigkeiten der beiden Datensatze ermittelt. Der Differenzwert D wurde mit Richtwerten
verglichen §ieheSachs 2002S. 380, Tabelle 106nd Formel 3.78). Die Stringenz dieses
Signifikanztests wird Uber die Konstante K erreicht. Die Konstante K ist desto hoher, je
geringer die Irrtumswahrscheinlichkeit signifikanter Unterschiede betragen$@htépricht

hierbei dem Signifikanzwert P (siehe U-Test).

3.12 Rekonstruktion chromosomaler Phylogenien mittel?AUP

Die phylogenetische Rekonstruktion aller bisher ghtromosome paintinguintersuchten
Neuweltaffen (siehe Tabelle 4.1) wurde mittels des PrografAi$P (Swofford, 1998,
Version 4.0) durchgefuhrt. Hierfur wurden die nachgewiesenen chromosomalen Charaktere
(siehe4.1.9 in eine bindre Matrix Ubersetzt (siehe beiliegende CD-ROM). Das Vorkommen
eines chromosomalen Charakters in einer bestimmten Spezies wurde mit 1, die Abwesenheit
mit O beziffert. Die resultierenden Daten wurden Ubereimum Parsimonynalyse des
ProgrammsPAUP ausgewertet. Hierbei wurde die Funktid@xhaustive Search Option
gewahlt. Alle chromosomalen Charaktere bekamen hierbei den gleichen Wert, ausgehend von
der Annahme, dass alle chromosomalen Umbauten mit der gleichen Wahrscheinlichkeit
vorkommen. Der Mensch wurde alsutgroup angegeben. Die relative Stabilitdt der
Verzweigungspunkte wurde gestiutzt durch 1000tstrap Wiederholungen. Jedeootstrap
Wiederholung bestand in einer heuristischen Parsimonie Suche unter Addition von 10
zufélligen Taxa. Es wurde d&ranch SwappingVerzweigungswechsel) Algorithmisee-
bisection Reconnectiogewahlt da dieser im Handbuch zur Software PAUP (Swofford 1998)

fur derartige Datensatze empfohlen wird.
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3.13 Verbrauchsmaterial

3.13.1 Chemikalien

Chemikalien

Firma

Agarose SeaKem ME

FMC Rockland, Maine, USA

BSA (nur fur SSC Lésungen)

ICN Biomedicals, Aurora, Ohio, USA

BSA (nur fur PBS L6sungen)

Sigma-Aldrich, Deisenhofen

BCIP

Gibco BRL,Karlsruhe

Colcemid (10pg/ml)

Seromed Biochrom, Berlin

DAPI

Sigma-Aldrich, Deisenhofen

Denhardts

Sigma-Aldrich, Deisenhofen

Dextransulfat

Sigma-Aldrich, Deisenhofen

Diethyl-Ether

Merck-Schuchardt, Hohenbrunn

DMSO

Sigma-Aldrich, Deisenhofen

EDTA

Merck, Darmstadt

Essigsaure (Eisessig) 100%

Merck, Darmstadt

Ethanol

Merck, Darmstadt

Ethidium-Bromid

Sigma-Aldrich, Deisenhofen

Formamid Merck, Darmstadt
Fixogum Marabu, Tamm

Glyzerin Merck, Darmstadt
HCL 1N Merck, Darmstadt
Heparin Braun, Melsungen

Kaliumchlorid

Merck, Darmstadt

Magnesiumchlorid Hexahydrat

Merck, Darmstadt

Mercaptoethanol

Merck, Darmstadt

Methanol

Merck, Darmstadt

Natriumacetat

Merck, Darmstadt

Natriumchlorid

Merck, Darmstadt

Natrium-Citrat Dihydrat

Merck, Darmstadt

Natriumdihydrogenphosphat

Merck, Darmstadt

Nahydrogenphosphat Merck, Darmstadt

NBT Gibco BRL,Karlsruhe

Paraformaldehyd Merck, Darmstadt

Polylysin-Hydrobromid Sigma-Aldrich, Deisenhofen

SDS Sigma-Aldrich, Deisenhofen

Stickstoff (fliissig) Messer Griesheim, Krefeld

TAPS Sigma-Aldrich, Deisenhofen

TO-PRO 3 Molecular Probes, Eugene, Oregon, USA
Tris-HCI (pH 8,0) Sigma-Aldrich, Deisenhofen

Triton X-100 Merck, Darmstadt

Vectashield Antifade Medium

Vector, Burlingame CA, USA

W1 Detergenz

Sigma-Aldrich, Deisenhofen
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3.13.2 Nahrmedien und Zusatze

Nahrmedien/ Zusatze

Firma

Dulbecco's Modified Eagle Mediul Seromed Biochrom, Berlin
(DMEM)

FKS Seromed Biochrom, Berlin
L-Glutamin Roche, Mannheim

Penicillin/Streptomycin

Seromed Biochrom, Berlin

Phytohemagglutinin (PHA-E)

Seromed Biochrom, Berlin

RPMI 1640 Medium

Calbiochem, Darmstadt

3.13.3

Enzyme, Nukleinsduren und Primer

Enzyme/ Nukleins&uren/Primer

Firma

Biotin-16-dUTP

Roche, Mannheim

BrdU

Sigma-Aldrich, Deisenhofen

Deoxynucleoside Triphosphat Set (ANTPS

Roche, Mannheim

FluoroLink™ Cy3-dUTP

Amersham-Pharmacia Biotech,
Braunschweig

Digoxigenin-16-dUTP

Roche, Mannheim

DNAse | Roche, Mannheim
DNA Polymerase | Roche, Mannheim
DNP-16-dUTP NEN Life Science Produkts, Boston, USA

human Cot-1 DNA

Gibco-BRL, Karlsruhe

Lachssperma DNA

Gibco-BRL. Karlsruhe

Lamda/Hind Il Marker

Roche, Mannheim

Pepsin

Sigma-Aldrich, Deisenhofen

6MW-Primer

MWG-Biotech, Ebersberg

Proteinase K

Roche, Mannheim

Rhodamin 110-dUTP

PE Applied Biosystems, Weiterstadt

SpectrumGreen dUTP

Abbott, Wiesbaden

Tamra-dUTP

PE Applied Biosystems, Weiterstadt

Tag — Polymerase

Amersham-Pharmacia Biotech,
Braunschweig

Trypsin/EDTA

Seromed Biochrom, Berlin

3.13.4 Biotinnachweis und Antikdrper

a Biotin-dUTP/ Antikorper

Firma

Avidin-Cy3 Dianova, Hamburg
Avidin-Cy3.5 Biotrend, Kolin
Avidin-CY5 Dianova, Hamburg

Avidin-Alexa 488

Molecular Probedzugene, Oregon, USA

Avidin-AMCA

Roche, Mannheim
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Streptavidin-Alkalische Phosphatase Roche, Mannheim
Mousea-Digoxigenin-Cy5 Dianova, Hamburg
Schafea-Digoxigenin-FITC Roche, Mannheim

Ziegea-DNP Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Kanninchena-Ziege- FITC Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Mausa-BrdU Roche, Mannheim
Ziegeda-Maus-AMCA Molecular Probegzugene, Oregon, USA

3.13.5 Puffer und Losungen

Puffer und Losungen fur die Zell-Fixierung, Hybridisierung, stringentes Waschen nach der
Hybridisierung und Detektion:

Puffer/Losungen Zusammensetzung Ansatz
SSCpH 7 3,0 M NacCl, 20x SSC
0,3 M NaCitrat, 350,6g NaCl +176,4g NaCitrat ad
H.,O bidest H,O bidest, auf pH 7,0 einstellg
autoklavieren
PBS pH 7,4 140mM NacCl 20xPBS:
2,7 mM KCL 320g NaCl+ 8g Kcl +57,6g Na2HP(

6,5 mM Na2HPO4 + 9,69 KH2PO4 ad 2| }© bidest, au
17.6 mM KHPO4 pH 7,4 einstellen, 1x PBS Aliqug

autoklavieren
1,5 mM KH2PO4

H,O bidest
4xSSC/ 0,2% Tween 4x SSC 1L Ansatz
Tween 20 1000ml 4x SSC+ 2ml Tween 20
1xPBS/ 0,05% Tween |1x PBS 500ml Ansatz
Tween 20 500 ml 1xPBS + 25@ Tween 20
Polylysine- Lésung Polylysine-Hydrobromiq Stocklésung 1:8 mit KD bidest ver
Stocklésung (10mg/mi)| dinnen zu 1,25 mg/ml
H,O bidest
Paraformaldehyd-L6sun¢ Paraformaldehyd 100ml Ansatz
4% PBS Fibroblasten: 4g in 100ml 1xPE
Lymphoblastoide Zellen: 4g in100;
0,25xPBS, Pulver unter Erhitz
I6sen, dann auf RT abkiihlen lasser
TritonX-100-L6sung 1x PBS 100ml Ansatz
(0,5%) TritonX100 99,5ml 1xPBS + 0,5ml TritonX100
Glyzerin-Ldsung (20%) | Glyzerin 100ml Ansatz

1x PBS 80ml 1xPBS + 20ml Glyzerin
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Hybridisierungspuffer | Formamid 10ml Ansatz
50% Dextransulfat 5ml Formamid +2ml 50%
20x SSC Dextransulfat + 1ml 20x SSC + 440
1M NAPO4 Puffer 1M Natriumphosphat-Puffer + 1QD
10%SDS 10;{;?@(8) + 200 50x Denhardts +
50x Denhardts ’
H,O bidest
50% Dextransulfat Dextransulfat 100ml Ansatz
H,O bidest 50g Dextransulfat ad 100ml.8, bei
60°C losen
1M Natriumphosphal 1M Na2HPO4 577ul 1M NgHPO4 + 4231 1M
Puffer 1M NaH2PO4 NaH,PO4
10% SDS Ldsung SDS 100ml Ansatz
H.O 10g SDS ad 100ml #©
Denaturierungslosung: | Formamid 100ml Ansatz
70% Formamid in SSC | 2x SSC 70ml Formamid + 30ml 2x SSC
Stringenz-  Waschlésur Formamid 200ml Ansatz
50% Formamid in SSC | 2x sSC 100 ml Formamid + 100ml 2x SSC
DAPI-Farbeltsung DAPI-Stocklésung 50ml Ansatz
(0,2ug/ml) (500pg/ml) 50ml 4xSSC/T + 0,2ml DAPI-

Stocklésung

TOPRO Farbeldsung

TO-PRO-3-Stockldsung

TO-PRO 3 Stocksolution 1:1000

(5UM) (ImM in DMSO), 1xPBS/T verdiunnen
1XPBS/T
AP 3 Puffer 0,1M tris-HCL 100ml Ansatz
0,1M NacCl 10ml 1M Tris-HCL pH 9,5 + 2ml 5N
50mM MgCb NaCl + 5ml 1M MgC}
NaCl-Ldsung (5M) NaCl 100ml Ansatz
H.O 29,2g NaCl ad 100ml 0 bidest
MgCl, (1M) MgCLx 6H,O 100ml Ansatz
H.O 20,33g MgClx 6H,0 in 80ml HO
bidest lI6sen, ad 100ml.B
Tris HCL (1M) Tris-HCL 100ml Ansatz
H.0 12,11g Tris-HCL ad 100ml #®
bidest, pH 9,5 einstellen
NBT/BCIP Farbelosung | NBT 5 ml Ansatz:
BCIP 22ul NBT + 16,6u1 + 5ml AP 3-
AP 3-Puffer (siehe obef Puffer
Hypotone Lésung: KCL 100ml Ansatz
0,075M KCL H,O bidest 0,56g KCL in HO bidest
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Fixativ Methanol Methanol + Eisessig 3:1 (v/v)
Eisessig
HCI-Lésung (0,1N bzw | 1N HCI IN HCL mit HO bidest 1:10 bzw
0,01 N) H,O dest 1:100 verdinnen
Pepsin-Ldsung 10% Pepsin in kD 100ml Ansatz:
0,01M HCL fur Metapaphasenpraparai®,005%

Pepsin): 100ml 0,01M HCL + %0
Pepsin (10%)

fur 3D Praparate(0,0025% Pepsin):
100ml 0,01M HCL + 2(I Pepsin
(10%)

Natriumacetat (3M), pH ]

NaAc (wasserfrei)
H.0 bidest

100ml Ansatz

24,6 NaAc in 70ml LD bidesi
l6sen, pH 7 mit Eisessig einstellen,
100ml HO

Puffer und Losungen fir die DNA Isolation:

Puffer/Losungen Zusammensetzung Ansatz
1x SE Puffer pH 8,2 10 mM Tris-HCL 100ml Ansatz

400 mM NacCl Iml Tris-HCL (1M) + 6,6 ml NaQC

2mM EDTA (6M) + 2ml EDTA (0,1M)
ad 100ml HO bidest

EDTA (500mM) EDTA 100ml Ansatz:

H>O bidest 18,61g EDTA+80mlI KO, pH
einstellen auf pH 8 (l6st sich nicht |
pH 8,0), ad 100ml mit kO auffillen

20% SDS Lo6sung SDS 100ml Ansatz
H.O 20g SDS ad 100ml 40
TE —Puffer pH 7,6 10mM Tris-HCI, pH 8,0{ 100ml Ansatz

1 mM EDTA 1ml 1M Tris-HCL pH 7,6 einstellen
200ul 500mM EDTA
ad 100ml HO bidest

NaCl-Ldsung (6M) NaCl 100ml Ansatz
H.O 35g NaCl ad 100mIH)0O, steril

filtrieren
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Puffer und Losungen fir DOP-PCR und Nicktranslation:

Puffer/Losungen Zusammensetzung Ansatz

10x TAPS PCR Puffer |250mM TAPS pH9,3: |40ml Ansatz

(Nicht fur die primare 500mM KCI 2,439 TAPS + 1,49g KCI + 800l

Amplifikation) 20mM MgCh MgCl, (von 1M Stock) + 30ml H2(
Mercaptoethanol (14,41 auf pH 9,3 einstellen, dann @0Ovon
Stocklésung) 14,4 M Mercaptoethanol dazu und
H.0 40ml mit HO auffillen; steril

z filtrieren, auf ph 8,5 einstellen

W1 Detergenz 20x W1 100ml Ansatz

H.0 bidest 0,5g W1 + 100ml ED bidest lose
und steril fitrieren
dNTP Mix flr dATP, dCTP, dGTR500ul dNTP Mix:

Markierungs-PCR

dTTP (je 100mM Stock
l6sung), HO bidest

je 1Qul dATP, dCTP, dGTP + |8
dTTP mischenl ad mit 50@ H,O
bidest auffillen

dNTP Mix fur Re-
amplikations- PCR

dATP, dCTP, dGTH
dTTP (je 100mM Stock
l6sung), HO bidest

500ul dNTP Mix:

je je 1Qul dATP, dCTP, dGTPJTTP
mischen

ad 50Qul H,O bidest

dNTP-Mix flr
Nicktranslation

dATP, dCTP, dGTH
dTTP (je 100mM Stock
6sung), HO bidest

2mM Losung herstellen: |2 Stock-
[6sung (100mM) + 100l H,O bidest

400ul dNTP Mix:

je 10Qul 2mM dATP,dGTP, dCTP
20ul 2mM dTTP + 8@l H,O bidest

NT-Puffer NT-Puffer 100ml Ansatz
AIM Tris-HCI (pH 7,5) |[50ml 1M Tris-HCL+50mg BSA
1M MgCl,, BSA 45ml HO bidest

Mercaptoethanol (0,1M)| Mercaptoethanol 0,1ml Mercaptoethanol + 14.4mLE

H,O bidest

bidest
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Puffer und Losungen fir die Gelelektrophorese

Puffer/Losungen Zusammensetzung Ansatz
TAE-Puffer (pH 8,0) 40mM Tris-Acetat 50x TAE
1mM EDTA 242,2g Tris + 18,69 EDTA+ 57,11

konzentrierte Essigsaure, ad 1l,(H
bidest, pH 8 einstellen

1% Agaraose in TAE- | Agarose 100ml Ansatz

Puffer 1x TAE-Puffer 1g Agarose in 100ml 1XTAE-Puff
in Mikrowelle l6sen, Gel giesse
abkuhlen lassen

Medien und Lésungen fur die Zellkultur

Puffer/Losungen Zusammensetzung Ansatz

Nahrmedium RPMI 1640 RPMI 1640 Medium 500mI RPMI + 75ml FKS + 5m
FKS Penicillin/Streptomycin
Penicillin/Streptomycin

Nahrmedium Dulbecco g Dulbecco’'s MEM 500ml RPMI + 75ml FKS + 5ml

MEM Medium, FKS Penicillin/Streptomycin
Penicillin/Streptomycin

Trypsin-LOosung Trypsin-EDTA(10x) Trypsin- EDTA (10x) Losung 1:1
0,5%:; 0,2% (W/v) mit H,O verdinnen, 50ml Aliquof
in (10xPBS) herstellen

H,O bidest autoklaviert

3.13.6 Kommerziell erhaltliche Kits

Folgende Kits wurden kauflich erworben:

* E.Z.N.A. Blood DNA Kit 1: Peglab Biotechnologie

* E.Z.N.A. Tissue DNA Kit II: Peglab Biotechnologie
,Optimized Buffer Kit* (5xPCR Puffer D; 10x dNTP-Mix dATP/ dCTP/ dGTP/ dTTP, je
2,5mM): Invitrogen
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4 Ergebnisse

4.1 Vergleichende Karyotypanalyse mitted multi-directional cross

species chromosome painting

In dieser Arbeit wurden insgesamt 28 Individuen von 20 verschiedenen Neuweltaffenarten
mit molekular-zytogenetischen Methoden untersucht. Die Neuweltaffebus apella
paraguayanus, Cebus albifrondAteles paniscus panisgué\teles belzebul marginatus
Lagothrix lagothricha Brachyteles arachnoide®\louatta seniculus macconnellhlouatta
fusca und Alouatta carayawurden in Zusammenarbeit mit Dr. Edivaldo de Oliveira
untersucht. Die Neuweltaffe@allithrix penicillata, Saguinus imperatorLeontopithecus
chrysopygusSaimiri boliviensis Saimiri ustus Callicebus donacophily®\otus infulatusund
Cacajao calvuswurden in Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. J. Pieczarka
analysiert. Fluoreszena situ Hybridisierungen wurden mit chromosomen-spezifischen DNA
Sonden des Menschen, des GibbBingoncolorund der Neuweltaffe. oedipugLisztaffe)
undL. lagothricha(Wollaffe) auf Metaphasepraparate dieser Neuweltaffen durchgefihrt.

Um eine effiziente Darstellung chromosomaler Homologien zwischen diesen Neuweltaffen
und dem Menschen zu ermdglichen, wurdealti-color Sonden Sets aus chromosomen-
spezifischen DNA Sonden der oben genannten Spezies etabliert. In Kapitel 4.1.1 ist die
Komposition der Sonden Sets beschrieben (menschliche DNA Sonden Sets, siehe$4.1.1.1,
oedipusSonden Sets, siehe 4.1.112, lagothricha Sonden Sets, siehe 4.1.1RBylobates
concolor Sonden Sets, siehe 4.1.1.4). Sonden Sets, die fur die vergleichende M-FISH
Karyotypierung mittels sequentieller Hybridisierurige¢(FISH Mdller et al. 2002) etabliert
wurden, sind in Kapitel 4.1.1.5 erlautert. Die Charakterisierung der hier untersuchten
Neuweltaffen erfolgte mit Hilfe der Methoduwulti-directional chromosome paintingiehe

2.4.2 und Abb. 2.6). Diese ermdglichte eine Uberpriifung individueller Experimente.

Die Ergebnisse der Fluoreszenz situ Hybridisierung auf Metaphasen von Spezies der
Unterfamilien Callitrichinae, Cebinae, Aotinae, Pithecinae und Atelinae sind im Kapitel 4.1.2
dargestellt. Eine Zusammenfassung der Kartierungsergebnisse der verwendeten DNA Sonden
bietet Kapitel 4.1.3. Die Erkenntnisse Uber chromosomale Homologien der hier untersuchten
Neuweltaffen, wurden mit publizierten Daten aller bisher mit chromosome painting

untersuchten Neuwltaffen verglichen. Insgesamt konnten so Daten von 31 verschiedenen
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Neuweltaffenspezies und vier Subspezies gewonnen werden. Die Analyse der gewonnenen
Daten erlaubte die Erstellung einer bindren Matrix, die als Basis fur eine phylogenetische

Rekonstruktion mit Hilfe des ProgrammAUP diente (siehe 4.1.4). Die Tabelle 4.1 zeigt

eine Zusammenfassung aller Neuweltaffenarten, die bisher mittels chromosome painting

untersucht wurden.

Tabelle 4.1: Ubersicht tiber alle bisher mittels chomosome painting untersuchten Neuweltaffen, zusammen mit
der in dieser Arbeit verwendeten Chromosomennomenklatur. Die im Rahmen dieser Arbeit mmittigls
directional chromosome paintingintersuchten Neuweltaffen sind zur Kennzeichnung Fett geschrieben. Von
einigen Neuweltaffen wurden zwei Individuen (= 2 Ind.) untersuct. &eniculus sarawird, dem Vorschlag

von Minezwa et al., 1985 folgend, von der Mehrzahl der Autoren als eigene Spezgssa betrachtet, siehe
Ubersichtsartikel von Groves 1993 und Rylands et al. 2000).

. Chromosomennomenklatur FISH
Spezies

Callithrix jacchus

Sherlock et al. (1996)
Sherlock et al. (1996)
Canavez et al. (1996)
Cebuella pygmaea Canavez et al. (1996)
Callimico goeldii Seuanez et al. (1989)

C. jacchusX C. pygmaed?2 Ind.) [Canavez et al. (1996)
Inter-Spezies Hybrid

Saguinus oedipus

Neusser et al. (2001) + diese Arbeit
diese Arbeit

Neusser et al. (2001)

Neusser et al. (2001)

Neusser et al. (2001)

de Oliveira et al. (im Druck)

Callithrix penicilata

Callithrix argentata

Nagamachi et al. (1997) Muller et al. (2001) + diese Arbeit

Saguinus imperator Nagamachi et al. (1997) diese Arbeit
Leontopithecus chrysopygus Nagamachi et al. (1997) diese Arbeit
Saimri sciureus Lau und Arrighi (1976) Stanyon et al. (2000) + diese Arbeit
Saimiri boliviensis Lau und Arrighi (1976) diese Arbeit
Saimiri ustus Lau und Arrighi (1976) diese Arbeit

Richard et al. (1996)
Ponsa’ et al. (1995)
Ponsa’ et al. (1995)
Ponsa’ et al. (1995)
Stanyon et al. (2000)

Richard et al. (1996)

Garcia et al. (2000), diese Arbeit
diese Arbeit

Garcia et al. (2002)

Stanyon et al. (2000)

Cebus capucinus
Cebusapella paraguayanus
Cebus albifrons

Cebus nigrivitatus

Callicebus moloch

Callicebus donacophilus Barros et al. (2003) diese Arbeit
Aotus infulatus Ma et al. (1976) diese Arbeit
Aotus trivirgatus Miller et al. (1977) diese Arbeit
Cacajao calvus Moura-Pensin et al. (2001) diese Arbeit
Chiropotes satanas Seudnez et al. (1992) Neusser (1999)
Brachiteles arachnoides \Viegas Pequignot et al. (1985) diese Arbeit

Lagothrix lagothricha

Stanyon et al. (2001)

Stanyon et al. (2001) + diese Arbeit

Ateles geoffroyi

Morescalchi et al. (1997)

Morescalchi et al. (1997)

Ateles paniscus paniscus

Morescalchi et al. (1997)

diese Arbeit

Ateles belzebul marginatus

Morescalchi et al. (1997)

diese Arbeit

Ateles belzebul hybridus

Medeiros et al. (1997)

Garcia et al. (2002)
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Alouatta seniculus arctoidea

Consigliere et al. (1996)

Consigliere et al. (1996)

Alouatta seniculus sara*

Consigliere et al. (1996)

Consigliere et al. (1996)

Alouatta seniculus macconnelli
(Uatuma Rive)

Lima et al. (1990)

diese Arbeit

Alouatta seniculus macconnelli |Lima et al. (1990) diese Arbeit
(Jari River) (2 Ind.)
Alouatta caraya(2 Ind.) Mudry et al. (1998) diese Arbeit

Alouatta belzebul

Armada et al. (1987)

Consigliére et al. (1998)

Alouatta fusca fuscg?2 Ind.)

de Oliveira et al. (2002)

diese Arbeit

Alouatta fusca clamitang2 Ind.)

de Oliveira et al. (2002)

diese Arbeit

4.1.1 Zusammensetzung vomulti-color Sonden Sets

Bei der Komposition vomulti-color Sonden Sets wurde eine kombinatorische Markierung

angewandt. Hierbei wurde im Allgemeinen nach der Strategie von Roberts et al. (1999)
verfahren. Beispielsweise wurden zur Generierung eines sechsfarben Sets je drei Subsets mit
je drei Einzel DNA Sonden etabliert. Dabei wurden je nach Qualitat bis zu 500ng der
einzelnen Sonde eingesetzt. Ein Aliquot der Subsets (100-150ng) wurde anschlie3end
differentiell mit den Reportermolekilen Biotin-dUTP, Digoxigenin-dUTP und Tamra-dUTP
(direkt Fluorochrom gekoppeltes dUTPs) mittels DOP-PCR markiert (siehe 3.6.4). Biotin-
dUTP wurde im Allgemeinen mit Avidin—Cy5 und Digoxigengin-dUTP mit Sahaf-
Digoxigenin-FITC nachgewiesen (siehe 3.8). Um ausgeglichene Mischfarben, die z.B. bei
einer gelben Mischfarbe aus 50% griinem und 50% rotem Anteil bestehen sollte, sowie
gleiche Fluoreszenzintensitaten aller Sonden zu erhalten, wurden die Subsets unter Zugabe
der entsprechenden einzelnen DNA Sonde ,ausbalanziert”. Eine ausreichende Menge dieser
Sonden wurde erhalten, indem die so austarierten Sonden Subsets zun&chst mittels DOP-PCR
re-amplifiziert (siehe 3.6.3) wurden, bevor sie mit Reportermolekilen markiert wurden.
Hierbei wurde ca. 100-150ng DNA je Subset fiir die Re-Amplifizierung, sowie Markierung
mittels DOP PCR eingesetzt. Die differentiell markierten Subsets wurden nun
zusammengefasst, gemeinsam gefallt (siehe 3.7.1), bevor sie in Hybridisierungspuffer re-
suspendiert wurden. Die Tabelle 4.2 bietet eine Ubersicht iber die jeweils verwendeten
Sonden Sets bei den untersuchten Neuweltaffenspezies.
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Tabelle 4.2illustriert das Spektrum verwendeter Sonden Sets fur die vergleichende Karyotypanalyse der hier
untersuchten Neuweltaffen (in Klammern ist jeweils die Individuenanzahl bei mehr als einem untersuchten
Individuum =Ind., angegeben) SO&aguinus oedipysHSA=Homo sapiensLLA=Lagothrix lagotrhicha FISH

mit x* gekennzeichneten Sonden wurden vorangehend in meiner Diplomarbeit durchgefuhrt.

Spezies SOE 6- LLA 7 HSA 6- LLA 31- HSA 24- HCO
farben farben farben farben farben 6-farben
Sonden | Sonden | Sonden | Sonden | Sonden | Sonden
Sets Set Sets Set Set Sets
C. penicillata X - X - - -
C. jacchus - - - X - X
C.jacchus x C. pygmaea X - X X - -
Hybrid (2 Ind.)
S. oedipus X* X X* - - -
S. imperator X - X - - -
L. chryspygus X - X - - -
C. apella X X X - - -
C. albifrons X - X - - -
S. boliviensis X - X - - -
S. ustus X - X - - -
S. sciureus X* - X* X X -
A. infulatus X X X - - -
A. trivirgatus X - X X - -
C. donacophilus X X X - - -
C. calvus X - X - - -
C. satanas X* X xX* - - -
A. p. paniscus X - X X - -
A. b. marginatus X X X - - -
L. lagothricha X X X - - -
B. arachnoides X X X - - -
A. caraya(2 Ind.) X X X - - -
A. s. macconnel3 Ind.) X X X - - -
A. f. fucsa/ A. f. clamitan X X X - - -
(je 2 Ind.)
4.1.1.1 Menschliche sechsfarben DNA Sonden Sets

Die Charakterisierung von Neuweltaffen mit menschlichen chromosomen-spezifischen DNA
Sonden erfolgte mit vier Sonden Sets zu je sechs, kombinatorisch mit drei Fluorochromen
markierten DNA Sonden. Fur die Komposition der Sonden Sets wurden Erkenntnisse tber die
bisher mit chromosome paintinguntersuchten Neuweltaffen herangezogen, um gezielt
chromosomale Umbauten und Assoziationen nachzuweisen. Menschliche sechsfarben Sonden
Sets wurden bereits in meiner Diplomarbeit in Zusammenarbeit mit Dr. Stefan Mduller

etabliert und sind in Mdller et al. (2001) beschrieben.
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4.1.1.2  Saguinus oedipusechs— und siebenfarben Sonden Sets

Die Charakterisierung der Zelllinie B95-84guinus oedipysnit chromosomen-spezifischen

DNA Sonden ihresgleichen, als auch die Ruckhybridisieroene(se paintingCarter et al.

1992) dieser Sonden auf ,Wildtypchromosomen* &aguinus oedipusind in Mller et al.

(2001) beschrieben. Es zeigte sich, dass die Zellinie die funf derivativen
Chromosomenformen del(8), der(8)del((8)t(8,16), ins(14;8), der (17)t(2;17) und der (1)t(1;2)
aufweist, die in unterschiedlicher Frequenz in zwei verschiedenen Zellpopulationen auftreten.
Reziprokeschromosome paintingwischen Mensch un&aguinus oedipugMuller et al.

2001) deckte folgende zum Menschen homologe Chromosomen und Chromosomenregionen
auf: 1a (1p), 1c (q21-31), 1b (g32-gter), 2b (pter-q12)/16b (16q), 2a (q13-qter)/15b (15911-
13, g25-qter), 3b (p24-pter, p12-21, q12-13, g27-qter), 3c (p21-24, q13-26), 3a (pl2)/21, 4,
5/7a (7p22, ql11, g21), 6, 7b (p11-21, g11-21, g22-gter) 8a (8p)/18, 8b (8q), 10b (10p), 10a
(10g)/16a (16p), 11, 12, 13a (13qgl4-qter)/9/22, 13b (g21-13)/17/20, 14/15a (15921.3-24), 19,
Xund.

Analog zur Komposition menschlicher Sonden Sets (siehe 4.1.1.1) wurden im Rahmen
meiner Diplomarbeit vier DNA Sonden Sets mit bis zu sieben kombinatorisch markierten
chromosomen-spezifischen DNA Sonden der Zelllinie B958ag(inus oedip)s
zusammengestellt. Diese Sonden Sets wurden nach Kenntnis (ber derivative
Chromosomenformen dieser Zelllinie neu kombiniert und fiur die vergleichende
Karyotypanalyse der hier zu untersuchenden Neuweltaffenspezies optimiert. Das
Markierungsschema der neu zusammengestellten DNA Sonden Sets, zusammen mit den
entsprechenden homologen Chromosomenregionen beim Menschen ist in Tabelle 4.3

dargestellt.

Tabelle 4.3 (siehe nachste SeiteMarkierungsschema de3. oedipugZelllinie B95-8) Sonden Sets 1 bis 4 mit
entsprechender Falschfarbenzuordnung der Sonden. Zu den chromosomen-spezifischen DNA Sonden sind
jeweils die homologen menschlichen Chromosomenregionen dargestellt. Die Markierung mit den drei
Reportermolekilen Biotin-dUTP, Digoxigenin-dUTP und Tamra-dUTP erlaubt eine farbliche Differenzierung
von bis zu sieben Chromosome#i Co-hybridisierung derS. oedipusChromosom der(8)del(8)t(8;16)
spezifischen Sonde (rot markiert) mit d&t oedipusChromosom del(8) spezifischen Sonde (griin
markiert) ergibt ein mehrfarbiges Hybrdidisierungssignal auf dem normalen Chromosom 8. Es
resultiert ein Uberlappendes Hybridisierungsmuster mit gelb, rot und grin fluoreszierenden

Chromosomenregionen.
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Sonden Set 1:

Chromosomen | Homologe menschlichg Biotin- Dig- Tamra- Falsch-
spezifische Chromomensegmente dUTP dUTP dUTP farbe
DNA Sonde

1 13a/9/22 X blau

9 2a/15b X grin

17 3b X rot

19 3c X X magenta

21 1c X X gelb

5 19 X X tarkis
Sonden Set 2:

Chromosomen- | Homologe menschliche Biotin- Dig- Tamra- Falsch-
spezifische Chromomensegmente dUuTP dUuTP dUuTP farbe
DNA Sonde

11 14/15a X blau

3 8a/18 X grin

10 2b/16b X rot

14 11 X X magenta

13 7b X X gelb

12 12 X X tarkis
Sonden Set 3:

Chromosomen- | Homologe menschliche Biotin- Dig- Tamra- Falsch-
spezifische Chromomensegmente dUTP dUTP dUTP farbe
DNA Sonde

6 5/7a X blau

18 8b X grin

7 4 X rot

4 3a/21 X X magenta

X X X X gelb

Y Y X X tarkis
Sonden Set 4:

Chromosomen- | Homologe menschliche Biotin- Dig- Tamra- Falsch-
spezifische Chromomensegmente dUuTP dUuTP dUuTP farbe
DNA Sonde

15 10a/16a X blau
2 13hb/17/20 X grun
der(8)del(8) 8=HSA 6; 16=HSA 1p X rot
t(8;16)* del Region=HSA 6p22
16 la X X magenta
del(8)* HSA 6; X grin
del Region=6q14-24
22 10b X X tlrkis
20 1b weild




Ergebnisse 10C

4.1.1.3 Chromosomen-spezifische DNA Sonden des Wollaffén lagothricha

Der Wollaffe Lagothrix lagothrichazeichnet sich durch die héchste Chromosomenzahl
(2n=62 Chromosomen) aller bisher untersuchten Neuweltaffen aus. Chromosomen-
spezifischepainting Sonden dieser Spezies kdnnen deshalb bei Spezies mit einer geringeren
Chromosomenanzahl als subregioraenting Sonden verwendet werden. Sie bieten folglich

zusatzliche Informationen Gber mogliche intra-chromosomale Umbauten.

Um Kenntnisse tUber den exakten chromosomalen Ursprung der verwehditgathricha
Sonden zu erhalten, wurdesciprocal chromosome paintinggwischen Mensch und..
lagotrichadurchgefiihrt. Die Ergebnisse wurden mit publizierten Daten, die migt{zrocal
chromosome paintingwischen Mensch unt. lagothicha(Stanyon et al. 2001) gewonnen
wurden, verglichen. Die Kartierung menschlicher chromosomen-spezifischer DNA Sonden
Sets auf Metaphasen van lagothricha deckte folgenden Unterschied zu den publizierten
Ergebnissen auf: Anstatt der in Stanyon et al. (2001) beschriebenen einfachen Assoziation der
homologen menschlichen Chromosomensegmente 10/16 wurde ein komplexeres Muster mit
der Abfolge 16/10/16/10 bei dem untersuchten Individuumlvdagothrichanachgewiesen.

Die Hybridisierung ded.. lagothricha siebenfarben Sonden Sets (siehe Tabelle 4.4) auf
Metaphasechromosomen des Menschen zeigte weitere Unterschiede im Vergleich zu den
publizierten Ergebnissen auf. So kartierte ldi¢agothrichaChromosom $pezifische Sonde

auf die menschliche Chromosomenregion 1p21-pter und nicht auf 1pl1-p34L.Die
lagothricha Sonde 2&artierte auf die Region 1p12-21 anstatt, wie in Stanyon et al. (2001)
dargestellt, auf Chromosom 1p34-1pter. DidagothrichaChromosom 11 spezifische DNA
Sonde ergab auf dem menschlichen Chromosom 7 drei distinkte Signale. Jedoch kartierte die
Sonde nicht, wie in Stanyon et al. (2001) beschrieben, auf die menschliche
Chromosomenregion 7g34-qter, sondern auf die Region 7g21. Abbildung 4.1 dokumentiert
die Kartierungsergebnisse, die von Stanyon et al. (2001), abweichen, anhand der
Hybridisierung eines menschlichen sechsfarben Sonden Sets (siehe Abbildung 4.1 A) auf
Metaphasechromosomen van lagothricha und der Hybridisierung einek. lagothricha
siebenfarben Sonden Sets auf Metaphasechromosomen des Menschen (siehe Abbildung 4.1
B).
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Abbildung 4.1: A) Nachweis der Assoziation der homologen menschlichen Chromosomensegmente
16/10/16/10 (siehe Pfeile) nach Hybridisierung mit einem menschlichen sechsfarben Sonden Set auf
Metaphasechromosomen van lagothricha B) Hybridisierung mit einemL. lagothricha siebenfarben Sonden

Set auf Metaphasechromosomen des Menschen.LDiagothricha chromosom 9 (weiss) und 28 (magenta)
spezifischen Sonden zeigten Unterschiede in der Kartierung im Vergleich zu den publizierten Ergebnissen. Die
L. lagothricha chromosom 11 spezifische Sonde (gelb) wies Homologie zu drei chromosomalen Regionen auf
dem menschlichen Chromosom 7 nach (siehe Pfeile). Eine Region wurde — im Unterschied zu Stanyon et al.,

2001-in der Bande 7921 nachgewiesen

Zur Uberpriifung chromosomen-spezifischer DNA Sonden des Wollafféagotricha nach
Vorhandensein von Verunreinigungen, sowie zum Nachweis chromosomaler Homologien
zwischenS.oedipusund L. lagothrichg wurdenL. lagothricha chromosomen-spezifischen
DNA Sonden auf Metaphasen vo8. oedipushybridisiert. Hierbei wurden je zwel
differentiell markierte_. lagotrichaDNA Sonden zu einem Sonden Set zusammengefasst und
auf Chromosomen vo8. oedipusybridisiert. Die Ergebnisse zeigten, dass drei Sonden von
L. lagothrichachromosomales Material von je zwei verschiedenen Chromosomen enthielten.
Diese konnten mittels der DurchfluRzytometrie nicht aufgelost werden. Wie bereits in
Stanyon et al. (2001) beschrieben, enthielt Ididagothricha Chromosom 20 spezifische
DNA Sonde auch Chromosom 21 spezifisches Material zu etwa gleichem Anteil. Weiterhin
war in derL. lagothrichaChromosom X spezifischen Sonde eine ca. 30% Kontamination von
Chromosom 15 spezifischem Material festzustellen. Eine zuséatzliche Kontamination konnte
nachgewiesen werden, die in Stanyon et al. (2001) nicht beschrieben ist. So zelgte die
lagothricha Chromosom 24 spezifische Sonde eine ca. 30% Kontamination von Chromosom
23 spezifischem Material.
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Die Hybridisierung chromosomen-spezifischer DNA Sonden \onlagothricha auf
Metaphasen vos. oedipugrmoglichte den Nachweis folgender chromosomaler Homologien
zwischen diesen Spezies: DielagothrichaChromosom 1, 2, 4, 5, 6, 7, 13, 16, 17, 22, 23,
25, 26, 27 und X spezifischen Sonden wiesen vollstandig konservierte Chromosomen
zwischenL. lagothrichaundS. oedipushach. Alle Gbrigen chromosomen-spezifischen DNA
Sonden zeigten Homologie zu mehr als einem Chromosonsvoerdipuder farbten eine
Chromosomenregion vo8. oedipusan. Folgende Assoziationen homologerlagothricha
Chromosomen konnten b8i odipushachgewiesen werden: 8/18/30, 12/10/8, 11/3, 14/24/19,
24/21, 29/15 und 28/9.

Die Charakterisierung der Spezi8s oedipusmit DNA Sonden vorL. lagothricha erwies,

dass die DNA Sonden 3, 9, 11, 14, 19, 24 und 28 im Unterschie®. zoedipus
chromosomen-spezifischen DNA Sonden eine héhere subchromosomale Auflosung erzielten.
Daher wurde erganzend zu Sonden Sets der Zelllinie B&Ea§u(nus oedipysund des
Menschen (siehe 4.1.1.1 und 4.1.1.2) ein siebenfarben Sonden Set mit den oben genannten
chromosomen-spezifischen Sonden Lofagotrichazusammengestellt. Die Tabelle 4.4 zeigt

das Markierungsschema des siebenfarben Sonden Sets, sowie die zum Menschen homologen
Chromosomenregionen. Die Abbildung 4.2 illustriert die Hybridisierung mit diesem Sonden
Set auf Metaphasechromosomen {zofagothricha(A) undS. oedipugB).

Tabelle 4.4: Markierungsschema ded. lagothricha siebenfarben Sonden Sets zusammen mit der
Falschfarbenzuordnung und den zum Menschen homologen Chromosomensegmenten. In Klammern ist jeweils
die verwendete Nomenklatur dieser Segmente angegeben. S.DiedipusDNA Sonde 6 wurde in das Sonden

Set integriert, da die Qualitdt d&. oedipusbesser ist, als die entsprechendelagothricha Chromosomen 3
spezifische DNA Sonde. ** Co-Hybridisierung ddr. lagothricha Chromosom 11 mit derS. oedipus
Chromosom 6 DNA Sonde, erlaubte eine Differenzierung der zum Menschen homologen

Chromosomensegmente 5b (griin) und 5a/7a (gelb).

DNA Sonde Homologe menschliche| Biotin- Digoxigenin- Tamra- Falschfarbe
Chromomensegmente dUTP dUTP dUTP
14 4931.3-qgter (4a) X rot
24 4023-q31.2 (4b), X blau
15913-g21.2 (15
19 4pter-g22 (4c¢) X X turkis
S. oedipu$* | 5931.3-qter (5a), X 5bgrin;
5pter-q31.2 (5b), 5a/7a gelb
7p22, 7911, 7921 (7a)
11** 5a/7a X gelb
9 1p21-pter (19 X X X weild
28 1p12-21 (19 X X magenta
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Abbildung 4.2 dokumentiert die Fluoreszena situ Hybridisierung mit deniL. lagothrichasiebenfarben Sonden

Set auf Metaphasechromosomen Mon lagothricha (A) und S. oedipus(B). Der Sonden Set beinhaltet all
diejenigen chromosomen-spezifischen DNA Sonden, die im Unterschied zu menschliche8. weatlipus
chromosomen-spezifischen Sonden, eine hohere subregionale Auflésung bieten. Kreuzhybridisierung von
Zentromer-, peri-zentromerischen und interstitiellen Regionen konnte auf nahezu allen Chromosonhen von
lagothricha (A) beobachtet werden. Die Kreuzhybridisierung von Zentromerregionen auf Chromosomé&n von

oedipus (B) ist auf die in das Sonden Set integrie®e oedipusChromosom 6 spezifische DNA Sonde

zurtickzufuihren, LE. lagothricha

Die zusétzliche subregionale Information, die mit L. lagothricha chromosomen-spezifischen

DNA erhaten wurde, erlaubte eine differenziertere Definition der in Kapitel 4.1.1.2 genannten
homologen menschlichen Chromosomen (-segmente). Die Kartierung von S. oedipus und L.
lagothricha DNA Sonden auf menschliche Chromosomen erlaubte folglich die folgende
Definition der zum Menschen homologen Chromosomen und -segmente (Die Nomenklatur

dieser Chromosomensegmente folgt Neusser et a. (2001) und de Oliveira et a. (2002)): 1a
(1p21-pter), 1a(1pl12-21), 1c (q21-31), 1d (gq32-qter), 2a (ql2-qgter), 2b (pter-q12), 3b (p24-
pter, p12-21, q12-13, g27-qter), 3c (p21-24, q13-26), 3a (p12), 4a (4931.3-qter), 4b (4923-
g31.2),4c (4pter-g22), 5a (5931.3-qgter), 5b (5pter-q31.2), 6, 7a (p22, ql11, q21), 7b (pl1l-21,
gl1-21, g22-qgter), 8a (8p), 8b (8q), 9, 10a (10q), 10b (10p), 11, 12, 13a (ql4-qgter), 13b (ql1-
13), 14, 15a(ql1-24), 15a(15913-g21.2), 15b (q11-13, g25-qter), 16a (16p), 16b (16q), 17,
18, 19, 20, 21, 22, X und Y.
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4.1.1.4  Hylobates concolo(Gibbon) sechsfarben Sonden Sets

Sechsfarben Sonden Sets mit chromosomen-spezifischen Sonden des Giploirages
concolorwurden im Rahmen der Diplomarbeit von M. Hollatz (2002) etabliert. Sie wurden
hier exemplarisch angewandt, da die DNA Sonden des karyotypisch stark rearrangierten
Gibbons eine hohere subregionale Differenzierung und damit zusatzliche Informationen tber
intra-chromosomale Rearrangements bei weniger rearrangierten Spezies wie Neuweltaffen
versprechen (Mdller et al. 1998). Die Zusammensetzung und das Markierungsschema der vier
H. concolorsechsfarben Sonden Sets ist in Miller et al. (2003) beschrieben.

4.1.1.5 M-FISH Karyotypierung mittels sequentieller Hybridisierung (ReFISH)

Die vergleichende M-FISH Karyotypierung wurde in dieser Arbeit mittels der Technik
ReFISH (Mduller et al. 2002) durchgefuhrt. Mit dem hierzu entwickelten Zell-
Fixierungsprotokoll (siehe 3.9) konnte erreicht werden, das, zum einen die
Chromosomenmorphologie erhalten bleibt, zum anderen die zuvor hybridisierte DNA Sonde
vollstandig entfernt wurde. Dabei war es insbesondere wichtig, die Praparate nach der
Hybridisierung mind. 60 Min. in 4xSSC/0,2% Tween (ohne Deckglas) zu inkubieren, um eine
restlose Entfernung vovectashield Antifade Mediuau ermdglichen. Weiterhin war es fur

die Erhaltung der Chromosomenmorphologie entscheidend, die Praparate nach der
Postfixierung (aufsteigende Alkoholreihe mit anschliel3ender Inkubation in Fixativ) bei 37°C
Ubernacht zu trocknen. Hohere Temperaturen bewirkten, dass die DNA Sonden der
vorherigen Hybridisierung ,festgebacken” wurden. Essentiell fur die vollstandige Entfernung
der DNA Sonden der vorangegangenen Hybridisierung, sowie fir die Erhaltung der
Chromosomenmorphologie war die geeignete Wahl der Denaturierungszeit. Bei zu langen
Denaturierungszeiten quollen die Chromosomen unter DNA Verlust auf, zu kurze
Denaturierungszeiten erlaubten keine restlose Entfernung der DNA Sonde. Eine Verlangerung
der Denaturierungszeit bei jeder weiteren Hybridisierung um 60 Sek. erschien optimal.

Es konnte demonstriert werden, dass mit diesem Protokoll ein gutes Hybridisierungsergebnis
unter gleichzeitiger Konservierung der Chromosomenmorphologie bei bis zu vier
sequentiellen Hybridisierungen erzielt werden kann (siehe Mdller et al. 2002). Jedoch wurde
festgestellt, dass mit Biotin-dUTP markierte DNA Sonden der zweiten Hybridisierung nicht
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vollstandig entfernt werden konnten. Fir die dritte Hybridisierung wurden daher DNA
Sonden verwendet, die anstatt Biotin-dUTP mit direkt Fluorochrom gekoppelten dUTPs wie
z.B. Tamra-dUTP oder SpectrumGreen-dUTP markiert waren. Bei der vierten Hybridisierung

war der Einsatz von Biotin-markierten DNA Sonden wieder maglich.

Die vergleichende M-FISH Karyotypierung von Neuweltaffen mittels sequentieller
Hybridisierung gelang zum einen mit kombinatorisch markierten menschlichen DNA Sonden
im 24 Farben Format, als auch mit Sonden des Neuweltaffgathrix lagothrichain 31
unterschiedlichen Farbkombinationen. Hybridisierungen mit diesdti-color Sonden Sets
wurden nur dann durchgefihrt, falls es die Qualitat der Praparate zulief3. Hierfir wurden
jeweils zwei sequentiell zu hybridisierende Subsets etabliert, die aus zwei bis drei differentiell
markierten Sonden Set zusammengesetzt waren. Die Sonden Sets wurden analog zu den
bereits beschriebenen Sonden zusammengesetzt und markiert. Da es Isidbagothricha
chromosomen-spezifische DNA Sonden eines weiblichen Individuums handelte, wurde in den
31-Farben Sonden Set eine Y-Chromosomen spezifische DNA Sondgagamus oedipus
integriert. Die Tabelle 4.5 stellt die Komposition der menschlichen (a).utadjothricha(b)

multi-color Sonden Sets dar.

Tabelle 4.5: Markierungsschema der kombinatorisch markierten DNA Sonden und Falschfarbenzuordnung der
Reportermolekille (B=Biotin-dUTP blau, D=Digoxigenin-dUTEB griin, T=Tamra-dUTPO rot) des A)
menschliche 24 Farben Multiplex Sonden Sets (H 24)Rind. lagothricha31 Farben Multiplex Sonden Sets (L

31). Es wurden sechs chromosomen-spezifische DNA SonderSvoadipus (S) anstattvon L. lagothricha
verwendet, da die entsprechenden lagothricha Chromosomen (in Klammern) in der Durchflusszytometrie
nicht aufgelost werden konnten oder die Qualitat 8eroedipusSonde besser erschien. Pool = Subset mit
chromosomen-spezfischen DNA Sonden, die mit dem gleichen Reportermolekil markiert wurden.

A)

Subset pool 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
H1 | 1.1T X X X X
1.2D X X X
1.3B X
H2 | 21T | X X X X X X X
22D X X X X
2.3B X X X X
Subset pool | 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 X
H1 | 11T X X X X X
1.2D X X X X X
1.3B X X X X X
H2 | 2.1T X
22D X X X X
2.3B X X
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B)
Subset| pool | 1 213|456 |7 |8 ]9]1011|12|13|14| 16| 17
L1 (117 X X | X X | X[ X | XX
1.2D X X | X1 X X X | X X
L2 | 217 X X X X X X X
2.2D X | X X X | X[ X | X
2.3B X X X [ X X | X | X | X

Subset] pool | 18 [20+] 22 [ 23 [25[ 26 [ 27 [ 28] 29[ 30 ] S9| S7[s17[s11]sx [SY
21 (15+((19+ (20) |(21+
29) |24b) 24a)

L1 | 2.1T X X | X [ X | X[ X]|X
1.2D X | X | X | X|X X | X X
L2 |2.1T X | X | X | X X X | X X | X
2.2D| X X | X X | X | X | X X
2.3B| X X | X X | X X | X
4.1.2 Resultate desnulti-directional cross species chromosome painting

In den nachfolgenden Kapiteln sind die in Tabelle 4.2 zusammengefassten Hybridisierungs-
experimente dargestellt. Ergebnisse der Fluoresiresiru Hybridisierungen auf Metaphasen

von Spezies der Unterfamili@allitrichinae, Cebinag Aotinae Pithecinaeund Atelidaesind

in den Kapiteln 4.1.2.1 bis 4.1.2.5 dokumentiert. Vergleichende Genomkarten der

untersuchten Spezies sind in Kapitel 4.1.3 illustriert.

Reproduzierbare Hybridisierungsergebnisse mit den in 4.1.1 genannten Sonden Sets wurden
mit Ausnahme des Y Chromosoms auf allen Chromosomen der untersuchten
Neuweltaffenarten (siehe Tabelle 4.1) erhalten. Zentromerregionen, wie auch andere
heterochromatische Chromosomenregionen wurden zumeist nicht hybridisiert. Selbst
Hybridisierungen mit menschlichepainting Sonden, die in kleine Translokationen bei
Platyrrhini Spezies involviert waren, wie z.B. die Translokation der homologen menschlichen
Chromosomen 5 und 7, ergaben eine ausreichend hohe Signalintensitdt, um von
unspezifischem Hintergrund sicher unterschieden werden zu konnen. Chromosomale
Homologien konnten bereits durch die Auswertung von 10 hybridisierten Metaphasen
etabliert werden. Die Abbildungeh3 bis 4.24illustrieren Beispiele fur FISH Experimente

mit den in Kapitel 4.1.1 beschriebenen Sonden Sets des Menschen (H), der Neuwgltaffen
oedipus (S) und L. lagothricha (L) und des GibbonsH. concolor (G) auf
Metaphasechromosomen der hier untersuchten Neuweltaffenspezies (siehe Tabelle 4.1).
Jeweils unterhalb einer jeden abgebildeten Metaphase ist die entsprechende
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Sondenkomposition und Falschfarbenzuordnung angegeben. Fluoreszenzsignale der DNA
Sonden sind jeweils im RGB Modus dargestellt. Die korrespondierende DAPI Gegenfarbung

der Chromosomen ist in grau dargestellt und wurde dem RGB Bild unterlegt.

4.1.2.1 Cross species chromosome paintibgi Callitrichinae (Krallenaffen)

Die Charakterisierungler NeuweltaffenCallithrix jacchus Callithrix argentata Cebuella
pygmaea Callimico goeldii und Saguinus oedipusnit chromosomen-spezifischen DNA
Sonden des Menschen u8dguinus oedipuaurde bereits im Rahmen meiner Diplomarbeit
durchgefiihrt. Die DNA Sonden wurden hierbei in vier Experimenten zu Sets von je sechs bis
sieben kombinatorisch markierten DNA Sonden (siehe 4.1.1.1 und 4.1.1.2) auf Chromosomen
dieser Neuweltaffenarten kartiert. Die Ergebnisse desprocal chromosome painting

zwischenS. oedipusind Mensch sind in Mdller et al. (2001) beschrieben.

Nachtraglich wurden im Rahmen dieser Dissertation ergdnzende FISH Experimente mit einer
Auswahl von menschlichen unb. lagothricha chromosomen-spezifischen Sonden auf
Metaphasechromosomen der Spe@egcchusC. goeldii S. oedipusind der SpezieSebus

apella als outgroupdurchgefuhrt (siehe Abb. 4.3). Diese Experimente dienten einerseits zur
Uberprufung chromosomaler Homologien. Ferner konnten zusétzliche subchromosomale
Informationen gewonnen werden, die wichtig fur die phylogenetische Rekonstruktion der
Callitrichinae (Krallenaffen) waren. Eine Zusammenfassung der Ergebnisse ist in Neusser et
al. (2001) dokumentiert.

Abbildung 4.3 (siehe néachste Seite)Auswahl an FISH Experimenten auseusser et al. (2001)A-C)
Kontrollexperimente auf Metaphasechromosomen der Spéziefacchus die Assoziationen nachweisen, die

von Sherlock et al. (1996) nicht beschrieben wurd®nveranschaulicht die dreifarben Hybridisierung mit den
menschlichen Chromosom 13 (griin), 17 (rot) und 20 (gelb) spezifischen Sonden, die die Assoziation der
homologen menschlichen Chromosomen 13/17/20 (siehe Pfeile) naclByieBie zweifarben Hybridisierung

mit den menschlichen Chromosom 5 (grin) und 7 (rot) spezifischen Sonden visualisiert die Assoziation 5/7
(siehe Pfeile)C) Kartierung der menschlichen Chromosomen 3 (griin) und 21 (rot), die assozii€t jaathus
Chromosome 21 vorliegen (siehe PfeilB}H) Ergéanzende Experimente niit lagothrichapainting Sonden fir

die sub-chromosomale Definition bestimmter Chromosom@&). Cohybridisierung der L. lagothricha
Chromosome 3 (rot) und 11 (grun) spezifischen Sonden wiesen unterschiedliche Fissionsbruchpunkte (siehe
Pfeile) in L. lagothricha und C. goeldii auf, die auf einen unterschiedlichen evolutiondren Ursprung der
Chromosom 5/7 Homologen hindeuteB-G) Dreifarben Hybridisierung mitL. lagothricha Chromosom 9

(grun), 27 (gelb) und 28 (rot) spezifischen Sonden auf Metaphasei)v@n apellg F) S. oedipusund G) C.
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jacchus Die chromosomale Gegenfarbung ist in blau dargestdiltZzusammenfassung der ErgebnisseEi®),
zusammen mit den korrespondierenden DAPI gefarbten Chromosomen (invettieapella (CAP) weist eine
identische subchromosomale Organisation ®ieoedipus(SOE) auf, im Gegensatz zu der subchromosomalen
Organisation, die inC. jacchus (CJA) beobachtet wurde. Pfeile deuten auf Zentromerregionen, um die

unterschiedliche Kartierung der Sonden in Relation zum Zentromer und die FuSigadehushervorzuheben.

CAP SOE CJA

-
—

£l
--’ +P —-I
L4

—

4.1.2.1.1 Callithrix jacchus

Die Charakterisierung der Spezi€s jacchusmit menschlichen chromosomen-spezifischen
DNA Sonden wurde bereits von Sherlock et al. (1996) beschrieben. Die hier durchgefiihrten
zusatzlichen Kontrollexperimente (siehe Abb. 4.3 A-C) deckten jedoch Unterschiede in der
Kartierung der menschlichen Chromosomen 3, 21, 5, 7, 13, 17 und 20 spezifischen DNA
Sonden im Vergleich zu Sherlock et al. (1996) auf. Sie wiesen Assoziationen der homologen
menschlichen Chromosomen 13/17/20 (Abb. 4.3 A), 5/7 (Abb 4.3 B) und 3/21 (Abb. 4.3 C)
nach, die von Sherlock et al. (1996) nicht gefunden wurden.

Daruber hinaus wurden im Rahmen dieser Arbeit sechsfarben Sonden Sétglofoates
concolor (siehe 4.1.1.4) auf Metaphasen v@njacchushybridisiert. Auch war die Qualitat
der Metaphasepraparation v@n jacchusausreichend, um eine M-FISH Karyotypierung mit
der 31-farbemultiplex Sonde vorlL. lagothricha(siehe 4.1.1.5) durchzuftihren. Ziel dieser
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Hybridisierungen war die Differenzierung subchromosomaler Regionen in hoherer
Auflosung, als im Vergleich zu menschlichen uBd oedipuschromosomen-spezifischen
DNA Sonden. Die Ergebnisse dieser Hybridisierungen sind nachfolgend beschrieben. Hierbei

wurde ein mannliches Individuum mit 2n=46 Chromosomen wurde untersucht.

Hybridisierung des 31-Farben L. lagothricha Sonden Sets

Die Hybridisierung des 31-Farben Sonden Sets erlaubte die simultane Darstellung aller
homologen Chromosomen vdn lagothricha und C. jacchus Hierbei wurden die zwei
Sonden Subsets L1 und L2 sequentiell auf dasselbe Metaphasepréaparat hybReiBi&t (

siehe 3.9 und 4.1.1.5). Insgesamt konnten 33 distinkte Chromosomensegmente pro haploidem
Chromosomensatz (einschlie3lich der beiden Geschlechtschromosomerg}. vjanchus
differenziert werden. Die Homologen kulagothrichaChromosomen 1, 4- 7, 13, 16, 20, 22,

23, 25, 26 und X sind im Karyotyp vdd. jacchuskonserviert. Das Y-Chromosom konnte
Uber die, in den Sondenpool integrierte Y-chromosomen-spezifische DNA Sond8. von
oedipusnachgewiesen werden. Alle anderen DNA Sonden wiesen folgende Assoziationen
homologerL. lagothrichaChromosomen nach: 3/11, 8/9/30, 8/10/12, 14/24/19, 15/29, 21/24,
27/9/28. Mit derL. lagothrichaChromosom 3, 9, 11, 14, 19, 24, und 28 spezifischen Sonden
konnten folgende subchromosomale Regionen, die als homologe menschliche
Chromosomensegmente definiert wurden (siehe 4.1.1.3.), differenziert werdéls, 1a
4al4bl4c, 5b/5a/7a. Die 1Hsomologe Region kartierte auf Chromosom 10 €ofacchus

Hybridisierung mit Hylobates concolor Sonden Sets

Die Kartierung von Sondettes im Vergleich zum Menschen stark rearrangierten GibHons
concolor(Mdller et al. 1998) auf Chromosomen vBnjacchuserlaubte eine Differenzierung

in bis zu 6 subchromosomale Regionen. Mit den vier Sonden Sets wurden insgesamt 79
distinkte Signale pro haploidem Chromosomensatz @onacchuserhalten. Von den 26
verschiedenen Gibbon Sonden wiesen nur die Chromosom 16 und X spezifischen Sonden
konservierte Chromosomen zwisch&h jacchusund H. concolor nach. Alle anderen
chromosomen- spezifischen Sonden ¥brconcolorhybridisierten eine Chromosomenregion

oder lieferten multiple Signale auf 2 bis 3 ChromosomenGigacchus

Hybridisierungsexperimente mit chromosomen-spezifischen DNA des Neuwelthffen
lagothrichaundH. concolorveranschaulicht Abbildung 4.4. Die AbbilduAd25A zeigt eine

Zusammenfassung der Kartierungsergebnisse mit DNA Sonden des Mei&obedipusL.



Ergebnisse 11C

lagothricha und Hylobates concoloranhand eines Karyogramms DAPI gebénderter
Chromosomen vog. jacchus

Abbildung 4.4: Fluoreszenzin situ Hybridisierungen mitL. lagothricha und H. concolor Sonden Sets auf
Metaphasechromosomen vdb. jacchus A-C) Vergleichende M-FISH Karyotypierung mit einem 31-farben
Sonden Set des Wollaffeh. lagothricha (L 31) mittels sequentieller hybridisierundR¢-FISH. A) Sonden
Subset L1,B) Sonden Subsets LZ) Ubereinanderlagerung der beiden Sonden Subsets (L1+L2), die zusammen
31 differenzierbare Farbkombinationen ergeb®nG) illustrieren Hybridisierungen mit den vier sechsfarben
Sets chromosomen-spezifischer DNA Sonden des Gibbiytsbates concolor(HCO). D) veranschaulicht die
Hybridisierung mit dem HCO Sonden SetE), mit dem HCO Sonden Set E) mit dem HCO Sonden Set 3 und

G) mit dem HCO Sonden Set 4.

[ ]
L1+L2=L31 &

4.1.2.1.2 Callithrix penicillata

Die Ergebnisse der FISH Experimente auf Metaphasen Gvompenicillata ergaben ein
identisches Hybridisierungsmuster wie Beijacchugsiehe oben). In dieser Arbeit wurde ein

mannliches Individuum mit einem Chromosomensatz von 2n=46 untersucht.

Hybridisierung mit menschlichen Sonden Sets
Insgesamt konnten 34 homologe Chromosomensegmente pro haploidem Chromosomensatz
mit dem menschlichen Sondensatz differenziert werden. Die Homologen zu den

Chromosomen 4, 6, 11, 12, 19 und X des Menschen sind im KaryotypCattithrix
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penicillata als ganzes Chromosom konserviert. Die menschlichen Chromosomen 9, 14, 17,
18, 20, 21 und 22 spezifischen Sonden zeigten jeweils Homologie zu einer
Chromosomenregion, die jedoch mit anderen Regionen assoziiert war. Mit den menschlichen
Chromosom 2, 5, 7, 8, 10, 13, 15 und 16 spezifischen Sonden konnten zwei homologe
Chromosomen bzw. Chromosomenregionen identifiziert werden. Die Chromosom 1 und 3
spezifischen Sonden zeigten Signale auf je drei Chromosome@.vpenicillata Folgende
Assoziation homologer menschlicher Chromosomen konnten nachgewiesen werden: 1/10,
2/15, 3/21, 5/7, 8/18, 10/16, 13/9/22, 13/17/20 und 14/15.

Hybridisierung mit S. oedipus (Zelllinie B95-8) Sonden:Sets

Die Charakterisierung mis. oedipuschromosomen-spezifischen DNA Sonden zeigte, dass
alle Chromosomen mit Ausnahme d&roedipusChromosomen 10, 16 und 22 konserviert
zwischernS. oedipusindC. penicillatasind. Das Y-Chromosom vd@. penicillatakonnte mit

der homologen S. oedipus Sonde identifiziert werden. Die homologes. oedipus
Chromosomen 16 und 22 lagen fusioniert auf einem Chromosor@.vpenicillatavor. Die

S. oedipusChromosom 10 spezifische DNA Sonde farbte zwei ChromosomenCvon

penicillataan.

Reprasentative FISH Experimente mit menschlichenSinokedipusSonden Sets sind in der
Abbildung 4.5 dargestellt. Eine Zusammenfassung der Kartierungsergebnisse auf
Chromosomen vo@. penicillataist in Abbildung4.25 Billustriert.

Abbildung 4.5: FISH mit S. oedipusund menschlichen Sonden Sets auf MetaphasechromosomerC.von
penillata A) S. oedipusSonden Set 1B) S. oedipusSonden Set 2C) menschliches Sonden Set 4 ubjl

menschliches Sonden Set 3.
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4.1.2.1.3 Callithrix jacchus X Cebuella pygmaekmter-Spezies Hybrid

Es wurde ein mannliches, als auch ein weibliches Individuum eadlghrix jacchusx
Cebuella pygmaednter-Spezies Hybriden mit einem diploiden Chromosomensatz von 45
Chromosomen untersucht. Fur eine eingehende Karyotypanalyse der Hybrid Individuen
wurde FISH mit menschlicher§. oedipusSonden Sets, als auch mit dem 31-farhen
lagothricha Sonden Set durchgefuhrt. Die Charakterisiserung der Inter-spezies Hybrid
Individuen mit diesen Sonden Sets ist in Neusser et al. (im Druck) beschrieben.

Hybridisierung mit menschlichen Sonden $etd S. oedipus (Zelllinie B95-8) Sonden Sets

Die Fluoreszenzin situ Hybridisierung auf Metaphasen der Hybrid Individuen mit
menschlichen un&. oedipushromosomen-spezifischen DNA Sonden ergab ein identisches
Hybridisierungsmuster z(C. jacchusund C. pygmaeamit Ausnahme delS. oedipus
Chromosom 10 spezifischen Sonde, mit der ein asymmetrisches Hybridisierungsmuster
erhalten wurde. Mit dieser Sonde wurden sowohl ein submetazentrisches Chromosom, als
auch zwei akrozentrische Chromosomen angefarbt. Analog dazu wurde ein asymetrisches
Hybridisierungsmuster mit den menschlichen Chromosom 2 und 16 spezifischen DNA
Sonden beobachtet: Die menschliche Chromosom 2 spezifische Sonde farbte ein
akrozentrisches und den kurzen Arm des submetazentrischen Chromosoms an und die
Chromosom 16 spezifische Sonde ein kleines akrozentrisches und den langen Arm des sub-
metazentrischen Chromosoms. Diese Chromosomen kennzeichnen den Karyotypunterschied
der elterlichen Spezies (Mutte= jacchus Vater=C. pygmaep die sich durch eine
Robertson'sche Translokation voneinander unterscheiden (siehe Neusser et al. 2001). Der
Karyotypunterschied der elterlichen Spezies ist daher Ursache der ungeraden
Chromosomenzahl von 45 Chromosomen bei den Hybrid Individuen. MiSdeedipus
Chromosom 10 bzw. den menschlichen Chromosom 2 und 16 spezifischen Sonden konnte
somit der matterliche Ursprung der zwei akrozentrischen Chromosomen und der vaterliche
Ursprung des submetazentrischen Chromosoms bei den Hybrid Individuen identifiziert

werden.

Hybridisierung des 31-Farben L. lagothricha Sonden Sets
Die M-FISH Karyotypierung mittelqReFISH unter Verwendung der 31-farbenultiplex
Sonde vonL. lagothricha (siehe 4.1.1.5) ergab insgesamt 35 Signale pro haploidem

Chromosomensatz und den Geschlechtschromosomen der Hybrid Individuen. Die
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Chromosom 1, 4-7, 13, 16, 17, 20, 22, 23, 25, 26 und X spezifischen Sonden wiesen
Chromosomen nach, die im Karyotyp der Hybrid Individuen konserviert sindS.Doedipus

Y chromosomen-spezifische DNA Sonde wies Homologie zum Y- Chromosom im
mannlichen Hybrid Individuum nach. Alle anderén lagothricha Sonden identifizierten
jeweils eine homologe Region auf ein bis zwei Chromosomenpaaren der Hybriddn. Die
lagothricha Chromosom 2 spezifische Sonde farbte analogSzuoedipusSonde 10 zwei

akrozentrische und ein submetazentrisches Chromosom an.

Die Charakterisierung mit menschlichéh,oedipusundL. lagothrichaDNA Sonden zeigte,

dass die untersuchten Hybrid Individuen bei der vorliegenden Auflésung keine aberranten
Chromosomen aufweisen. Insgesamt 13 Chromosomen pro diploiden Chromosomensatz
wiesen Regionen auf, die von keiner Sonde hybridisiert wurden und offenbar aus
Heterochromatin bestehen, die im menschliclg&medipusindL. lagothrichaGenom nicht
vorhanden sind. GréRRenunterschiede zwischen véterlichen und mutterlichen Chromosomen
konnten bei zahlreichen Chromosomen der Hybrid Individuen beobachtet werden.
Insbesondere konnte ein enormer GréRenunterschied zwischen den elterlichen Chromosomen
festgestellt werden, die homolog €ujacchusChromosom 19 bzw. homolog £ pygmaea
Chromosom 18 sind (siehe Abb. 4.6 A, NachweisSnibedipusChromosom 21 spezifischen
Sonde), wobei eines der elterlichen Chromosomen nur teilweise angefarbt wurde und die
nicht hybridisierte Chromosomenregion vermutlich aus Heterochromatin zusammengesetzt
ist. Karyotypische Unterschiede zwischen dem weiblichen und dem maénnlichen Hybrid
Individuum konnten mit Ausnahme der Geschlechtschromosomen nicht nachgewiesen

werden.

Abbildung 4.6 zeigt Beispiele flir FISH Experimente r8it oedipusund menschlichen
Sonden Sets, als auBteFISHmIt dem 31-farbeih. lagothrichaSonden Set. Abbildundg;.26
illustriert den Karyogtyp des mannlichen Hybriden, zusammen mit den
Kartierungsergebnissen n8t oedipusL. lagothrichaund menschlichen Sonden Sets.

Abbildung 4.6 (siehe néachste Seiteyeranschaulicht Beispiele fir FISH Experimente r8it oedipus L.
lagothricha und menschlichen Sonden Sets auf Metaphasechromosomen @inggcchus x C. pymaea
Hybriden. A) zeigt die Hybridisierung mi6. oedipusSonden Set 1B) mit S. oedipusSonden Set 2C) illustriert

die Hybridisierung des. lagothricha31-farben Sonden Sets L 31 (Abbildungen der Sonden Subsets L1 und L2
wurden zu einem Bild Uberlagertp) zeigt die Hybridisierung mit dem menschlichen Sonden Sé& hjt dem

menschlichen Sonden Set 4.
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4.1.2.1.4 Saguinus oedipus

Der Karyotyp der SpezieS. oedipus sowie reziprokeshromosome paintingwischen
Mensch unds. oedipusst in Muller et al. (2001dokumentiert. Die Charakterisierung v8n
oedipusmit chromosomen-spezifischen DNA Sonden \tonlagothrichawurde bereits in
Kapitel 4.1.1.3 erlautert. Abbildung 4.3 (in Kapitel 4.1.1.3) illustriert die Hybridisierung mit
demL. lagothrichasiebenfarben Sonden Set auf Metaphasechromosome®. wadipusdie

eine ndhere subregionale Definition, als mit den genannten menschliched. wedipus

DNA Sonden erzielten. Das resultierende Hybridisierungsmuster entsprach den
Kartierungsergebnissen nlit LagothrichaDNA Sonden belC. jacchus(siehe oben), mit

dem einzigen Unterschied, dass die homologen menschlichen Chromosomensegifiepte 1a

in Relation zum Zentromer umgekehrt orientiert Beoedipusvaren.
4.1.2.1.5 Saguinus imperator
Es wurde ein weibliches Individuum der Speziesmperatormit einem Chromosomensatz

von 2n=46 Chromosomen charakterisiert. Die Kartierung menschlicherSunokedipus
chromosomen-spezifischer DNA Sonden auf Metaphasen Sonimperator zeigte
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Ubereinstimmende Hybridisierungsmuster &itoedipusZentromerregionen wiesen nur ein

schwaches Hybridisierungssignal auf.

Hybridisierung mit menschlichen Sonden Sets

Mit den vier menschlichen Sonden Sets konnten insgesamt 34 distinkte Chromosomen-
regionen vonS. imperator identifiziert werden. DieS. imperator Homologen zu den
menschlichen Chromosomen 4, 6, 11, 12, 19 und X wurden jeweils ganzheitlich mit den
entsprechenden menschlichen DNA Sonden angefarbt. Die menschlichen Chromosom 9, 14,
17, 18, 20, 21 und 22 spezifische Sonden kartierten jeweils auf eine Chromosomenregion je
eines Chromosomenpaares. Alle Ubrigen Sonden zeigten Homologie zu zwei oder mehr
Chromosomen voB8. imperator Es konnten folgende Assoziationen homologer menschlicher
Chromosomen (-segmente) nachgewiesen werden: 2/15, 2/16, 3/21, 5/7, 8/18, 10/16, 13/9/22,
13/17/20 und 14/15.

Hybridisierung mit S. oedipus (Zelllinie B95-8) Sonden:Sets

Die Hybridisierung vonS. oedipuschromosomen-spezifischen Sonden zeigte, dass alle
autosomalen Chromosomen in ihrer Synthenie konserviert zwisShemedipusund S.
imperator sind. Da ein weiblicheS. imperatorindividuum untersucht wurde, konnte keine

Homologie zum Y Chromosom nachgewiesen werden.

Eine Auswahl an FISH Experimenten mit menschlichen 8ndedipusSonden Sets zeigt
Abbildung 4.7. Abbildung4.27 fasstdie Ergebnisse der Kartierung menschlicher &hd

oedipuschromosomen-spezifischer DNA Sonden zusammen.

Abbildung 4.7: FISH Experimente mit menschlichen ui®d oedipusSonden Sets auf Metaphasechromosomen

von S. imperator A) zeigt die Hybridisierung mi§. oedipusSonden Set,2B) mit S. oedipusSonden Set 4C)

illustriert die Hybridisierung mit dem menschlichen Sonden SB) &it dem menschlichen Sonden Set 4.
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4.1.2.1.6 Leontopithecus chrysopygus

Die Ergebnisse der Kartierung chromosomen-spezifischer Sonden Sets des Mens@en und
oedipusauf Chromosomen des hier untersuchten weiblichen Individuumk.\a@mysopygus

waren identisch zu den b8&i. oedipusund S. imperator Zentromerregionen, sowie andere
heterochromatische Regionen wurden 18it oedipusund menschlichen chromosomen-
spezifischen DNA Sonden nicht angefarbt. Beispiele fir FISH Experimente mit menschlichen
und S. oedipusSonden Sets sind in Abbildung 4.8 dargestellt. Abbildu23F (B) bietet eine
Zusammenfassung der Hybridisierungsergebnisse anhand G-gebanderter Chromosomen von

L. chrysopygus

Abbildung 4.8 dokumentiert Hybridisierungen mit menschlichen ur8l oedipus Sonden Sets auf
Metaphasechromosomen van chrysopygusA) veranschaulicht die Hybridisierung it oedipusSonden Set
1, B) mit S. oedipusSonden Set 2C) zeigt die Hybridisierung mit dem menschlichen Sonden Set Dyndit

dem menschlichen Sonden Set 4.

4.1.2.2 Cross species chromosome paintibgi Cebinae(Kapuzineraffen)

4.1.2.2.1 Cebus apella paraguayanus

Die Charakterisierung des Karyotyps vah apella mittels chromosome paintingmit
menschlichen DNA Sonden ist in Garcia et al. (2000) beschri€hespellaparaguayanus
diente in dieser Arbeit als phylogenetisanggroup der Speziesgruppedallitrichidae und
Atelidae Eine eingehende Untersuchung der SpeZiea. paraguayanumit menschlichen,

S. oedipusundL. lagothrichachromosomen-spezifischen DNA Sonden Sets erschien wichtig,
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da ihr Karyotyp in Bezug zu anderen Spezies gesetzt wurde. Es wurde ein mannliches

Individuum mit 2n=54 Chromosomen analysiert.

Hybridisierung mit menschlichen Sonden Sets

Die Charakterisierung des hier untersuchten Individuums @oapella mit menschlichen

DNA Sonden Sets entsprach den ErgebnissenGamgia et al. (2000)Die Hybridisierung

zeigte, dass die menschlichen Chromosomen 4, 6, 9, 11-13, 17-20, 22 und X im Karyotyp von
C. a. paraguayanusollstandig konserviert sind. Alle tbrigen chromosomen-spezifischen
DNA Sonden wiesen Homologie zu einer Chromosomenregion nach, die mit einer anderen
chromosomalen Region assoziiert vorlag oder farbten zwei bis drei Chromosomen bzw.
Chromosomenregionen vdd. a. paraguayanuan.C. a. paraguayanu€hromosom 4, 11,

12, 15, 19 und 21 wiesen Chromosomenregionen auf, die von keiner menschlichen Sonde
hybridisiert wurden und offenbar aus Heterochromatin zusammengesetzt sind, dessen

Sequenzen im menschlichen Genom nicht enthalten ist.

Hybridisierung mit S. oedipus (Zelllinie B95-8) Sonden:Sets

Die Hybridisierung mitS. oedipushromosomen-spezifischen DNA Sonden zeigte, dass mit
Ausnahme deB. oedipugChromosomen 1, 2 und 9 alle Chromosomen konserviert zwischen
S. oedipusund C. a. paraguayanussind, da je eineS. oedipusDNA Sonde je ein
Chromosomenpaar vo@. apellaganzheitlich anfarbte. Das Y Chromosom zeigte ein, im
Vergleich zu den tbrigen Chromosomen, schwéacheres Hybridisierungssign&l.deaipus
Chromosom 1 und 2 spezifischen Sonden hybridisierten insgesamt je drei Chromosomen bzw.
Chromosomenregionen. Ein unterbrochenes Hybridisierungssignal wurde wie mit
menschlichen Sonden Sets dLif a. paraguayanu€hromosom 4, 11, 12, 15, 19 und 21
erhalten. Diese nicht hybridisierten Chromosomenregionen enthalten offenbar

Heterochromatin, dessen Sequenzen keine Homologie @edipuzeigte.

Hybridisierung des siebenfarben L. lagothricha Sonden Sets

Die Hybridisierung des siebenfarbdn lagothricha Sonden Sets erlaubte eine sub-
chromosomale Definition der zum Menschen homologen Chromosomensegmeldge 4a,

4b /15a 4c, 5a/ 7a und 5b €. a. paraguayanusSie wies folgende Assoziationen nach:
la/la, 4aldbl/dc und 7a/5a/5b. Die homologe Region zum menschlichen Chromosomen-
segment 15akonnte auf dem Chromosom 6p vBna. paraguayanukkalisiert werden.
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Eine Zusammenfassung von Hybridisierungen mit menschlicl®&n,oedipusund L.
lagothrichaSonden Sets ist in Abbildung 4.9 dargestellt. Die Kartierung dieser Sonden ist in
Abbildung4.28(A) illustriert.

Abbildung 4.9: Auswahl von FISH Experimenten mit menschlich&n,oedipusund L. lagothricha Sonden Sets
auf Metaphasechromosomen v@h a. paraguayanusA) veranschaulicht die Hybridisierung m@. oedipus

Sonden Pool 1B) mit S. oedipusSonden Pool 4C) zeigt beispielhaft die Hybridisierung mit dem menschlichen

Sonden Sets D) illustriert die Charakterisierung mit delmlagothrichasiebenfarben Sonden Set.

4.1.2.2.2 Cebus albifrons

Hybridisierung mit menschlichen Sonden Sets

Die Kartierung menschlicher sechsfarben Sonden Sets auf Metaphasechromosomen des
untersuchten weiblichen Individuums v@n albifrons(2n=52) entsprach den Resultaten der
bereits publizierten Spezi€s. apellaund C. capucinus mit Ausnahme der Kartierung der
menschlichen Chromosom 14 und 15 spezifischen DNA Sonden, die karyotypische
Unterschiede z€. apellaund C. capucinusaufdeckten: Im Vergleich zG. apellaund C.
capucinus die getrennte Chromosomen homolog zur menschlichen Chromosomenregion 15b
aufwiesen, konnte bei dem hier untersuchten IndidviddunCvabifronseine Insertion des
homologen menschlichen Chromosomensegments 15I€.inalbifrons Chromosom 8
nachgewiesen werden (siehe Abbildung 3.28 B). Daher reduzierte sich der diploide
Chromosomensatz bei der Speziesalbifronsauf 2n=52 Chromosomen im Vergleich zu 54
Chromosomen beC. apella und C. capucinus Der zweite Karyotypunterschied zu den
SpezieL. apellaundC. capucinusnvolviert die homologen menschlichen Chromosomen 14

und 15. Im Gegensatz zu den Spegieapellaund C. capucinusdie eine Assoziation von
homologen menschlichen Chromosomenregionen 14/15/14 aufweisen, konnte bei der Spezies
Cebus albifronseine Assoziation den menschlichen Homologen 15/14/15/14 festgestellt
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werden (siehe Abbildung 4.9 C). Auf den Chromosomen 4, 11, 12, 15, 19 und Z1 von
albifrons wurden wie bei der SpezieS. apella Hybridisierungslicken beobachet, die
vermutlich heterochromatische Regionen darstellen. Im Unterschi€d apellazeigte auch

C. albifronsChromosom 18 ein unterbrochenes Hybridisierungssignal.

Hybridisierung mit S. oedipus (Zelllinie B95-8) Sonden:Sets

Die S. oedipusChromosomen 3-8, 10-22 und X-spezifischen DNA Sonden identifizierten je
ein Chromosomenpaar v@h albifrons Die Chromosomen 1 und 2 spezifischen Sonden von

S. oedipuszeigten Homologie zu Chromosomen (-regionen) von je drei Paaren und die
Chromosom 9 spezifische Sonde zu zwei Chromosomenpaareg.valbifrons Die mit
menschlichen Sonden Sets nachgewiesene Insertion von homologem menschlichem
Chromosom 15 Material i€. albifronsChromosom 8 (siehe oben), konnte mit 8eoedipus
Chromosom 9 spezifischen Sonde bestatigt werden. Die mit menschlichen DNA Sonden
beobachteten Hybridisierungslicken (siehe oben) waren SmibedipusDNA Sonden

ebenfalls feststellbar.

Beispiele fur FISH Experimente m#. oedipusund menschlichen Sonden Sets sind in
Abbildung 4.10 illustriert. Abbildung4.28 (B) zeigt eine Zusammenfassung der
Charakterisierung vo€. albifronsmit S. oedipusind menschlichen Sonden Sets.

Abbildung 4.10 dokumentiert die Hybridisierung mit menschlichen WdedipusSonden Sets auf Metaphasen
von C. albifrons A) zeigt die Hybridisierung miS. oedipusSonden Set 1 unB) mit S. oedipusSonden Set 3.

C) illustriert die Hybridisierung mit dem menschlichen Sonden Set 1D)nahit dem menschlichen Sonden Set
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4.1.2.2.3 Saimiri boliviensis

Hybridisierung mit menschlichen Sonden Sets

Die Fluoreszenm situ Hybridisierung mit menschlichen sechsfarben DNA Sonden Sets auf
Metaphasechromosomen des untersuchten weiblichen Individuung botiviensig2n=44)

wies ein identisches Hybridisierungsmuster zu der bereits publizierten Neuweltaffenspezies
Saimiri sciureus (Stanyon et al. 2000)uf. Chromosomenregionen, die mit keiner
chromosomen-spezifischen DNA Sonde hybridisierten, stellen offenbar heterochromatische

Regionen dar, die im Genom des Menschen nicht vorhanden sind.

Hybridisierung mit S. oedipus (Zelllinie B95-8) Sonden:Sets

Mit S. oedipusSonden Sets konnten insgesamt 29 Chromosomenregionen differenziert
werden. Die Chromosom 3, 4, 7- 9, 12, 13-16, 18, 21 und X spezifischen DNA Sonden
farbten je ein Chromosomenpaar v®nboliviensisan. DieS. oedipusChromosom 1 und 2
spezifischen DNA Sonden lieferten Signale auf Chromosomen (-regionen) von je drei Paaren
und die Chromosom 6 spezifische DNA Sonde zeigte Signale auf zwei Chromosomenpaaren
von S. boliviensisAlle Gbrigen DNA Sonden hybridisierten jeweils nur eine Region eines
Chromosomenpaares. Folgende Assoziationen konnten Smibedipus DNA Sonden
nachgewiesen werden: 1/2, 1/11, 2/19, 5/20, 6/10 und 17/22.

Die Ergebnisse der Experimente mit menschlichenSunmkedipug€hromosomen-spezifischen
DNA Sonden sind in Abbildungt.29 (A) zusammengefasst. Eine Auswahl von FISH
Experimenten veranschaulicht Abbildung 4.11.

Abbildung 4.11: FISH Experimente mit sechs- und siebenfarben Sonden Sets des Mensct&noedipusauf

Metaphasen vors. boliviensis A) reprasentiert die Hybirdisierung mB8. oedipusSonden Set S2 unB) mit
Sonden Set SL) zeigt dieHybridisierung mit dem menschlichen Sonden Set HDunut Sonden Set H4.
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4.1.2.2.4 Saimri ustus

Die Charakterisierung des weiblichen Individuums nustus(2n=44) ergab sowohl mit
menschlichen, als auch mitS. oedipus sechsfarben Sonden Sets, identische
Hybridisierungsmuster z®$. sciureusund S. boliviensis- abgesehen von Chromosomen-
regionen, die offenbar aus Heterochromatin zusammengesetzt sind. Abbildung 4.12
veranschaulicht Beispiele fur Hybridisierungsexperimente mit Sonden Sets des Menschen und
S. oedipus Eine Zusammenfassung der Kartierungsergebnisse menschlich&: oedipus

DNA Sonden illustriert Abbildung.29 (B).

Abbildung 4.12: Auswahl von FISH Experimenten mit menschlichen @doedipussechsfarben Sonden Sets
auf Metaphasechromosomen v8n ustusA) zeigt die Hybridisierung miS. oedipusSonden Set 1B) mit S.

oedipusSonden Set 3C) illustriert die Hybridisierung mit dem menschlichen Sonden Set 1 R)hndit dem

menschlichen Sonden Set 3.

4.1.2.2.5 Saimiri sciureus

Vergleichende Genomkarten zwisch@rsciureus S. oedipusind Mensch wurden bereits in
meiner Diplomarbeit erstellt. Die Kartierung menschlicher homologer Chromosomenregionen
ist in Stanyon et al. (2000) dargestellt. Im Rahmen dieser Arbeit wurden ferner, mittels der
MethodeReFISH M-FISH Karyotypierungen mit menschlichen ubdlagothrichaSonden

Sets im 24- bzw. 31-farben Format durchgefiihrt. Hierbei wurde ein weibliches Individuum

von S. sciureusnit 2n=44 Chromosomen untersucht.
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Hybridisierung des 31-Farben L. lagothricha Sonden:Sets

Die Hybridisierung det. lagothrichamultiplex Sonde auf Metaphasechromosomen $on
sciureus zeigte, dass von den 31 verschiedehenLagothricha Chromosomen nur die
Homologen zu deh. LagothrichaChromosomen 1, 2, 4- 6, 7, 8, 10, 23, 26 und X vollstandig
konserviert beiS. sciureusvaren. DNA Sonden, spezifisch fur die Ubrigenlagothricha
Chromosomen, wiesen Homologie zu einer Region auf einem oder zwei Chromosomenpaaren
von S. sciureusnach. Folgende Assoziationen homologerlagotricha Chromosomen (-
regionen) konnten identifiziert werden: 2/11/3, 9/28, 10/27, 12/22, 13/25, 15/29,
18/21/24/21/24/21 und 14/24/14/19. lagothrichaChromosom 3, 9, 11, 14, 19, 24, und 28
spezifische Sonden erlaubten eine Differenzierung folgender homologer menschlicher
Chromosomensegmente: /[lay, 4a/4b/4al4c, 5a/5b, 5a/7a, 14/454/15a/14/15al.

Hybridisierung des menschlichen 24-Farben Sonden Sets
Durch die Hybridisierung der menschlichemultiplex Sonde konnte eine simultane
Darstellung aller 24 menschlichen Homologen erzielt werden. Die Ergebnisse dieser

Hybridisierung deckten sich mit den Kartierungsergebnissen von Stanyon et al. (2000).

Die Abbildung 4.13 dokumentieReFISHExperimente mit dem menschlichen 24-farben und
L. lagothricha31-farben Sonden Set. Die Ergebnisse der Kartierung menschlichdr. und
lagothricha DNA Sonden, sowie der bereits in meiner Diplomarbeit eingese&teedipus
DNA Sonden, sind in der Abbilduny30zusammengefasst.

Abbildung 4.13: M-FISH Karyotypierung mittels sequentieller HybridisierungeFISH bei S. sciureus A)
zeigt die Hybridisierung des 31-farben Sets vbn lagothricha (L 31) und B) die Hybridisierung des
menschlichen 24-farben Sonden Sets (H 24).
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4.1.2.3 Cross species chromosome paintibgi Aotinae (Nacht- und Springaffen)

4.1.2.3.1 Aotus infulatus

Hybridisierung mit menschlichen Sonden Sets

Die Hybridisierungen mit menschlichen sechsfarben DNA Sonden Sets auf Metaphasen eines
mannlichen Individuums mit 2n=49 Chromosomen ergaben insgesamt 42 Signale pro
haploidem Chromosomensatz vAninfulatus Die menschlichen Chromosomen 6, 9, 12, 13,

17, 19 und X sind im Karyotyp voA. infulatusals separate Chromosomen konserviert. Die
Chromosom 14, 18, 21 und 22 spezifischen DNA Sonden hybridisierten zusammen mit
anderen menschlichen Sonden auf je eine Region eines Chromosomenpa&rasfutatus

Die ubrigen 13 chromosomen-spezifischen DNA Sonden lieferten multiple Signale auf zwei
bis drei Chromosomenpaaren. Folgende homologe menschliche Chromosomensegmente
lagen assoziiert auf je einem Chromosom &omfulatusvor: 1/16, 1/3/21, 2/20, 2/7, 4/15/5,
5/7/11/10, 5/15, 8/18, 10/22/16 und 15/14/15/14. Die ungerade Anzahl von 49 Chromosomen
bei A. infulatus ist auf eine Y-autosomale Translokation zurtckzufuhren. Die Y-
chromosomen-spezifische Region konnte mit der menschlichen Y chromosom-spezifischen
DNA Sonde nicht identifiziert werden. Sie ist vermutlich mit dem zum Menschen homologen
Chromosomensegment L5essoziiert und am p Terminus des entsprechenden Chromosoms
von A. infulatuslokalisiert, da diese p-terminale Region im heterozygoten Zustand vorlag und
von keiner Sonde hybridisiert wurde (siehe hierzu Abbildung 4.14 C und Abb#dg808).

Hybridisierung mit S. oedipus (Zelllinie B95-8) Sonden:Sets

Mit den S. oedipussechs- und siebenfarben Sonden Sets konnten insgesamt 37 distinkte
Chromosomenregionen unterschieden werden. Die Chromosom 3, 5, 7, 8, 12, 16- 18, 19 und
X spezifischen DNA Sonden wiesen Chromosomenformen nach, die im Karyotyf.von
oedipusundA. infulatuskonserviert sind. Alle tbrigen DNA Sonden hybridisierten homologe
Regionen auf je zwei bis drei Chromosomenpaaren Aorinfulatus Die Y-spezifische
Chromosomenregion konnte auch mit deroedipusY chromosomen-spezifischen Sonde
nicht nachgewiesen werden. Zur Uberpriifung bestimmter chromosomaler Homologien wurde
ein dreifarben Kontrollexperiment mit déh oedips chromosom 1 (Biotin-dUTP markiert),

2 (Digoxigenin-dUTP markiert) und 9 (Tamra-dUTP markiert) -spezifischen DNA Sonden
durchgefuhrt. Biotin und Digoxigenin markierte Sonden wurden hierbei nach dem gleichen
Detektionsschema nachgewiesen wie die menschliohdr5. oedipussechsfarben Sonden
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Sets. Die Hybridisierung mit diesem Sonden Set bestatigte di&.nuédipussechsfarben
Sonden Sets nachgewiesenen Homologien und das Vorliegen der Assoziationgn der
oedipushomologen Chromosomen 1/2 und 2/9 (siehe Abbildung 4.14 F).

Hybridisierung des siebenfarben L. lagothricha Sonden Sets

Die Charakterisierung vor. infulatus mit dem L. lagothricha siebenfarben Sonden Set
ergab folgendes Hybridisierungsmuster (definiert als homologe menschliche Chromosomen-
segmente): Die Segmente, land 1a lagen assoziiert auf einem Chromosom »oinfulatus

vor. Die Segmente 4a, 4b und 4c bildeten syntene Regionen entlang eines Chromosoms von
A. infulatus Mit den Ubrigen Sonden dieses Sonden Sets konnten folgende subchromosomale
Regionen differenziert  werden: 5b/15/4al4c, 5a/5b/15, 5a/7a/11/10 und
15a/15a/14/15/15a/14.

Eine Auswahl von FISH Experimenten mit menschlich&n,oedipusund L. lagothricha
Sonden Sets ist in Abbildung 4.14 veranschaulicht. Eine Zusammenfassung der
Hybridisierungsergebnisse mit den genannten Sonden ist anhand des Karyotyps von
infulatus (siehe Abbildungt.31B) illustriert.

Abbildung 4.14 (siehe néchste Seite)Auswahl von FISH Experimenten mit menschlich&, oedipusund L.
lagothricha sechs- und siebenfarben Sonden Sets auf MetapahsechromosomerA. vamfulatus A)
veranschaulicht die Hybridisierung n8t oedipusSonden Set 1 unB) mit S. oedipusSonden Set 3C) zeigt die
Hybridisierung mit dem menschlichen Sonden Set 1. Ein heteromorphes Chromosomenpdar infutatus

konnte mit diesem Sonden Set identifiziert werden, wobei ein Homologes eine zusétzliche Chromosomenregion
am p-terimalen Ende aufwies (siehe Pfeil) s andere Homologe nicht. Dieses Hybidisierungsmuster und
des Fehlen eines separaten Y Chromosoms bei der Speziésfulatus deuten auf eine Y- autosomale
Translokation hin.D) reprasentiert die Hybridisierungit dem menschlichen Sonden SetE. illustriert FISH

mit dem L. lagothricha siebenfarben Sonden Set urfe) ein Kontrollexperiment mit denS. oedipus

chromosomen-spezifischen Sonden 1, 2 und 9.
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4.1.2.3.2 Aotus trivirgatus

Hybridisierung mit menschlichen Sonden Sets

Die Hybridisierung mit menschlichen Sonden auf metaphasen eines weiblichen Individuums
mit 2n=54 Chromosomen erlaubte eine Differenzierung von 40 Chromosomensegmenten pro
haploidem Chromosomensatz. Von den 24 verschiedenen menschlichen DNA Sonden wiesen
nur die Chromosom 6, 9, 12, 13, 17, 18 und X spezifischen Sonden homologe Chromosomen
von A. trivirgatus nach, die zwischen Mensch umd trivirgatus konserviert sind. Alle
Ubrigen zum Menschen homologen Chromosomen lagen im KaryotypAvdnvirgatus
fragmentiert vor. Folgende Assoziationen menschlicher homologer Chromosomensegmente
konnten identifiziert werden: 1/3/21, 1/16, 2/20, 4/15, 5/7/11/10, 11/19, 14/15/14/15 und
16/22.

Hybridisierung mit S. oedipus (Zelllinie B95-8) Sonden:Sets
Die Chromosom 8, 11-13, 16, 17, 19 und X spezifischen DNA Sonden farbten jeweils ein
Chromosompaar voA. trivirgatus vollstdndig an. Die Ubrigen DNA Sonden identifizierten
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jeweils nur eine homologe Chromosomenregion und/oder hybridisierten an mehrere

Chromosomenpaare vén trivirgatus

Hybridisierung des 31-Farben L. lagothricha Sonden:Sets

Die Hybridisierung det. lagothrichamultiplexSonde zeigte, dass von den 31 verschiedenen
L. LagothrichaChromosomen nur die Homologen zu den Chromosomen 1, 5, 7, 8, 10, 15, 18,
20, 22 und X vollstandig konserviert b&i trivirgatuswaren. DNA Sonden, spezifisch fur die
tbrigen L. lagotricha Chromosomen lieferten multiple Signale auf einem oder mehreren
Chromosomenpaaren vah trivirgatus Es konnten folgende Assoziationen von homologen

L. lagothrichaChromosomen (-segmenten) nachgewiesen werden: 2/26, 11/3, 12/15, 13/17,
14/24/19, 21/24/21/24/21, 23/25, 27/17/11, 28/9, 29/14/19 und 30/6. Die Kartieruhg der
lagothrichaChromosom 3, 9, 11, 14, 19, 24, und 28 spezifischen Sonden erlaubten eine, im
Vergleich zu menschlichen urfs. oedpusDNA Sonden n&here Differenzierung folgender
subchromosomaler Regionen (als homologe menschliche Chromosomensegmente definiert):
la/la 4al/dbl4c, 5a/5b, 5al/7a, 4c/lda und1Bze.

Subregionale Differenzierung des homologen menschlichen Chromosoms 11

Ziel dieses FISH Experimentes war die Uberpriifung, ob es sich bei der nachgewiesenen
Assoziation der zum Menschen homologen Chromosomensegmente 10bAlL Iriveigatus

und C. donacophilusum die gleichen Chromosomenregionen des homologen menschlichen
Chromosoms 11 handelt, die assoziiert mit der homologen menschlichen
Chromosomenregion 10p sind. Zur subregionalen Differenzierung des zum Menschen
homologen Chromosoms 11 wurden Chromosom 4 (Biotin-dUTP markiert) und 15
(Digoxigenin-dUTP markiert) spezifische DNA Sonden des Gibltnsoncolorverwendet,

als auch chromosomarm-spezifische DNA Sonden des menschlichen Chromosoms 11 (11p
Tamra-dUTP markiert, 11q Biotin-dUTP markiert). D#®. oedipus Chromosom 22
spezifische Sonde (Tamra-dUTP markiert) diente zum Nachweis der zum Menschen
homologen Chromosomenregion 10p. Die genannten Sonden wurden zu einem Sonden Set
zusammengefasst und auf Metaphasen Arotrivirgatus und C. donacophilushybridisiert.

Der Nachweis der Reportermolekiile erfolgte analog zu dem der bereits erwahnten
menschlichen uné&. oedipusSonden Sets. Die Kartierung dieser Sonden auf menschliche
Chromosomen 10 und 11 ist in der Abbildung 4.15 schematisch dargestellt. Die
Hybridisierung dieses Sonden Sets auf Metaphasen Acotrivirgatus zeigte, dass die

turkisfarbene Chromosomenregion, homolog zu einer Region des menschlichen
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Chromosomenenarms 11q assoziiert mit  dem homologen menschlichen

Chromosomensegment 10p (10b) war (siehe Abbildung 4.15 F).

Abbildung 4.15: Schematische Darstellung der menschlichen G-gebanderten Chromosomen 10 und 11 mit der
Kartierung Chromosom 4 und 15 spezifischer DNA Sonden des Gibbons, chromosomarm-spezifischer Sonden
des menschlichen Chromosoms 11 und der Chromosom 22 spezifischen Sonde des L&ztadidipus Co-

hybridisierung der Gibbon Chromosom 15 (=HSA 11p, 11g13.1-qter) spezifischen Sonden mit der menschlichen
chromosomarm 11p spezifischen Sonde resultierte in einer gelben Mischfarbe. Co-hybridisierung der Gibbon
Chromosom 4 (=HSA 11q11-13.1) spezifischen Sonden mit der menschlichen Chromosom 11q spezifischen
Sonde ergab eine blaue Farbe. Da die Gibbon Chromosom 15 spezifische Sonde auch Homologie zu einer
Region des homologen menschlichen Chromosomenarms 11q zeigte, wurde dieser zuséatzlich in eine
turkisfarbene Region (durch Co-hybridisierung mit der menschlichen Chromosom 11q spezifischen Sonden)

differenziert. HSA#lomo sapiens

HCO 15 HSA 11p
P —_ Y7/4
HCO 4
HSA 119
HCO 15
N _ [
HSA 11

Eine Zusammenfassung der Hybridisierungsexperimente mit menschihmegipusindL.
lagothricha Sonden Sets veranschaulicht Abbildung 4.16. Die Ergebnisse der Kartierung
dieser Sonden auf Chromosomen ¥oririvirgatussind in der Abbildung.31A dargestellt.

Abbildung 4.16 (siehe néchste Seite)Reprasentative FISH Experimente mit menschlict®npedipusund L.
lagothricha chromosomen-spezfisichen Sonden Séfs.veranschaulicht die Hybridisierung mit degn oedipus

Sonden Set 1B) mit dem S. oedipusSonden Set 4C) illustriert die Hybridisierung mit dem menschlichen
Sonden Set 3 unB) die Hybridisierung des siebenfarbknlagothrichaSonden SetsE) zeigt Re-FISHmIit dem

L. lagothricha 31-farben Sonden Set (L 31F) illustriert ein Kontrollexperiment mit chromosomarm-
spezifischen Sonden des menschlichen Chromosoms 11, Chromosom 4 und 15 spezifischen Sonden des Gibbons
H. concolorund einer Chromosom 22 spezifischen DNA Sonde SomedipusDiese multiplex Sonde erlaubte

eine Differenzierung des homologen menschlichen Chromosoms 11 in eine gelbe Region, die homolog zum
menschlichen Chromosomenarm 11p ist, und in eine tirkisfarbene und blaue Chromosomenregion, die homolog
zum menschlichen Chromosomenarm 11q sind. ®ieoedipusChromosom 22 spezifische Sonde diente dem
Nachweis der homologen menschlichen Chromosomenregion 10p, die imivirgatus assoziiert mit der

turkisfarbenen Chromosomenregion, homolog zur menschlichen Chromosomenregion 11q ist (siehe Pfeile).
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4.1.2.3.3 Callicebus donacophilus

Hybridisierung mit menschlichen Sonden Sets

Mit den vier menschlichen sechsfarben Sonden Sets konnten insgesamt 46 distinkte Regionen
auf Chromosomen eines mannlichen Individuums mit einem Chromosomensatz von 2n=50
identifiziert werden. Von den 24 verschiedenen menschlichen Chromosomen waren nur die
Homologen zu den Chromosomen 6 und X vollstandig konservidtt ionacophilusDie
menschlichen Chromosom 9, 14, 18, 20, 21 und 22 spezifische Sonden kartierten jeweils auf
eine Region eines Chromosomenpaares @omonacophilus Alle tbrigen chromosomen-
spezifischen Sonden zeigten Homologie zu zwei oder mehr Chromosomenpaar€n von
donacophilus Es konnten folgende Assoziationen homologer menschlicher Chromosomen (-
segmente) nachgewiesen werden: 2/16/2/16, 3/21, 5/7/5/7/9, 7/15, 8/18, 10/ 11, 10/16/10/16,
13/17, 14/15, 17/20 und 22/2/22. Die Assoziation 12/19 konnte auf zwei Chromosomen von
C. donacophilusbeobachtet werden. Ergédnzend zu Hybridisierungen mit menschlichen
sechsfarben Sonden Sets wurde ein dreifarben FISH Experiment mit den menschlichen
Chromosom 13 (Biotin-dUTP markiert), 17 (Digoxigenin-UTP markiert) und 20 (Tamra-
dUTP markiert) spezifischen DNA Sonden durchgefuihrt. Dieses Experiment diente der
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Uberpriifung der Assoziation der zum Menschen homologen Chromosomensegmente 13/17
und 17/20 (siehe Abbildung 4.17 E).

Hybridisierung mit S. oedipus (Zelllinie B95-8) Sonden:Sets

Die Chromosom 3, 4, 8, 10, 11, 15- 21 und X spezifischen DNA Sonden féarbten je ein
Chromosom vorC. donacophiluwollstandig an. Mit den DNA Sonden 13, 14 und 22 wurde
jeweils ein Signal auf einer Region eines ChromosomenpaareS.\adonacophilugrhalten.

Die S. oedipusChromosom 5- 7, 9 und 12 spezifischen Sonden hybridisierten an
Chromosomen (-regionen) von je zwei Paaren und die Chromosom 1 und 2 spezifischen
Sonden an Chromosomen (-regionen) von je drei Paaren. Das Y-Chromosom wurdeSmit der

oedipusY-chromosomen-spezifischen Sonde nicht angefarbt.

Hybridisierung des siebenfarben L. lagothricha Sonden Sets

Die subregionale Differenzierung mittdls lagothrichaDNA Sonden erlaubte die Definition

der Chromosomenformen Iba/la 4al4bldc, 4c, 5b/5a/7a, und 5b (als homologe
menschliche Chromosomensegmente definiert). Das zum Menschen homologe
Chromosomensegment 15aurde am g Terminus vof. donacophilusChromosom 12

lokalisiert.

Subregionale Differenzierung des homologen menschlichen Chromosoms 11

Die Kartierung des Sonden Sets zur subregionalen Differenzierung des homologen
menschlichen Chromosoms 11 (Sondenkomposition, siehe Hybridisierudg aivirgatus

Abb. 4.16F) auf Metaphasechromosomen ¥@ndonacophilusdiente der Identifizierung
derjenigen subchromosomalen Region des homologen menschlichen Chromosoms 11, welche
bei C. donacophilus assoziiert vorliegt mit dem homologen menschlichen
Chromosomensegment 10b. Das resultierende Hybridisierungsmuster zeigte, dass die
turkisfarbene subchromosomale Region des homologen menschlichen Chromosoms 11
assoziiert ist mit dem homologen menschlichen Chromosoms 10b. In der vorliegenden
Aufldsung von FISH mit den hier verwendeten DNA Sonden deutet dies auf die gleiche
Assoziation der homologen menschlichen Chromosomensegmente 10b/11 hin wie bei der

SpeziedA. trivirgatus

Eine Auswahl an FISH Experimenten mit menschliclg&medipusindL. lagothrichasechs-

und siebenfarben Sonden Sets auf Metphasechromosome@. vilmnacophilusist in den
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Abbildungen 4.17 A-D dargestellt. Abbildung 4.17 E zeigt ein ergdnzendes drei-farben FISH
Experiment zur Uberpriifung chromosomaler Homologien. Die Kartierung des Sonden Sets
zur subregionalen Differenzierung des homologen menschlichen Chromosoms 11 auf
Chromosomen vor€. donacophilugst in Abbildung 4.17 F illustriert. Abbildung 4.17 G
bietet hierzu einen Vergleich mitA. trivirgatus Eine Zusammenfassung der
Kartierungsergebnisse mit menschliché&, oedipusund L. lagothricha Sonden Sets auf

Chromosomen vo@. donacophilusst in Abbildung4.32 A dargestellt.

Abbildung 4.17: Beispiele fur FISH Experimente mit menschliche®, oedipus L. lagothricha sechs- und
siebenfarben Sonden Sets, sowie verschiedene Kontrollexperimente auf Metaphasegn damacophilus A)

illustriert die Hybridisierung mit den$. oedipusSonden Set 1 unB) mit demS. oedipusSonden Set 2C) zeigt

die Hybridisierung mit dem menschlichen Sonden Set 4nahit dem L. lagothrichasiebenfarben Sonden Set.

E) reprasentierdie Hybridisierung mit den menschlichen Chromosom 13, 17 und 20 spezifischen DNA Sonden
F) veranschaulicht die Hybridisierung mit chromosomarm-spezifischen Sonden des menschlichen Chromosoms
11, der Chromosom 4 und 15 spezifischen Sonden des Gilbhoosncolorund derS. oedipusChromosom 22
spezifischen DNA Sond€&) stellt einen vergrofRerten Ausschnitt aus Abb. 4.16 F und Abb. 4.17 F mit den
homologen menschlichen Chromosomen 10b/11 #ontrivirgatus (ATR) und C. donacophilus(CDO) dar.

Sowohl bei der Spezie€. donacophilusals auch beiA. trivirgatus ist die turkisfarbene Chromosomenregion

assoziiert mit dem homologen menschlichen Chromosomensegment 10b (rot).
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4.1.2.4  Cross species chromosome paintibgi Pithecinae(Sakis und Uakaris)

4.1.2.4.1 Cacajao calvus

Hybridisierung mit menschlichen Sonden Sets

Der menschliche Sondensatz differenzierte den Karyotyp eines ménnlichen Individuums der
SpeziesC. calvus mit 2n=45 Chromosomen in 35 dinstinkte Regionen pro haploidem
Chromosomensatz. Die homologen menschlichen Chromosomen 4, 6, 9, 13, 17 19, 22 und X
sind beiC. calvusals separate Chromosomen konserviert. Die Chromosomen 12, 14, 18, 20
und 21 spezifischen Sonden zeigten Homologie zu je einer Region eines Chromosomenpaares
von C. calvus Mit den Sonden 1-3, 5, 7, 8, 10, 15 und 16 identifizierten homologe
Chromosomen (-regionen) auf jeweils zwei oder drei Paaren. Folgende homologe
menschliche Chromosomensegmente lagen assoziiert vor: 1/12, 2/10, 2/16, 3/5, 3/20/15/14,
3/21, 5/7, 8/18 und 10/16/10/16. Die Chromosom 11 spezifische DNA Sonde farbte sowohl
ein akrozentrisches Chromosom vollstdndig an, als auch den langen Arm eines
submetazentrischen Chromosoms. Der kurze Arm dieses Chromosoms wurde von keiner
DNA Sonde hybridisiert. Dieses asymetrische Hybridisierungsmuster, sowie die ungerade
Anzahl von 45 Chromosomen im diploiden Chromosomensatz deuten auf eine Y- autosomale
Translokation hin, wobei die Y- spezifische Region vermutlich auf dem nicht hybridisierten

Chromosomenarm lokalisiert ist.

Hybridisierung mit S. oedipus (Zelllinie B95-8) Sonden:Sets

Die S. oedipuhromosom 3-5, 7, 8, 10, 13, 14, 16, 18, 20 und X spezifischen DNA Sonden
farbten je ein Chromosomenpaar W@ncalvusvollstandig an. Die Sonden 11, 12, 17, 21 und

22 hybridisierten je eine Chromosomenregion. BieoedipusChromosom 1, 3, 6 und 9
spezifischen Sonden zeigten Homologie zu Chromosomen (-regionen) von je zwei oder 3
Paaren. Die Chromosom 14 spezifische DNA Sonde farbte analog zu der menschlichen
Chromosom 11 spezifischen Sonde den langen Chromosomenarm eines metazentrischen
Chromosoms, sowie ein akrozentrisches ChromosonCvaralvusan. Zur Uberpriifung der
Assoziation delS. oedipushiomologen Chromosomen 9/22 und chromosomaler Homologien
zu S. oedipugChromosom 1 wurde ein dreifarben ExperimentS$nibedipuhromosom 1, 9

und 22 spezifischen DNA Sonden durchgefiihrt. Die Uberpriifung der Assoziation 9/22
erschien insbesondere wichtig, da diese auch in der Spehiespotes satanagNeusser

1999) nachgewiesen wurde. Ferner wurde zur Uberpriifung der Assoziati®n oedipus
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homologen Chromosomen 12/21 und zum sicheren Nachweis chromosomaler Homologien zu
S. oedipusChromosom 2 eine Hybridisierung nf#t oedipusChromosom 2, 12 und 21
durchgefuhrt. Beide Kontrollexperimente verifizierten die vorher @it oedipusund
menschlichen DNA Sonden nachgewiesenen Assoziationen (siehe Abbildung 4.18 E und F).

Abbildung 4.18 zeigt Beispiele fir FISH Experimente mit menschlicherSuiogédipuNA
Sonden Sets. Eine Zusammenfassung der Hybridisierungsergebnisse mit den genannten
Sonden auf Chromosomen v@n calvus ist in Abbildung4.32B dargestellt.

Abbildung 4.18: Auswahl von FISH Experimenten mit menschlichen @ndedipuschromosomen-spezifischen
DNA Sonden auf Metaphasen v@h calvus A) zeigt die Hybridisierung mit der8. oedipusSonden Set 3 und

B) mit dem S. oedipus Sonden SetQ).illustriert die Hybridisierung mit dem menschlichen Sonden Set 1 und
D) mit dem menschlichen Sonden Set B) und F) reprasentieren Kontrollexperimente n8. oedipus
chromosomen-spezifischen DNA Sonden zur Uberpriifung chromosomaler Homologien. Bsillirstrierte
Experiment diente dem Nachweis der Assoziation 8eroedipushomologen Chromosomen 12/21 und der

Homologie zuS. oedipuChromosom 2. Das FISH ExperimentFi diente zur Uberprifung der Assoziation der

S. oedipushiomologen Chromosomen 9/22 und der Homologi8.znedipu£hromosom 1.
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4.1.2.4.2 Chiropotes satanas

Hybridisierung des siebenfarben L. lagothricha Sonden Sets

Vergleichende Genomkarten basierend auf Fluoreszansitu Hybridisierungen mit
menschlichen un&. oedipusDNA Sonden Sets wurden im Rahmen meiner Diplomarbeit
erstellt. Die ergdnzende Hybridisierung des siebenfatbelagothricha Sonden Sets auf
Metaphasen eines ménnlichen Individuums der Sp&issitanasnit 2n=54 Chromosomen
erlaubte eine zuséatzliche Differenzierung subchromosomaler Regionen einiger
Chromosomen. Folgende assoziierte Chromosomensegmente (als menschliche Homologe
definiert) konnten mit diesen Sonden Set definiert werdaftaada/db/4c, 5a/5b und 5a/7a.
Das homologe menschliche Chromosom ;15pezifische Segment kartierte auf die peri-
zentromerische Region v@h satanasChromosom 1. Die Hybridisierung mit diesem Sonden
Set ist in der Abbildung 4.19 veranschaulicht.

Abbildung 4.19: Differenzierung subchromosomaler Regionen \@nsatanas homolog zu den menschlichen
Chromosomensegmenten; l@veiss), 1la (magenta), 4a (rot), 4b (blau) 4c (turkis) 5a/7a (gelb), 5b (griin) und
15, mittels Hybridisierung dels. lagothricha(L) siebenfarben Sonden Sets.

4.1.25 Cross species chromosome paintifgei Atelinae (Brullafen, Klammeraffen
und Wollaffen)

4.1.2.5.1 Ateles paniscus paniscus

Hybridisierung mit menschlichen Sonden Sets
Die Charakterisierung eines maéannlichen Individuums mit einem Chromosomensatz von

2n=32 mit menschlichen Sonden Sets zeigte, dass die homologen menschlichen
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Chromosomen im Karyotyp voA. p. paniscusstark fragmentiert wurden. Es wurden
insgesamt 46 Signale pro haploidem ChromosomensatAven paniscugrhalten. Einzig

die homologen menschlichen Chromosomen 11, 17 und X wurden als separate, zwischen
Mensch undA. p. paniscukonservierte Chromosomenformen identifiziert. Die Chromosom

9, 13, 14, 18- 22 spezifischen DNA Sonden hybridisierten jeweils an eine Region eines
Chromosomenpaares. Alle Ubrigen chromosomen-spezifischen DNA Sonden lieferten
multiple Signale auf zwei bis drei Chromosomenpaaren. Folgende Assoziationen homologer
menschlicher Chromosomensegmente konnten nachgewiesen werden: 1/2/16, 1/6/1/6/1,
1/7/3/13, 2/3/15/22, 2/10, 4/7/5/7, 5/8, 6/3/21, 9/18/8/16/10/16, 12/15/14/1/4/15 und 19/20.

Hybridisierung mit S. oedipus (Zelllinie B95-8) Sonden:Sets

Mit den S. oedipusDNA Sonden Sets konnten insgesamt 39 Signale pro haploidem
Chromosomensatz voh. p. paniscuglifferenziert werden. Signale von fiinf chromosomen-
spezifischen Sonden (2, 7, 12, 14 und X) Uberspannten jeweils ein ganzes Chromosompaar,
wahrend dieS. oedipuDNA Sonden 3- 5, 9-11, 13, 15, 17- 22 jeweils eine Region eines
Chromosomenpaares hybridisierten. Die Ubrigen chromosomen-spezifischen DNA Sonden

zeigten Homologie zu Regionen auf mehreren Chromosomenpaaren.

Hybridisierung des 31-Farben L. lagothricha Sonden:Sets

Mittels ReFISHder L. lagothrichamultiplex Sonde konnte nachgewiesen werden, dass von
den 31 verschiedendn LagothrichaChromosomen nur die Homologen der Chromosomen

10, 14, 17 und X vollstandig konserviert auf separaten ChromosomAn pn paniscus
vorlagen. DNA Sonden fur die dbrigdn Lagothricha Chromosomen lieferten multiple
Signale auf mehreren Chromosomenpaaren oder identifizierten eine homologe Region eines

Chromosompaares vaa p. paniscus

Beispiele fur Hybridisierungen mit menschlich&noedipusindL. lagothrichaSonden Sets,

sind in der Abbildung 4.20 dargestellt. Die vergleichende Genomkarte mit den homologen
Chromosomenregionen zum Mensch8&medipusundL. lagothrichg ist in Abbildung4.33

B illustriert.
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Abbildung 4.20: FISH mit menschlichen, S. oedipus und L. Ilagothricha Sonden Sets auf
Metaphasechromosomen vén p. paniscusA) zeigt die Hybridisierung mit derS. oedipusSonden Set 1 und

B) mit demS. oedipusSonden Set 4C) veranschaulicht die Hybridisierung mit dem menschlichen Sonden Set

3. D) dokumentiert die M-FISH Karyotypierung mit derlagothricha 31-farbenmultiplex Sonde (L 31) anhand
einer Ubereinanderlagerung der FISH AufnahmerLdésgothrichaSubsets L1 und L2.

4.1.2.5.2 Ateles belzebul marginatus

Die Kartierung chromosomen-spezifischer DNA Sonden des MenscheS8. ureblipusauf
Metaphasechromosomen eines mannlichen Individuus mit 2n=34 Chromosomén lion
marginatusresultierte in Ubereinstimmenden Hybridisierungsmustern wie bei der Spezies
paniscus(siehe oben), mit folgenden Ausnahmen: Im Unterschie@l. zu paniscusbei der

eine Assoziation der zum Menschen homologen Chromosomensegmente 1/7/3/13
nachgewiesen wurde, zeigte die Speded. marginatusine Assoziation 1/7/3 und eine
separates Chromosom homolog zum menschlichen Chromosom 13. WeiterhiA.vwies
marginatus Chromosom 7 eine Assoziation der zum Menschen homologen
Chromosomenregionen 1/6/1 auf, wahrendAinp. paniscusine Abfolge der homologen
menschlichen Chromosomensegmente 1/6/1/6/1 beobachtet wurde.

Hybridisierung des siebenfarben L. lagothricha Sonden Sets

Die Hybridisierung des siebenfarbdn lagothricha DNA Sonden Sets erlaubte die
Identifizierung folgender Chromosomenformen;i/@4., 1a/7/3, 12/15d14/1a/4b/15a 4a,
4c/7al/5a/7a und 5b/8.

Beispiele fiur FISH Experimente mit menschliche8, oedipusund L. lagothricha
chromosomen-spezifischen Sonden veranschaulicht Abbildung 4.21. Die Kartierung dieser

Sonden auf Chromosomen vAnb. marginatusind Abbildung4.33A illustriert.
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Abbildung 4.21: Dokumentation von FISH Experimenten mit menschlich8n, oedipusund L. lagothricha
sechs- und siebenfarben Sonden Sets auf Metaphaser. b. marginatusA) illustriert die Hybrisierung mit

dem S. oedipusSonden Set 2B) mit dem menschlichen Sonden Set 1 @)dmit dem menschlichen Sonden Set

2.D) veranschaulicht die Hybridisierung mit démlagothrichasiebenfarben Sonden Set

4.1.2.5.3 Lagothrix lagothricha

Reziprokes chromosome painting zwischen Mensch lundgotricha ist in Stanyon et al.
2001b beschrieben. Die Ergebnisse von Stanyon et al. (2001) wurden uberprift durch
Hybridisierung menschlicher sechsfarben Sonden Sets auf Metaphasén lagothrichg

sowie durch Hybridisierung dds lagotrichasiebenfarben Sonden Sets auf Metaphasen des
Menschen. Von den publizierten Daten abweichende Kartierungsergebnisse sind bereits in
Kapitel 4.1.1.3 dargestellt worden. Ergdnzend dazu wurde rezipcbkesiosome painting
zwischenS. oedipusind L. lagothrichadurchgefiihrt. Die Hybridisierung dés lagothricha
siebenfarben Sonden Sets auf MetaphaserSvaedipusst in Kapitel 4.1.2.1 beschrieben.

Hybridisierung mit S. oedipus (Zelllinie B95-8) Sonden Sets auf Metaphasen von L.
lagothricha:

Mit Ausnahme der Chromosom 1, 2, 6, 7, 9, 11 und 16 spezifischen DNA Sondéh von
oedipusfarbten alle Ubrigen DNA Sonden je ein Chromosomenpaar Lvolagothricha
ganzheitlich an. DieS. oedipusSonden 6, 16, 9 und 11 hybridisierten an Chromosomen (-
regionen) von je zwei und die DNA Sonden 1, 2 und 7 an Chromosomen (-regionen) von je
drei Paaren vorlL. lagothricha Die S. oedipusChromosom 1 und 2 spezifischen DNA
Sonden zeigten Homologie zu lagothrichaChromosom 8. Di&s. oedipusChromosom 7

und 11 spezifischen Sonden identifizierten eine homolge RegionLautgothricha
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Chromosom 24. Das Y-Chromosom voh. lagothricha zeigte ein schwaches
Hybridisierungssignal.

Die Abbildung 4.22 dokumentiert FISH nf. oedipusund menschlichen Sonden Sets auf

Chromosomen vonL. lagothricha anhand ausgewdahlter Beispiele. Die vergleichende
Genomkarte mit den zum Menschen u#ibedipushomologen Chromosomenregionen von

L. lagothrichaist in Abbildung4.34 A illustriert.

Abbildung 4.22: Fluoreszenzin situ Hybridisierungen mit menschlichen ur. oedipusSonden Sets auf
Metaphasechromosomen van Lagothricha A) illustriert die Hybridisierung mitS. oedipusSonden Set ,2B)

mit S. oedipusSonden Set 3C) zeigt die Hybridisierung mit dem menschlichen Sonden Set 3. Die menschliche
Chromosom 6 spezifische DNA Sonde farbte lagothricha Chromosom 1 unvollstandig an, da die

heterochromatische Region am distalen p-Arm kotagothricha Chromosom 1 (siehe Pfeile) keine Homologie

zum menschlichen Genom zeigte.

4.1.2.5.4 Brachyteles archnoides

Die Charakterisierung des mannliches Individuums der SpeBiesarachnoides mit
menschlichen$S. oedipusundL. lagothrichasechs- und siebenfarben Sonden Sets resultierte

in dem gleichen Hybridisierungsmuster (mit Ausnahme von heterochromatischen Regionen),
wie bei der Speziet. lagothricha Kreuzhybridisierung von Zentromerregionen einiger
Chromosomen vorB. arachnoideskonnte mitL. lagothricha Chromosom 9, 19 und 28
spezifischen Sonden beobachtet werden (siehe Abb. 4.23 D) Diese waren jedoch deutlich
schwacher ausgepragt, verglichen mit der starken Kreuzhybridisierung, dielagiothricha
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chromosomen-spezifischen Sonden auf Metaphasechromosomeri. viagothricha zu
beobachten war (siehe hierzu Abbildung 4.2 A).

Die Abbildung 4.23 zeigt eine Auswahl von FISH Experimenten mit menschlic®en,
oedipusundL. lagothrichaSonden Sets auf MetaphasechromosomerBvarachnoidesin
der Abbildung4.34 (B) sind die Hybridisierungsergebnisse mit diesen Sonden Sets anhand

des Karyotyps voB. arachnoidegusammengefasst.

Abbildung 4.23: FISH Experimente mit menschliche8, oedipusund L. lagothricha sechs- und siebenfarben
Sonden Sets auf Metaphasen \BnarachnoidesA) zeigt die Hybridisierung mit der8. oedipusSonden Sets 2,

B) mit dem menschlichen Sonden Set 1 WHdmit dem menschlichen Sonden SetDd. veranschaulicht die

Hybridisierung mit denk. lagothrichasiebenfarben Sonden Set.

4.1.2.5.5 Gattung Alouatta (Brullaffen)

Die Charakterisierung der Spez®euatta carayaA. seniculus macconnelindA. fuscamit
menschlichenS. oedipusindL. lagothrichachromosomen-spezifischen DNA Sonden wurde

im Rahmen dieser Dissertation in Zusammenarbeit mit Dr. Edivaldo de Oliveira durchgefihrt
und ist in de Oliveira et al. (2002) dokumentiert. Bibbildung 4.24 zeigt hierzu einige
Bespiele von FISH Experimenten. Die Hybrids erungsergebnisse snd anhand vergleichender

Genomkarten dieser Spezies zusammengefasst (siehd.856bnd4.36)
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4.1.2.5.5.1Alouatta caraya

Hybridisierung mit menschlichen Sonden Sets

Es wurde sowohl ein mannliches Individuum mit einem Chromosomensatz von 2n=52,
X1Xo/Y1Y,, als auch ein weibliches Individuum mit einem Chromosomensatz von 2n=52,
X1X1/X2X, untersucht. Mit den menschlichen Sonden Sets 1-4 konnten insgesamt 36 distinkte
Signale auf Autosomen pro haploidem Chromosomensatz detektiert werden. Die homologen
menschlichen Chromosoménll, 12, 13, 17,19 und X sind im Karyotyp von A. caraya ds

separate  Chromosomen konserviert. Alle dbrigen chromosomen-spezifischen  Sonden
identifizierten eine Region eines Chromosomenpaares oder hybridisierten an mehr als en
Chromosomenpaar von A. caraya. Folgende syntene Regionen homologer menschlicher
Chromosomen (-segmente) konnten jeweils auf einem Chromosomenpaar nachgewiesen
werden: 1/5/7/5/7, 2/20, 3/21, 4/15, 4/16, 8/18, 9/22, 10/16/10/16, 1a/& Bnenschlichen
Chromosom 3 wund 15 spezifischen DNA Sonden zeigten en asymmetrisches
Hybridierungsmuster im ménnlichen Individuum: Sie wiesen sowohl eine Assoziation 3/15 auf

einem metazentrischen, als auch auf e@nem submetazentrischen Chromosom nach. Zudem

konnte Homologie zum menschlichen Chromosom 3 auf einem akrozentrischen Chromosom
identifiziert werden. Dies fuhrte zur Definition der Geschlechtschromosomen XiX,Y1Y, im
mannlichen Individuum und X;X,X; im weiblichen Individuum. Homologie zum
menschlichen Y Chromosom konnte nicht direkt nachgewiesen werden. Vermutlich ist die Y
spezifische Region auf dem kurzen Arm vancarayaChromosom Y lokalisiert, da dieser

von keiner Sonde hybridisiert wurde.

Hybridisierung mit S. oedipus (Zelllinie B95-8) Sonden:Sets

Mit S. oedipusSonden Sets wurden insgesamt 14 Chromosomen identi{&iegdipus 3-5,

8, 12-15, 17, 18, 20-22 und X), die zwischers. oedipusind A. carayakonserviert sind. Zehn
chromosomen-spezifische DNA Sonden vBn oedipuswiesen folgende Assoziationen
homologerS. oedipusChromosomen nach: 1/2, 2/9, 6/16, 7/10 und 7/11. MitSleadipus
Chromosom 9 wund 19 spezifischen DNA Sonden konnte ein asymetrisches
Hybridisierungsmuster analog zu den Ergebnissen mit menschlichen Chromosom 3 und 15
spezifischen Sonden, beobachtet werden. Alle Ubrigen DNA Sonden hybridisierten an zwei
oder mehr Chromosomenpaare Varcaraya
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Hybridisierung des siebenfarben L. lagothricha Sonden Sets:

Die Hybridisierung mit dent. lagothrichasiebenfarben Sonden Set auf Chromosomen von
A. carayaergab folgendes Ergebnis: Die Chromosomenformen 4daund 4b/15a& (as
homologe menschliche Chromosomensegmente defiraed)zwischen A. caraya und L.
lagothricha konserviert. Die homologen Regionen zu den Chromosomenformen, & und
5a/7a lagen assoziiert auf Chromosom 1 @orcarayavor. Die homologe Region zu dem
menschlichen Chromosomensegment 4c wurde auf dem langen ArmAvararaya
Chromosom 4 identifiziert.

4.1.2.5.5.2Alouatta seniculus macconnelli

Zwei Individuen (ein ménnliches und ein weibliches Individuum) aus der Regiodaum

River, Parg, Brasilien und ein mannliches Individuum aus &agion umUatuma River

Para, Brasilien (siehe 3.1) wurden untersucht. Alle Individuen wiesen die gleiche Anzahl an
Chromosomen (2n=46) auf. Individuen aus verschiedenen geografischen Regionen
unterschieden sich jedoch karyotypisch.

Hybridisierung mit menschlichen Sonden Sets

Menschliche chromosomen-spezifische DNA Sonden ergaben insgesamt 43 Signale pro
haploidem Chromosomensatz bei allen untersuchten Individuen. Die menschlichen
Chromosom 12, 17 und X spezifischen DNA Sonden farbten je ein Chromosomenpéar von

s. macconnelli vollstandig an. Die Ubrigen chromomen-spezifischen Sonden zeigten
Homologie zu mehreren Chromosomenenpaaren oder hybridisierten eine Region eines
Chromosomenpaares. Folgende Assoziationen homologer menschlicher Chromosomen (-
regionen) konnten nachgewiesen werden: 1/6, 1/20, 1/22/19, 2/4/15, 3/21, 4/10/16/10, 7/5/7/8,
7/14/15, 8/18, 10/16/11 und 13/19. Mit den menschlichen Chromosom 3 und 15 spezifischen
Sonden wurde bei beiden untersuchten mannlichen Individuen ein asymmetrisches
Hybridisierungsmuster beobachtet, das demjenigen bei dem untersuchten méannlichen
Individuum von A. caraya entsprach. Folglich wurde das Geschlechtschromosomsystem,
analog zuA. caraya definiert als XX,Y 1Y, fur méannliche und XX1X,X, fur weibliche
Individuen. Individuen aus verschiedenen geografischen Regidaenriger bzw. Uatuma

river) wiesen folgende karyotyische Unterschiede auf: Das mannliche Indidviduum aus der

Region umUatuma riverwies die Chromomenformen 2p/2g und ein separates Chromosom
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16 auf, wohingegen bei dem weiblichen und ménnlichen Individuum aus der Regitarium
river die Chromosomenformen 2p/16 und ein separates Chromosom 2q identifiziert wurde.

Hybridisierung mit S. oedipus (Zelllinie B95-8) Sonden:Sets

Mit S. oedipusSonden Sets wurden insgesamt 34 Signale auf Autosomen pro haploidem
Chromosomensatz erhalten. Die homolo§emedipusChromosomen 2-4, 12, 17, 20 und X
waren im Karyotyp von allen untersuchten Individuen ®ors. macconnelkonserviert. Alle
weiteren homologenS. oedipusChromosomen lagen im Karyotyp dieser Individuen
fragmentiert vor. Folgende Assoziationen homolo&eroedipusChromosomen konnten
nachgewiesen werden: 2/21, 5/1/16, 5/2/1, 6/18, 7/15/22, 8/16, 9/7/11, 11/13 und 14/15. Die
Chromosom 9 und 19 spezifischen Sonden zeigten ein asymmetrisches Muster von Signalen
in mannlichen Individuen analog zu den Hybridisierungsergebnissén baiaya

Hybridisierung des siebenfarben L. lagothricha Sonden Sets

Die Charakterisierung mit. lagothricha Sonden zeigte, dass die Chromosomenfordaen

und 5b zwischen den untersuchten Individuen von A. s. macconnellund L. lagothricha
konserviert sind. DNA Sonden, spezifisch fur die tbrigenlagothricha Chromosomen in
diesem Sonden Set identifizierten jeweils eine homologe Region eines Chromosomenpaares
dieser Individuen. Die homologe Region zu der Chromosomenform 5a/7a/5a wurde hierbei
auf A. s. macconnellChromosom 12 lokalisiert, zu 4b/Z5auf Chromosom 11, zu jlauf

Chromosom 5 und zu 1auf Chomosom 18.

Die hier untersuchteA. s. macconnellindividuen wiesen 0-3 Chromosomen pro Zelle auf,
welche von keiner der oben genannten DNA Sonde hybridisiert wurden und offenbar B-

Chromosomen darstellen, wie sie bereits von Lima und Seuanez (1991) beschrieben wurden.

4.1.2.5.5.3Alouatta fusca

Von der Spezieflouatta fuscavurden je zwei Individuen der Subspezed. fuscaundA. f.
clamitans untersucht. Die zwei mannlichen Individuen vén f. clamitanswiesen eine
Chromosomenzahl von 2n=45 Chromosomen auf, wahrend das untersuchte weibliche
Individuum vonA. f. fuscaeine Chromosomenzahl von 2n=50 und das mannliche Individuum

vonA. f. fuscaeine Chromosomenzahl von 2n=49 zeigte.
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Hybridisierung mit menschlichen Sonden Sets

Mit menschlichen chromosomen-spezifischen DNA Sonden wurden insgesamt 36 Signale auf
Autosomen pro haploidem Chromosomensatz bei allen untersuchten Individuen erhalten. Die
menschlichen Chromoso® 11, 12, 13, 19 und 20 spezifischen Sonden fabten jewells ein
homologes Chromosomenpaar von Individuen der Subspezies A. f. fusca vollsténdig an. Bei den

zwel Individuen von A. f. clamitans wurden nur die zum Menschen homologen
Chromosomenformeri3, 19 und 20 ganzheitlich angeféarbt. In A. f. fusca, as auch A. f.
clamitans konnten folgende Assoziationen homologer menschlicher Chromosomen (-
segmente) auf Autosomen beobachtet werden: 1/14/15/6, 2/4/15/7/5/7, 3/21, 17/8/18, 10/16
und 16/10/22. Individuen voA. f. clamitanswviesenzudem diezwel weiteren Assoziaionen

2/11 und 9/12 auf, welche gleichzeitig den Karyotypunterschied zwischen den beiden Subspezies
definieren. In beiden Subspezies wurde ein komplexes asymmetrisches Hybridis erungsmuster

be den mannlichen Individuen mit den menschlichen Chromosom 3 und 15 spezifischen DNA

Sonden erhaten. Im Unterschied zu A. caraya und A. seniculus wurde das homologe
menschliche Chromosom 3 Segment nicht auf dem Y; Chromosom beobachtet. Stattdessen war

ein weiteres Segment mit Homologie zum menschlichen Chromosom 1 in die Y-autosomale
Translokation involviert. Folglich wurde bei mannlichen Individuen wAn fusca das
Geschlechtschromosomen System algX X3Y 1Y, und bei weiblichen Individuen als
X1X1XoXoX3X3 definiert. Die 'Y Chromosom spezifische Region selbst konnte nicht
nachgewiesen werden. Sie liegt vermutlich zwischen den zum Menschen homologen
Chromosomensegmenten 15b und 1b, da in dieser Region eine Hybridisierungsliicke
festgestellt wurde.

Hybridisierung mit S. oedipus (Zelllinie B95-8) Sonden:Sets

Chromosomen-spezifische Sonden \®noedipusidentifizierten neunChromosomenpaare
(homolog zu S. oedipusChromosond, 5, 12-14, 17, 18, 21 und 22), die zwischen S. oedipus

und A. f. fusca konserviert sind. In A f. clamitans wurden sieben Chromosomenpaare (homolog

zu S. oedipuhromosom, 5, 13, 17, 18, 21, und 22) nachgewiesen, die zwischen S. oedipus

und A. f. clamitans konserviert sind. Alle Gbrigen DN&onden S. oedipus zeigten Homologie

zu mehreren Chromosomenpaaren oder zu einer Region eines Chromosomenpaares von A. fusca.

Mit Chromosom 9, 19 und 20 spezifischen Sonden wurde ein asymmetrisches
Hybridisierungsmuster in den mannlichen Individuen vanfuscaund A. f. clamitans
nachgewiesen, analog zu den Hybridisierungsergebnissen mit menschlichen Chromosom 1, 3

und 15 spezifischen Sonden.
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Hybridisierung des siebenfarben L. lagothricha Sonden Sets

Das Hybridisierungsmuster, das mit démlagothrichasiebenfarberSonden Sets erhalten
wurde, war in beideA. fusca Subspezies identisch. Die Chromosomenformen 1al, 4a und 5b
lagen alsseparate Chromosomen konserviert zwischen A. fusca und L. lagothricha vor. Die
homologen zu den Chromosomenformen 4c, 4b/15a2, 7a/5a/7a lagen assoziiert auf
Chromosom 1q voi. fuscavor. Die homologe Region zu der Chromsomenform 1a2 wurde

auf Chromosom 2q identifiziert.

Die kurzen Arme deA. f. clamitans Chromosomen 6, 9, 11, X%, sowie der kurze Arm VoA. f.
fusca Chromosom 7, wurden von keiner DNA Sonde hybridisert. Diese snd vermutlich aus
Heterochromatin zusammengesetzt, das weder im menschlichen, noch im S, oedipus und L.
lagothricha Genom vorkommt (sehe hierzu Abbildung 4.24 F und Abbildung 4.36).

Abbildung 4.24: Représentative FISH Experimente mit menschlichen, S. oedipus und L. lagothricha Sonden Sets
auf Metaphasechromosomen von Spezies der Gattung Alouatta. A-D) illustrieren Hybridiserungen mit
menschlichen sechsfarben Sonden Sets 1-4. A) zeigt die Hybridiserung des Sonden Sets 1 auf A. f. clamtinans, B)
des Sonden Sets 2 auf A. caraya (weibliches Individuum), C) des Sonden Sets 3 auf A. f. clamitans und D) des
Sonden Sets 4 auf A s. macconnelli (mémnliches Indidviduum aus der Region um Uatuma Rivey. E-H)
dokumentieren Hybridisierungen mit S oedipus sechs- und siebenfarben Sonden Sets. E) illugriert die
Hybridisierung des Sonden Sets 1 auf A. caraya (mannliches Individuum), F) des Sonden Sets 2 auf A. f. fusca

(weibliches Individuum), G des Sonden Sets 3 auf A. s. macconnelli (ménnliches Indidviduum aus der Region um

Uatuma Rive), H) des Sonden Sets 4 auf A. caraya (méannliches Individuum). |) veranschaulicht die Hybridiserung
des L. lagothricha s ebenfarben Sonden Setsauf A. f. fusca (weibliches Individuum).
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4.1.3 Vergleichende Genomkarten der untersuchten Neuweltaffen

Vergleichende Genomkarten wurden anhand von Karyogrammen G-gebanderter und DAPI
gebanderter Metaphasechromosomen erstellt. Abbildungen von G-gebanderten Metaphase-
chromosomen der Spezig3allithrix penicilata Saimiri boliviensis S. ustus Saguinus
imperator, Callicebus donacophilyd.agothrix lagothricha Brachyteles arachnoidegteles
paniscus paniscuditeles belzebul marginatuseontopithecus chrysopygu€ebus apella
paraguayanusC. albifrons Alouatta seniculcus macconneli. caraya A. fusca fuscaA. f.
clamitansundCacajao calvusvurden freundlicherweise von der Arbeitsgruppe von Prof. Dr.
Pieczarka zur Verfugung gestellt. Das Karyogramm G-geb&anderter Chromosom&otysn
trivirgatus stammte aus der Publikation von Miller et al. (1977), dasjenige der Spezies
infulatusaus Ma et al. (1976). Genomkarten der Spegasniri sciureusCallithrix jacchus

und desC. jacchus x Cebuella pygmaddybriden wurden anhand DAPI gebanderter
Metaphasechromosomen erstellt.
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Die Kartierung der hier verwendeten chromosomen-spezifischen DNA Sonden erfolgte unter
Zuhilfenahme der invertierten DAPI Aufnahmen, die eine Identifizierung der Chromosomen
erlaubte. Abbildungen 4.25-4.36 bieten eine Zusammenfassung der Charakterisierung der
untersuchten Neuweltaffen mit menschlichen uB@guinus oedipuschromosomen-
spezifischen DNA Sonden, sowie bei einigen Spezies zusétzlich mit chromosomen-
spezifischen DNA Sonden van lagothricha Die vergleichende Genomkarte der Spedes
jacchusbeinhaltet dartber hinaus die Kartierung chromosomen-spezifischer DNA Sonden des
GibbonsH. concolor Horizontale Linien markieren hierbei die Grenzen der entsprechenden
homologen Regionen, die in den jeweiligen Spezies mit den verwerukEtdgimg Sonden
nachgewiesen wurden. Hybridisierungslicken, die sich haufig aufgrund von zentromerischem

Heterochromatin ergaben, wurden hierbei nicht bertcksichtigt.

Abbildung 4.25 (siehe nachste Seite)Zusammenfassung der Kartierungsergebnisse anhand DAPI-gebénderter
Chromosomen (invertiert) vogallithrix jacchus (A) und G-gebanderter Chromosomen \@n penicillata (B).

Die Chromosomennomenklatur folgt Sherlock et al. (1996). Jeweils rechts neben den Chromosomen sind die
zum Menschen homologen Chromosomenregionen, links diejenigei$. zaedipus angegeben. InA sind
zusatzlich die homologen Regionen Chromosomen vohl. concolor (rechts auf3en) unt. lagothricha (links

auRBen) dargestellt.
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Abbildung 4.26: Karyogramm DAPI-gebanderter Chromosomen (invertiert) des mannliCladlithrix jacchus

X Cebuella pygmaednter-Spezies Hybrid Individuums. Die Chromosomennomenklatur folgt Canavez et al.
(1996). Zum Vergleich mit den korrespondierenden elterlichen Chromosomen, ist die Nomenklatur der
entsprechenden Chromosomen va@h jacchus (links) und C. pygmaea (rechts) jeweils unterhalb der
Chromosomen des Hybriden angegeben. Jeweils rechts neben den Chromosomen des Hybriden sind die zum
Menschen homologen und jeweils links die 3u oedpushomologen Chromosomenregionen illustriert. Links
auBen, ist die Kartierung chromosomen-spezifischer DNA Sonden kon lagothricha dargestellt.
Chromosomenregionen auferhalb der horizontalen Linien wurden von keiner Sonde angefarbt und sind
vermutlich aus Heterochromatin zusammengesetzt. Insbesondere die Chromosomen 18 und 19 des Hybriden
zeigten markante GroRenunterschiede zwischen den elterlichen Chromosomen, die auf das Vorhandensein von

zusétzlichem und vermutlich stark amplifizierten Heterochromatin eines Homologen zurlickzufuhren sind.
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Abbildung 4.27 (siehe nachste SeiteZusammenfassung der Hybridisierungsergebnisse anBagebéanderter
Chromosomen vonSaguinus imperator(A) und Leontopithecus chrysopyguéB). Die Nomenklatur der
Chromosomen in A) und B) folgt Nagamachi et al. (1997). Die zum Menschen homologen
Chromosomenregionen sind jeweils rechts und dieSzwedipusjeweils links neben einem Chromosomenpaar
dargestellt. Chromosomale Regionen auferhalb der begrenzenden Linien zeigten keine Homologie zu den
verwendeten Sonden. Sie sind vermutlich aus Heterochromatin zusammengesetzt, das im Genom des Menschen,
sowie S. oedipusnicht vorkommt. So wurden die kurzen Arme der Chromosomen 16 bis 22, wie auch p-

terminale Regionen der Chromosomen 2, 8 und 183 vehryspyguson keiner Sonde angeféarbt.
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Abbildung 4.28: Karyogramm G-gebanderter Chromosomen 0ebus apella paraguayanugd) und C.

albifrons (B) nach der Chromosomennomenklatur vBonsa™ et al.
spezifischer Sonden des Menschen

Chromosomenpaar dargestellt.
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Abbildung 4.29: Zusammenfassung der Hybridisierungsergebnisse anhand G-gebénderter Chromosomen von
Saimiri boliviensis(A) und S. ustsugB). Die Chromosomennomenklatur folgt Lau und Arrighi (1976). Jeweils
rechts neben einem Chromosomenpaar sind die zum Menschen homologen Chromosomenregionen, links

diejenigen z18. oedipusingegeben.
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Abbildung 4.30: Karyogramm DAPI-gebéanderter Chromosomen (invertiert) vdBaimiri sciureus Die
Chromosomennomenklatur ~ folgt Lau und  Arrighi (1976). Die zum Menschen homologen
Chromosomenregionen sind rechts, diejenigerszowedipudinks und zuL. lagothrichalinks auRen neben eines

jeden Chromosomenpaaares vBn sciureusdargestellt. Die p- und g-terminalen Regionen \®n sciureus
Chromosom 5 zeigten kein Hybridisierungssignal und sind offenbar aus Heterochromatin zusammengesetzt,
welches im menschlichenS. oedipusund L. lagothricha Genom nicht vorkommt. Auch wurde eine
Hybridisierungliicke aufS. sciureusChromosomen 6q, sowie im heterozygoten Zustand auf Chromosom 14
(siehe mit * markierte Regionen) festgestellt, welche vermutlich einen interstitiellen Heterochromatinblock

darstellt.
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Abbildung 4.31 (siehe néachste Seite):Zusammenfassung der Hybridisierungsergebnisse anhand eines
publizierten Karyogramms G-gebénderter Chromosomen Awmtus trivirgatus(A) und A. infulatus (B). Das
Karyogramm in A) stammte aus Miller et al. (1977), dasjenige B) 4us Ma et al. (1976). Horizontale Linien
seitlich der Chromosomen markieren zum Menschen homologe Chromosomenregionen (recBtspedipus

(links) und L. lagothricha (links aufRen). Chromosomenregionen, die nicht von diesen Linien eingeschlossen
sind, wurden von keiner Sonde angeféarbt und sind vermutlich aus Heterochromatin zusammengesetzt. Mit *
markierte Regionen auf Chromosom 3 vAntriviragtus (A), sowie auf dem dazu homologen Chromosom 6 von

A. infulatus (B) stellen offenbar einen interstitiellen Heterochromatinblock dar. Die Chromosom Y spezifische
Region von A. infulatus (B) konnte mit keiner Sonde nachgewiesen werden. Sie ist vermutlich distal des
homologen menschlichen Chromosomensegments; Xoa p-Terminus (sieheY*) lokalisiert, da diese

Chromosomenregion nur auf einem Homologen Aoimfulatusidentifiziert wurde.
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Abbildung 4.32: Karyogramm G-gebanderter Chromosomen vdBallicebus donacophilus(A) nach der
Nomenklatur von Barros et al. (2003) und vBacajao calvus(B) nach der Nomenklatur von Moura-Pensin et
al. (2001). Die Kartierung menschlicher DNA Sonden ist jeweils seitlich rechts, die Kartierun8. vardipus
DNA Sonden jeweils seitlich links eines Chromosomenpaares dargekteliigothricha homologe Regionen
sind jeweils links auBen illustriert. Chromosomenregionen, die mit keiner Sonde hybridisiert wurden und

offenbar Heterochromatinblocke darstellen, sind mit gekennzeichnet. Die vermutlich Y Chromosom

spezifische Region der Y-autosomalen TranslokatiotCheajao calvusgst mit Y* markiert.
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Abbildung 4.33: Zusammenfassung der Hybridisierungsergebnisse anf&gdbanderter Chromosomen von
Ateles belzebul marginatu®) und A. paniscus paniscu@). Die Chromosomennomenklatur folgt Morescalchi
et al. (1997). Die zum Menschen homologen Chromosomenregionen sind jeweils seitlich rechts, Sdie zu
oedipus jeweils seitlich links eines Chromosomenpaares angegdbetagothricha homologe Regionen sind

jeweils links von ders. oedipus©iomologen Regionen dargestellt.
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Abbildung 4.34: Karyogramm G- gebanderter Chromosomen \iagothricha lagothricha(A) und Brachyteles

arachnoides(B). Die Nomenklatur inA) folgt Stanyon et al. (2001), iB) Viegas Pequignot et al. (1985).
Seitlich rechts der Chromosomen van lagothricha und B. arachnoidessind die zum Menschen homologen
Regionen illustriert, links diejenigen zB. oedipusIn B) sind L. lagothricha Homologe jeweils unterhalb der

Chromosomen vomB. arachnoidesn Klammern angegeben. Mit markierte Chromosomen Regionen in wurden

von keiner Sonde hybridisiert und sind offenbar aus Heterochromatin zusammengesetzt.
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Abbildung 4.35: Karyogramm G-gebénderter Chromosomen véouatta caraya(A) und von A. seniculus
macconnelli(B, siehe néachste Seije Die Chromosomennomenklatur &) folgte Mudry et al. (1998), irB)

Lima et al. (1990). Die dargestellten AutosomenBih stammten von einem Individuum aus der Region um
Uatum@a River Parg, Brazilien. Im Unterschied zu diesem wiesen die untersuchten Indidviduen aus der Region
um Jari River, Parg, Brazilien, die Chromosomenform 2p/16 und ein separates Chromosom homolog zu 2q auf.
Sowohl A. caraya als auchA. s. macconnelliviesen ein multiples Geschlechtschromosomensystem auf, welches
anhand der Geschlechteschromsomen je eines weiblichen und méannlichen Individuufscacayaund A. s.
macconnelli illustriert ist. Die in B) dargestellten Geschlechtschromosomen stammten hierbei von einem
weiblichen Indivuum aus der Region uhari River, Pard, Brazilien, und einem mannlichen Individuum aus der
Region umUatuma River Para, Brazilien. Die zum Menschen homologen Chromosomenregionen sind jeweils
rechts und die z&. oedipugeweils links eines Chromosomenpaares dargestellt. DNA Sondeln ¢sgothricha
siebenfarben Sonden Sets kartiertenAetaraya(A) auf Regionen der Chromosomen 1, 4, 9, 18 und 19 und bei

A. seniculus macconne(lB) auf Regionen der Chromosomen 3, 5, 10-13 und 18. Die homologegothricha
Chromosomen sind hierbei jeweils seitlich von d&nhomologerChromosomen angegeben. Die kurzen Arme

der akrozentrischen Chromosomen von beiden Spezies wurden nicht angefarbt, da sie offenbar aus
Heterochromatin zusammengesetzt sind, das keine Homologie zu den verwendeten Sonden zeigte. Die
Chromosom Y spezifische Region wurde mit den verwendeten Sonden nicht nachgewiesen. Sie ist vermutlich
am terminalen Ende des; YChromosoms lokalisiert (siehe*). Individuen der SpezieA. s. macconnellzeigten

0-3 B-Chromosomen pro Zelle, welche von keiner DNA Sonde hybridigigden.
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Abbildung 4.36: A) zeigt ein KaryogramnG-gebanderter Chromosomeines mannlichen Individuums voh

fusca clamitans Die schwarz eingerahmterGeschlechtschromosomen stammen von einem weiblichen

Individuum der SubspezieA. f. fusca Die Nomenklatur folgt de Oliveira et al. (200B) illustriert diejenigen

Chromosomen, die den Karyotypunterschied zwischerf. clamitans (AFC, 2n=45) undA. f. fusca(AFF,

2n=49) definieren. Die zum Menschen homologen Regionen sind jeweils rechts, Sieoedipugeweils links

eines Chromosomenpaares

illustriert.

DNA Sonden des lagothricha homologe Regionen auf den

Chromosomen 1, 2, 10, 12 und 14 von beiden Subspezies sind jeweils links aussen angedlebsawies wie

A. carayaund A. s. macconnelliein multiples Geschlechtschromosomensystem auf. Im Unterschied zu diesen

Spezies

ist ein weiteres Segment,

homolog zum menschlichen Chromosom 1b in die Y-autosomale

Translokation involviert. Die Chromosom Y spezifische Region konnte mit keiner Sonde nachgewiesen werden.

Sie ist vermutlich assoziiert mit den zum Menschen homologen Chromosomensegmenten 1b und 15%).(siehe Y
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4.1.4 Phylogenetische Rekonstruktion mit Hilfe des Programm®AUP

In die phylogenetische Rekonstruktion mit Hilfe des Phylogenieprogrd#$ (Swofford

1998, siehe 3.12) wurden die bisher mit molekular-zytogenetischen Methoden untersuchten
31 verschiedenen Spezies und vier Subspezies (siehe Tabelle 4.1) einbezogen. Basierend auf
den chromosome paintingDaten dieser Neuweltaffen wurden konservierte homologe
Segmente identifiziert. Diese konservierten homologen Segmente, als auch Assoziationen von
benachbarten konservierten Segmenten wurden als chromosomale Charaktere definiert (siehe
hierzu5.2). Die Nomenklatur der chromosomalen Charaktere folgte Neusser et al (2001) und
de Oliveira et al (2002) und basierte auf homologen menschlichen Chromosomen (-
segmenten). Insgesamt wurden 170 chromosomale Charaktere in den untersuchten
Neuweltaffen, sowie dem Menschen alstgroup Spezies definiert. Die Tabelle 4.6 (siehe
beiliegende CDROM) stellt eine Ubersetzung dieser Charaktere in eine bindre Datenmatrix
dar. Das Vorhandensein eines chromosomalen Charakters in einer Spezies wurde hierbei mit
1, die Abwesenheit eines Charakters mit 0 definiert. Die binare Datenmatrix wurde
anschlieBend mit Hilfe des ProgramméAUP ausgewertet. Die Analyse mittels dieses
Programms ergab, dass 89 Charaktere phylogenetisch informativ waren. Es resultierte ein
Stammbaum (siehe Abbildung 4.37), der unter Annahme von Parsimonie die hdchste
Wabhrscheinlichkeit zeigte (Konsistenzindex=0,89, Retentionsindex=0,94,

Homoplasieindex=0,10).

Tabelle 4.6 (siehe beiliegende CD-ROMBIinare Matrix, die fur die Maximum Parsimonie Analyse mittels des
Programms PAUP erstellt wurde. Sie beinhaltet 170 chromosomale Charaktere (1= Vorhandensein eines
Charakters, O=nicht Vorhandensein eines Charakters in einer Spiexiesversion, fis=Fission), die in 31
verschiedenen Spezies, vier Subspezies und dem Menschen nfitt@isosome paintingachgewiesen wurden.
Individuen vonA. s. macconnellidie verschiedenen geografischen Regionen stammten (aus den Regionen um
Uatuma Riverbzw. Jari River, Parg, Brasilien) und sich karyotypisch unterschieden, wurden mit U bzw. J
gekennzeichnet. Die Charaktere wurden als homologe menschliche Chromosomen (-segmente) definiert. In
Klammern gesetzte und mit tief gestellten Nummern gekennzeichnete Charaktere stellen keine homologen

Chromosomenformen dar, da sie vermutlich auf unterschiedlichen chromosomalen Umbauten basieren.

Abbildung 4.37: Stammbaum, der nach dphylogenetischen Rekonstruktion mit Hilfe des Programma&sP

die hochste Wahrscheinlichkeit zeigte. Er basiert eufomosome paintingDaten aller bisher untersuchten
Neuweltaffen. Nummern vor jedem Verzweigungspunkt steleatstrap Werte dar und sind ein Ausdruck fir

die Wahrscheinlichkeit einer Klade. Der Wert 100, beispielsweise, gibt an, dass eine Klade zu 100% unterstitzt
wird. In Klammern gesetzte Nummern neben den jeweiligen Speziesnamen entsprechen der Reihenfolge der in

Tabelle 3.6 aufgelisteten Spezies.
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4.2 Inter-species Comparative Genome Hybridizatio@GH)

Die in Kapitel 4.1 beschriebene Rekonstruktion chromosomaler Umbauten bei Neuweltaffen
war die Grundlage, um in weiteren Experimenten bestimmte Neuweltaffengruppen in
Hinblick auf repetitive Sequenzmotive und Polymorphismen heterochromatischer Regionen
des Genoms zu untersuchen. Hierzu wurde die Technik der Vergleichenden
GenomhybridisierungGomparative Genome Hybridizatio©GH, Kallioniemi et al. 199

zum Nachweis genomischer Imbalancen adaptiert, um in sogenannten Inter-Spezies CGH
(ICGH, Toder et al. 1998) Experimenten sowohl qualitative als auch quantitative Aussagen
Uber repetitive Genomelemente zu treffen. Es wurden systematisch diejenigen Neuweltaffen
miteinander verglichen, die in phylogenetisch naher Beziehung zueinander stehen. Die
Auswahl der zu untersuchenden Neuweltaffen wurde jedoch begrenzt durch das zur
Verfigung stehende Zellmaterial. Falls mdglich, wurde iCGH in einer reziproken Weise
durchgefuhrt, indem differenziell markierte gesamt-genomische DNA von zwei miteinander
zu vergleichenden Spezies auf Metaphasenpraparate beider Spezies hybridisiert wurde.
Ausgewahlte Beispiele von CGH Experimenten sind in den Abbildungen 4.38 und 4.39
dokumentiert und nachfolgend erlauteviergleichende Untersuchungen zwischen Spezies
(Inter-Spezies CGH, Abb. 4.38) einerseits und solche zwischen verschiedenen Individuen
einer Spezies (Intra-Spezies CGH, Abb. 4.39) andererseits werden hierbei getrennt dargestellt,

um sowohl spezies-spezifische, als auch polymorphe genomische Elemente aufzuzeigen.

Abb.4.38 (siehe nachfolgenede Seitenhnter-Spezies CGH zwischen Vertretern verschiedener Gattungen und
zwischen Vertretern derselben GattuAg—F) Saimiri sciureus(rot) vs. Saguinus oedipuggriin) reziprok auf
Chromosomen voi$. sciureusd) und S. oedipudB). Die Pfeile inA) deuten auf homologe Chromosomen \&n
sciureus die sich durch einen polymorphen interstitiellen Heterochromatinblock voneinander unterscheiden.
C)+D) Callithrix argentata (rot) und Cebuella pygmaed#griin) reziprok auf Chromosomen vof. argentataC)

und C. pygmaeaD) C. argentata(grin) vs.Callithrix jacchus(rot) auf Chromosomen vo@8. argentataE) und

C. jacchusF). G+H) iCGH mit gesamt-genomischer DNA des Vatefs. (ygmeaerot) und der Mutter .
jacchus,griin) derC. pymaeax C. jacchusinter-Spezies Hybrid Individuen auf Chromosomen des méannlichen
Hybrid IndividuumsG) und der Mutter der Inter-Spezies Hybrid Individudh 1+J) Lagothrix lagothricha(rot)

vs. Brachyteles arachnoide@rin), reziprok auf Chromosomen vdh L. lagothrichaund J) B. arachnoides
Peilkbpfe deuten auf Beispiele balancierter, aber amplifizierter Chromosomenregionen hin, Pfeile auf Beispiele
unbalancierter Genomelement&) Alouatta caraya (rot) vs Alouatta seniculusmacconnelli (grin) auf
Chromosomen vorA. caraya L) A. s. macconnell{rot) vs. Alouatta fucsa(griin) auf Chromosomen voA. s.

macconnelli(Pfeile deuten auf unbalancierte Chromosomen (-regionen)).
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Die vergleichende Genomhybridisierung zwischen Vertretern verschiedener Spezies erlaubte
eine differentielle Darstellung balancierter und unbalancierter genomischer Regionen
zwischen den untersuchten Neuweltaffen. Balancierte Regionen zeigten eine gelbe
Mischfarbe, die sich aus gleichen Anteilen von roter und griuner Fluoreszenz ergab,
unbalancierte Regionen demgemal ein ungleiches Verhéltnis von roter zu griner Fluoreszenz
(siehe hierzu 2.4.2, Abb. 2.7) Genomische Imbalancen waren meist in terminalen, perizentro-

merischen, aber auch interstitiellen Chromosomenregionen vorzufinden.

Mittels Inter-Spezies CGH zwisch&aimri sciureusind Saguinus oedipu@bb. 4.38 A und

B) wurden zahlreiche unbalancierte chromosomale Regionen bei beiden Spezies visualisiert.
Deutlich Uberreprasentiefftir das untersuchte Individuum der Spe&esciureugrschienen
insbesondere interstitielle, aber auch terminale Genomelemente. Eine polymorphe
interstitielle Chromosomenregion konnte &ufsciureusChromosom 14 identifiziert werden,
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fur die das Individuum der Spezi8s sciureusheterozygot war (sieh&bb. 4.38 A. Mittels

ICGH auf Metaphasen des untersuchten Individuums der Sp&ziesedipuswurden
Imbalancen in den Zentromerregionen hervorgehoben, die deutlich Uberreprasentert fur
oedipuswaren (siehe Abb3.38 B). Die Spezi@allithrix argentataund Cebuella pygmaea
zeigen identische chromosomale Syntenien (Neusser et al., 2001). Mittels iICGH wurden
jedoch zahlreiche unbalancierte Genomelemente erkennbar, die in der einen oder anderen
Spezies deutlich Uberreprasentiert erschienen (siehe Abb. 4.38 C+D). Bei beiden Spezies
wurden Polymorphismen dieser Uberreprasentierten Genomelemente zwischen den
Homologen eines Chromosomenpaares beobachtet. In der S@ezegentatawurden,
insbesondere bei den Chromosomen 3, 10 und 19, markante subtelomerische Langen-
variationen zwischen den Homologen festgestellt, die quantitative Polymorphismen dieser
Genomelemente darstellen.  Qualitative  Polymorphismen  (Vorhandensein  dieser
Genomelemente in heterozygotem Zustand) konnten zwischen den Homologéh der
argentata Chromosomen 5, 7, 9 und 15 beobachtet werden. Die in dem untersuchten
Individuum von C. pygmaea nachgewiesenenpolymorphen Chromosomen werden

ausfuhrlich in Kapitet.3.2 dargestellt.

DasiCGH Experiment zwische@allithrix jacchusund C. argentata(siehe Abb. 4.38 E+F)
demonstriert, dass genomische Imbalancen auch in Vertretern der gleichen Gattung auftreten
kénnen. Anhand der Metaphase v©nargentata(Abb. 4.38 E) ist erkennbar, dass zahlreiche
terminale Chromosomenregionen deutlich tberreprasentiert sind. Hingegen reflektiert die

Metaphase voR. jacchug/Abb. 4.38 F) ein ganzlich balanciertes Genom.

Die vergleichende Genomhybridisierung mit gesamt-genomischer DNA des Vaters (
pygmaeaund der Mutter €. jacchug einesC. pygmaea x C. jacchuister-Spezies Hybriden

auf Metaphasechromosomen des Hybriden deckte zahlreiche genomische Elemente auf, die
deutlich Gberreprasentiert im vaterlichen Genom sind (siehe Abb. 4.38 G). Diese erlaubten die
Identifizierung des vaterlichen Ursprungs von 13 Chromosomen des Hybriden (siehe hierzu
auch 4.2.1). Die Hybridisierung derselben DNA Sondenkombination auf Metaphasechromo-
somen der Mutter des Inter-Spezies Hybrid€n jacchu3 (Abb. 4.38 H) wies indes keine

genomischen Imbalancen nach.

Anhand iCGH Experiments zwischdragothrix lagothrichaund Brachyteles arachnoides

(Abb. 4.38 1+J) konnte gezeigt werden, dass die Mehrzahl der Zentromerregionen bei beiden
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Spezies unbalanciert waren. SowohLidagothrichg als auch irB. arachnoidezeigten die
Zentromerregionen jeweils eine Uberreprasentierung fir genomische DNA von derjenigen
Spezies von der auch das Metaphasepraparat stammte. Hingegen erschienen die meisten
interstitiellen und perizentrischen Chromosomenregionen, die durch ihre intensive

Fluoreszenz hervorgehoben wurden, balanciert zwischen beiden Spezies.

Mittels der vergleichenden Genomhybridisierung zwiscAdouatta carayaund Alouatta
seniculusmacconnelliauf Metaphasenchromosomen vAn caraya(Abb. 4.38 K)wurden
deutliche Imbalancen in den ZentromerregionenAoocarayaerkennbar, wahrend das tbrige
Genom balanciert erschien. Im Vergleich dazu demonstriert das iCGH Experiment zwischen
A. s. macconnellind Alouatta fuscaauf Metaphasechromosomeon A. s. macconnellidass

einige Zentromerregionen balanciert, andere hingegen Uberreprasen#erséiniculussind.
Zudem konnten mit diesem Experiment Chromosomen identifiziert werden, die ausschlief3lich
mit gesamt- genomischer DNA va@n s. macconnellinicht jedoch mit DNA der Spezigs
fuscahybridisierten.

Diese Experimente erlaubten, quantitative Unterschiede bestimmter Genomelemente bei
verschiedenen Spezies hervorzuheben. Weiterfihrend wurden auch CGH Experimente
zwischen verschiedenen Individuen einer Spezies durchgefuhrt, um polymorphe
Genomelemente identifizieren zu kdnnen. Die Abbildung 4.39 illustriert ein Beispiel fur ein
JIntra-Spezies®* CGH Experiment zwischen einem weiblichen Individuum (1) und zwei
mannlichen Individuen (2 und 3) der SpeZiepygmaeaHierbei wurde gesamt-genomische
DNA der mannlichen Individuen 2, 3 verwendet, die unterschiedlichen Zuchtgruppen
entstammten und reziprok auf Chromosomen dieser Individuen hybridisiert. Zudem wurde
mit derselben gesamt-genomischen DNA Kombination das weibliche Individuum untersucht,
das der gleichen Zuchtgruppe des mannlichen Individuums 2 angehort.

Abbildung 4.39 (siehe néachste Seite)intra-Spezies CGH Experiment zwischen verschiedenen Vertretern der
SpeziesC. pygmaea A) und B) Reziprokes iCGH zwischen dem ménnlichen Individuum 2 (rot) und dem
mannlichen Individuum 3 (grun)A) Metaphasechromosomen des IndividuumsB3,des Individuums 2C)

CGH mit der gleichen DNA Kombination wie iA) und B) auf Metaphasechromosomen des weiblichen

Individuums 1 (Mutter des Individuums 2).
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Wie in Abbildung 4.39 dokumentiert, zeigte die vergleichende Genombhybridisierung
zwischen den untersuchten Individuen der SpeCiepygmaeadass diese ein balanciertes
Genom aufweisen. Starke Fluoreszenssignale zeigten insbesondere terminale
ChromosomenregioneVerschiedene Variantedieser intensiv fluoreszierenden Regionen
konnten zwischen den verschiedenen Individuen identifiziert werd&m.zeigten die drei
untersuchten Individuen der SpezigS. pygmaea eine quantitativ und qualitativ
unterschiedliche Organisation dieser stark fluoreszierenden Genomelemente. Das Muster
dieser Genomelemente zeigte hierbei eine deutlichere Ubereinstimmung zwischen den
Individuen 1 und 2 die dergleichen Zuchtgruppe angehdren, als im Vergleich dieser
Individuen zu Individuum 3. In allen drei Individuen konnten polymorphe genomische
Regionen identifiziert werden. Diese sind ausfihrlich in Kapitel 4.3.2 beschrieben und in den
Abbildung 4.45 illustriert.

Die quantitative Analyse des Hybridisierungsmusters von CGH Experimenten erfolgte mittels
der SoftwareQuips CGH wie in 3.11.5 beschrieben. Uber das Verhéltnis von roter zu griiner
Fluoreszenzintensitat entlang der Chromosomenachse war es mGgheinne und Verluste
genomischer Elemente zwischen Spezies nachzuweisen. Ein Beispiel fur die densitometrische
Analyse von CGH Experimenten mittels dieses Programms ist in der Abbildung 4.40
veranschaulicht. Sie illustriert die Ergebnisse der QuantifiziedesgHybridisierungsmusters

der vergleichenden Genomhybridisierung mit gesamt-genomischer DNA der parentalen
Spezies einesCallithrix jacchus x Cebuella pygmaealnter-Spezies Hybriden auf

Metaphasechromosomen des Hybriden (siehe Abb. 4.38 G).
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Abbildung 4.40: Quantitative Analyse des in Abb. 3.38 illustrierten CGH Experimentes. Dargestellt ist der
Karyotyp des mannlichef. jacchus(CJA) x C. pygmaea(CPY) Inter-Spezies Hybrid Individuums mit den
mittleren  Fluoreszenzintensitatsprofilen (Schwellenwerte: 0,80 und 1,20; n=Anzahl der quantifizierten
Chromosomen). Die akrozentrischen CJA Chromosomen 14 und 20 sind homolog zu dem submetazentrischen
CPY Chromosom 5. Die in Klammern gesetzten Homologen zeigen Heteromorphismen terminaler
Genomelemente (rot fluoreszierende Chromosomenregionen). Die roten Balken seitlich der Chromosomen
kennzeichnen Chromosomenregionen, die im vaterlichen Genom im Vergleich zum mitterlichen Genom
Uberreprasentiert sind. Jeweils unterhalb der Chromosomen ist die jeweilige Nomenklatur der parentalen Spezies

des Hybriden angegeben (siehe Tabelle 4.1). Die Chromosomen sind nach der Nomenklatur von CJA

angeordnet.
n=2z2 n=24 n=25 n=14 n=12
CJA 1 7CPY1 CJA 2 FCPY 2 CJAZ/CPY 9 L CJA47CPYS |
n =24 n=13 n=12 n=13 n=13
CJA S FCPY 4 L cCcJA&FCPYIZ | L CJATSCPYIOD |
n=11 n=9 n=12 n=11 n=2z3
L CcJAS/CPY14 | L cJA9JCPY13 | CJA 10 FCPY 11
n=13 n=14 n=16 n=10 n=14 n=15
L CJAI1/CPY6 | L CJA1Z/fCPYT_— | L cJA1ZfCPYEBE_ |
n=10 n=10 n=2& n=1%8 n =24
L CPYS___ CJAl4 CJAZD CJAIS/CPYIS CJAIG/CPY 16 CJAITZCPYIT
n=
I_[:JﬂIBICP'l'19_I I_CJﬂIBICP'l'IB_I I_[:.le.f[:P'rZD_l
n=15 n=10
I— CJA 22 7CPY 21 —I CJAX/CPY X CJAY/CPYY
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Die quantitative Analyse des in Abbildung 4.38 G dargestellten iCGH Experiments ergab,
dassterminale Regionen von insgesamt 13 Chromosomen des Inter-Spezies Hybriden eine
deutliche Uberreprasentierung fGr pygmaeaSequenzermufwiesen (siehe Abb. 4.40). Die
Ubrigen Chromosomenregionen erwiesen sich als balanciert zwisthgtchusund C.
pygmaea Auffallend sind die z.T. enormen GréRenunterschiede zwischen den Homologen
der heteromorphen ChromosomenpaBie. Homologen de€. jacchusChromosoms 19Q.
pygmaeaChromosom 18) zeichnen sich durch einen besonders markanten Groéf3enunterschied
aus. Im Unterschied dazu, ergaben die Ergebnisse derselben DNA Kombination auf
Metaphasechromosomen v@n jacchus(Mutter des Inter-Spezies Hybriden) mit Ausnahme
derXq perizentromerischen Region keine genomischen Imbalancen.

4.3 Mikrodissektion zum Nachweis chromosomaler Polymorphismen

Die in Kapitel 3.5.3 beschriebene Methode der Glasnadel-Mikrodissektion wurde etabliert,
um bei zwei verschiedenen Neuweltaffen gezielt DNA Sonden fir polymorphe
heterochromatische Chromosomenregionen zu generieren. Mit dieser Methode konnten
spezifische DNA Sonden gewonnen werden von einer interstitiellen polymorphen Region auf
Chromosom 14p der Speziesaimiri sciureus(siehe Abb. 4.38 A)sowie von einer
terminalen polymorphen Region auf Chromosom 18 @altithrix jacchusx C. pygmaea
Inter-Spezies Hybriden (nach der Nomenklatur @ebuella pygmada Das Homologe
vaterlichen Ursprungs des Chromosoms 18 wurde fur die chromosomale Mikrodissektion
ausgewahlt, da sich dieses am deutlichsten in seiner Grof3e von dem mudtterlichen Homologen
unterschied (siehe Abbildung 4.40Xur Identifizierung der zu mikrodissektierenden
Zielchromosomen, wurde eine spezifische biotinylierte DNA Sonde hybridisiert und diese
mittels der kolorimetrischen Detektion nachgewiesen wie in Kapitel 3.8.4 beschriben.
sciureusChromosom 14p wurde Uber eigaguinus oedipu€hromosom 20 spezifische

DNA Sonde, Chromosom 18 des Hybriden iBepedipusChromosom 21 spezifische DNA
Sonde identifiziert. Zur Dokumentation der chromosomalen Mikrodissektion wurden digitale
Bilder vor und nach der chromosomalen Mikrodissektion mit Hilfe einer an ein
Phasenkontrast-Mikroskop angeschlossenen Digitalkamera (siehe 3.10.1) aufgenommen.
Diese sind in Abbildung 4.41 veranschaulicht.
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Abbildung 4.41: Lichtmikroskopische Aufnahmen von MetaphasechromosomenA#C€)(und nach B+D) der
chromosomalen Mikrodissektion. Zielchromosomen fur die chromosomale Mikrodissektion sind an den dunkel
gefarbten Chromosomenregionen erkenngrMetaphasechromosomen vé&h sciureus Die Pfeile deuten auf

die Homologen desS. sciureus Chromosoms 14, wovon eines eine zusatzliche polymorphe interstitielle
genomische Region in dem kurzen Chromosomenarm tréagt (hier nicht deutlich erkennbar). Diese Region war
Ziel der chromosomalen Mikrodissektio®) Die gleiche Metaphase voB. sciureuswie in A) nach der
chromosomalen Mikrodissektion. Der Pfeil deutet auf die mikrodissektierte Regjokletaphasechromosomen

des C. jacchus x C. pygmaekmter-Spezies Hybriden. Ein schwarzes Farbprazipitat ist auf den heteromorphen
Homologen (ein kleines und ein groRRes akrozentrisches Chromosom) des Chromosoms 18 des Inter-Spezies
Hybdriden erkennbar (siehe Pfeile). Die nicht angefarbte Chromosomenregion des grof3en akrozentrischen
Chromosoms reprasentierte die Zielregion fur die chromosomale MikrodisseR)iddie gleiche Metaphase des
Inter-Spezies Hybriden wie inC) nach der chromosomalen Mikrodissektion. Der Pfeil weist auf die

mikrodissektierte Region hin.
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Die mit chromosomaler Mikrodissektion generierten DNA Sonden wurden mittels DOP PCR
amplifiziert und mit Reportermolekilen markiert wie in Kapitel 3.6.2 und 3.6.4 beschrieben.
Anschliel3end wurde die Qualitdt der Sonden duesterse paintingCarter et al. 1992) auf
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Metaphasepraparate der gleichen Individuen, von denen die Sonde stammte, Uberprift (siehe
Abbildung 4.42).

Abbildung 4.42: Reverse paintingmit Tamra-UTP markierten Mikrodissektions-Sonden auf Metaphase-
chromosomen vonSaimiri sciureus A) und C. jacchusx C. pygmaea Inter-Spezies HybridenB). Die
Mikrodissektions-Sonde ist jeweils in gelb, die chromosomale Gegenfarbung in rot dargestellt. PAgilanih

B) deuten auf Chromosomenregionen, die Zielregionen fiir die chromosomale Mikrodissektion waren. Sowohl

bei S. sciureus als auch bei dem Inter-Spezies Hybriden zeigten die Mikrodissektions-Sonden Sequenz-

homologie zu Regionen auf weiteren Chromosomen.

Wie in Abbildung 4.42 erkennbar, resultierte mit beiden Sonden ein deutliches Signal in der
mikrodissektierten Chromosomenregion. Auch wurdenSesciureusals auch dem Inter-
Spezies Hybriden zahlreiche weitere Chromosomenregionen mit der Mikrodissektions-Sonde
angefarbt. Damit wurde offensichtlich, dass es sich bei den mikrodissektierten Regionen von
S. sciureusind dem Inter-Spezies Hybriden um heterochromatische Regionen handelt, die aus
repetitiven Sequenzen zusammengesetzt sind. 9n sciureus reprasentiert die
mikrodissektierte Region in Chromosom 14p folglich einen polymorphen Heterochromatin-
block, der in dem untersuchten Individuum v&n sciureusin heterozygotem Zustand
vorliegt. Die Mikrodissektions-Sondeon S. sciureusidentifizierte weiterhin p-terminale
Heterochromatinblocke auf den Chromosomen 5, 7, 10, 12 und 1S.\@mureusals auch

einen interstitiellen Hetrochromatinblock a&. sciureusChromosom 6q. Quantitative
Polymorphismen, im Sinne von Langenvariationen von Heterochromatinblocken konnten
zwischen den Homologen der Chromosomen 5 und 12 nachgewiesen werden. Der Vergleich
des Hybridisierungsmusters, das mit der Mikrodissektions-Sertten wurde, mit dem
demjenigen des iCGH Experiments in Abbildung 4.38 A verdeutlicht, dass viele unbalancierte

Chromosomenregionen, die mittels ICGH I&i sciureuserkennbar wurden, denjenigen
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Regionen entsprachen, die auch mit der Mikrodissektions-Samate S. sciureus
nachgewiesen wurden. Die mittels iCGH nachgewiesenen unbalancierten Regionen stellen
folglich heterochromatische Regionen dar. Uber den Vergleich der beiden Hybridisierungs-
muster konnte weiterhin festgestellt werden, dass sich nicht alle unbalancierten
Genomelemente des iCGH Experiments mit dem Muster, das mit der Mikrodissektions-Sonde
erhalten wurde, deckten. Stattdessen zeigte die Mikrodissektions-Bond#ogie zu einer
Subfraktion dieser Genomelemente. So wurden die Zentromerregionen, als auch ein
Heterochromatinblock auf Chromosom 6q, die in dem ICGH Experiment deutlich

unbalanciert erschienen, mit der Mikrodissektions-Sonde nicht angefarbt.

Die Mikrodissektions-Sondges Inter-Spezies Hybriden reprasentiert eine heterochromatische
Region des Chromosoms 18, die spezifisch fur das vaterliche Homologe ist (siehe Abb. 4.40).
Sie kartierte auf Regionen von 15 Chromosomen des Inter-Spezies Hybriden, wobei jeweils
nur ein Homologes angefarbt wurde. Die mittels iICGH nachgewiesenen genomischen
Imbalancen in dem Inter-Spezies Hybriden (siehe Abb. 4.38 G und 4.40) deckten sich mit
zwei Ausnahmen mit den Ergebnissen der Kartierung der Mikrodissektions-Sonde. Auf diese
wird in Kapitel 4.3.2 im Zusammenhang mit der vergleichenden Kartierung der
Mikrodissektions-Sonde bei verschiedenen Vertretern der Callitrichidae eingegangen. Die mit
der Mikrodissektions-Sonde nachgewiesenen Polymorphismen bei dem Inter-Spezies
Hybriden werden gleichfalls in Kapitel 4.3.2 beschrieben.

4.3.1 Vergleichende Kartierung derS. sciureusMikrodissektions-Sonde

Die Mikrodissektions-Sonde voB. sciureuswurde mittels FISH auf Chromosomen von
Callithrix jacchus Saguinus oedipusnd Cebus apellakartiert, um etwaige Homologien zu
dieser Sonde bei Neuweltaffen verschiedener Gattungen nachweisen zu kodnnen. Diese
Spezies wurden ausgewahlt, da sie in naher Verwandtsch@#imzuri stehen (Rosenberger
1981). Es konnte jedoch kein Hybridisierungssignal bei diesen Spezies beobachtet werden
(Abbildung hier nicht gezeigt).

Um das chromosomale Verteilungsmuster des repetitiven Sequenzmoties
Mikrodissektions-Sonde bei Spezies innerhalb der Gat®amgpiri zu untersucherwurde sie
vergleichend auf Chromosomen der Spe8edoliviensisund S. ustuskartiert. Sie wurde
jeweils co-hybridisiert mit deSaguinus oedipu€hromosom 20 spezifischen Sonde, als
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subregionale Sonde zum Nachweis der Chromosomenregion 14p. In dem untersuchten
Individuum von S. sciureus wies diese Chromosomenregion einen interstitiellen
Heterochromatinblock in heterozygotem Zustand auf (siehe Abb. 4.38 A). Die Abbildung
4.43 illustriert die vergleichende Kartierung dieser Sonden auf MetaplsassriureussS.

boliviensisundS. ustus

Abbildung 4.43: Co-Hybridisierung der S. sciureus Mikrodissektions-Sonde (griin) und einer S. oedipus

Chromosom 20 spezifischen Sonde (rot)Ae8. sciureusB) S. boliviensiaindC) S. ustus

Wie in der Abbildung 4.43 erkennbar, zeigte die vergleichende Kartierung mit der
Mikrodissektions-Sonde@on S. sciureusein unterschiedliches chromosomales Verteilungs-
muster bei den untersuchten Individuen ®rboliviensiundS. ustusim Unterschied z&.
sciureuswiesenS. boliviensisund S. ustuskeinen interstitiellen Heterochromatinblock in
Chomosom 14p mit Sequenzhomologie zu der Mikrodissektions-Sonde auf. Auch wurden bei
S. boliviensisund S. ustusChromosomenregionen von weniger Chromosomen mit der
Mikrodissektions-Sonde angeféarbt.3n boliviensisvurden terminale Heterochromatinblécke

auf insgesamt 6 Chromosomenpaaren (homolo8.aciureushromosomen 7, 9, 10, 12, 13

und 15) mit dieser Sonde identifiziert. Im Unterschied Susciureuswies die Sonde
Heterochromatinblocke auf de®. sciureus® und 13 Homologen voB. boliviensisnach,
jedoch nicht auf deis. sciureus$, 6 und 14 Homologen. Quantitative Polymorphismen, im
Sinne von Langenunterschieden terminaler Heterochromatinblécke zwischen den Homologen
eines Chromosomenpaares, konnten beiQidwliviensisChromosomen 7 und 12 beobachtet
werden. Ein deutlich unterschiedliches chromosomales Verteilungsmuster repetitiver
Genomelemente mit Homologie zu dem Sequenzmotiv der Mikrodissektions-Sonde war

zwischenS. sciureusund S. ustuserkennbar. So wurden b8i ustusChromosomenregionen
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von nur zwei Chromosomenpaaren (homolodgszsciureuChromosom 10 und 12) mit der

Mikrodissektions-Sonde identifiziert.

4.3.2 Vergleichende Kartierung der Mikrodissektions-Sonde de<C. jacchusx C.
pygmaeanter-Spezies Hybriden

Die durch die chromosomale Mikrodissektion gewonnene repetitive Stwsde. jacchusx

C. pymaednter-Spezies Hybriden wurde mittels FISH nach Vorhandensein und Verteilung
der repetitiven Sequenz sowohl inter-, als auch intra-spezifisch bei verschiedenen Vertretern
der Familie Callitrichidae untersucht. Hierfir wurde die DNA Sonde mit dem Subset L2 der
31-farbenL. lagothrichamultiplex Sonde (siehe 4.1.1.5, Tabelle 4.5 B) co-hybridisiertLDie
lagothricha DNA Sonde diente hierbei der Chromosomenidentifizierung, um eine einfache
chromosomale Lokalisation der Mikrodissektions-Sonde bei den untersuchten Spezies zu
ermoglichen. Die drei Sonden Sets deslagothricha DNA Sonden Sets L2 wurden mit
Digoxigenin-dUTP (blau), DNP-dUTP (grin) und Tamra-dUTP (rot) markiert und mit der
Mikrodissektions-Sonde (biotinyliert, weil3 dargestellt) kombiniert. Die Abbildung 4.44
veranschaulicht die Charakterisierung verschiedener Vertreter der Callitrichidae, darunter drei
Individuen der SpezigS. pymaeaund eines der beiddd. jacchusx C. pymaednter-Spezies

Hybrid Individuen.

Abbildung 4.44 (siehe néchste Seite)ergleichende Kartierung der Mikrodissektions-Sonde @egacchusx

C. pygmaealnter-Spezies Hybriden bei verschiedenen Vertretern der Familie Callitrichidae, zusammen mit dem
L. lagothricha DNA Sonden Set L2. Zur besseren Ubersicht wurde die Kartierungd..désyothricha DNA
Sonden Set L2 jeweils links und die der Mikrodissektions-Sonde jeweils rechts dargastélliastriert eine
Metaphase nach FISH mit diesem Sonden SetSaguinus oedipud) von Callimico goeldij C) von Callithrix
argentata und D) von Callithrix jacchus (Mutter des Inter-Spezies HybridenJE-H) Charakterisierung
verschiedener Individuen (=Ind.) vo€. pygmaea(ind 1=F, Ind. 2=F, Ind 3=G) und eines weiblichen
Individuums de<C. jacchusx C. pygmaednter-Spezies HybriderH) mit diesem Sonden Set.
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Die vergleichende Kartierung der Mikrodissektions-Sonde bei verschiedenen Vertretern der
Callitrichidae (siehe Abb. 4.44) demonstriert, dass dieses repetitive Sequenzmotiv
ausschlief3lich bei den drei Individuen der Spegiepygmaeaund demC. jacchusx C.
pygmaealnter-Spezies Hybriden nachweisbar war. In keiner anderen untersuchten Spezies
konnte ein spezifisches Hybridisierungssignal Uber dem Hintergrundschwellenwert
beobachtet werden. Es kann daher angenommen werden, dass diese mikrodissektierte
heterochromatische Chromosomenregion spezies-spezifiséh. fiiygmaeast. Es konnten
sowohl quantitative wie auch qualitative Polymorphismen zwischen den drei verschiedenen
Individuen der SpezieS. pygmeaund dem Inter-Spezies Hybriden identifiziert werden. Die
Abbildung 4.45 veranschaulicht die chromosomale Variabilitit der nachgewiesenen
repetitiven Genomelemente anhand einer Zusammenfassung aller Chromosomen@er drei
pygmaeadndividuen und des weiblichen Inter-Spezies Hybrid Individuums, die mit der Sonde

identifiziert wurden.
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Abbildung 4.45: Chromosomale Lokalisation von Heterochromatinblécken, die mit der Mikrodissektions-Sonde
bei drei verschiedenen Individuen (=Ind. 1-3) von C. pygmaea (CPY) und dem weiblichen Individuum des C.
jacchus x C. pygmaea Inter-Spezies Hybriden (CPY x CJA) nachgewiesen wurden. Es wurden hier nur
Chromosomen des weiblichen Individuums dargestellt, da zwischen dem untersuchten mannlichen und
weiblichen Individuum des Inter-Spezies Hybriden kein Unterschied in dem Kartierungsmuster der
Mikrodissektions-Sonde festgestellt wurde. Jeweils links dargestellt ist die Hybridisierung mit dem L.
lagothricha Sonden Set, rechts die chromosomale Lokalisation der Mikrodissektions-Sonde (vgl. Abbildung

4.44). Die Chromosomennomenklatur folgt Canavez et al. (1996).

CPYxCJA

£ s

Wie in Abbildung 4.45 erkennbar, zeigten die verschiedenen Individue@ vpygmaeaind

dasC. jacchusx C. pymaednter-Spezies Hybrid Individuum unterschiedliche Muster in der
Verteilung des repetitiven Sequenzmotivs. Biepymaeandividuen 1 und 2 (Mutter und
Sohn) zeigten eine deutlich groRere Ubereinstimmung, aber kein identisches
Hybridisierungsmuster, verglichen m@@. pymaealndividuum 3, welches einer anderen
Zuchtpopulation entstammt. Zahlreiche qualitative Polymorphismen und quantitative
Polymorphismen konnten zwischen den untersuchten Individuen, wie auch zwischen
homologen Chromosomen eines Individuums nachgewiesen werden. So konnten ®ei den
pygmaea Individuen 1 und 2 und dem Inter-Spezies Hybrid Individuum terminale
Heterochromatinblocke auf den Chromosomen 6, 10, 13 und 18-21 identifiziert werden,
welche auf den homologen Chromosomen @ormpygmaedndividuum 3 fehlten. Umgekehrt
wies Individuum 3 einen grof3en interstitiellen Heterochromatinblock auf Chromosom 4 auf,

welcher auf dem korrespondierenden Chromosom der anderen Individuen nicht nachweisbar
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war. Bei Individuum 2 konnte ferner ein Heterochromatinblock auf Chromosom 16

identifiziert werden, der bei den anderen Individuen nicht vorhanden watr.

Quantitative Polymorphismen, im Sinne von Langenvariationen heterochromatischer
Regionen, konnten zwischen den verschiedenen Individuen, als auch zwischen homologen
Chromosomen innerhalb eines Individuums vielfach beobachtet werden. Besonders
ausgepragt waren diese zwischen den Homologen der Chromosomen 5 und 8 bei Individuum
1, der Chromosomen 13 und 19 bei den Individuen 1 und 2, sowie der prominente

Heterochromatinblock a@. pygmae&hromosom 18 bei dem Inter-Spezies Hybriden.

Durch den inter-und intraspezifischen Vergleich dieses repetitiven Motivs war es moglich,
eindeutig die Spezies Spezifitit und damit den vaterlichen Ursprung der
Heterochromtinblocke bei den€. jacchus x C. pygmaealnter-Spezies Hybriden zu
bestimmen. Die Kartierung der Mikrodissektions-Sonde erlaubte den Nachweis zweier
weiterer Chromosomen (homolog @u pygmaeaChromosom 2 und 4) vaterlicher Herkunft
anhand feiner Heterochromatinblocke an terminalen Chromosomenregionen, die mittels
ICGH (siehe 3.2, Abb. 4.38 G und 4.40) nicht erkennbar waren. Somit konnten insgesamt 15
Chromosomen véterlicher Herkunft identifiziert werden.

4.4 Vergleichende Untersuchungen zur Zellkernarchitektur

Die bisher dargestellten Ergebnisse zeigten Untersuchungen zur Karyotypevolution mittels
multidirektional chromosome paintingind Inter-Spezies CGH bei Neuweltaffen. Um
evolutionare Aspekte der Zellkernarchitektur bei Neuweltaffen zu beleuchten, wurden
erganzend dazu vergleichende Untersuchungen zur radialen Anordnung von Chromosomen
Territorien (CT), chromosomalen Subregionen und von Heterochromatin durchgefihrt. Bei
diesen Untersuchungen sollte den Fragestellungen nachgegangen werden, in welchem
Umfang eine evolutionédre Konservierung der radialen Organisation von CT, sowie innerhalb
von CT im Zellkern existiert. In diesem Zusammenhang sollte auch untersucht werden,
welchen Einfluss die Neubildung oder Amplifikation von Spezies-spezifischem
Heterochromatin auf die Topologie von benachbartem Chromatin hat.

Um diese Fragenkomplexe zu erdrtern, wurden eine Reihe von DNA Sonden Sets
zusammengestellt und auf 3D fixierte Zellkerne hybridisiert. Je nach Fragestellung wurden
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vergleichende Untersuchungen zwischen dem Menschen und den Neuwelalifthrix
jacchusund Saimiri sciureusdurchgefihrt. Um Zellkerne des gleichen Zellzyklusstadiums
miteinander vergleichen zu kdnnen, wurden nur Zellkernen, die sich in der S-Phase befanden
(erkennbar Uber den Nachweis von inkorporiertem BrdU, siehe 3.8.3) analysiert. 3D FISH
Experimente zu den oben genannten Fragestellungen werden nachfolgend in den Kapiteln
4.4.1- 4.4.4 beschrieben.

4.4.1 Radiale Anordnung der menschlichen Chromosom 1 und 19 Homologen

Am Beispiel der menschlichen Chromosomen 1 und 19 und der Homologen der Neuweltaffen
S. sciureusund C. jacchussollten verschiedene Aspekte der vergleichenden Genomorgani-
sation untersucht werden. Wie in Abbildung 4.46 schematisch dargestellt, unterscheiden sich
die Homologen des menschlichen Chromosoms 1 bei Neuweltaffen durch eine Reihe von
evolutionar abgeleiteten Fissionen. Zudem ist eines dieser Homolog8ndmiireusn eine
Translokation mit Chromosom 19 homologem Material (sehr genreich) involviert und besitzt
gleichzeitig einen polymorphen Heterochromatinblock fur den das zu untersuchende
Individuum heterozygot ist. Durahulti-color FISH mit ausgewahlten Sonden auf 3D fixierte
Zellkerne von Mensch$. sciureusund C. jacchussollte untersucht werden, ob mit diesen
evolutionaren Chromosomenfissionen auch eine Reorganisation des Chromatins im Nukleus
einhergeht oder die Assoziation der (anzestralen) subchromosomalen Domanen erhalten
bleibt. Ferner, ob die entsprechenden Subregionen des menschlichen Chromosoms 1 und
deren Homologe Regionen @i sciureusind C. jacchuseine Gendichte-abhangige radiale
Anordnung zeigen und diese Anordnung zwischen dem Menschen und diesen Neuweltaffen
evolutionar konserviert ist. Weiterhin sollte untersucht werden, ob die radiale Organisation
durch Translokation mit sehr genreichem Chromatin oder Amplifikation von polymorphen

Heterochromation modifiziert wird.

441.1 DNA Sonden Sets

Um die Fragestellungen in 4.4 zu erdrtern, wurde ein Sonden Set zusammengestellt, der zum
einen eine Auswahl chromosomen-spezifischer DNA Sonden bagothrix lagotricha
Saguinus oedipusnd Hylobates concoloenthielt. Diese wurden als subregionale Sonden
verwendet und deckten in ihrer Gesamtheit das menschliche Chromosom 1 ab. Ziel war

hierbei die Differenzierung des menschlichen Chromosoms 1, (sowie dessen Homologe
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Chromosomen bes. sciureusindC. jacchu$ in Regionen mit unterschiedlichen Gendichten.

Die Gendichte der subchromosomalen Regionen whiglbei nach www.ncbi.nim.nih.gov

(build 31) berechnet. Di&. oedipusChromosom 5 spezifische Sonde, diente zum Nachweis
des menschlichen (homologen) Chromosoms 19. Zum anderen wurden spezifische repetitive
DNA Sonden zum Nachweis extrem genarmer Regionen des menschlichen (homologen)
Chromosoms 1 in den Sonden Set integriert: Eine durch Mikrodissektion generierte DNA
Sonde spezifisch fiur einen polymorphen HeterochromatinblockSvatiureugsiehe 4.3) -

oder bei Hybridisierung auf menschliche Zellkerne - die Sonde pUC 1.77, spezifisch fiur den
Heterochromatinblock in der Bande 1912 des Menschen. Die Komposition des Sonden Sets
ist in der Tabelle 4.7 dargestellt. Die Abbildung 4.46 illustriert schematisch die Kartierung der
genannten Sonden auf (sub)chromosomale Regionen des menschlichen Chromosoms 1 und
19, sowie auf den korrespondierenden Homologe® bgtiureusindC. jacchus

Abbildung 4.46: Schematische Darstellung von chromosomalen Regionen unterschiedlicher Gendichte, die mit
dem Sonden Set zur Untersuchudgr radialen Anordnung der menschlichen (homologen) Chromosom 1
Subterritorien und 19 CT im Zellkern von Mensé&h, sciureugSSC) undC: jacchus(CJA) differenziert werden
kénnen. Das Sonden Set setzte sich aus chromosomen-spezifischen DNA Sondleragothricha (LLA), S.
oedipus(SOE) undH. concolor (HCO) zusammen, sowie der repetitiven Sonde pUC 1.77 oder alternativ einer

Mikrodissektions-Sonde, spezifisch fur d@nsciureugpolymorphen Heterochromatinblock (siehe Pfeilkopf).

Menschliches Chromosom 1

genom. Gendichte
DNA Sonde Abschnitt ~ Gene/Mbp

HCO 24 39Mbp 19,1

Callithrix jacchus
LLA9 82Mbp 10,3 i -

Y /4 CJA7 CJA19 CIA 18 CJA22
pUC 1.77  21Mbp 0
Menschliches Chromosom 19
N genom.  Gendichte Saimiri sci
onde i

SOE 21 58Mbp 151 Abschnitt  Gene/Mbp almiri sciureus

111 <

E YI74
SOE 5 58Mbp 29,9

SOE 20 46Mbp 12,2 l

SSC 11 SSC 19 SSC 14
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Tabelle 4.7: Markierungsschema des Sonden Sets P1, zusammengesetizt lagsthricha (LLA), S. oedipus

(SOE) undH. concolor (HCO) chromosomen-spezifischen Sonden, zur subchromosomalen Differenzierung des

menschlichen Chromosoms 1 in Kombination mit Chromosom 19 bei Homologen von Méngebchusund

S. sciureus Bei Hybridisierungen auf Neuweltaffenpréaparate wurde zusatzlich eine Mikrodissektions-Sonde von

S. sciureus(SSC md, P2) in den Sonden Set P1 integriert. Bei Hybridisierungen auf menschliche Praparate
wurde stattdessen die Sonde pUC 1.77 (P3) mit dem Sonden Set P1 kombiniert. Biotin-dUTP wurde (ber
Avidin-Cy5, Digoxigenin-dUTP Uber den Antikdrper Schiefig-FITC nachgewiesen.

Set | Homologe Chromosomen- Sonde Biotin Dig. Tamra Falschfarbe
regionen des Menschen -dUTP -dUTP -dUTP
1p34-pter HCO 24 X X weil3
1pll-1pter LLA9 X X magenta
P1 1g21-31 SOE 21 X blau
1qg32-gter SOE 20 X rot
19 SOE 5 X X gelb
P2 - SSC md X grun
P3 1912 pucC 1.77 X grin

Das DNA Sonden Set (P1) wurde nach dem Prinzip, wie in Kapitel 4.4.1 beschrieben,
zusammengestellt und balanciert. Bei Verwendung der Sonde pUC 1.77 (P3) wurde keine
menschliche @-1 DNA verwendet, da die Sonde P3 aufgrund ihrer Zusammensetzung aus
repetitiven Sequenzen, die in det-C DNA ebenfalls enthalten sind, zu schnell mit dgtrIC

DNA reassoziieren wiirde. Stattdessen wurde bei Hybridisierungen auf menschliche Praparate
gesamt-genomische DNA des Orangutans zur Suppression repetitiver Sequenzen verwendet,
da beim Orangutan kein Heterochromatin in der Bande 112 vorhanden ist. Die repetitiven
Sonden P2 bzw. P3 wurden getrennt von dem Sonden Set P1 geféllt, in Hybridisierungspuffer
resuspendiert und denaturiert und erst nach der Denaturierung zu dem Sonden Set P1
hinzugefugt, da die 30 Min. Inkubation der Sonden P2 und P3 bei 37°C zur Reassoziation
entfiel (siehe 3.7.1, 3.7.2). Abbildung 4.47 zeigt FISH mit diesem Sonden Set auf
Metaphasechromosomen des Menschen und der Neuwel&ffsaiureusund C. jacchus
Abbildung 4.48 und 4.49 illustrieren FISH Experimente mit dem gleichen Sonden Set auf 3D

fixierte Zellkerne dieser Spezies.

Abbildung 4.47 (siehe néchste Seite)FISH mit den in Tabelle 4.7 beschriebenen Sonden P1+P3 auf
Metaphasen des Menschéh) und P1+P2 auf Metaphasen der NeuweltaBersciureugB) und C. jacchus(C).
Die Sonde P2 (grun), spezifisch fir einen polymorphen Heterochromatinbloc®.exiureugsiehe Pfeil inB),

zeigte Sequenzhomologie zu weiteren Chromosomenregionen.
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Abbildung 4.48: Dokumentation des FISH Experiments mit DNA Sonden Sets P1+P3 auf 3D fixierte Zellkerne
einer menschlichen Fibroblasten-Zelllinie. Dargestellt ist eine Galerie der lichtoptischen Serienschnitte 7-27

(von insgesamt 31 Schnitten) durch einen Zellkern.

10im

Abbildung 4.49 veranschaulicht die Hybridisierungit DNA Sonden Sets P1+P2 anhand einer Galerie von 12
mittleren Serienschnitten von insgesamt 36 Schnitten durch einen 3D fixierten Zellkern einer lymphoblastoiden

Zelllinie des Totenkopfaffe®. sciureus.

10m
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Da die Qualitat der Hybridisierung mit kombinatorisch markierten DNA Sonden (siehe
Tabelle 4.7) auf 3D fixierte Kerne von lymphoblastoiden Zelllinien nicht bei einer
ausreichenden  Anzahl von  Zellkernen  zufrieden  stellend war  (geringes
Signal/Hintergrundverhélnis, siehe 5.1.2.2), war eine quantitative Auswertung des
Experiments nicht ermoglich. In weiteren Experimenten wurde stattdessen eine deutlich
vereinfachte Sondenzusammensetzung gewahlt, indem nur maximal drei DNA Sonden
miteinander kombiniert wurden. Auch wurde auf eine kombinatorische Markierung der DNA
Sonden verzichtet, um eine eindeutige Identifizierung der DNA Sonden gewahrleisten zu
kénnen. Tabelle 4.8 illustriert die Zusammensetzung der neu zusammengestellten Sonden
Sets S1 und S2.

Tabelle 4.8: Zusammensetzung der Sonden Sets/Alufd S2 B). Sonden Subset P1 enthielt jeweils nur zwei
chromosomen-spezifische DNA Sonden anstatt von fUnf in dem urspringlichen Sonden Subset. Die repetitive
DNA Sonde P2 wurden jeweils getrennt von Sonden Subset P1 denaturiert und erst nach der Reassoziation von
Sonden Subset P1 mit diesem kombiniert. Anstatt Digoxigenin-dUTP wurde SpectrumGreen-dUTP verwendet,
da mit diesem Fluorochrom reproduzierbarere Ergebnisse erzielt wurden. Biotin wurde Uber Avidin-Cy5

nachgewiesen. SSC md = Mikrodissektions-SondeSta@tiureusSOE =S. oedipusHCO =H. concolot

A)
Set Homologie Sonde Biotin SpectrumGreen Tamra Falschfarbe
zum Menschen -dUTP -dUTP -dUTP
P1 1g32-1qgter | SOE 20 X rot
19 SOE 5 X blau oder griin
P2 - SSC md X grun
B)
Set Homologie Sonde Biotin SpectrumGreen Tamra Falschfarbe
zum Menschen -dUTP -dUTP -dUTP
P1 1g32-1qgter | SOE 20 X rot
1p34-pter HCO 24 X gran
P2 1912 pucC 1.77 X blau

Die Abbildung 4.51 zeigt die Hybridisierung mit Sonden Set S1 auf Metaphasechromosomen
von S. sciureusund C. jacchus und die Hybridisierung mit Sonden Set S2 auf
Metaphasephasechromosomen des Mensche@ yadchus

Abbildung 4.50 (siehe nachste Seite)FISH mit Sonden Set S1 auf MetaphasechromosomenSvastiureus
(A) undC. jacchus(B) und mit Sonden Set S2 auf Metaphasechromosomen von M@iscind C. jacchus(D).

In A)-B) sind S. oedipusChromosom 20 homologe Regionen in r8t, oedipusChromosom 5 homologe
Regionen in blau und Heterochromatin, spezifisch Sisciureusin griin dargestellt. Pfeile ifA) markieren

homologe Chromosomen, von denen eines einen interstitiellen polymorphen Heterochromatinblock aufweist. In
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C)-D) sind S. oedipusChromosom 20 homologe Regionen in rét, concolor Chromosom 24 homologe
Regionen in griin und der Heterochromatinblock, spezifisch fur die Chromosomenregion 1q12 des Menschen in

blau abgebildet. Die DAPI Gegenfarbung ist in grau dargestelit.

44.1.2 3D FISH an Zellkernen von Mensch und Neuweltaffen

4.4.1.2.1 3D FISH mit Sonden Set S1

Das Sonden Set S1 wurde auf 3D fixierte Kerne von lymphoblastoiden Zelllinien der
Neuweltaffen C. jacchus und S. sciureushybridisiert. Wie die Fluoreszenm situ
Hybridisierung mit diesem Sonden Set auf Metaphasechromosomen zeigt (siehe Abb. 4.50 A,
B), weistC. jacchusseparate Chromosomen homolog zu 8enedipuChromosom 5 und 20

auf, wohingegen beB. sciureuseine Translokation der korrepondierenden Homologen
vorliegt. S. sciureusunterscheidet sich ferner vdd. jacchusdurch einen interstitiellen,
polymorphen Heterochromatinblock in dem homolo§emedipu20 Chromosom. Es sollte

zum einen untersucht werden, ob homologes Chrommatirs. oedipusChromosom 5
(genreich) und zs. oedipusChromosom 20 (relativ genarm) in beiden Spezies eine radiale
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nukleédre Verteilung in Abh&angigkeit von der Gendichte zeigen. Zum anderen, ob diese radiale
Anordnung in der Spezie$§. sciureusmodifiziert wird durch Translokation von sehr
genreichem Chromatin (homolog &u oedipusChromosom 5) oder durch Amplifikation von
polymorphem Heterochromatin. Abbildungen 4.51 und 4.52 illustrieren Hybridisierungen mit
diesem Sonden Set auf 3D fixierten Zellkerne 8osciureusundC. jacchus

Abbildung 4.51: Galerie mit einer Auswahl von lichtoptischen Serienschnitten durch den Zellkern einer
lymphoblastoiden Zelllinie vorC. jacchus Gezeigt sind die Ebenen 7-24 von insgesamt 36. Die chromosomale
Gegenfarbung mit TOPRO st in blag. oedipusChromosom20 homologe CT sind in rot un8. oedipus
Chromosonb homolge CT in gruin dargestellt. Skalierungsbalkgm5

Abbildung 4.52 (siehe nachste Seite)Galerie mit einer Auswahl von lichtoptischen Serienschnitten (Ebenen
13-30 von insgesamt 39) durch einen lymphoblastoiden ZellkernSvosciureusS. oedipusChromosom?20
homologe Subterritorien sind in ro§. oedipusChromosom5 homolge Subterritorien in blau ur@l sciureus
spezifisches Heterochromatin in griin dargestellt. Deutlich differenzierbar sind die Homologen vaterlichen bzw.
mutterlichen Ursprungs, die sich durch den interstitiellen Heterochromatinblock voneinander unterscheiden.

Grau unterlegt erscheint die ,kinstliche Gegenfarbung” (siehe 3.8kal)erungsbalkerbum.
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4.4.1.2.2 3D FISH mit Sonden Set S2

Das Sonden Set S2 wurde auf 3D fixierte Kerne einer lymphoblastoiden Zelllinie des
Menschen un€. jacchusund hybridisiert. Die in dem Sonden Set enthaltenen DNA Sonden
wiesen zwei Chromosomenregionen unterschiedlicher Gendichte des menschlichen
Chromosoms 1 und deren homologe Chromosomen (-regionef) lpmschusnach: DieH.
concolor Chromosom 24 spezifische Sonde zeigte Homologie zu einer relativ genreichen
Region (1p34-pter) und di8. oedipusChromosom 20 spezifische Sonde zu einer relativ
genarmen Region (1g32-qter). Beim Menschen wurde zuséatzlich der Heterochromatinblock in
der Bande 1912, der keine Gene enthélt, nachgewiesen (siehe Abb. 4.46). Es sollte untersucht
werden, ob die menschlichen Chromosom 1 Subterritorien, wie auch die (Sub-)Territorien der
entsprechenden Homologen I6&i jacchuseine Gendichte-korrelierte radiale Anordnung im
Zellkern zeigen. Ferner, ob diese auch im Falle von zwei evolutionér abgeleiteten Fissionen
bei C. jacchuszwischen Mensch un@. jacchuskonserviert ist. Die Abbildungen 4.53 und
4.54 veranschaulichen Hybridisierung mit Sonden Set S2 auf 3D fixierte Zellkerne des
Menschen und. jacchus

Abbildung 4.53 (siehe nachste Seite)Galerie mit einer Auswahl optischer Serienschnitte (Ebenen 7-24 von
insgesamt 36) durch einen lymphoblastoiden Zellkern des Menschen nach FISH mit SondehisatoB2olor
Chromosom 24 homologe Subterritorien sind in grin 8nadedipusChromosom 20 homologe Subterritorien in
rot dargestellt. Heterochromatin, spezifisch fiir die Region 1gl12 des Menschen ist in blau abgekdldet.

.Kinstliche Gegenfarbung“ ist in grau dargest&kalierungsbalkerbum.
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Abbildung 4.54 veranschaulicht die Hybridisieurng mit Sonden Set S2 anhand einer Galerie aus lichtoptischen

Serienschnitten der Ebenen 13-36 von insgesamt 54 durch einen lymphoblastoiden Zellk€rnjacuhus S.
oedipusChromosom 20 homologe CT sind in rot uHd concolor Chromosom 24 homologe Subterritorien in

grun dargestellDie ,kiinstliche Gegenfarbung” ist in blau dargest&kalierungsbalkerbum.
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4.4.1.3 Quantitative Auswertung der 3D FISH Experimente

Die Quantitative Auswertung der am CSLM aufgenommenen Bilderserien erfolgte mit Hilfe
des Programm3D-RRD wie in Material und MethoderKapitel 3.11.5 beschrieben. Anhand

der erhaltenen Daten wurden die Scheitelpunkte des maximalen DNA Gehaltes, sowie die
Abstandsmittel von CT bestimmt. Zur Beurteilung, ob die resultierenden Kurven signifikant
verschieden sind, wurden zwei statistische Tests durchgefuhrt Mater-WhitneyU-Test

und der stringentere Kolmogoroff-Smirnoff Test (siehe 3.11.6).

Fur die quantitative Auswertung von 3D Zellkernen war fur jeden Zellkern ein als
Segmentierungsmaske des Zellkerns dienendes Hintergrundbild erforderlich. Bei
Hybridisierungen mit DNA Sonden Sets, die aus drei differentiell markierten Sonden
zusammengesetzt waren, wurde ein ,kinstliches” Hintergrundbild erstellt (siehe 3.11.3), da in
diesem Fall keine DNA Gegenfarbung durchgefihrt wurde. Um bestimmen zu kdnnen, ob die
.Kunstliche Gegenfarbung” sich fur die quantitative Auswertung eignet, wurde die ,kunstliche
Gegenfarbung® mit der DNA Gegenfarbung mit TOPRO verglichen. Hierfur dienten die
Daten des 3D FISH Experimentes mit DNA Sonden Set S2 auf Zellkerne@.\janchus

Fur die Auswertung mittels des Programr@B-RRD wurden sowohl die am CLSM
aufgenommenen Bilderserien der chromosomalen Gegenfarbung tber TOPRO verwendet, als
auch ein separates Datenset mit Bilderserien der ,kinstlichen Gegenfarbung® erstellt. Die
gewonnen Daten der ,kunstlichen Gegenfarbung® und der chromosomalen Gegenfarbung
tber TOPRO wurden zum Vergleich in kumulativen Kurven dargestellt. Wie in Abbildung
4.55 erkennbar, gleichen sich die beiden kumulativen Kurven. Mittels des Kolomogoroff-
Smirnoff Tests konnte nachgewiesen werden, dass die beiden Kurven keine signifikanten
Unterschiede aufweisen%m,15).
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Abb 4.55: Kumulative Darstellung der Haufigkeit der Signale (%)/relativen nukledren Radius (%) zum

Vergleich der ,kiinstlichen Gegenfarbung” mit der chromosomalen Gegenfarbung tber TOPRO.
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4.4.1.3.1 Quantitative Auswertung der 3D FISH mit Sonden Sets S1 und S2

Die quantitative Auswertung des 3D FISH Experiments mit Sonden Set 1 ist in der Abbildung
4.56 illustriert. Die Graphen beschreiben die radiale VerteilungSvaredipusChromosom 5
(genreich) und 20 (relativ genarm) homologen CT bzw. Subterritorien in S-Phase Kernen
einer lymphoblastoiden Zelllinie vo@. jacchus(A) und S. sciureus(B). Graph B zeigt

zudem die radiale Verteilung vé@ sciureuspezifischem Heterochromatin (genarm).

Abbildung 4.56: A) Quantitative Auswertung deradialen Verteilung vorS. oedipusChromosom 20 und 5
(SOE 20, SOE 5) homologen CT in Zellkernen y@njacchus(A) und homologen Subterritorien in Zellkernen
von S. sciureugB). In B) ist zudem die radiale Verteilung vad sciureusspezifischem Heterochromatin (DNA
Sonde: SSC md) dargestellt. In Klammern ist jeweils die homologe Chromosomenregion zum Menschen (HSA)

angegebem=Anzahl der ausgewerteten Zellkerne.
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Wie an dem der Verlauf der blauen Kurve in Graph A erkennbar, wiSsemedipus
Chromosom 5 homologe CT in Zellkernen der Spe@egacchuseine bevorzugte radiale
Positionierung zur Kernmitte auf. Diese praferentielle Orientierung zum Kernmittelpunkt
wird an dem Scheitelpunkt des maximalen DNA-Gehaltes bei 42%, sowie dem
Abstandsmittel bei 47,05% in relativer Distanz zum Kernzentrum besonders deutlich. Der
Verlauf der roten Kurve spiegelt hingegen eine Tendenz der radialen PositionieruSg von
oedipus Chromosom 20 homologen CT zur Kernperipherie hin. Der Scheitelpunkt des
maximalen DNA-Gehaltes liegt mit 70% deutlich distaler vom Kernzentrum, als im Vergleich
zu demjenigen bées. oedipuhromosom 5 homologen CT. Das Abstandsmittel ist mit knapp

60%, im Vergleich zum Scheitelpunkt, etwas weiter zum Kernzentrum verlagert.

In Zellkernen vorS. sciureugzeigten Subterritorien mit Homologie &4 oedipuhromosom

5 gleichfalls eine klare Orientierung zum Zellkerninneren hin (siehe blaue Kurve, Graph B).
Der Scheitelpunkt des maximalen DNA-Gehaltes bei 50%, sowie das Abstandsmittel bei
50,96% in relativer Distanz zum Kernzentrum liegen im VergleichCzyacchusetwas
distaler vom Kernzentrum. Der Verlauf der roten Kurve in Graph B deutet auf eine
préferentielle Positionierung von Subterritorien homologSzwedipusChromosom 20 zur
Kernperipherie hin. Der Scheitelpunkt bei 74% und das Abstandsmittel bei 61,08% in
relativer Entfernung zum Kernzentrum sind vergleichbar mit den Werten, d& peichus
resultierten. Die radiale Verteilung vdB. sciureusspezifischem Heterochromatin (griine
Kurve) reflektiert eine klare Orientierung zur Kernperipherie. Dies wird auch deutlich an dem
Scheitelpunkt des maximalen DNA-Gehaltes bei 82% und dem Abstandsmittel bei ca. 70% in

relativer Entfernung zum Kernmittelpunkt.

Ein signifikanter Unterschied zwischen der Kurve der radialen Verteilung von Chromatin
homolog zuS. oedipusChromosom 2@nd derjenigen von Chromatin homolog&uoedipus
Chromosom5, konnte mit dem Komolgoroff-Smirnoff Test und U-Test bei beiden Spezies
bestatigt werden. Gleichfalls wurde mit beiden Tests ein signifikanter Unterschied zwischen
der Kurve der radialen Verteilung vo8. sciureusspezifischem Heterochromatin und
derjenigen von Chromatin homolog &1 oedipusChromosom 20 bzw. 5 Chromatin in
Zellkernen vonS. sciureudestgestellt. Dielabelle 4.9 fasst die statistischen Testergebnisse

Zzusammen.
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Tabelle 4.9: Komolgoroff-Smirnoff (KS-Test) und U-Test zur Bestimmung von Signifikanzunterschieden
zwischen den Kurven der radialen Verteilung von CT und Chromosomen-Sub-Territorien (CST) hom8log zu
oedipus Chromosom 20 (SOE 20), z8. oedipusChromosom 5 (SOE 5) und voB. sciureusspezifischem

Heterochromatin (HC).

Untersuchte Spezies Vergleich zwischen Kurven U-Test KS-Test
der CT /CST:

C. jacchus SOE 5 - SOE 20 P< 0,001 P< 0,01

S. sciureus SOE 5 - SOE 20 P< 0,000001 P< 0,001

S. sciureus SOE 20 - HC P< 0,005 P< 0,05

S. sciureus SOE 5- HC P<0,000001 P< 0,001

Die Ergebnisse der quantitativen Auswertung des 3D FISH Experiments mit Sonden Set S2
sind in der Abbildung 4.57 dargestellt. Die Graphen beschreiben die radiale Verteilung von
Chromatin homolog zti. concolorChromosom 24 (genreich) uisd oedipuhromosom 20
(genarm) in Zellkernen einer lypmblastoiden Zelllinie des Menschen (ACuacchus(B).

In Graph A ist zudem die radiale Verteilung von Heterochromatin, spezifisch fir die
Chromosomenregion 1912 des Menschen illustriert.

Abbildung 4.57: Grafische Darstellung der Ergebnisse der quantitativen Auswertung der radialen Verteilung
von Chromatin homolog zuH. concolor Chromosom 24 (HCO 24) un8l. oedipusChromosom (SOE 20) in
Zellkernenkernen des MenschéA) und C. jacchus(B). Graph A) zeigt zudem die radiale Verteilung von
Heterochromatin, spezifisch fur die Chromosomenregion 1q12 des Menschen, das mit der Sonde pUC 1.77
nachgewiesen wurdeln Klammern ist jeweils die homologe Chromosomenregion zum Menschen (HSA)
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Die radiale Verteilung vorH. concolor Chromosom 24 homologen Subterritorien (griine
Kurve) in Zellkernen des Menschen (Graph A) weist auf eine praferenzielle Lokalisation in
der Kernmitte hin. Der Scheitelpunkt des maximalen DNA Gehaltes bei 42%, sowie das
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Abstandmittel bei 38,73% in relativer Distanz zum Kernzentrum unterstreichen diese
bevorzugte Positionierung voH. concolor Chromosom 24 homologem Chromatin zur
Kernmitte. Im Vergleich dazu zeigt der Kurvenverlauf der radialen Verteilung von relativ
genarmerss. oedipusChromosom 20 homologen Subterritorien (rote Kurve) eine bevorzugte
Orientierung zur Kernperipherie hin. Der Scheitelpunkt liegt hier bei 62% und das
Abstandsmittel bei 58,16% in relativer Distanz zum Kernzentrum. Die radiale Verteilung von
1912 human-spezifischem Heterochromatin (blaue Kurve) reflektiert eine &hnliche Tendenz
der Positionierung zur Kernperipherie vBe oedipuChromosom 20 homologes Chromatin.

Der Scheitelpunkt bei 66% und das Abstandsmittel bei 60,85% in relativer Distanz zur

Kernmitte liegen jedoch vergleichsweise etwas peripherer.

In Graph B spiegelt die Kurvenverlauf der grinen Kurve eine deutlich bevorzugte
Orientierung vonH. concolor Chromosom 24 homologen Subterritorien zur Kernmitte in
Zellkernen der SpezigS. jacchuswieder. Der Scheitelpunkt des maximalen DNA Gehaltes
liegt bei 54% und das Abstandsmittel bei knapp 49% in relativer Entfernung zur Kernmitte.
Diese beschreiben eine im Vergleich zur radialen Verteilung beim Menschen (siehe Graph A)
leicht zur Kernperipherie hin verschobene radiale Positionierung Konconcolor
Chromosom 24 homologem Chromatin. Die radiale VerteilungStavedipusChromosom 20
homologen CT (rote Kurve) gleicht in etwa derjenigen beim Menschen. Auch der
Scheitelpunkt des maximalen DNA Gehaltes liegt, analog zum Menschen, bei 62% in
relativer Entfernung zur Kernmitte. Das Abstandsmittel ist mit 56,17% in relativer Entfernung

zur Kernmitte ebenfalls annahernd identisch wie beim Menschen.

Die Ergebnisse des Komolgoroff-Smirnoff und U-Tests (siehe Tabelle 4.10) ergaben hoch
signifikante Unterschiede zwischen den Kurven der radialen VerteilungHvazoncolor
Chromosom 24 unds. oedipushomologem Chromsom 20 Chromatin in beiden Spezies,
sowie zwischen der radialen Verteilung véh concolor Chromosom 24 homologem
Chromatin und human-spezifischem Heterochromatin. Kein signifikanter UntersBtielj3

bzw. P> 0,2wurde zwischen der Kurve der radialen Verteilung von Chromatin homolog zu
S. oedipu£hromsom 20 und Heterochromatin beim Menschen festgestellt.
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Tabelle 4.10: Komolgoroff-Smirnoff (KS-Test) und U-Test zur Bestimmung von Signifikanzunterschieden
zwischen den Kurven der radialen Verteilung von CT bzw. Chromosomen-Sub-Territorien (CST) hom8log zu

oedipus Chromosom 20 (SOE 20), zti. concolor Chromosom 24 (HCO 24) und human-spezifischem

Heterochromatin (HC).

Untersuchte Spezies Vergleich zwischen Kurven U-Test KS-Test
der CT /CST:
Mensch HCO 24 - SOE 20 P< 0,000001 P< 0,001
Mensch HCO 24 - HC P< 0,000001 P< 0,001
Mensch SOE 20 - HC P> 0,3 P> 0,2
C. jacchus HCO 24 - SOE 20 P< 0,005 P< 0,01

4.4.1.3.2 Quantifizierung der radialen Verteilung von Heterochromatin beiS. sciureus

Die in dem vorangegangenen Kapitel dargestellten Ergebnisse der Quantitative Analyse des
3D FISH Experiments mit Sonden Set S1 auf 3D fixierte ZellkerneSiosciureugsiehe

Abb. 4.56 B) beziehen sich auf die Untersuchung der Gendichte-abhangigen radialen
Anordnung von  subchromosomalen  Territorien  homolog zur  menschlichen
Chromosomenregion 1g32-qter (relativ genarm), zum homologen menschlichen Chromosom

19 (genreich) und vo8. sciureuspezifischem Heterchromatin (genarm) im Zellkern.

Ferner sollte mit den in Kapitel 4.4.1.2.1 dargestellten 3D FISH Experimenten untersucht
werden, inwieweit das Vorhandensein eines zusatzlichen Heterochromatinblocks in ansonsten
evolutionar konservierten Chromosomen Einfluss auf die radiale Anordnung von
benachbartem Chromatin im Zellkern hat. Um diese Fragestellung zu erértern, wurde in
diesem Kapitel eine weitergehende Untersuchung zur radialen Chromatinanordnung am
Beispiel des Chromosoms 14 des Neuwelta8esciureuslurchgefuhrt. Dieses Chromosom
wurde fur diese Unterschung ausgewahlt, da es einen polymorphen Heterochromatinblock
aufweist, fur den das zu untersuchende Individuum heterozygot ist (siehe 4.4.1.1, Abb. 4.47).

Um die radiale Verteilung der Homologen mit und ohne Heterochromatinblock getrennt
quantitativ auswerten zu kdnnen, war eine weitere Bildbearbeitung mit Hilfe des Programms
ImageJ(siehe 3.11.3) erforderlich. Hierbei wurde zunachst fur jeden auszuwertenden Zellkern
das vaterliche und mitterliche subchromosomale Territorium homolod.zoedipus
Chromosom 20 uber den interstitiellen polymorphen Heterochromatinblock identifiziert.
Getrennte Datensatze der Verteilung vaterlicher und mutterlicher Territorien konnten erhalten
werden, indem jeweils das eine oder andere Homologe in einem Bilderstapels entfernt und

getrennt abgespeichert wurde. Die so gewonnenen Datensatze wurden anschlieRend mit Hilfe
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des Programm3DRRDausgewertet. Abbildung 4.58 illustriert die grafische Darstellung der

guantitativen Auswertung.

Abbildung 4.58: A) Quantitative Auswertung der radialen Verteilung \@noedipusChromosom 20 (SOE 20)
homologen subchromosomalen Territorien UBdsciureusspezifischem Heterochromatin in S-Phase Zellkernen
von S. sciureusDie korrespondierende Chromosomenregion zum Menschen (HSA) ist in Klammern angegeben.

Die radiale Anordnung vaterlicher und mutterlicher Subterritorien homolo§. znedipusChromosom 20 wurde
getrennt quantifiziert. Die Bezeichnung +h kennzeichnet die radiale Verteilung von demjenigen Homologen, das
einen interstitiellen Heterochromatinblock beinhaltet (orange Kurve), wéhrend sich die Bezeichnung -h auf
homologes Chromatin ohne Heterochromatinblock bezieht (rote Kurve). Zum Vergleich ist die radiale
Verteilung von SOE 20 homologem Chromatin ohne Differenzierung der Homologen (+/- h) dargestellt. Die
grine Kurve illustriert die radiale Anordnung v@ sciureusspezifischem Heterochromatin. n=Anzahl der
ausgewerteten Zellkern®) Schematische Darstellung der beiden Homologen SorsciureusChromosom 14,

mit (grine Region, siehe Pfeil) und ohne Heterochromatinblock. Zur Unterscheidbarkeit der Homologen, wurden
die entsprechenden homologen Chromosomenregionen in rot bzw. orange markiert. Sie korrespondieren mit der

jeweiligen Farbzurordnung der Kurven.

n=24
A B
= Gegenfirbung
14 1——8SCmd —
12 |=SOE 20 (HSA 1g32-qter) -h L

SOE 20 (HSA 1q32-qter) +h
——SOE 20 (HSA 1q32-gter) +/- h

b —
|

Y /74 Y774

N =

\ \ S. sciureus
N Chromosom 14

50 60 70 80 90 100

AN
N

relativer DNA Gehalt (%)/Kernschale
o]

relative Distanz zum Kernzentrum (%)

Die radiale Verteilung vos. sciureuspezifischem Heterochromatin wurde bereits in Kapitel
4.4.1.3.2 dargestellt (siehe Abb. 4.56 B). Sie wurde hier nochmals graphisch illustriert, um
einen Bezug zur radialen Verteilung der Homologen mit und ohne Heterochromatinblock,
homolog zuS. oedipusChromosom 20 zu erméglichen. Wie schon erlautert, lasst sich eine
klare préaferenzielle Orientierung vo8. sciureusspezifischem Heterochromatin (griine
Kurve) zur Kernperipherie erkennen. Der Kurvenverlauf der radialen VerteilungSvon
oedipus Chromosom 20 homologem Chromatin mit Heterochromatinblock (+h, orange
Kurve), sowie der Scheitelpunkt des maximalen DNA Gehaltes bei 74% weisen ebenfalls auf
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eine Tendenz der Orientierung zur Kernperipherie hin. Das Abstandsmittel liegt mit knapp
68% etwas zur ndher zur Kernmitte als der Scheitelpunkt. Im Vergleich zur radialen
Verteilung des Homologen mit Heterochromatinblock, reflektiert der Kurvenverlauf der
Homologen ohne Heterochromatinblock, (-h, rote Kurve) eine variablere Verteilung in
Zellkernen vorS. sciureusDer Scheitelpunkt des maximalen DNA Gehalt liegt hier bei 50%

in relativer Entfernung zur Kernmitte, jedoch ist diese Angabe als Scheitelpunkt wenig
aussagekréaftig, da der Kurvenverlauf in Bereich zwischen 50% und 62% sehr flach ist. Das
Abstandsmittel des Homologen ohne Heterochromatinblock liegt bei 56,19% in relativer
Entfernung zur Kernmitte. Der Unterschied zwischen den ermittelten Abstandsmitteln der
beiden Homologen, der Uber 11% betragt, demonstriert eine starker zur Kernmitte hin
orientierte radiale Verteilung des -h Homologen, verglichen mit dem +h Homologen. Die
braune Kurve, die zum Vergleich die radiale Verteilung beider Homologen reprasentiert,
verlauft zwischen der roten und orangefarbenen Kurve. Sie spiegelt einen intermediaren

Status in der radialen Verteilung von Chromatin mit und ohne Heterochromatinblock wider.

Sowohl mit dem U-Test, als auch mit dem Kolmogoroff-Smirnoff Test konnte ein
signifikanter Unterschied zwischen der Kurve der radialen Verteilung Sdesedipus
Chromosom 20 Homologen mit Heterochromatinblock und derjengen des Homologen ohne
Heterochromatinblock nachgewiesen werden. Gleichfalls ergaben beide statistischen Tests
einen signifikanten Unterschied zwischen der Kurve der radialen Verteilun§.v&ciureus
spezifischem Heterochromatin und derjenigen 8eoedipusChromosom 20 Homologen

ohne Heterochromatinblock. Kein signifikanter Unterschied resultierte mit beiden Tests
(P=0,1 bzw. P>0,2) zwischen den Kurven der radialen Verteilung von Chromatin des
Homologen mit Heterochromatinblock ur@l sciureusspezifischem Heterochromatin. Die

statistischen Testergebnisse sind in der Tabelle 4.11 zusammengefasst.

Tabelle 4.11: Komolgoroff-Smirnoff (KS-Test) und U-Test zur Bestimmung von Signifikanzunterschieden
zwischen den Kurven der radialen Verteilung vé&@ oedipus Chromosom 20 (SOE 20) homologen
Chromosomen-Sub-Territorien (CST) des Homologen mit Heterochromatinblock (+h) und desjenigen

Homologen ohne Heterochromatinblock (-h), sowie 8osciureuspezifischem Heterochromatin.

Untersuchte Spezies Vergleich zwischen Kurven U-Test KS-Test
der CST:

S. sciureus SOE 20 (-h) - SOE 20 (+h) P< 0,005 P< 0,01

S. sciureus SOE 20 (-h) - HC P< 0,001 P< 0,01

S. sciureus SOE 20 (+h)- HC P=0,1 P> 0,2
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4.4.2 Radiale Anordnung der menschlichen Chronosom 13, 17 und 20 Homologen

Anhand der menschlichen Chromosomen 13, 17 und 20 und deren Homologen bei der
NeuweltaffenspezieCallithrix jacchus wurden weitere vergleichende Untersuchungen
durchgefiihrt, um die radiale Anordnung der einzelnen Chromosomenterritorien in
Abhéangigkeit von der Gendichte im Interphasekern zu bestimmen. Chromosom 13 stellt mit
einer Gedichte von 8,3 Genen/Mbp ein relativ genarmes Chromosom, Chromosom 17 mit 21
Genen/Mbp ein relativ genreiches Chromosom und Chromosom 20 mit 15,2 Genen/Mbp ein
Chromosom mittlerer Gendichte dar. Die Chromosomen 13, 17 und 20 wurden auch deshalb
ausgewahlt, da sich deren Homologe I&i jacchus durch chromosomale Umbauten
unterscheidenwie in Abbildung 4.59 schematisch dargestellt, liegen die Homologen dieser
Chromosomen als Assoziation 13/17/20 in der Spe&zigacchusvor. Ferner leitet sich das
Homologe des menschlichen Chromosoms 13.ifacchusdurch eine weitere Translokation

ab. Die resultierenden Chromosomen stellen einen abgeleiteten Status im Vergleich zum
Menschen dar. Mit einem Sonden Set aus Chromosom 13, 17 und 20 spezifischen DNA
Sonden des Menschen, sowie der homologen Sonder.viagothricha sollte untersucht
werden, ob die radiale Anordnung der menschlichen Chromosomen 13, 17 und 20 in
Abhéangigkeit von der Gendichte zwischen Mensch un@adchuskonserviert ist oder ob mit

evolutionaren Rearrangements eine Reorganisation des Chromatins im Zellkern einhergeht.

Abbildung 4.59 illustriert die Chromosomen 13, 17 und 20 des Menschen mit den entsprechenden Gendichten
(berechnetnach www.ncbi.nim.nih.goy build 31) undderen homologe Regionen bei dem Neuweltaft&n
jacchus Die menschlichen Chromosomen stellen hierbei den anzestralen Status dieser Chromosomen dar, von

dem die Homologen vo@. jacchusdurch evolutiondre Translokationen abgeleitet sind.
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4421 DNA Sonden Sets

Fur die vergleichende Untersuchung der radialen Anordnung der menschlichen Chromosom
13, 17 und 20 Territorien und deren HomologeCinjacchuswurde ein Sonden Set aus
menschlichen Chromosom 13, 17 und 20 spezifischen DNA Sonden zusammengestellt, wie
auch ein zweites mit den korrespondierenden chromosomen-spezifischen DNA Sonden von
Lagothrix lagothricha Letzteres wurde fiur die Hybridisierung auf Zellkerne ¥njacchus
verwendet, da die evolutionare Distanz zwischetagothrichaund C. jacchusgeringer ist,

als im Vergleich zum Menschen und daher ein besseres Hybridisierungsergebnis mit diesem
Sonden Set zu erwarten war. Tabelle 4.12 dokumentiert die Zusammensetzung und das
Markierungsschema der Sonden Sets.

Tabelle 4.12: Markierungsschema der Sonden Sets S3 wund S4, zusammen mit der jeweiligen
Falschfarbenzuordnung. Sonden Set S3 enthielt chromosomen-spezifische DNA Sonden des Menschen (HSA),
S4 diejenigen vorL. lagothricha (LLA), deren entsprechende menschliche Homologe jeweils in Klammern

angegeben sind.

Sonden Set Sonde Biotin SpectrumGreen Tamra Falschfarbe
-dUTP -dUTP -dUTP
HSA 13 X grin
S3 HSA 17 X rot
HSA 20 X gelb
LLA 8 (HSA13) X grun
sS4 LLA 10 (HSA17) X rot
LLA 12 (HSA 20) X gelb

Die Sonden Sets S3 und S4 wurden zur Uberprifung der Qualitat auf Metaphasepraparate des
Menschen undC. jacchushybridisiert, bevor sie in 3D FISH Experimenten eingesetzt
wurden. Abbildung 4.60 veranschaulicht die Hybridisierung auf Metaphasechromosomen des
NeuweltaffenC. jacchugA) und des Menschen (B).

Abbildung 4.60 (siehe nachste SeiteFISH mit Sonden Set S4 auf MetaphasechromosomerCvgacchus(A,

partielle Metaphase) und mit Sonden Set S3 auf diejenigen des Men&)h&ag¢ menschliche Chromosom 20

ist in gelb, Chromosom 17 in rot und Chromosom 13 in griin dargestellt. Entsprechende homologe Regionen bei
C. jacchussind in der gleichen Farbe illustriert. Die DAPI-Gegenfarbung (grau) wurde mit dem RGB Bild

Uberlagert.



Ergebnisse 19¢

4.4.2.2 3D FISH an Zellkernen von Mensch undC. jacchus

Die in Kapitel 4.4.2.1 beschriebenen Sonden Sets S3 und S4 wurden auf 3D fixierte Zellkerne
lymphoblastoider Zelllinien des Neuweltafféh jacchusund des Menschen hybridisiert.

Abbildungen 4.61 und 4.62 dokumentierersitu Hybridisierungen mit diesen Sonden Sets.

Abbildung 4.61: Auswahl lichtoptischer Serienschnitt&benen 13-36 von 38jurch einen Zellkern vorC.
jacchus Chromosomen-Subterritorien homolog ku lagothricha Chromosom 8 sind griin, zu Chromosom 10

rot und zu Chromosom 12 gelb dargesté&lie ,Gegenfarbung” ist grau illustrieigkalierungsbalken sum.
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Abbildung 4.62 zeigt eine Auswahl lichtoptischer SerienschnittéEbenen 13-36 von 46) durch einen
menschlichen 3D fixierten Zellkern. Chromosom 13 Territorien sind in griin, Chromosom 17 Territorien in rot
und Chromosom 20 Territorien in gelb abgebildBie ,kinstliche Gegenfarbung“ ist in grau dargestellt.

Skalierungsbalkersum.

4.4.2.3 Quantitative Auswertung der 3D FISH Experimente

Die Ergebnisse der quantitativen Analyse der in Kapitel 4.4.2.2 dargestellten 3D FISH
Experimente sind in der Abbildung 4.63 dargestellt. Die resultierenden Graphen zeigen die
radiale Verteilung der menschlichen 13, 17 und 20 CT in S-Phase Zellkernen des Menschen
(A) und zu diesen Chromosomen homologe Subterritorien in S-Phase Zellkerngh von

jacchus(B).
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Abbildung 4.63: Quantitative Auswertung der radialen Anordnung von 13, 17 und 20 CT in Zellkernen des
Menschen(A) und Chromosomen-Subterritorien homolog Lzuagothricha(LLA) Chromosom 8, 10 bzw. 12 in
Zellkernen der Spezie€. jacchus Zum Vergleich ist das entsprechende Homologe zum Menschen (HSA)

jeweils in Klammern angegebéB). n=Anzahl der ausgewerteten Zellkerne.
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In Graph A spiegelt der Verlauf der grinen Kurve eine tendenzielle Positionierung von
Chromosom 13 Territorien zur Peripherie in Zellkernen des Menschen wieder. Der
Unterschied zwischen der Position des Scheitelpunkts des maximalen DNA Gehaltes bei 78%
und dem Abstandmittel bei 66% in relativer Entfernung zum Kernmittelpunkt sind Ausdruck
einer relativ breiten radialen Verteilung von Chromosom 13 Territorien in den untersuchten
Zellkernen des Menschen. Dies wird insbesondere an dem Kurvenverlauf zwischen 60% und
etwa 80% in relativer Entfernung zur Kernmitteutlich. Der Verlauf der roten Kurve
beschreibt eine klare praferentielle Orientierung von Chromosom 17 Territorien zum
Zellkerninneren. Der Scheitelpunkt des maximale DNA Gehaltes bei 42%, wie auch das
Abstandsmittel bei44,65% in relativer Entfernung zur Kernmitte unterstreichen die
bevorzugte Lokalisation von Chromosom 17 Territorien in der Kernmitte. Die radiale
Verteilung von Chromosom 20 Territorien (gelbe Kurve) lasst gleichfalls eine bevorzugte
Positionierung von Chromosom 20 Chromatin zum Zellkerninneren erkennen. Der
Scheitelpunkt des maximalen DNA Gehaltes entspricht hierbei demjenigen von Chromosom
17 Territorien. Im Vergleich zu Chromosom 17 Territorien, zeigt der Kurvenverlauf der
radialen Verteilung Chromosom 20 Territorien eine leicht zur Kernperipherie hin verschobene
Positionierung. Dies wird auch an dem Abstandsmittel bei 51,49% in relativer Entfernung zur
Kernmitte deutlich, das etwas distaler vom Kernmittelpunkt liegt, als im Vergleich zu

Chromosom 17 Territorien.
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Wie an der grinen Kurve in Graph B erkennbar, zeigen zum menschlichen Chromosom 13
homologe Subterritorien in Zellkernen v@n jacchuseine klare praferentielle Orientierung

zur Kernperipherie. Der Scheitelpunkt des maximalen DNA Gehaltes liegt bei 78% in
relativer Entfernung zur Kernmitte und entspricht dem Scheitelpunkt des homologen
Chromatins in menschlichen Zellkernen (siehe Graph A). Das Abstandsmittel liegt mit 71,2%
in relativer Entfernung zum Kernmittelpunkt nahe dem Scheitelpunkt des maximalen DNA
Gehaltes. Im Vergleich zu dem korrespondierenden Abstandsmittel beim Menschen, liegt das
Abstandsmittel beC. jacchusetwas distaler von der Kernmitte und betont damit eine noch
deutlichere Praferenz der Positionierung von Chromosom 13 homologem Chromatin zur
Kernperipherie, als beim Menschen. Die Kurve der radialen Verteilung von Subterritorien
homolog zum menschlichen Chromosom 17 (rote Kurve) gleicht derjenigen von
Subterritorien homolog zum Chromosom 20 (gelbe Kurve). Auch weisen beide Kurven die
gleichen Scheitelpunkte des maximalen DNA Gehalts bei 62% in relativer Distanz zur
Kernmitte auf. Das ermittelte Abstandsmittel der radialen Verteilung von Chromatin homolog
zum menschlichen Chromosom 20 liegt mit 57,42% etwas entfernter in Relation zur
Kernmitte, als im Vergleich zu Chromosom 17 homologen Chromatin (55%). Gegenuber
Chromosom 13 homologen Subterritorien ki jacchus zeigen Chromosom 17 und 20
homologe Subterritorien eine zur Kernmitte hin orientierte Positionierung. Die Kurven dieser
subchromosomalen Territorien sind jedoch deutlicher zur Kernperipherie hin verschoben, als

im Vergleich zu den entsprechenden Kurven beim Menschen.

Die Resultate dekomolgoroff-Smirnoff und U-Tests ergaben hoch signifikante Unterschiede
(Irrtumswabhrscheinlichkeit kleiner als 1% bei dem stringenteren KS Test) zwischen den
Kurven der radialen Verteilung von Chromosom 13 und 17 Territorien und zwischen
denjenigen von Chromosom 13 und 20 Territorien beim Menschen. Die gleichen Ergebnisse
resultierten zwischen den Kurven der radialen Verteilung von Subterritorien homolog zu den
menschlichen Chromosomen 13 und 17 bzw. 13 und 2@ bgicchus Kein signifikanter
Unterschied konntewischen den Kurven der radialen Verteilung von Chromom 17 und 20
homologem Chromatimit beiden Statistik Testsei C. jacchusnachgewiesen werden §P

0,4 bzw. > 0,2). Wéahrend mit dem U-Test mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit zwischen 2
und 2,5% noch ein signifikanter Unterschied zwischen den Kurven der radialen Verteilung
von Chromosom 17 und 20 Territorien beim Menschen festgestellt werden konnte, ergab der
stringentere Kolmogoroff-Smirnoff Test keinen signifikanten Unterschied rieéiTabelle

4.13 fasst die statistischen Testergebnisse zusammen.



Ergebnisse 20C

Tabelle 4.13: Kolmogoroff-Smirnoff (KS-Test) und U-Test zur statistischen Bestimmung von Signifikanz-
Unterschieden zwischen den Kurven der radialen Verteilung von menschlichen 13, 17 und 20 CT und zwischen
denjenigen vonChromosomen-Sub-Territorien (CShpmolog zu den menschlichen Chromsomen 13, 17 und

20 beiC. jacchus

Untersuchte Spezies Vergleich zwischen Kurven U-Test KS-Test
der CT /CST:

Mensch 17 - 20 0,02<P< 0,025 P>0,1
Mensch 13-17 P< 0,000001 P< 0,001
Mensch 13-20 P< 0,000001 P< 0,001

C. jacchus 17 - 20 P>0,4 P> 0,2
C. jacchus 13-17 P< 0,000001 P< 0,001
C. jacchus 13-20 P< 0,000001 P< 0,001
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5 Diskussion

5.1 Aspekte zur Methodik

5.1.1 Multidirectional chromosome painting

Fur die Erstellung vergleichender Genomkarten der in dieser Dissertation untersuchten
Neuweltaffen wurde die Technik desiltidirectional chromosompaintingangewandt. Diese
Strategie stellt im Prinzip eine Erweiterung desiprocal chromsome paintin@\rnold et al.

1996, Goureau et al. 1996, Wienberg et al. 1997) dar, mit dem Unterschied, dass ein grof3eres
Spektrum an DNA Sonden eingesetzt wird. Das Repertoire in dieser Arbeit eingesetzter DNA
Sonden umfasste chromosomen-spezifische DNA Sonden des Menschen, des Tamarins
Saguinus oedipusies WollaffenLagothrix lagothrichaund des Gibbonblylobates concolor

(siehe 4.1.1.1- 4.1.1.3). Die Charakterisierung von Neuweltaffen mit einer Auswahl von DNA
Sonden unterschiedlicher Herkunft und Komplexitat erlaubte eine Uberprifung individueller
Experimente. Dies ermoglichte den Nachweis von homologen Chromosomenregionen
verschiedener Spezies mit weit groRerer Prazision als durch unidirektichatesosome
painting (Wienberg et al. 1990). Ferner kann mit dieser Technik eine subchromosomale
Definition in hoherer Auflésung erzielt werden kann, als mit unidirektionaleramosome
painting Abbildung 5.1 illustriert die Strategie desultidirectional chromosome paintingit

in dieser Dissertation eingesetzten DNA Sonden verschiedener Spezies.

Abbildung 5.1: Strategie desmultidirectional chromosome paintinginter Einsatz chromosomenspezifischer
DNA Sonden des Menschen (H), der Neuweltaf@aguinus oedipuéS) undLagothrix lagothricha(L) und des
Gibbons Hylobates concolgrG). Mit DNA Sonden des Neuweltaffdn lagothrichaund des Gibbons konnte

eine héhere subchromosomale Auflésung erzielt werden, als mit menschlichenaatipu®©NA Sonden.

Humane Proben

|
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Das Repertoire der im Rahmen dieser Arbeit zu charakterisierenden Neuweltaffen umfing 28
Individuen aus 20 verschiedenen Neuweltaffenarten (siehe 4.1, Tabelle 4.1). Diese Anzahl
machte effizientescreeningWerkzeuge notwenig, um chromosomale Homologien zwischen
diesen Neuweltaffen schnell und zuverlassig nachweisen zu kdnnen. Die Anwendung
chromosomen-spezifischer DNA Sonden imulti-color Format stellte sich hierbei als

geeignete Methode fir die vergleichende Karyotypanalyse dieser Neuweltaffen heraus.

5111 Sechs- und siebenfarben DNA Sonden Sets

Mutli-color FISH mit einem Satz von vier DNA Sonden Sets zu je 6-7 kombinatorisch
markierten chromosomen-spezifischen DNA Sonden des Menschen, als auch der Zelllinie
B95-8 des Neuweltaffers. oedipus(Muller et al. 2001, Neusser et al. 2001, siehe auch
41.1.1, 4.1.1.2) erlaubten eine Darstellung chromosomaler Homologien =zu allen
menschlichen un&. oedipusChromosomen in den untersuchten Neuweltaffen in nur je 4
Experimenten. Die menschlichemultiplex Sonden Sets ergaben reproduzierbare Ergebnisse,
trotz einer evolutiondaren Distanz von 30-40 Millionen Jahren zwischen Mensch und
Neuweltaffen. Mittels multi-color FISH war es mdglich, Sonden Sets gezielt so
zusammenzustellen, dass bereits bekannte charakteristische Merkmale in Neuweltaffen
simultan dargestellt werden konnten. So ermdglichte beispielsweise der menschliche Sonden
Set 1 die simultane Darstellung der homologen menschlichen Chromosomen 3 und 21, die
den Nachweis der Assoziation 3/21 erlaubte, die in Neuweltaffen ein charakteristisches

anzestrales Merkmal reprasentiert (Stanyon et al. 2000).

Ergadnzend zu diesen Sonden Sets wurde ein siebenfarben Sonden Set mit chromosomen-
spezifischen DNA Sonden des Wollaffen lagothrichaetabliert (siehe 4.1.1.3). In diesem
Sonden Set waren all diejenigen Sonden zusammengefasst, die im Vergleich zu
chromosomen-spezifischen DNA Sonden ®roedipusind des Menschen eine hdhere sub-
chromosomale Auflésung erzielten. Dadurch konnte praziser definiert werden, ob durch
evolutionare Umbauten neu entstandene Chromosomenformen bei verschiedenen Spezies auf
Homologie basieren oder nicht. Beispielsweise konnte deutlich gezeigt werden, dass die
Fissionsprodukte des homologen menschlichen Chromosoms G. isatansasund L.
lagothricha das Ergebnis von unabhéngigen chromosomalen Umbauten sind. So konnten in

C. satatagddie Chromosomenformen 5a/7a und 5a/5b nachgewiesen werden (siehe Abb. 4.19,
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Kapitel 4.1.2.4) - im Unterschied Zu lagothrichader die Chromosomenformen 5a/7a und
5b aufweist.

Exemplarisch wurden auch chromosomen-spezifische DNA Sonden des Giblmmscolor
eingesetzt, die in vier Sonden Sets zu je sechs Farben zusammenfasst warerhnend
Gesamtheit alle Chromosomen vbtylobates concolorepréasentieren (siehe Miller et al.

2003 und 4.1.1.4). Die Karyotypen von Gibbons unterscheiden sich durch multiple
chromosomale Umbauten von dem des Menschen, weshalb eine Reihe von chromosomen-
spezifischen DNA Sonden des Gibbons eine hohe subchromosomale Differenzierung bei
Spezies mit weniger rearrangierten Karyotypen erlauben (Arnold et al. 1996, Miller et al.
2003). So konnten bei der Spezi€s jacchus zusatzliche Informationen dber intra-
chromosomale Umbauten gewonnen werden. Fir eine breite Anwendung bei Neuweltaffen
waren die sechsfarben Sonden Sets des Gibbons jedoch zu komplex. Hierbei spielte weniger
die Sequenzdivergenz zwischen Gibbons und Neuweltaffen eine Rolle, da ein deutliches
Signal/Hintergrundverhéltnis erhalten wurde. Vielmehr wurde mit chromosomen-spezifischen
DNA Sonden Sets vomrlylobates concolorein so komplexes Hybridisierungsmuster bei
Neuweltaffen erhalten, fir dessen Interpretation exzellente Chromosomenpraparate

erforderlich gewesen wéren, die von einigen Spezies nicht zur Verfigung standen.

5.1.1.2 Massgeschneiderte DNA Sonden Sets

Zur Uberpriifung chromosomaler Homologien, sowie zur subregionalen Differenzierung
bestimmter Chromosomen in hodherer Auflésung, als mit den erwdhnten sechs und
siebenfarben Sonden Sets des Mensc8ewngdipusL. lagothrichaund Hylobates concolor
wurden verschiedene massgeschneiderte DNA Sonden Sets zusammengestellt und in zwei bis
vierfarben FISH Experimenten eingesetzt. So wurden zur subregionalen Differenzierung des
menschlichen Chromosom 11 HomologerCallicebus donacophiluend Aotus trivirgatus
ausgewahlte chromosomen-spezifische DNA SondenH:oooncolorin Kombination mit
arm-spezifischen menschlichen DNA Sonden verwendet (siehe 4.1.2.3). Diese erlaubten die
in diesen Spezies gemeinsam abgeleitete Assoziation der homologen menschlichen
Chromosomen 10/11 mit hoher Sicherheit nachzuweisen. Dies war von besonderer
Bedeutung, da die Assoziation 10/11 das einzige synapomorphe Merkmal darstellt, das die
GattungenAotusund Callicebusphylogenetisch verbindet. Mit ausgewahlteriagothricha

chromosomen-spezifischen Sonden, die in zwei und dreifarben FISH Experimenten eingesetzt
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wurden, konnte ferner eine hohere subregionale Auflosung erreicht werden, die die
Orientierung von Chromosomensegmenten zum Zentromer aufdeckte, wie beispielsweise von
Segmenten homolog zum menschlichen Chromosomenarm 1p. Durch den Vergleich der
Orientierung dieser Segmente in verschiedenen Vertretern der Callitichin&: apdllaals
outgroup(siehe 4.1.2.1, Abb. 4.3 E-H), konnte ein Anhaltspunkt Gber den urspringlichen und
abgeleiteten Status der Chromosomenregion 1p gewonnen werden. Dieser Marker
reprasentierte einen Angelpunkt in der phylogenetischen Rekonstruktion der Callitrichinae
(siehe 5.2.4).

5.1.1.3  M-FISH Karyotypierung mittels sequentieller Hybridisierung (ReFISH)

Die TechnikReFISH(Mdller et al. 2002) wurde in dieser Arbeit zur vergleichenden M-FISH
Karyotypierung (siehe 4.1.1.5) angewandt. Es konnte gezeigt werden, dass durch sequentielle
Hybridisierung eine simultane Differenzierung aller homologen Chromosomen (-regionen)
eines Karyotyps mit nur drei kombinatorisch markierten Reportermolekilen erzielt werden
kann. Das hierzu entwickelte Zell-Fixierungsprotokoll (siehe 3.9) erlaubte die vollstéandige
Entfernung der zuvor hybridisierten DNA Sonde und ermdglichte gleichzeitig, dass die
Chromosomenmorphologie nicht beeintrachtigt wurde.

ReFISHbeinhaltet gegeniiber M-FISH und SKY (Speicher et al. 1996, Schrock et al. 1996)
den Vorzug, dass komplexe DNA Sonden dargestellt werden konnen, ohne auf hoch
spezialisierte  Mikroskop-Technologie, Filtersysteme und Bildverarbeitungssoftware
angewiesen zu sein. Da lReFISHweniger Fluorochrome eingesetzt werden missen, kann
auf robuste und kostengiinstige Hapten- und Fluorochromsysteme zurtickgegriffen werden.
Ferner wird mit dieser Methode das Spektrum differentiell darstellbarer DNA Sonden
gegeniiber konventionellem M-FISH/SKY voh-2 auf 2"M-1 (N=Anzahl der Fluorochrome

und M=Anzahl der sequentiellen Hybridisierungen) erweitert. Ein weiterer Vorzug ist, dass
bereits hybridisierte und archivierte Metaphasepréaparate wiederholt verwendet werden
konnen. Angesichts des raren und kostbaren Zellmaterials der meisten im Rahmen dieser
Arbeit untersuchten Neuweltaffen, erwies sich die ,Re-Hybridisierung” von Praparaten als
besonders vorteilhaft.

Die vergleichende M- FISH Karyotypierung von Neuweltaffen mitR¢$1SHgelang zum

einen mit einem Set kombinatorisch markierter menschlicher DNA Sonden im 24 Farben
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Format, zum anderen mit Sonden des Neuweltaftexgothrix lagothricha in 31
unterschiedlichen Farbkombinationen (siehe 4.1.1.5). Hybridisierungen mit diesigplex
Sonden erlaubten eine effiziente Charakterisierung von Karyotypen. Jedoch konnte die M-
FISH Karyotypierung, insbesondere bei Anwendung der menschlioléiplex Sonde, nur
durchgefiihrt werden, falls die Qualitat des Préaparates optimal war.

Zusammenfassend zeigten die hier durchgefulReRISHExperimente, dass es prinzipiell
moglich ist, einemultiplex Sonde des Menschen im 24 Farben Format bei Neuweltaffen
anzuwenden. Jedoch kommt angesichts der hoheren Komplexitat dieser Sonde auch die
Sequenzdivergenz zwischen Mensch und Neuweltaffe deutlicher zum tragen. Hiermit wird
offensichtlich, dass den vielen Vorzigen von M-FISH Experimenten auch nachteilige
Aspekte zugrunde liegen. Das Potential simultan darstellbarer Chromosomen (-regionen) wird
erheblich limitiert durch die Komplexitat und Anzahl der verwendeten Sonden. So sinkt zum
Beispiel die statistische Wahrscheinlichkeit mit jeder zu einem Sonden Set hinzukommenden
Sonde, dass Signale von allen Sonden erhalten werden konnen. Zudem sinkt die
Farbauflosung qolor discrimination efficiengySaracoglu et al. 2001) bei dkombinato-
rischen Markierung mit jedem hinzukommenden Fluorochrom, mit der eine Sonde mehrfach
markiert wird. Im Rahmen dieser Arbeit stellten Hybridisierungen im sechs und sieben Farben
Format bei den hier verwendeten DNA Sonden und untersuchten Spezies einen optimalen
Kompromiss zwischen Effizienz und Zuverlassigkeit in der Identifizierung chromosomaler
Homologien dar. Sie erlaubten chromosomale Umbauten mit hoherer Sicherheit zu
bestimmen, als mittels der M-FISH Karyotypierung im 24 und 31 Farben Format und waren

gleichzeitig effizient genug, um eine grof3e Anzahl von Spezies zu untersuchen.

51.2 3D Zoo-FISH in Studien zur Zellkernarchitektur

5.1.2.1  Zellpraparation fur die 3D in situ Hybridisierung

Das Gelingen eines 3D FISH Experimentes ist in hohem Masse abhéngig von der Qualitat der
Zellkernpraparation. Zwei Kriterien sind hierbei mal3geblich: Zum einen sollte die
Zellkernmorphologie erhalten werden, um moglichst native Chromatinanordnungen in
fixierten Zellnuklei zu bewahren. Zum anderen sollte die Kernmembran ausreichend
durchlassig fur die zu hybridisierenden DNA Sonden sein (siehe Solovei et al. 2002b). Da die

Behandlungsschritte zur Erfullung dieser Kriterien einander entgegengesetzt wirken, ist bei



Diskussion 20¢€

der Zellfixierung und Postfixierung ein Kompromiss zwischen den beiden Kriterien
notwendig. Zudem spielen Unterschiede zwischen verschiedenen Zelltypen, als auch
zwischen gleichen Zelltypen verschiedener Spezies eine Rolle, da die Anforderungen an die
Fixierung variieren konnen. In dieser Dissertation wurde nach dem Fixierungsprotokoll von
Solovei et al. (2002b)verfahren, mit Modifikationen der Inkubationsdauer einiger
Postfixierungsschritte.

Um eine moglichst intakte Kernmorphologie zu erhalten, wurde fur die Zellfixierung
Paraformaldehyd verwendet (siehe 3.4.1.2). Die Fixierungsmethode mit Methanol/Eisessig,
die haufig fur 3D Analysen verwendet wird (Bickmore et al. 2001, Boyle et al. 2001 u.a.) hat
den Nachteil, dass die Zellen dehydrieren, abgeflacht werden und Komponenten verlieren, die
fur die strukturelle Integritat des Zellkerns notwendig sein konnBridder und Lichter

1999. Zur Erhaltung der 3D Struktur von Zellen und Zellnuklei ist die Fixierungsmethode
mit Paraformaldeyd daher derjenigen mit Methanol/Eisessig vorzuziehen. Jedoch ergibt sich
hierbei gleichzeitig das Problem, dass die durch Paraformaldehyd verursachte Querver-
netzung das Eindringen von DNA Sonden in den Zellkern behindert. Nach dem hier
verwendeten Protokoll folgten daher nach der Fixierung Postfixierungsschritte (Behandlung
der Zellkernpraparate mit Detergenzien, wie Triton-x-100 und mehrmaliges Eintauchen in
flissigen Stickstoff) zur Permeabilisierung der Zell- und Kernmembran und Entfernung von
Zytoplasma. In Abh&ngigkeit von dem verwendeten Zellmaterial wurde die Inkubationsdauer
dieser Postfixierungsschritte variiert. Bei Hybridisierungen mit DNA Sondersjrtiée copy
Sequenzen enthielten, wiechromosome paintingSonden, konnte eine effiziente
Durchlassigkeit der Kernmembran haufig nur durch eine nachfolgende enzymatische
Behandlung mit Pepsin in Kombination mit 0,01 N Salzsdure zur Entfernung von
Zytoplasmaresten erreicht werden. Die Behandlung mit Pepsin stellt einen kritischen Schritt
bei der Zellpraparation dar, da die Kernmorphologie durch diese Behandlung erheblich
beeintrachtigt werden kann. Daher wurde die Inkubation in Pepsin-Losung so kurz wie
moglich gehalten.

5.1.2.2 DNA Sonden fur 3D Zoo-FISH Experimente

Bei den hier durchgefiihrten FISH Experimenten stellte sich heraus, dass das Zusammenspiel

der Kriterien, wie die Wahl geeigneter Reportermolekile fur den Nachweis von DNA

Sonden, die Konzentration und Komplexizitdt einer Sonde, sowie die evolutionare
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Sequenzdivergenz zwischen DNA Sonde und Ziel-DNA, Einfluss auf die Hybridisierungs-
effizienz hatte. Diese Kriterien spielen bei 3D FISH offenbar eine noch tragendere Rolle, als
bei Hybridisierungen auf Metaphasepraparate, da die Zuganglichkeit der DNA Sonden in den
Zellkern erschwert ist.

Um eine moglichst optimale Hybridisierungseffizienz zu erhalten, wurden, falls mdglich,
jeweils diejenigen DNA Sonden mit der geringsten Sequenzdivergenz zu der Ziel-DNA
ausgewahlt. So wurden z.B. menschliche chromosomen-spezifische 13, 17 und 20 Sonden fur
die Hybridisierung auf menschliche Zellkernpraparate und die korrespondierénden
lagothricha Sonden fiir solche auf Praparate Wnjacchusverwendet. Bei der Markierung

und dem Nachweis von Sonden wurden Reportermolekile gewahlt, die ein optimales Signal
zu Hintergrund Verhéltnis und insbesondere eine gute Lichtstabilitdt zeigten, wie Tamra-
dUTP und Biotin-dUTP, das Uber Avidin-Cy5 oder Avidin-Alexa 488 nachgewiesen wurde.
Bei dreifarben Hybridisierungen wurde als drittes Fluorochrom SpektrumGreen-dUTP
angewandt, anstatt des bei Hybridisierung auf Metaphasepraparate FISH verwendeten
Haptens Digoxigenin, da die gegen Digoxigenin gerichteten Antikoop&idg-FITC oder -

Cy5) offenbar nicht effizient in den Zellkern gelangten. Ferner wurde, je nach Komplexizitat
der DNA Sonde, eine mindestens Doppelte bis Vierfache DNA Konzentration eingesetzt, im
Vergleich zu Hybridisierungen auf Metaphasepréparate.

Schlielilich zeigte sich, dass die Zusammensetzung einkiscolor DNA Sonden Sets ein
entscheidender Faktor fur das Gelingen von 3D FISH Experimenten war. So wurde z.B. ein
DNA Sonden Set zur subregionalen Differenzierung des menschlichen Chromosoms 1
zusammengestellt, das chromosomen-spezifische DNA Sonden unterschiedlicher Spezies, wie
auch DNA Sonden, die aus repetitiven Sequenzen zusammengesetzt sind, enthielt (siehe
4.4.1.1, Tabelle 4.7). GleichméRige Signalintensitaten konnten mit diesem DNA Sonden Set
zwar bei Hybridisierungen auf Metaphasepraparaten erzielt werden (siehe 4.4.1.1, Abb. 4.47).
Bei Hybridisierungen auf 3D fixierte Kerne der hier verwendeten lymphoblastoiden Zelllinien
stellte sich jedoch heraus, dass die kombinatorische Markierung subregionaler DNA Sonden
unterschiedlicher Herkunft zu komplex war, um ausgeglichene Mischfarben und Signal-
intensitaten zu erhalten. Auch war das Signal/Hintergrund Verhéaltnis nicht ausreichend, um
eine zuverlassige Identifizierung von CT bei einer genigenden Anzahl von Zellkernen zu
ermoglichen. Daher wurde die Sonden Komposition zur Analyse der radialen Verteilung von

Chromatin homolog zum menschlichen Chromosom 1 und 19 wesentlich vereinfacht und eine
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nicht kombinatorische Markierung gewéhlt (siehe 4.4.ER)e Erweiterung des Spektrums

darstellbarer Fluoreszenzen fur die konfokale Mikroskopie wirde den Vorteil bieten, dass
mehr DNA Sonden simultan dargestellt werden konnten, ohne eine kombinatorische
Markierung verwenden zu mussen. Dadurch kénnte die Aussagekraft von 3D Experimenten
erhoht werden, da relative radiale Chromatinanordnungen in einem Experiment besser

beurteilt werden koénnen, als im Vergleich zu mehreren unabhangigen Experimenten.

5.1.2.3  Quantitative Auswertung von 3D FISH Experimenten

Das ProgramnmimageJ(siehe 3.11.3) diente in erster Linie zur Hervorhebung spezifischer
Signale im Vergleich zu unspezifischem Hintergrund. Diese Bearbeitung unterlag der
subjektiven Beurteilung der Grenzen von CT und subchromosomalen Territorien. Die
guantitative Auswertung der radialen Verteilung von CT mittels des Progr&DraRD
machte das Setzen eines subjektiven Schwellenwertes notwendig, um definieren zu kdnnen,
welche Signale zu einem CT zugeho6rig sind. Als mdgliche Fehlerquelle ist dieser
Arbeitsschritt jedoch nicht gravierend, da in diesem Fall Schwerpunkte und nicht Oberflachen
von CT bestimmt werden. Fur die quantitative Auswertung der radialen Verteilung von CT
und subchromosomalen Territorien im Zellkern mit Hilfe des PrograBiRRRDwar eine
Segmentierungsmask®twendig, die Uber die chromosomale Gegenfarbung des Zellkerns
erstellt wurde. Wurden jedoch fir die Darstellung von CT alle drei Fluoreszenzspektren
belegt, die mit dem zur Verfugung stehenden konfokalen Mikroskops angeregt werden
konnten, wurde anstatt der chromosomalen GegenféarloimgHilfe von ImageJ eine
.Kunstliche Gegenfarbung” erstellt (siehe 3.11.3, Abb. 3.2). Der Vergleich der kumulativen
Kurve der kinstlichen Gegenfarbung“ mit derjenigen der chromosomalen Gegenfarbung
mittels TOPRO (siehe 4.4.1.3, Abb. 4.55) ergab keinen signifikanten Unterschied zwischen
den beiden Kurven im Kolmogoroff-Smirnoff Test. Die Verwendung einer ,kinstlichen
Gegenfarbung” stellte daher fur die quantitative Auswertung eine geeignete Alternative zur

chromosomalen Gegenfarbung dar.
5.1.3 Inter-species Comparative Genome Hybridizatip6GH)
Die in dieser Dissertation durchgefihrten CGH Experimente dienten als komplementéares

Werkzeug zuchromosome paintingum insbesondere genomische Imbalancen zwischen

verschiedenen Spezies zu visualisieren, die mittels herkdbmmlichen molekular zytogenetischen
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Ansatzen wiechromsome paintingiicht zugénglich waren. Es wurden zwei Varianten der
CGH durchgefihrt: Zum einemter-species Comparative Genome Hybridizat{@@GH),

zum anderen konventionelle CGH. Beide hatten zum Ziel, Gewinne und Verluste repetitiver
Elemente sowohl zwischen verschiedenen Spezies, als auch zwischen Individuen einer
Spezies nachzuweisen. Der prinzipielle Unterschied beider Ansétze liegt darin, dass bei iCGH
Test-DNA und Referenz-DNA unterschiedlichen Speziesursprungs sind, wahrend sie bei
konventioneller CGH von verschiedenen Individuen derselben Spezies herrlitiezn.
speciesCGH wurde nach der Methode von Toder et al. (1998) durchgefuhrt, fur die das
Standard CGH Protokoll von Kallioniemi et al. (1992) adaptiert wurde.

Mittels CGH war es mdglich, die Organisation und den Evolutionsmodus von repetitiven
Elementen zu untersuchen, sowie deren inter- und intraspezifische Variabilitat. Repetitive
Elemente des konstitutiven Heterochromatins sind mittels C-Banderung ebenfalls
nachweisbar, jedoch ist deren zugrunde liegender molekularer Mechanismus nicht vollstandig
geklart. Im Unterschied dazu erlauben iCGH Experimente repetitive Genomelemente direkt
auf der DNA Ebene nachzuweisen. Mittels geeigneter Computerprogramme, wie z.B. das in
dieser Arbeit verwendete Progran@uips CGH/Karyotype(siehe 3.11.2konnen Gewinne

und Verluste genomischer Imbalacen quantitativ ausgewertet werden. Ferner, wenn iCGH
Experimente in einer reziproken Weise auf Metaphasen von Test und Referenz Spezies
durchgefuhrt werden, kann das Vorhandensein oder die Abwesenheit, als auch der Grad der
Sequenzdivergenz von repetitiven Elementen zwischen zwei Spezies bestimmt werden. So
konnen Schlussfolgerungen gezogen werden uber deren Spezies-Spezifitdt im Rahmen der
Auflésung von CGH.

In einigen der in dieser Dissertation durchgefuhrten CGH Experimente ergab sich die
Schwierigkeit balancierte Fluoreszenzintensitdten von euchromatischen Chromosomen-
regionen zu erhalten. Dies war dann der Fall, wenn repetitive genomische Elemente aufgrund
ihrer hohen Kopienanzahl so stark fluoreszierten, dass die Signalintensitat von geringer
fluoreszierenden Chromosomenregionen wéhrend der mikroskopischen Aufnahme
unterbelichtet wurden. Fur die quantitative Auswertung mitelgps CGH/Karyotyperwar

es jedoch notwendig die auszuwertenden Chromosomen so zu balancieren, dass realistische
Ergebnisse, sprich balancierte euchromatische Regionen resultierten. Daherdeurde
Belichtungszeit wéahrend der mikroskopischen Aufnahme verlangert, um auch weniger stark
fluoreszierende Signale zu erfassen, mit der Konsequenz, dass repetitive Chromosomen-

regionen haufig Uberbelichtet wurden.
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514 Generierung von DNA Sonden mit Hilfe der Mikrodisséktion

Die Mikrodissektion von Chromosomen und Chromosomen-Subregionen ist eine geeignete
Methode fur die Etablierung von regionalen "painting” Sonden. Publizierte Protokolle
erlauben die Generierung entsprechender Sonden von weniger als 10 Chromosomen (Guan et
al. 1993, Weimer et al. 1999) mit relativ geringem technischem Aufwand. Dariiber hinaus
entwickelten Weimer et al. 2000 eine elegante Methode, die eine Kombinationu#tis

color FISH und chromosomaler MikrodissektioRl$H-MD) in einem Experiment darstellt.

Die zu mikrodissektierenden Chromosomen werden hierbei (belti-color FISH
identifiziert und anschlieRend Uber die chromosomale Mikrodissektion isoliert. Da im
Rahmen dieser Arbeit keine solche mikroskopische Ausrustung zur Verfigung stand, wurde
die Methode von Weimer et al. 2000 modifiziert, indem die chromosomale Zielregion fur die

Mikrodissektion mittels Kolorimetrischer Detektion (siehe 3.8.4) identifiziert wurde.

Die Methode der chromosomalen Glasnadelmikodissektion diente in dieser Arbeit zur
gezielten Generierung von DNA Sonden fir polymorphe heterochromatische
Chromosomenregionen. Die Hybridisierung dieser Sonden bot im Vergleich zu iCGH den
Vorteil, dass repetitive Genomelemente nicht nur quantitativ, sondern auch qualitativ beurteilt
werden konnten. So konnte beispielsweise gezeigt werden, dass die mit einer spezifischen
repetitiven Mikrodissektions-Sonde vdB. sciureusidentifizierten Genomelemente i8.
sciureus nur eine Subfraktion von den mittels ICGH nachgewiesenen repetitiven
Genomelemente darstellten. Gegeniber der C-Bénderung hat FISH mit Mikrodissektions-
Sonden den Vorteil, dass direkt Sequenzhomologien nachgewiesen werden kénnen.

5.2 Rekonstruktion chromosomaler Phylogenien der Neuweltaffen

Die Rekonstruktion chromosomaler Umbauten der hier untersuchten Neuweltaffen hatte zum
Ziel, einen Stammbaum aller Neuweltaffen, die mittefsomosome paintingintersucht
wurden, zu erstellen. Die Daten der bisher publizierten Neuweltaffenarten, wurden hierbei in
die phylogenetische Analyse miteinbezogen. Es wurden zwei Anséatze der phylogenetischen
Rekonstruktion vorgenommen: Ein kladistischer Ansatz, bei dem zwischen urspringlichen
und abgeleiteten Chromosomenformen in Neuweltaffen unterschieden wurde und eine
schrittweise Rekonstruktion chromosomaler Umbauten, ausgehend von dem hypothetischen
anzestralen Karyotyp aller Neuweltaffen (Neusser et al. 2001) durchgefuhrt wurde. Im Detail
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wurde wie folgt vorgegangen: Chromosomale Homologien zwischen Spezies einer
bestimmten Speziesgruppe wurden nachgewiesen und vergleichende Genomkarten erstellt.
Uber den Vergleich mit geeigneten phylogenetischeatgroup Spezies wurden
symplesiomorphe Charaktere (gemeinsame anzestrale Chromosomenformen), die von der
outgroup und den meisten Neuweltaffen geteilt wurden und synapomorphe Charaktere
(gemeinsam abgeleitete Chromosomenformen), die ausschliel3lich von den meisten
Neuweltaffen geteilt wurden, identifiziert. Basierend auf dem VergleiclomgroupSpezies

wurde der hypothetische anzestrale Stammbaum aller Neuweltaffen rekonstruiert.
Synapomorphe Charaktere von Spezies Subgruppen wurden identifiziert und die Abfolge
chromosomaler Umbauten, die innerhalb dieser Spezies Subgruppen aufgetreten sind,

rekonstruiert. Hierbei wurde nach dem Prinzip der Parsimonie vorgegangen.

Der zweite Ansatz bestand in einer phylogenetischen Rekonstruktion mit Hilfe des
Phylogenieprogrammd?AUP (Swofford 1998). Dieser basierte auf der Definition von
diskreten chromosomalen Charakteren, die in eine bindre Datenmatrix Ubersetzt wurden,
welche anschlieRend mittePAUP ausgewertet wurde (siehe 3.12). Hierflr wurden zunachst
konservierte homologe Segmente definiert, die zwischen dem Menschen und den bisher
mittelschromosome paintingntersuchten Neuweltaffen nachgewiesen wurden. Konservierte
homologe Segmente stellten all diejenigen homologen Chromosomenregionen dar, die mit
menschlichenS. oedipusund L. lagothricha chromosomen-spezifischen DNA Sonden bei

den untersuchten Neuweltaffen als kleinste auflésbare Einheit nachgewiesen wurden. Diese
konservierten homologen Segmente, als auch Assoziationen zwischen zwei benachbarten
homologen Chromosomensegmenten, die durch Translokation oder intra-chromosomale

Umbauten zusammengeftihrt wurden, wurden als diskrete chromosomale Charaktere definiert.

5.2.1 Der hypothetische anzestrale Karyotyp aller Neuweltaffen

Vergleichende Genomkarten von insgesamt 31 verschiedenen Neuweltaffenspezies und 4
Subspezies, einschliel3lich der bereits publizierten Neuweltaffen, konnten bisher mittels
chromosome paintinggesammelt werden; davon 21 im Rahmen dieser Arbeit. Mit Hilfe
dieser vergleichenden Genomkarten konnte ein breites Spektrum an chromosomalen Daten
gewonnen werden, die eine Rekonstruktion der Phylogenie dieser Neuweltaffen erlaubte.
Uber den Vergleich mit geeigneten phylogenetischmrgroup Spezies konnte ein

hypothetischer anzestraler Karyotyp aller Neuweltaffen formuliert werden. Als
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phylogenetisch@utgroupdiente der hypothetische anzestrale Karyotyp aller Primaten (siehe
2.4.3, Abb. 2.8). Der anzestrale Karyotyp aller Neuweltaffen beinhaltet Chromosomenformen,
die sowohl von deroutgroup als auch den meisten Neuweltaffen geteilt werden und
gemeinsam abgeleitete Chromosomenformen, die ausschlielich von den meisten
Neuweltaffen geteilt werden. Ein hypothetischer anzestraler Karyotyp aller Neuweltaffen
wurde bereits von Stanyon et al. (2000) vorgeschlagen. Die Analyse weiterer
Neuweltaffenspezies, sowie die Verwendung vomromosome paintingSonden des
Menschen, wie auch der Neuweltaff@n oedipusund L. lagothrichaim Rahmen dieser
Arbeit, erlaubten eine detaillierte Darstellung chromosomaler Homologien. Basierend auf
diesen Ergebnissen wurde eine Revision des urspringlich von Stanyon et al. (2000)
postulierten anzestralen Karyoytps aller Neuweltaffen vorgeschlagen. Im Unterschied zu
Stanyon et al. (2000) wiirde der hier vorgeschlagene anzestrale Karyotyp aller Neuweltaffen
einen Chromosomensatz von 2n=54 anstatt 2n=56 besitzen und die in Abbildung 5.2
schematisch darstellten Chromosomenformen aufweisen.

Abbildung 5.2: Schematische Darstellung desypothetischen anzestralen Karyptyps aller Neuweltaffen
(Platyrrhini), zusammen mit phylogenetischen Verzweigungslinien zu den Neuweltaffenfamilien Callitrichidae,
Cebidae und Atelidae. Synapomorphe Charaktere an den Verzweigungspunkten zu den Callitrichidae und
Atelidae reprasentieren phylogenetische ,Landmarken“. Der anzestrale Karyotyp aller Neuweltaffen weist einen
Chromosomensatz von 54 Chromosomen auf und setzt sich aus symplesiomorphen und synapomorphen
Charakteren zusammen. Die Nomenklatur bezieht sich auf homologe menschliche Chromosomen (-segmente)
(Neusser et d. 2001 und de Oliveira et al. 2002).
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Der Vergleich mit dem postulierten anzestralen Karyotyp aller Primaten (siehe 2.4.3,
Fronicke et al. 2003) erlaubte die Identifizierung der homologen menschlichen Chromosomen
4, 6, 9, 11, 13, 17, 20, X und Y als symplesiomorphe Charaktere bei Neuweltaffen. Diese
Chromosomen sind zwar in einigen Neuweltaffenspezies in chromosomale Umbauten
involviert, jedoch mit verschiedenen Translokationspartnern. Daher ist anzunehmen, dass die
nicht translozierte Chromosomenform den anzestralen Zustand dieser Chromsomen
reprasentiert. Weitere wichtige symplesiomorphe Charaktere stellen die Assoziationen der
homologen menschlichen Chromosomen 3a/21 und 14/15 dar. Diese Assoziationen konnten
bei bisher allen untersuchten Neuweltaffen nachgewiesen werden, mit Ausnahme von
Alouatta saraundAlouatta seniculus arctoide@onsigliére et al. 1996). Sie wurden auch bei
Prosimii (Mller et al. 1997a, Stanyon et al. 2002) und zahlreichen Saugetieren, die nicht der
Primatenordnung angehoren, identifiziert (O'Brien et al. 1999, Hayes 1995, Rettenberger et al.
1995a, 1995b, Solinas-Toldo et al. 1995, Yang et al. 2003, Yang et al. 1995, Wienberg et al.
1997, Miiller et al. 1999, Fronicke et al. 2003). Folglich kénnen die Assoziationen 3a/21 und
14/15 als anzestrale Merkmale fur alle S&ugetiere angesehen werden, einschlie3lich der
Primaten (siehe Ubersichtsartikel von Fronicke 2004, im Druck). Die Assoziation 3a/21
wurde in der Speziedlouatta seniculus macconneitiachgewiesen, jedoch nicht in den
beiden oben genannten Spezies der Gatlmgatta Da es sich um ein sehr kleines Segment

des homologen menschlichen Chromosoms 3 handelt, das auf das homologe menschliche
Chromosom 21 transloziert wurde, kann angenommen werden, dass es bei der Detektion
Ubersehen wurde. Das Fehlen der Assoziation 14/15 in diesen Béwmita Spezies kann

als abgeleitetes Merkmal fur diese Spezies interpretiert werden. Die Assoziation 3/21 wurde
im Unterschied zu der Assoziation 14/15 bisher in keiner Altweltaffenspezies identifiziert
(Wienberg et al. 199Bigoni et al. 1997a, 1997b, Finelli et al. 1999, siehe Ubersichtsartikel
von Wienberg und Stanyon 1998). Dies lasst die Schlussfolgerung zu, dass sich die
Neuweltaffen vom Stamm der Primaten abgespalten haben, bevor die Fission der Assoziation
3/21 erfolgte, die zu separaten Chromosomen der menschlichen Homologen 3 und 21 bei den
rezenten Altweltaffen und Menschenaffen fiihrte. Die nachgewiesene Assoziationen 3/21 in
Neuweltaffen gibt demnach einen Hinweis darauf, dass Neuweltaffen einen A&lteren
phylogenetischen Zweig der Primaten reprasentieren als Altweltaffen.

Charakteristische Merkmale des hypothetischen anzestralen Karyotyps der Primaten sind zwei
Homologe zum menschlichen Chromosom 19, sowie die Assoziationen der homologen

menschlichen Chromosomen 7/16 und 12/22 (auf zwei heterologen Chromosomenpaaren).
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Bei den Anthropoidea (héhere Affen), zu denen auch die Neuweltaffen klassifiziert werden,
finden sich diese Chromosomenformen nicht mehr. Der anzestrale Karyotyp der
Anthropoidea kann folglich durch eine reziproke Translokation der homologen menschlichen
Chromosomen 12 und 22, durch eine Fission der Assoziation 7/16 und durch eine Fusion der
zwei homologen menschlichen Chromosomen 19 zu einem Homologen Chromosom 19

abgeleitet werden.

Der vorgeschlagene anzestrale Karyotyp aller Neuweltaffen leitet sich von diesem durch
weitere chromosomale Umbauten ab. Die resultierenden Chromosomenformen reprasentieren
synapomorphe Charaktere fur alle Neuweltaffen. So stellen die homologen menschlichen
Chromosomensegmente 1a, 1b und 1c, als auch 3a/21, 3b und 3c, die durch je zwei Fissionen
der homologen menschlichen Chromosomen 1 und 3 von dem hypothetischen anzestralen
Karyotyp der Anthropoidea abgeleitet werden kdnnen, gemeinsam abgeleitete Merkmale dar,
die ausschliel3lich von den meisten Neuweltaffen geteilt werden. Weiterhin leitet sich der
anzestrale Karyotyp der Neuweltaffen durch je eine Fission der homologen menschlichen
Chromosomen 8, 10, 15 und 16 von dem anzestralen Karyotyp der Anthropoidea ab. Diese
Chromosomen sind gleichzeitig in Translokationen involviert, die zu Assoziationen der
homologen menschlichen Chromosomensegmente 2b/16b, 5a/7a, 8a/18 und 10a/16a fuhrten.
Die genannten Assoziationen wurden in der Mehrzahl der amibmosome painting
untersuchten Neuweltaffen nachgewiesen, wéhrend sie in anderen Primatengruppen nicht

identifiziert werden konnten.

Die Assoziation 5a/7a wurde bisher in allen untersuchten Neuweltaffen identifiziert, mit
Ausnahme der publizierten Spezikssaraund A. s. arctoidegConsigliére et al. 1996). Sie
wurde daher, im Unterschied zu Stanyon et al. (2000) als synapomorphes Merkmal in den
hypothetischen anzestralen Karyotyp aller Neuweltaffen miteinbezogen. Die Assoziation
5a/7a wurde auch in der hier untersuchten Subspéziss macconnellnachgewiesen. Es

kann daher spekuliert werden, ob die AssoziationAinsaraund A. s. arctoideavon
Consigliére et al. (1996) ubersehen wurde, zumal nur ein relativ kleines Fragment von ca. 30
Mbp mit Homologie zum menschlichen Chromosom 7 assoziiert mit dem homologen
menschlichen Chromosom 5 ist. Ferner wurden diese Spezies nur mit menschlichen
chromosomen-spezifischen DNA Sonden charakterisiert, die aufgrund der hoheren
Sequenzdivergenz zwischen Mensch und Neuweltaffe, eine geringere Hybridisierungs-

effizienz zeigen, als DNA Sonden von Neuweltaffen. Eine Uberpriifung dieser Assoziation in
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den oben genannten Spezies war im Rahmen dieser Arbeit nicht méglich, da kein Zellmaterial

von diesen Spezies zur Verfligung stand.

Die Karyotypen von allen mitchromosome paintinguntersuchten Neuweltaffen, mit
Ausnahme der Spezigsotus trivirgatusund A. s. arctoideawiesen eine Assoziation der
homologen menschlichen Chromosomen (regionen) 8a/18 auf. Die Spemieggatusund

A. s. arctoideagehéren unterschiedlichen phylogenetischen Linien der Neuweltaffen an. Es
kann daher angenommen werden, dass das Fehlen dieser Assoziation ein abgeleitetes

Merkmal dieser Spezies reprasentiert und unabhangig in diesen Spezies entstanden ist.

Die Assoziation der homologen menschlichen Chromosomensegmente 10a/l6a wird
gleichfalls von nahezu allen Neuweltaffenspezies geteilt. In der Neuweltaffenspeniss
infulatus wurde keine unmittelbare Assoziation 10a/l6a nachgewiesen, sondern eine
Assoziation 10a/22/16a. Nach dem Prinzip der Parsimonie ist es jedoch wahrscheinlicher
anzunehmen, dass eine sekundare Insertion des homologen menschlichen Chromosoms 22 in
das anzestrale homologe Chromosom 10a/l16a, stattgefunden hat, als eine alternative
evolutionare Abfolge chromosomaler Umbauten, die zu der Assoziation 10a/22/B6a in
infulatus fuhrte. In A. trivirgatus konnte keine Assoziation 10a/l16a identifiziert werden.
Stattdessen liegen die homologen Chromosomen als separate Chromosomen 16a/22 und 10a
in dieser Spezies vor. Die Assoziation 10a/22/16&\.innfulatus kénnte daher als eine
,Ubergangsform* betrachtet werden, von der sich die Homologeh inivirgatus ableiten

lassen.

In geringerer Haufigkeit war die Assoziation der homologen menschlichen
Chromosomenregionen 2b/16b in den bisher untersuchten Neuweltaffen nachweisbar. Sie
konnte nur in 22 von 31 verschiedenen Spezies identifiziert werden. Die 22
Neuweltaffenarten gehdren Gattungen unterschiedlicher phylogenetischer Linien an. Daher
kann die Assoziationen 2b/16b ebenfalls als synapomorphes Merkmal fir alle Neuweltaffen
interpretiert werden. Die Integration der Assoziation 2b/16b in dem hier vorgeschlagenen
anzestralen Karyotyp aller Neuweltaffen, fiihrte zu einer Reduzierung des Chromosomen-
satzes auf 2n=54, anstatt der von Stanyon et al. (2000) vorgeschlagenen 2n=56
Chromosomen. In den Spezi€allithrix jacchus Chiropotes satanasAotus trivirgatus

Aotus infulatussowie allen untersuchten Spezies der Gatidogattaliegen die Homologen

als separate homologe menschliche Chromosomen 2b und 16b vor. Da die Assoziation 2b/16b
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in verschiedenen phylogenetischen Linien der Neuweltaffen vorkommt, erscheint eine
evolutionar abgeleitete Fission der Assoziation 2b/16K.ijacchus C. satanasund den
untersuchten Spezies der Gattungdouatta und Aotus unter Annahme von Parsimonie,
wahrscheinlicher, als eine unabhangige Fusion der Chromosomen 2b und 16b in allen anderen
Neuweltaffenspezies. Demnach waren die separaten homologen menschlichen Chromosomen
2b und 16b abgeleitete Merkmale dieser Spezies, die sekundar entstanden sind, also
konvergente Merkmale. Gleichzeitig kann die Fission der Assoziation 2b/16b als gemeinsam
abgeleitetes Merkmal der untersuchten Spezies innerhalb der Gattwagta (gleiches trifft

fur die GattungAotus zu) interpretiert werden, da es nach dem Prinzip der Parsimonie
wahrscheinlicher ist, dass die Fission einmalig in einem Anzestor der GAturajtabzw.
Aotusentstanden ist, als unabh&ngig voneinander in sechs verschiedenen Spezies der Gattung
Alouatta und zwei verschiedenen Spezies der GattAotus Da durch die Fission der
Assoziation 2b/16b die anzestrale Chromosomenform der Anthropoidea wieder hergestellt
wurde, kann sie als evolutionar abgeleitete Reversion betrachtet werden.

Zusammenfassend konnen die Assoziationen der homologen menschlichen Chromosomen (-
segmente) 2b/16b, 5a/7a, 8a/18 und 10a/16a als charakteristische cladistische Merkmale fur
Neuweltaffen verstanden werden, die deutliche Anhaltspunkte fiir einen monophyletischen
Ursprung von Neuweltaffen geben. Der hypothetische anzestrale Karyotyp aller Neuweltaffen
diente weiterhin als Grundlage fur die Rekonstruktion chromosomaler Phylogenien innerhalb
der Neuweltaffenfamilien Callitrichidae, Cebidae und Atelidae, die in den nachfolgenden

Kapiteln beschrieben wird.

522 Chromosomale Umbauten bei Cebidae

Mittels chromosome paintingvurden bisher die Karyotypen der Spez{&sbus capucinus
(Richard et al. 1996)Cebus apellaGarcia et al. 2000)Cebus nigrivitatus(Garcia et al.
2002),Callicebus moloct{Stanyon et al. 2000paimiri sciureugStanyon et al. 2000 und im
Rahmen dieser Arbeitgamiri boliviensisSaimiri ustusCebus apellgparaguayanusCebus
albifrons Aotus trivirgatus Aotus infulatus(im Rahmen dieser Arbeit) un@allicebus
donacophilugim Rahmen dieser Arbeit, Barros et al. 2003) untersucht. Ausgehend von dem
hypothetischen anzestralen Karyotyp aller Neuweltaffen (siehe Abb. 5.2) wurde die Abfolge
chromosomer Umbauten in den 11 bisher charakterisierten Spezies der Familie Cebidae

rekonstruiert (siehe Abb. 5.3). Die untersuchten Vertreter der Gag8amgiri werden in
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Zusammenhang mit der Familie Callitrichidae diskutiert (siehe 5.2.4). Die untersuchten
VertreterChiropotes satanasind Cacajao calvusder Unterfamilie Pitheciinae wurden nach
Ford 1986 der Familie Atelidae zugeordnet. Sie wurden hier zusammen mit den Cebidae in
der Abbildung 5.3 dargestellt, da die zweite Unterfamilie der Atelidae, die Atelinae, eine
distinkte Gruppe innerhalb der Neuweltaffen reprasentiert und daher in einem eigenen Kapitel
(siehe 5.2.3) diskutiert wird.

Die vergleichende Karyotypanalyse der Cebidae zeigte, dass der anzestrale Karyotyp aller
Neuweltaffen in der GattunGebusnahezu vollstandig konserviert ist. Alle vier untersuchten
Spezies dieser Gattung leiten sich vom anzestralen Karyotyp der Neuweltaffen durch eine
synapomorphe Inversion ab, welche die homologen menschlichen Chromosomen 14 und 15
involvierte und zu der Chromosomenform 144%aa/14 fihrte. Die Spezieebus
nigrivitatus leitet sich zusatzlich durch eine Fusion der homologen menschlichen
Chromosomen 12 und 15b vom anzestralen Karyotyp aller Neuweltaffen alCeBas
albifronswurde eine zuséatzliche Inversion des Chromosoms 6 nachgewiesen, welche zu einer
abgeleiteten Chromosomenform 14/3%%a/14 fihrte. Ferner wurde i€. albifronseine
Insertion des homologen menschlichen Segments 15b in das menschliche Homologe 8
identifiziert. Da diese zusatzlichen chromosomalen Umbauten ausschlie3licE. in
nigrivitatus bzw. C. albifrons nachgewiesen wurden, kann angenommen werden, dass sie

autapomorphe Merkmale darstellen.

Die untersuchten Vertreter der Gattungeallicebusund Aotusteilen eine Assoziation der
homologen menschlichen Chromosomensegmente 10b/11. Diese Assoziation kann als
synapomorphes Charakter interpretiert werden, das diese beiden Gattungen phylogenetisch
verbindet und reprasentiert gleichzeitig das einzige mittelgsomosome painting
nachgewiesene synapomorphe Merkmal innerhalb der Familie Cebidae. Um fundierter
nachweisen zu konnen, dass es sich bei der Assoziation 10b/11 um ein synapomorphes
Merkmal der Gattunge@allicebusund Aotushandelt, wurde eine vergleichende Kartierung
mittels chromosomen-spezifischer DNA Sonden des Gibbons und Chromosomenarm-
spezifischen Sonden des Menschen zur subregionalen Differenzierung der menschlichen
Chromosom 11 Homologen durchgefuhrt. Im Rahmen der erzielten Auflosung konnte gezeigt
werden, dass die gleichen Segmente @allicebusund Aotusin die Assoziation 10b/11
involviert waren (siehe hierzu AblL.17 Q. Demnach kann ein gemeinsam abgeleiteter

Ursprung dieser Assoziation angenommen werden.
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Innerhalb der Gattungotuswurden 11 abgeleitete Chromosomenformen nachgewiesen, die
von den Spezied\. trivirgatus und A. infulatus geteilt werden und daher synapomorphe
Charaktere darstellen (siehe Abb. 5.3). Sie leiten sich vom anzestralen Karotyp durch 6
Translokationen und 2 Fissionen ab, die zu Assoziationen der homologen menschlichen
Chromosomensegmente 5a/7a/11/10b, 1b/3a/21, 2a/20, 4a/15b, 1c/16b und 16a/22 auf je
einem Chromosomenpaar fihrten. Ferner wurde eine Fission des homologen menschlichen
Chromosomensegments 7b und eine Inversion, die die homologen menschlichen
Chromosomen (-segmente) 15&45a und 14 invoviert, nachgewieseA. trivirgatus leitet

sich weiterhin durch eine Fusion und 2 Fissionen #ndnfulatus durch eine Fusion,
Inversion und eine Translokation vom hypothetischen anzestralen Karyotyp der Neuweltaffen
ab. Die Chromosomenformen 5b/15b/4a/4c und 5a/5b/1Bb imfulatus(siehe Abb. 4.31 B)

sind vermutlich das Resultat einer reziproken Translokation zwischen den fir Aotinae
angenommen anzestralen Chromosomenfomen 5a/5b und 15b/4a/4c. Der Unterschied in der
Chromosomenanzahl zwischen den beiden Spezies (2n=B4 tinvirgatus 2n=49 inA.
infulatug liegt zum einen darin begrindet, dass An trivirgatus eine Fission des fur
Neuweltaffen anzestralen Charakters 8a/18 stattgefunden hat, die zu separaten Chromosomen,
homolog zu den menschlichen Chromosomen(segmenten) 8a und 18 fuhrte. Die Fission
dieses fur Neuweltaffen anzestralen Merkmals reprasentiert somit eine Reversion zur
anzestralen Chromosomenform der Primaten. Zum anderen wurde eine Fissfan in
trivirgatus Chromosom 5 beobachtet, die zu den Chromosomenformen 16a/22 und 10a fiihrte.
Die ungerade Chromosomenzahl des untersuchten ménnlichen Individuusigtuiatus

sowie das Fehlen eines separaten Y Chromosoms, weist auf eine Y autosomale Translokation
hin. Mit den hier verwendeten DNA Sonden konnte keine Homologie zum Y Chromosom in
A. infulatus nachgewiesen werden. Eines der Homologen (homologA.zurivirgatus
Chromosom 9) wies eine zusatzliche nicht hybridisierte Region am distalen Ende des kurzen
Chromosomenarms auf, welche vermutlich die Y Chromosom spezifische Region enthalt
(siehe Abb. 4.31 B).

Die SpeziesCallicebus molochund Callicebus donacophiluseilen sieben synapomorphe

Merkmale: Die Assoziationen der homologen menschlichen Chromosomensegmente
2b/16b/2b/16b, 7b/15b, 5a/7a, 12, 12/19 und 22/2a/22 und ein separates Chromosom,
homolog zum menschlichen Chromosomensegment 5b. Sie sind das Produkt von insgesamt

drei Translokationen, zwei Inversionen und einer Fission, ausgehend vom hypothetischen
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anzestralen Karyotyp der Neuweltaffen. Wahrend in der Sp€ziesolochkeine weiteren
chromosomalen Umbauten nachgewiesen wurden, konnten in der Spezlesacophilus

vier weitere autapomorphe Fusionen, vier Fissionen und eine Inversion identifiziert werden.
Im Vergleich zuC. molochweist die Spezie€. donacophilusdeshalb einen wesentlich

abgeleiteteren Karyotyp auf.

Chromosomale Charaktere der Unterfamilie Pitheciinae (nach Ford 1986 in die Familie
Atelidae klassifiziert) werden hier in Zusammenhang mit den untersuchten Spezies der
Cebidae beschrieben. Mittethiromosome paintingvurden bisher die Spezi€shiropotes
satanasund Cacajao calvusuntersucht, die Vertreter von zwei der drei Gattungen der
Unterfamilie Pitheciinae repréasentieren. Einzig Spezies der Ga®litimgciawurden bislang

nicht mittelschromosome paintingntersucht.

Innerhalb der Gattung Pitheciinae konnten vier abgeleitete Chromosomenformen identifiziert
werden, die von den Spezi€s satanasund C. calvusals synapomorphe Merkmale geteilt
werden: Assoziationen der homologen menschlichen Chromosomensegmente 2a/10b und
14/15a/15a/20, sowie eine Fission, die zu separaten Chromosomen homolog zu den
menschlichen Chromosomensegmenten 5a/7a und 5a/5b fuhrte. Die Sphesatanadeitet

sich weiterhin durch eine Fission der anzestralen Chromosomenform 2b/16b ab, wodurch die
separaten Chromosomen 2b und 16b entstanden. Insgesamt besitzt die Gpeai@sasm
Vergleich zu C. calvus den ursprunglicheren Karyotyp, da . calvus drei weitere
abgeleitete Assoziationen (3c/20, 1c/12 und 3b/5a) identifiziert wurden. Zudem wurde
aufgrund des beobachteten asymetrischen Hybridisierungsmusters, der ungeraden
Chromosomenzahl und das Fehlen eines separaten Y-Chromosoms eine Y-autosomale

Translokation irC. calvusangenommen.

Abbildung 5.3 (siehe nachfolgende Seite)Rekonstruktion chromosomaler Umbauten innerhalb der Familie
Cebidae mit Verzweigungspunkten zu der Familie Callitrichidae und der Unterfamilie Atelinae. Die
Farbkodierung bezieht sich auf den hypothetischen anzestralen Neuweltaffen Karyotyp (siehe Abb.5.2).
Schraffierte Regionen reprasentieren invertierte Chromosomensegnt@ntenoloch und C. donacophilus
gehéren derCallicebus an, A. trivirgatus und A. infulatus der Gattung Aotus und C. albifrons C. a.
paraguayanus C. nitrivigatus und C. capucinusder GattungCebus Die untersuchten SpezieShiropotes
satanasund Cacajao calvusder Unterfamilie Pitheciinae werden nach Ford (1986) zu der Familie Atelidae

klassifiziert.
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Die vergleichende Karyotypanalyse der bisher untersuchten Neuweltaffen ergab keine
chromosomale Evidenz fur eine phylogenetische Verbindung der Pitheciinae mit den Cebidae.
Es konnte ferner nur ein einziges chromosomales Merkmal identifiziert werden, das die
Pitheciinae phylogenetisch mit den Ubrigen Spezies der Atelidae verbinden wirde. Dieses
stellt eine gemeinsam angeleitete Inversion dar, die zu der Chromosomenform 16a/10a/16/10a
fuhrte. Da jedoch bei der vorliegenden Auflosung von FISH mit den verwendeten DNA
Sonden nicht exakt nachgewiesen werden konnte, ob die in Pitheciinae und Atelinae
nachgewiesene Inversion auf einem homologen Ursprung basiert, stellt diese

Chromosomenform ein relativ schwaches synapomorphes Merkmal dar.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die untersuchten Spezies der Familie Cebidae
eine heterogene Gruppe mit divergenten Karyotypen darstellen. Die G&&ng weist
innerhalb der Cebidae weit gehend konservierte Karyotypen auf. Hingegen konnten in den
untersuchten Spezies der Gattu@gllicebusund Aotus zahlreiche abgeleitete Charaktere
identifiziert werden. Die Rekonstruktion der Abfolge chromosomaler Umbauten erlaubte die
Identifizierung nur eines synapomorphen Merkmals zwischen den Gatt@Qadjerebusund

Aotus innerhalb der Familie Cebidae. Bislang konnte keine chromosomale Evidenz dafir
gefunden werden, dass die Cebidae eine monophyletische Gruppe darstellt. Gleichfalls wurde
bisher kein syapomorphes Merkmal identifiziert, welches die Cebidae mit den Atelidae,
phylogenetisch verbinden wirde. Die untersuchten Pitheciinae (Familie Atelidae) besitzen
weit gehend konservierte Karyotypen, mit einer moderaten Anzahl an chromosomalen
Umbauten. Sie teilen moglicherweise eine abgeleitete Inversion als synapomorphes Merkmal
mit der Unterfamilie Atelinae.

5.2.3 Chromosomale Umbauten bei Atelinae (Familie Atelidae)

Die Unterfamilie Atelinae wird von vielen Autoren als eine monophyletische Gruppe erkannt,
reprasentiert durch die Gattungételes Alouatta Brachytelesund Lagothrix (Ford 1986,
Rosenberger 1981, Schneider 2000, de Oliveira et al. 2002 und andere). Bisher wurden mittels
chromosome paintindie folgenden Spezies und Subspezies der Atelinae unteraiairtta
seniculus arctoideaAlouatta saraConsigliére et al. 1996Alouatta belzebulConsigliére et

al. 1998),Alouatta seniculus macconnelAlouatta caraya Alouatta fusca fusgaAlouatta

fusca clamitangim Rahmen dieser Arbeit, de Oliveira et al. 20@04gles belzebul hybridus

(Garcia et al. 2000)Ateles belzebul marginatu$lorescalchi et al. 1997 Ateles paniscus
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paniscus, Ateles belzebul marginafim Rahmen dieser Arbeit, de Oliveira et al. im Druck),
Lagothrix lagothricha(Stanyon et al. 2001 und im Rahmen dieser Arbeit) Biracthyteles
arachnoides (im Rahmen dieser Arbeit, de Oliveira et al. im Druck). Mittels der
vergleichenden Karyotypanalyse konnte die Abfolge chromosomaler Umbauten, die im Laufe
der Evolution dieser Neuweltaffen stattgefunden haben, rekonstruiert werden. Der
resultierende chromosomale Stammbaum der Atelinae ist in Abbildung 5.4 illustriert.

Ausgehend von dem hypothetischen anzestralen Karyotyp aller Neuweltaffen kann der
hypothetische anzestrale Karyotyp der Atelinae (2n=62) durch fiinf Fissionen, die in separaten
Chromosomen, homolog zu den menschlichen Chromosomensegmenten 3b, %a, 4b,

4c resultierten, eine Fission mit anschlieBender Translokation, die zu den
Chromosomenformen 4b/15and 14/15g wie auch eine Inversion, die zu einer Abfolge der
homologen menschlichen Chromosomensegmente 7a/5a/7a fiihrte, abgeleitet werden. Diese
Chromosomenformen kdnnen als synapomorphe Charaktere fur alle Atelinae verstanden
werden, die deutliche Anhaltspunkte fur einen monophyletischen Ursprung der Atelinae

geben.

Innerhalb der Atelinae, lassen daromosome paintingdaten schlussfolgern, dass die
untersuchten Spezies der Gattukiguattaeine distinkte Gruppe darstellen. Die untersuchten
Spezies der Gattungtelesbilden aufgrund der chromosomalen Evidenz gleichfalls einen
monophyletischen Zweig der Atelinae. Ferner lasst sich anhandhdemosome painting
Daten ableiten, dass der anzestrale Karyotyp der Atelinae in den Speareshnoidesind

L. lagothrichakonserviert ist.

Abbildung 5.4 (siehe nachfolgende Seite)Stammbaum aller bisher untersuchten Spezies der Atelinae (Familie
Atelidae), basierend auf molekular zytogentischen Daten. Die SpkzigesarctoideaA.sarg A. s. macconnelli

A. fusca A.belzebulund A. caraya gehodren der Gattunglouatta an, die Spezie8. arachnoidesder Gattung
Brachyteles L. lagothricha der GattungLagothrix und die SpezieA. b. marginatus A. p. paniscusA. b.
hybridus und A. geoffroyider GattungAteles Von der Spezie#\. s. macconnelliwvurden zwei Individuen und

von der SpeziedA. fuscazwei verschiedene Subspezies untersucht. Der Stammbaum beinhaltet der besseren
Ubersichtlichkeit wegen, nur Chromosomenformen des Indidviuums aus der Regibiatuma rivervon A. s.
macconnelli und der Subspezie#\. fusca fusca Die Farbzuordnung leitet sich von dem hyopothetischen
anzestralen Neuweltaffen Karyotyp ab (siehe Abb. 5.2). Schraffiert dargestellte Chromosomenregionen
markieren Inversionen. Der hypothetische anzestrale Karyotyp der Atelinae weist einen Chromosomensatz von
62 Chromosomen auf und kann durch finf Fissionen, eine Fusion und eine Inversion von dem anzestralen

Karyotyp der Neuweltaffen abgeleitet werden.
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5.2.3.1  Gattung Alouatta

Innerhalb der GattungAlouatta wurden vier abgeleitete Merkmale identifiziert, die
ausschlief3lich von den sechs untersuchten Vertretern dieser Gattung geteilt werden und daher
synapomorphe Charaktere darstellen. Diese leiten sich vom anzestralen Atelinae Karyotyp
durch eine Fission der assoziierten homologen menschlichen Chromosomensegmente 2b/16b
ab, die zu separaten Chromosomen 2b und 16b fuhrte, sowie durch eine Translokation der
homologen menschlichen Chromosomensegmente 3c und 15b. Ferner wurde eine Fusion des
Y Chromosoms mit dem homologen menschlichen Chromosomensegment 15b als anzestrales
Charakter der Gattunglouattaangenommen. Demnach wirde der hypothetische anzestrale
Karyotyp der Gattund\louattaebenfalls einen Chromosomensatz von 2n=62 aufweisen.

Die SpeziedA. belzebulnd C. carayateilen drei Synapomorphismen: die Assoziationen der
homologen menschlichen Chromosomensegmente 2a/20, 4c/16b, sowie die Assoziation,
5b/7a/5a/7a, die durch Fusion der Homologen 5b und 7a/5a/7a entstanden ist. Diese
Charaktere geben einen deutlichen Hinweis darauf, dass die Speziedzebulund A.
carayaeinen letzten gemeinsamen Vorfahren teifercarayaleitet sich vom hypothetischen
anzestralen Karyotyp der Gattumouatta zudem durch eine Fusion der homologen
menschlichen Chromosomensegmente @Gad 5b, sowie der homologen menschlichen
Chromosomen 9 und 22 ab. Wahrend die Fusietbli@in autapomorphes Merkmal darstellt,
wurde eine Assoziation 9/22 ebenfalls in allen untersuchten Spezies der Callitrichinae
nachgewiesen. Jedoch liegt in den Callitrichinae eine Assoziation der homologen
menschlichen Chromosomen 13/9/22 vor, die mit hoher Wahrscheinlichkeit auf anderen
Fusionspunkten basiert, als M caraya bei der eine schlichte zentrische Fusion dieser
Chromosomen nachgewiesen wurde. Die SpeZieselzebulwies auRerdem vier Fusionen

und eine Fission auf. Die Fission der Assoziation der homologen menschlichen
Chromosomensegmente 3c/15b, die als anzestrales Charaktek®détta angenommen
wurde, fihrte zu separaten Chromosomen 3c und 15b. Sie reprasentiert demnach eine

Reversion, da die fir Atelinae urspriingliche Chromosomenform wieder herstellt wurde.

Wahrend inA. belzebuldie Fusionen der homologen menschlichen Chromosomensegmente
1a mit 2b, sowie 15amit 22 ausschlie3lich i\. belzebulidentifiziert wurden und daher
vermutlich autapomorphe Charaktere darstellen, wurde eine zentrische Fusion der homologen
menschlichen Chromosomen sowohlAn belzebul wie auch inAlouatta fusca clamitans

detektiert. Sie wurde jedoch nicht in der untersuchten Subspeziesca fuscadentifiziert.
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Daher muss angenommen werden, dass diese Fusion auf konvergenten chromosomalen
Umbauten beruht. Demgegeniber ist die Assoziation der homologen menschlichen
Chromosomensegmente 5b/11An belzebyl wie auch in den SpezieSlouatta seniculus
arctoidea und Alouatta sara mit grol3er Wahrscheinlichkeit das Ergebnis von
unterschiedlichen evolutionaren Umbauten: Eine zentrische FusiAn belzebulund eine

vermutlich reziproke Translokation, die vAnsaraundAlouatta sarctoideageteilt wird.

Die zweite phylogenetische Linie der GattuApuatta vereint eine abgeleitete Fission der
homologen menschlichen Chromosomensegmente 10a/16a/10a/16a. Die resultierenden
separaten Chromosomen, die jeweils eine Assoziation der homologen menschlichen
Chromosomensegmente 10a/l6a tragen, verbinden phylogenetisé&lodatta seniculus
Gruppe, einschlie3lichA. sara (friher A. seniculus safamit den beiden untersuchten
Subspezies voAlouatta fusca

A. s. arctoideaA. s. macconnellundA. sarateilen die drei abgeleiten Chromosomenformen
1c/20, 7a/5al/7a/5a/8b und 2a/4b/l5%ds synapomorphe Merkmale dieser Speziesgruppe.

s. arctoideaund A. sarazeigen sechs gemeinsam abgeleitete Charaktere, die nightsin
macconnellinachgewiesen wurden uAd s. arctoideaund A. saradaher phylogentisch ndher
stellen, als eine dieser beiden Spezies Anis. macconnelliDiese leiten sich vom letzten
gemeinsamen Vorfahren dé. seniculusGruppe durch eine Translokation der homologen
menschlichen Chromosomensegmente 5b und 11 ab; ferner durch drei abgeleitete Fusionen
und eine FissionA. s. arctoideaunterscheidet sich durch neun weitere Fusionen und zwei
Fissionen,A. saradurch vier weitere Fusionen udl s. macconnelldurch weitere acht
Fusionen und zwei Fissionen vom letzten gemeinsamen Vorfahren. Innerhalb der bisher
untersuchten Neweltaffen reprasentieren diese autapomorphe (spezies-spezifische) chromoso-
male Umbauten. Von der Spezidss. macconnellivurden zwei Individuen aus verschiede-

nen geografischen Regionen untersucht. Die bisher dargestellten chromosomalen Umbauten
beziehen sich auf das Individuum aus der Region Watuma river Dieses wies die
Chromosomenformen 10a/16a/11 und 1c¢/20 auf. Das Individuum aus der Regidarium

river unterscheidet sich von diesem durch eine zentrische Fission und Fusion, die zu separaten
Chromosomen, homolog zum menschlichen Chromosom 11 und der Chromosomenform
10a/16a/20/1c fihrte.
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Der Karyotyp vonAlouatta fusca fuscéChromosomensatz: 2n=49) leitet sich vom letzten
gemeinsamen Vorfahren voA. fuscaund derAlouatta seniculusGruppe durch sieben
Fusionen ab. Die resultierenden Chromosomenformen reprasentieren autapomorphe
Merkmale der SpezieAlouatta fuscaDie Subspeziedlouatta f. calmitang§2n=45) unter-
scheidet sich voA. f. fuscadurch eine Fusion der homologen menschlichen Chromosomen 9
und 12 und eine Fusion der homologen menschlichen Chromosomen (segmente) 2a und 11.

Zusammenfassend resultierte die Rekonstruktion chromosomaler Umbauten innerhalb der
GattungAlouattain einem Stammbaum mit folgenden phylogenetischen Verzweigungslinien:
A. belzebulund A. caraya bilden die erste Klade innerhalb der Gattullpuatta Sie
beinhalten die urspriinglichsten Karyotypen innerhalb dieser Gattung. Die zweite Linie wird
reprasentiert durch di&. seniculusGruppe und die Subspezies vanfusca Innerhalb dieser
Linie bildet dieA. seniculusGruppe eine distinkte phylogenetische Einheit. Die Spéxies
arcoidea und A. sara teilen sechs abgeleitete chromosomale Charaktere, exklusiv und
reprasentieren daher die Krone dieses Stammbaums, von der die Liies znacconnelli
abzweigt. Die chromosomale Phylogenie der Gattdlogiatta unter Einbeziehung der hier
untersuchten Spezies, wie auch der bereits publizierten Spdaiedta seniculus arctoidea
Alouatta sara(Consigliére et al. 1996Alouatta belzebu{Consigliére et al. 1998) sind in de
Oliveira et al. (2002) zusammengefasst.

Ein multiples Geschlechtschromosomensystem infolge einer Y-autosomalen Translokation
konnte in bislang allen mittelshromosome paintinguintersuchten Spezies der Gattung
Alouatta beobachtet werden. Da ein weibliches Individuum wvAn belzebul mittels
chromosome paintingntersucht wurde, konnte eine Y-autosomale Translokation in dieser
Spezies jedoch nicht direkt nachgewiesen werden. Allerdings geben klassische
Banderungsanalysen Anhaltspunkte dafiir, dass die Spkzieslzebulgleichfalls eine Y-
autosomale Translokation aufweist (Armada et al. 1987, Lima und Seuanez 1989). Mittels G-
Banderung wurde eine Y- autosomale Translokation auch in der Spepatliata (Ma et al.
1975),A. fusca clamitan§Koiffmann 1977) A. caraya(Rahn et al. 1996, Mudry et al. 1998),

A. s. macconnelliA. saraundA. s. arctoidegYunis et al. 1976, Minezawa et al. 1985, Lima

et al. 1990) beobachtet.

Consigliére et al. (1996) zeigten auf der Basis menschlicher chromosomen-spezifischer DNA

Sonden, dass die SpezidssaraundA. s. arctoideaein Geschlechtschromosomen System
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mit X1 X1 XX/ X1X,Y 1Y, aufweisen. Ein asymetrisches Hybridisierungsmuster konnte in
beiden Spezies mit menschlichen Chromosom 3 und 15 spezifischen DNA Sonden
nachgewiesen werden. Consigliére et al. (1996) nahmen eine Y-autosomale Translokation
zwischen dem Y-Chromosom und einer Region des menschlichen Chromosom 15
Homologen an. Die Y chromosomen-spezifische Region selbst konnte mit menschlichen
DNA Sonden nicht nachgewiesen werden. Bei den in dieser Dissertation untersuchten Spezies
konnte gleichfalls ein asymetrisches Hybridisierungsmuster mit den genannten menschlichen
DNA Sonden, sowie mit def. oedipusChromom 9 und 19 spezifischen DNA Sonden
beobachtet werden. Die Y-spezifische Region selbst konnte wieder nicht identifiziert werden,
auch nicht mit der Y chromosomen-spezifischen DNA Sonde des NeuweBafbedlipusda
offenbar die Sequenzdivergenz zwisch®n oedipusund den untersuchten Spezies der
GattungAlouattazu hoch war, um sie in der vorliegenden Auflosung nachweisen zu kdnnen.
Dies spiegelt die Genarmut, wie auch die hohere Evolutionsrate von Y chromosomen-
spezifischen Sequenzen wieder. Das asymetrische Hybridisierungsmuster, das Fehlen eines
separaten Y-Chromosoms, sowie das Vorliegen einer Chromosomenregion, die von keiner
painting Sonde hybridisiert wurde, gaben jedoch deutliche Hinweise darauf, dass die
untersuchten Spezies ein multiples Geschlechtschromosomen-System aufweisen. Dieses
beruht wahrscheinlich auf einer Y-autosomalen Translokation zwischen dem Y-Chromosom

und dem homologen menschlichen Chromosomensegment 15b.

Durchchromosome paintingonnte demonstriert werden, dass die SpekiearayaundA. s.
macconnelli ein identisches Geschlechtschromsomen-System aufweisen. Dieses wurde
definiert als XX1X2X2/X1X2Y1Y 2, wobei X dem menschlichen X Chromosom entspricht, X

der Assoziation der homologen menschlichen Chromosomensegmente 3cilBiemY
homologen menschlichen Segment 3c undi& Chromsomenform 3c/15b/Y. In den beiden
untersuchten Subspezies vah fusca konnte ein zuséatzlicher chromosomaler Umbau
beobachtet werden, der das homologe menschliche Chromosomensegment 1b involviert.
Dieser fuhrte zu einer weiteren Modifikation des Geschlechtschromosomen-Systems und
wurde definiert als XX1X2X2X3X3/X1X1X3Y1Y2. Das Chromosom yweist im Unterschied

zu A. caraya und A. s. macconnellieine Assoziation der homologen menschlichen
Chromosomensegmente 15b/Y/1b und; Xntspricht dem homologen menschlichen
Chromosomensegment 1b.
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Fur eine umfassende Rekonstruktion der Abfolge von Y-autosomalen Umbauten, die in der
GattungAlouattaaufgetreten sind, wére eine detaillierte Untersuchung unter Verwendung von
subregionalen DNA Sonden, sowie einer DNA Sonde mit Homologie zur Y chromosomen-
spezifischen Region, erforderlich.

5.2.3.2 Gattung Ateles

Die vergleichende Karyotypanalyse der bisher mittdlsomosome paintingintersuchten
Vertreter Ateles belzebuth marginatud. paniscus paniscugdiese Studie)A. belzebuth
hybridus(Garcia et al. 2002)nd A. geoffroyi(Morescalchi et al. 1997) zeigte, dass innerhalb

der GattungAteleseine drastische Reduktion der Chromosomenzahl von dem hypothetischen
anzestralen Karyotyp der Atelinae mit 2n=62 auf bis zu 2n=32 Chromosomen in der Spezies
A. p. paniscugzu beobachten war. Insgesamt sind mindestens 17 Robertson- und Tandem
Fusionen und drei Fissionen notwendig, um den hypothetischen anzestralen Karotyp der
GattungAtelesmit 2n=34 Chromosomen vom anzestralen Karyotyp der Atelinae abzuleiten.
Die untersuchten Vertreter der Gattuigplesteilen 11 synapomorphe Chromosomenformen.

Der hypothetische anzestrale Karyotyp der Gattvgdesist in der Spezieé. b. marginatus
konserviert. Im Vergleich zum hypothetischen anzestralen Katyotyp der Atelidae liegen nur
die A. b. marginatusChromosomen 11, 12, 14, und 15 vollstandig konserviert Aop.
paniscusteilt mit A. b. hybridus und A. geoffroyivermutlich einen letzten gemeinsamen
Vorfahren, da sie eine abgeleitete Inversion teilen, die zu einer Abfolge der homologen
menschlichen Chromosomensegmente 1al/6/1c/6/1c fuhrte. Nach dem Prinzip der Parsimonie
ist es wahrscheinlicher, dass diese Inversion einmalig in einem Anzestor dieser Spezies
stattfand, als unabhangig in drei verschiedenen Spezies. Die Spedesybridusund A.
geoffroyi teilen dartber hinaus eine weitere abgeleitete Inversion mit der resultierenden
Chromosomenform 1b/2b/16b/2b/16b, die diese phylogenetisch ndher verbindet, als eine der
beiden Spezies mA. p. paniscusin der Spezieé. p. paniscusvurde weiterhin eine Fusion
zwischen den homologen menschlichen Chromosomen (-segmenten) 3c und 13
nachgewiesen, die als autapomorphes Merkmal betrachtet werden kann. Chromosom 5 der
SpeziesA. geoffroyileitet sich vom Homologemer SpeziesA. b. hybridusdurch eine
Insertion von menschlichem Chromosom 12 homologem Material ab. Diese stellt vermutlich
ebenfalls ein autapomorphes Rearrangement dar. Die Ergebnisse der phylogenetischen
Rekonstruktion der Gattur&telessind in der Abbildung 5.4 illustriert.
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5.2.3.3  Chromosomale Phylogenien der vier Gattungen der Atelinae

Der Vergleich zwischen den bisher untersuchten Spezies der Gatiayesund Alouatta

lieR kein gemeinsam abgeleitetes Charakter, das beide Gattungen ausschlielilich teilen
wuarden, erkennen. Der Versuch, anhand von molekular-zytogenetischen Daten Phylogenien
zwischen den vier Gattungen zu erstellen, scheiterte weiterhin daran, dass der anzestrale
Karyotyp der Atelinae iB. arachnoidesundL. lagothrichakonserviert ist. Somit wurde die
Grenze der Aufldsung der verwendettmomosome paintin§onden offensichtlich.

Die Polytomie der vier Gattungekteles Alouattg Lagothrix und Brachyteleskonnte jedoch
aufgeldst werden, indem zusatzliche Charaktere eingefuihrt wurden, die mit Hilfe der
vergleichenden G-Banden Analyse identifiziert wurden. Die Analyse zeigte, dass sich die
SpeziesB. arachnoidesund L. lagothricha durch finf intra-chromosomale Umbauten
unterscheiden, die mittelshromosome paintingricht detektiert werden konnten. Indem
zusatzlich die Spezieslouatta carayaAteles b. marginatus, A. b. hybridus, A. geoffroyi, A.
paniscus paniscussowie Cebus apellaals outgroup in diese Untersuchungen einbezogen
wurden, konnte die evolutiondre Richtung dieser intra-chromosomalen Umbauten
rekonstruiert werden. Die Abbildung 5.5 bietet eine Ubersicht tber all diejenigen G-
gebénderten Chromosomen, welche fir die Auflosung der Polytomie relevant waren. Hierbei
wurden jeweils homologe Chromosomen der Spe&iesaraya Ateles b. marginatu$.
arachnoidesund L. lagothrichg als geeignete Reprasentanten der vier Gattungen der

Atelinae, und vorCebus apellalsouptgroupSpezies, dargestellt.

Abbildung 5.5: A)-C) Chromosomale Unterschiede zwisch@&rachyteles arachnoideyBAR), Lagothrix
lagothricha (LLA), Ateles belzebuth marginaty#BM), Alouatta caraya(ACA) und Cebus apella(CAP), die

mittels der vergleichenden G-Banden Analyse nachgewiesen wurden und informativ fur die Rekonstruktion der
Phylogenie innerhalb der Unterfamilie Atelinae waren (aus de Oliveira et al. im DA)ckgigt einen Vergleich
derjenigen Chromosomen, die in BAR oder in LLA, sowie in der phylogenetischen outgroup CAP konserviert
sind, B) das zum menschlichen Chromosom 8b Homologe, dessen Banderungsmuster von BAR; LLA und ABM
geteilt wird und C) Chromosomenform degum menschlichen Chromosom 13 Homologen, welche von BAR

und CAP geteilt wird (n&here Erlauterungen hiestehe nachfolgenden Text).
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Der Vergleich G-geb&nderter Chromosomen der genannten Atelinae Spezies mit den
Homologen vonC. apella liel3 schlussfolgern, dass die akrozentrische Form und das
Banderungsmuster der Chromosomen 13, 16 und 22 Borarachnoidesanzestrale
Chromosomenformen fur Atelinae reprasentieren, von welchen sich die Homologen der
SpeziesL. lagothrichadurch je eine perizentrische Inversion ableiten lassen. Umgekehrt,
stellt B. arachnoidesChromosom 5 vermutlich die abgeleitete Chromosomenform dar (siehe
Abb. 5.5 A). Weiterhin konnte nach dem Muster der G-Banden angenommen werden, dass
Chromosom 6 vorB. arachnoidesund dessen Homologes in lagothrichaeine Inversion

mit A. b. marginatusChromosom 5 teilen, die i@. apellaoderA. carayanicht beobachtet
wurde (siehe Abbildung 5.5 B). Diese Inversion kann als synapomorphes MerkmBl von
arachnoides L. lagotricha und A. b. marginatusinterpretiert werden, welche die drei
Gattungen Ateles Brachyteles und Lagothrix nicht jedoch die GattungAlouatta
phylogenetisch verknupft. Schlie3lich tel8. arachnoidesChromosom 20 und dessen
Homologes in deputgroupC. apellaeine akrozentrische Chromosomenform, von welcher
die submetazentrische Chromosomenform der Homologeh. itagothricha und A. b.
marginatusdurch eine Inversion abgeleitet werden kann (siehe Abb. 5.5 C). Diese Interpre-
tation fuhrt zu dem Schluss, dass diese Inversion einen Synapomorphismuk. von
lagothricha und A. b. marginatudarstellt, und somit die Gattungéselesund Lagothrix

einen letzten gemeinsamen Vorfahren teilen.

Die zusétzliche G-Banden Information Uber Inversionen wurde in eine phylogenetische
Rekonstruktion mittels des ProgramiAUP (Swofford 1998) einbezogen. Dazu wurde die

in Tabelle 4.6 beschriebene Datenmatrix, basierend auf Charakteren des multi-direktionalen
chromosome paintindir Atelinae um die in Abbildung 5.5 dokumentierten Charaktere der
vergleichenden G-Banden Analyse erweitert. Die Tabelle 5.1 fasst diejenigen Charaktere in
einer bindren Matrix zusammen, die mittels der vergleichenden G-Banden Analyse erhalten

wurden.

Tabelle 5.1 (siehe nachfolgende SeiteBindare Matrix aus Charakteren, die mittels der vergleichenden G-
Banden Analyse bei sieben Vertretern der Atelinae identifiziert wurden. Diese stellen Inversionen (0= nicht
vorhanden, 1= vorhanden) von zum Menschen homologen Chromosomen (-segmenten) dar und wurden
zusétzlich zu den mittelshromosome paintingerhaltenen Charakteren in die Parsimonie Analyse mittels des

Programmd$?AUP einbezogen. Die Spezi€s apelladiente hierbei als outgroup Spezies.
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Charakter 4c 5b 8b 12 13 20
Cebus apella 0 0 0 0 0 0
Brachyteles arachnoides 1 0 1 0 0 0
Lagothrix lagothricha 0 1 1 1 1 1
Ateles geoffroyi 0 0 1 0 1 0
/Ateles paniscus paniscus 0 0 1 0 1 0
Ateles belzebuth marginatu 0 0 1 0 1 0
Ateles belzebuth hybridus 0 0 1 0 1 0
Alouatta caraya 0 0 0 0 0 0

Der Stammbaum, der aus der Parsimonie Analyse der Datenmatrix basiereimoedsome
painting und G-Banden Daten resultierte (siehe Abb. 5.6), zeigt eine Verzweigungssequenz
mit der GattungAlouattaals basale Linie innerhalb der Atelinae, gefolgt von Reprasentanten
der GattungBrachyteles Lagothrix und schliel3lichAteles Demnach wirde die Gattung
Lagothrix im Vergleich zu Brachyteles einen abgeleiteten Karyotyp aufweisen und

phylogenetisch ndher zu Spezies der GatAtetesstehen, alBrachyteles

Abbildung 5.6: Stammbaum der Atelinae nach Maximum Parsimonie Analyse miR#elsP (aus de Oliveira et

al. im Druck). Die Polytomie der Gattungétieles Brachyteles Lagothrix und Alouatta die bei der alleinigen
Beriicksichtigung vorchromosomepainting Daten resultierte, konnte durch die Einbeziehung von Daten der
vergleichenden G-Banden Analyse aufgelost werden. Die Inversionen der menschlichen Chromosomen 8b und
13 Homologen stellten hierbei Schliusselrearrangements dar. Die Zahlen an den Knotenpunktdroastiap

Werte an.A. p. paniscusA. b. hybridus A. b. marginatusA. geoffroyi= Gattung Ateles B. archnoides=
GattungBrachytelesL. lagothricha= GattungLagothrix C. apella= GattungCebus

C. apella

Alouatta

B.arachnoidea.

63

L. lagothricha

inv 8b L%

inv 13

A.b.marginatus
100

A. p.paniscus

63 [——A.b.hybridus

63

—A.geoffroyi

524 Chromosomale Umbauten bei Callitrichidae

Die Familie Callitrichidae stellt innerhalb der Platyrrhini eine distinkte Gruppe dar und ihr
monophyletischer Ursprung gilt als unbestritten. Innerhalb der Familie Callitrichidae wurden
bisher acht Spezies mittelsnulti-directional chromosome paintinguntersucht. Die
vergleichende zytogenetische Analyse der SpeZmsthrix jacchus Callithrix argentata



Diskussion 232

Cebuella pygmaeaSaguinus oedipusind Callimico goeldiiist in Neusser et al. (2001)
beschrieben. Im Rahmen dieser Arbeit wurden dartber hinaus die Karyotypen der Tamarine
Leontopithecus chrysopygusnd Saguinus imperator sowie der MarmosetteCallithrix
penicillata mittels multi-directional chromosome paintingharakterisiert. Die ebenfalls in
dieser Dissertation untersuchten Spezies der Gagaingiri (Familie Cebidae)$. ustusund

S. boliviensis sowie die bereits publizierte Spezi®aimiri sciureus(Stanyon et al. 2000)
werden hier im Zusammenhang mit den Callitrichidae diskutiert, da sie phylogenetisch in
Beziehung zu den Callitrichidae gesetzt werden konnten. Die Rekonstruktion chromosomaler
Umbauten der untersuchten Spezies der Familie Callitrichidae und der G&@imgi
resultierte in zwei am meisten parsimonen Stammb&aumen. Die Abbildung 5.7 veranschaulicht
eine der moglichen phylogenetischen Rekonstruktionen chromosomaler Veranderungen, die
im Laufe der Evolution dieser Spezies aufgetreten sind.

Die vergleichende Karyotypanalyse zeigte, dass alle Vertreter der Callitrichidae eine
Assoziation der homologen menschlichen Chromosomensegmente 2a/15b teilen. Diese
Assoziation wurde ebenfalls bei den drei untersuchten Vertretern der G&tinuyi
nachgewiesen, jedoch bisher in keiner weiteren Neuweltaffenspezies und reprasentiert daher
vermutlich ein gemeinsam abgeleitetes Merkmal dieser Spezies. Dieses synapomorphe
Merkmal kennzeichnet die Callitrichidae als distinkte Gruppe innerhalb der Neuweltaffen und
weist zugleich auf eine nahe phylogenetische Beziehung zur G&aingri hin. Die drei
untersuchten Spezies der Gattusgmiri zeigten sechs synapomorphe Merkmale, die durch
insgesamt funf Fusionen, eine Fission und mindestens drei Uberlappende Inversionen der
homologen menschlichen Chromosomen 14 und 15, vom anzestralen Karyotyp der
Neuweltaffen abgeleitet werden kdnnen (siehe Abb. 5.7). Der Karyotyp der SParnias
ustusleitet sich weiterhin von demjenigen der Spefesciureusund S. boliviensisdurch

eine Inversion des homologen menschlichen Chromosomensegments 8b ab.

Abbildung 5.7 (siehe nachfolgende Seite)Rekonstruktion chromosomaler Umbauten innerhalb der Familie
Callitrichidae, ausgehend vom hypothetischen anzestralen Karyotyp aller Neuweltaffen (siehe Abb. 5.2). Die
untersuchten SpezieS. sciureus S. boliviensis S. ustusder GattungSaimiri (Familie Cebidae), teilen die
abgeleitete Assoziation der homologen menschlichen Chromosomensegmente 2a/15b mit den untersuchten
Spezies der CallitrichidaeL( chrysopygus(Gattung Leontopithecys S. imperatoy S. oedipus (Gattung
Saguinuy C. argentata C. jacchus C. penicillata (Gattung Callithrix), C. goeldii (Gattung Callimico)). Die
Farbkodierung bezieht sich auf den hypothetischen anzestralen Neuweltaffen Karyotyp. Schraffiert dargestellte

Regionen heben invertierte Chromosomensegmente hervor.
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In allen bisher untersuchten Spezies der Callitrichidae wurden die abgeleiteten Assoziationen
der homologen menschlichen Chromosomen (-segmente) 9/13a, 9/22 und 13b/17 identifiziert.
Eine Assoziation 13b/17 konnte zwar gleichfalls in der SpeGiicebus donacophilus
nachgewiesen werden, jedoch beruht diese mit hoher Wahrscheinlichkeit auf einem
unterschiedlichen chromosomalen Rearrangement. Die genannten Assoziationen kdnnen
daher als phylogenetische Landmarken betrachtet werden, die eine klare Aufspaltung
zwischen den Callitrichidae und den Cebidae kennzeichnen. Zugleich unterstitzen diese
Merkmale eine taxonomische Klassifikation der kontrovers diskutierten Spealksiico

goeldii innerhalb der Callitrichidae. Die genannten Assoziationen lagen als dreifache
Assoziationen 13a/9/22 und 13b/17/20 in allen untersuchten Spezies der Callitrichidae vor,
mit Ausnahme vorC. goeldii Weiterhin teilen alle untersuchten Marmosett@alljthrix
argentata C. jacchusC. penicillatg C. pygmaepund die Spezie€. goeldiieine Assoziation

der homologen menschlichen Chromosomensegmente 1a/10b, wahrend die untersuchten
TamarineLeontopithecus chrysopyguSaguinus oedipusind S. imperatoy die identische
chromosomale Syntenien zeigten, separate Chromosomen, homolog zu den menschlichen
Segmenten 1a und 10b aufwiesen. Innerhalb der Ga@alighrix leiten sich die Spezids.
jacchusund C. penicillatavon der Spezie€. argentatadurch eine zentrische Fission der
synapomorphen Assoziation 2b/16b ab, wodurch separate Chromosomenformen 2b und 16b
resultierten. Diese Fission reprasentiert vermutlich eine Reversion, da die Chromosomenform
des postulierten anzestralen Karyotyps der Primaten wiederhergestellt wurde (siehe hierzu
auch 5.2.1).

C. goeldii zeichnet sich im Vergleich zu den Ubrigen Spezies der Callitrichidae durch eine
Reihe spezies-spezifischer Merkmale aus. Einige dieser Merkmale schienen auf den ersten
Blick synapomorphe Charaktere zwisch€n goeldii und anderen Spezies, die nicht der
Familie Callitrichnidae angehéren, darzustellen. So zeigten sowohgjoeldij als auch
Vertreter der Gattunglouattaeine Assoziation der homologen menschlichen Chromosomen
3/15. Jedoch konnte mittatsulti-directionalchromosome paintindeutlich erwiesen werden,

dass inC. goeldiidie Chromosomensegmente 3b und 15b in die Assoziation involviert waren,
wahrend die untersuchteéklouatta Spezies eine Assoziation 3c/15b aufwiesen. Ferner stellt
die Assoziation 3b/15b i€. goeldii vermutlich ein sekundéres Translokationsprodukt dar,
dass von der Assoziation 2a/15b abgeleitet werden kann, wahrend es sich in den untersuchten
Spezies der Gattundlouatta vermutlich um eine zentrische Fusion der Chromosomen-

segmente 3c und 15b handelt. Weiterhin konnt&€bgoeldii im Unterschied zu den tbrigen
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Spezies der Callitrichidae, eine Fission des menschlichen Chromosom 5 Homologen
nachgewiesen werden. Eine Fission, die zu den Chromosomenformen 5a/7a und 5b fihrte,
wurde auch in allen untersuchten Spezies der Atelinae identifiziert. Die Hybridisierung mit
entsprechenden chromosomen-spezifischen DNA Sowderl. lagothricha (Mitglied der
Atelinae) auf Metaphasen vo@. goedlii zeigte jedoch deutlich, dass die beobachteten
Fissionen inC. goeldiiundL. lagothrichaauf unterschiedlichen Bruchpunkten basieren und
daher evolutionar unabhéngig entstanden sind (siehe hierzutAb). Folglich konnen die
beobachteten ChromosomenformenGngoeldii, die sich von allen tbrigen Callitrichidae

Spezies ableiten, als autapomorphe Charaktere interpretiert werden.

In dem in Abbildung 5.7 illustrierten Stammbaum wirden die Chromosomenformen 2a/15b,
9/22/13a, 13b/17/20 gemeinsam abgeleite Merkmale aller Callitrichidae darstellen. Diese
kénnen durch 5 Fusionen und eine Translokation vom hypothetischen anzestralen
Neuweltaffen Karyotyp abgeleitet werden. Die abgeleitete Assoziation der homologen
menschlichen Chromosomensegmente 1a/10 wirde ein synapomorphes Merkmal von allen
untersuchten Marmosetten u@d goeldiirepréasentieren, wahrend Tamarine die anzestralen
separaten Chromosomenformen 1a und 10b konserviert hatten. Demnach wirde die Spezies
C. goeldiiphylogenetisch nédher mit den Marmosetten assoziiert sein als mit den Tamarinen.
Unter dieser Annahme wiurden die abgeleiten Chromosomenformen 9/22, 9/13a, 13b/17 und
ein separates homologes Chromosom 20Cingoeldii sekundéare Fissionsprodukte von
ursprunglich assoziierten Chromosomenformen der Callitrichidae darstellen.

Der zweite rekonstruierte Stammbaum (siehe Abb. 5.8) war insofern aqui-parsimon zu dem in
Abbildung 5.7 dargestellten Stammbaum, als das er die gleiche Anzahl an abgeleiteten
chromosomalen Umbauten bendtigte. Er unterschied sich von diesem in den
Verzweigungspositionen der Tamarine und der Spedesgoeldii Bei diesem wurde
impliziert, dass die Assoziation 1a/10b ein anzestrales Charakter fur alle Callitrichidae
reprasentiert und die Fusion des homologen menschlichen Chromosoms 20 mit der
Chromosomenform 13/17 ein synapomorphes Merkmal der untersuchten Tamarine und
Marmosetten darstellt, wahrend die Spefiegjoeldii die anzestralen separaten Charaktere
13/17 und 20 konserviert hat.
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Abbildung 5.8: Alternative phylogenetische Verzweigungssequenz innerhalb der Familie Callitrichidae
(fis=Fission, fus=Fusion, anz. NWM=anzestraler Neuweltaffe,goeldii = Gattung Callimico, C. pygmaea=
GattungCebuella C. argentata C. jacchusund C. penicillata= GattungCallithrix, S. oedipusS. imperator=

Gattung Saguinus L. chrysopygus= Gattung Leontopithecys Im Vergleich zu dem in Abbildung 5.7
dargestellten Stammbaum, zeigt dieser eine unterschiedliche phylogenetische Position der Tamarine und der

Spezie<C. goeldii
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Beide Stammb&aume erfordern die Annahme von homoplastischen Charakteren. Diese stellen
Reversionen dar, durch die abgeleitete Merkmale durch konvergente Ereignisse in die
anzestrale Chromosomenform zuruckgefihrt werden. In dem in Abbildung 5.7 illustrierten
Stammbaum stellt die Fission der Assoziation 13b/17/Z0 igoeldij die zu einem separaten
homologen menschlichen Chromosomen 20 und 13b/17 fuhrte, ein homoplastisches
Rearrangement dar. In dem Stammbaum in Abbildung 5.8 représentiert hingegen die Fission
der Assoziation 1a/10b in den Tamarin&aguinusundLeontopithecusein homoplastisches
Ereignis. Beide Stammbaume erscheinen nach dem Prinzip der Parsimonie zunachst gleich
wahrscheinlich. Unter Berucksichtigung subchromosomaler Homologien kann jedoch der
Stammbaum in Abbildung 5.7 favorisiert werden. Mit Hilfe der Chromosom 9 und 28
spezifischen DNA Sonden vdn lagothrichakonnte eine subregionale Differenzierung des
homologen menschlichen Chromosomensegments 1a erzielt werden (siehe 4.1.2.1, Abb. 4.3
E-H). Die Ergebnisse zeigten, dass die SpeZiexedipusind dieoutgroupSpezie. apella

eine identische subchromosomale Orientierung der alsirich 1a definierten Segmente in
Relation zum Zentromer aufwiesen, wahrendCinjacchuseine umgekehrte Orientierung
dieser Segmente beobachtet wurde. Auch konnte mit diesem Experiment demonstriert
werden, dass die Fusion der homologen menschlichen Chromosomensegmente 1a und 10b in
C. jacchusnicht das Ergebnis einer Robertson’schen, sondern offenbar einer Tandemfusion

unter Verlust der Zentromerfunktion in dem Chromosomensegment la war.
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Unwahrscheinlich erscheint dagegen, dass zwei seltene Ereignisse, eine Fission und die
Generierung eines neuen Zentromers in der gleichen Position wie ontgesup Spezie<C.

apella unabhangig in der Spezi€& oedipusentstanden ist, welche angenommen werden
missen, um den in Abbildung 5.8 illustrierten Stammbaum zu beflrworten. Vielmehr
erscheint die Annahme wahrscheinlich, dass separate Chromosomenformen l1a und 10b die
anzestrale Kondition darstellen undSnoedipusindC. apellakonserviert wurden. Demnach
wirden die Tamarine im Vergleich zu den Marmosetten eine basale Klade darstellen und
goeldii eine Schwesterlinie zu den Marmosetten reprasentieren, wie in dem Stammbaum in
Abbildung 5.7 illustriert.

5.2.5 Zusammenfassung der Ergebnisse der phylogenetischen Rekonstruktion

Mit einem kladistischen Ansatz war es mdglich, die Abfolge chromosomaler Umbauten in
den bisher mitchromosome paintinguntersuchten Neuweltaffen ausgehend von dem
hypothetischen anzestralen Stammbaum aller Neuweltaffen zu rekonstruieren und einen
Stammbaum dieser Neuweltaffen zu erstellen. Als Schlussfolgerung lasst sich sagen, dass
Neuweltaffen mit hoher Wahrscheinlichkeit monophyletischen Ursprungs sind, da die
Assoziationen der homologen menschlichen Chromosomen (-segmente) 5a/7a, 8a/18, 10a/16a
und 2b/16b von den meisten Neuweltaffen geteilt werden und ausschlie3lich in dieser Gruppe
der Primaten vorkommen. Vertreter der Unterfamilien Callitrichinae und Atelinae stellen
distinkte Gruppen innerhalb der Neuweltaffen dar. Die Atelinae besitzen Karyotypen mit dem
hochsten Grad an abgeleiteten Charakteren innerhalb der Neuweltaffen. Vertreter der
Unterfamilien Pitheciinae und die meisten Cebinae wiesen Karyotypen auf, die &hnlich dem
hypothetischen anzestralen Karyotyp der Neuweltaffen sind. Die Unterfamilie Aotinae
(Callicebus und Aotug stellte innerhalb der Familie Cebidae eine weitere Gruppe mit

abgeleiteten Karyotypen dar.

Wichtige kladistische Landmarken innerhalb der Neuweltaffen stellen die Assoziation der
menschlichen Homologen 13a/9/22, 13b/17 und 2a/15b bei den Callitrichidae und die
gemeinsam abgeleitete Assoziation 4bf1Sawie die Fission der homologen menschlichen
Chromosomen 1, 4 und 5 bei den Atelinae dar. Diese geben deutliche Anhaltspunkte daftir,
dass die Familie Callitrichidae und die Unterfamilie Atelinae monophyletischen Ursprungs
sind. Die Atelinae teilen mit den Pitheciinae eine abgeleitete Inversion, die auf eine

phylogenetische Verknipfung zwischen diesen beiden Familien hinweist und gleichzeitig auf
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einen monophyletischen Ursprung der gesamten Familie Atelidae hindeutet. Dagegen scheint
die Monophylie der Cebidae nicht gesichert. Zwischen verschiedenen Gattungen innerhalb
der Cebidae, konnte nur dasjenige synapomorphe Merkmal zwischen den Ga&ohgen

und Callicebusnachgewiesen werden.

Eine phylogenetische Veknipfung zwischen verschiedenen Familien innerhalb der
Neuweltaffen konnte bisher nur fur die Famililien Callitrichidae und Cebidae gefunden
werden. So teilen alle Vertreter der Callitrichidae eine gemeinsam abgeleitete Assoziation
2a/15b mit den Vertretern der Gattu8gimiri. Die Charakterisierung der Karyotypen von
weiteren Neuweltaffen, sowie die Verwendung hoch auflésender region-spezifischer DNA
Sonden, die eine detaillierte Analyse einzelner Chromosomen erlauben wirde, versprechen
die phylogenetische Beziehung zwischen den drei Neuweltaffenfamilien weiter aufzuklaren.

Die in dieser Arbeit rekonstruierte Phylogenie basierenclat@dmosome paintin@aten ist
in der Abbildung 5.9 anhand eines Stammbaum aller bisher untersuchten Neuweltaffen

zusammengefasst.

Abbildung 5.9 (Eine vergrosserte Darstellung dieser Abbildung findet sich auf der beiliegenden CD-
ROM): Zusammenfassung der Abbildungen 5.2-5.4 und 5.7 zu einem Stammbaum aller bisher mittels

chromosome paintingntersuchten Neuweltaffen.

‘ﬁﬁhn

Die Maximum Parsimonie Analyse mit Hilfe des Programip#UP stellte einen zweiten
Ansatz der Rekonstruktion von Phylogenien der Neuweltaffen dar und wurde unter anderem
durchgefihrt, um einen Eindruck tUber die Stabilitat der Verzweigungspunkte zu einer Klade
zu gewinnen. Der am meisten parsimone Stammbaum ist in der Abbildung 4.37 (Kapitel
4.1.4) dargestellt. Er beinhaltet dieselbe Verzweigungssequenz wie der Stammbaum der aus



Diskussion 23¢

dem kladistischen Ansatz resultierte. Die an den jeweiligen Verzweigungspunkten des
Stammbaums angegebermotstrapWerte lassen folgende Interpretation zu:

Die Monophylie der Atelinae wurde durch einen hobeotstrapWert unterstutzt. Innerhalb

der Atelinae resultierten fur die Verzweigungssequenz von Spezies der Galbwrdta
ebenfalls hohdootstrapWerte. Mit geringeretrootstrap Werten wurde die Verzweigung
innerhalb der Gattungtelesunterstitzt, da die Karyotypen dieser Spezies nahezu identisch
sind und daher nur wenige synapomorphe Merkmale zur Verflgung standen. Eine
phylogenetische Verzweigungssequenz der Gatuaggthrix und Brachytelesnnerhalb der
Atelinae konnte in diesem, auschliel3lich attiromosome paintingdaten basierenden
Stammbaum nicht erzielt werden, da die beiden Spezies identische Syntenien aufwiesen. Mit
einembootstrapWert von nur 55 wurde die gemeinsam abgeleitete Inversion zwischen den
Pitheciinae und den Atelinae befurwortet. Innerhalb der Cebidae wurde die
verwandtschaftliche Beziehung zwischen den Gattur@alficebus und Aotus mit einem
bootstrap Wert von nur 57 unterstitzt. Die Verwandtschaft innerhalb der Gathatys

wurde gleichfalls mit einenbootstrapWert von nur 64 bestatigt. Dies liegt vermutlich in
beiden Fallen daran, dass diese Speziesgruppen jeweils nur ein synapomorphes Merkmal
teilen. Ferner zeigten die untersuchten Vertreter der GatWotys insgesamt drei
Reversionen, wodurch die phylogenetische Verknipfung der Gatt@ajkrebusund Aotus
vermutlich zuséatzlich abgeschwéacht wurde. Die Verknipfung zwischen der G&aumngi

und den Callitrichidae mit einem einzigen gemeinsam abgeleiteten Charakter wurde mit
einembootstrapWert von 52 beflirwortet. Der holtotstrapWert an der Verzweigung zu

den Callitrichidae unterstreicht, dass diese Klade monophyletischen Ursprungs ist. Innerhalb
der Callitrichidae reflektieren dibootstrapWerte, dass die Tamarine eindeutig eine basale

Klade darstellen, wahrend die SpeZizgoeldiizu den Marmosetten klassifiziert wurde.

Der Homoplasie Index von 10% impliziert nur auf den ersten Blick einen relativ hohen Grad
an Konvergenz. Bei genauerer Betrachtung wurden dagegen nur sehr wenige Charaktere
identifiziert, die eindeutig auf konvergenten Ereignissen beruhen. Mit Sicherheit konvergente
Gewinne abgeleiteter Chromosomenformen sind die Assoziation 9/¥dcueitta belzebul

und Alouatta fusca clamitanssowie die Assoziation 2a/10b der GattuAgelesund der
untersuchten Pitheciinae. Die Assoziationen 5b/11Alouatta belzebulund Alouatta
sardAlouatta s. arcoideast mdglicherweise konvergent, entstand jedoch wahrscheinlicher

durch unterschiedliche chromosomale Umbauten.
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Vier weitere homoplastische Charaktere entstanden durch Reversionen, wodurch die
urspringliche Chromosomenform von abgeleiteten Merkmalen, wiederhergestellt wurde. So
kann die Fission 2b/16b zu 2b und 16Callithrix jacchus Chiropotes satanaand in den
untersuchten Spezies der GattuAgtus und Alouatta als Reversion betrachtet werden.
Gleichzeitig reprasentiert diese Fission jedoch ein gemeinsam abgeleitetes Merkmal innerhalb
der untersuchten Spezies der Gattuxiguatta als auch derjenigen der Gattudgtus
Weiterhin stellen die Fission der Chromosomenformen 17/20, 10a/l16a und 8a/l8 bei
verschiedenen Spezies meist spezies-spezifische Ereignisse dar. Durch Fissionen sind
separate Chromosomensegmente entstanden, die dem anzestralen Zustand fur Primaten

entsprechen. Daher stellen diese homoplastische Charaktere dar.

Zusammenfassend hat die Rekonstruktion miA&P nur eine begrenzte Aussagekraft fur

die chromosomale Phylogenie der Neuweltaffen. Fir sich allein stehend, erlaubt sie keine
ausreichend differenzierte Betrachtung der Gute einer Verzeigung, da jeder Charakter gleich
gewichtet wurde. So resultierten bei einigen Verzeigungsknoten, die auf nur einem
synapomorphen Merkmal basieren, wie die Assoziation 2a/15b zwisSheniri und
Callitrichidae in sehr niedrigehootstrapWerten. Chromosomale Umbauten stellen jedoch
seltene genomische Ereignisse dar, die im Gegensatz zur evolutiondren DNA Sequenz
Divergenz punktuellen und nicht graduellen Veranderungen unterliegen. Aufgrund der
Algorithmen, die dePAUP Software zugrunde liegen, werden seltene genomische Ereignisse
vermutlich nicht in entsprechendem MalRe gewichtet. Der erhaltene Homoplasie Index von
10% lasst sich zu einem grof3en Anteil auf Reversionen abgeleiteter Merkmale zurickfuhren,
die mit einer hoheren statistischen Wahrscheinlichkeit entstehen, als der unabh&ngige Gewinn
eines abgeleiteten Merkmals. Daher ware eine geringere Gewichtung dieser Reversionen
durch eine verfeinerte Kodierung angemessener. Diesbeziglich sind weitere Untersuchungen
notwendig, um schliel3lich einen Gewichtskoeffizienten flr Reversionen bestimmen zu
kénnen. Weiterhin erscheint es notwendig, mdglicherweise konvergente Charaktere detailliert
mittels Region-spezifischen DNA Sonden zu analysieren. Dadurch kdnnte ausgeschlossen
werden, dass evolutiondr unabhdngig voneinander entstandene ,ahnliche® Merkmale
falschlich als ,gleiche® und damit konvergente Merkmale klassifiziert werden.
Schlussfolgernd stellt die PAUP Analyse keine Alternative zur kladistischen

Herangehensweise dar, bei welcher eine schrittweise Rekonstruktion der Abfolge
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chromosomaler Umbauten zu chromosomalen Stammb&umen fihrt. Sie kann jedoch als

hilfreiche Ergdnzung dazu eingesetzt werden.

5.2.6 Mechanismen der Chromosomenevolution bei Neuweltaffen

Die vergleichende Karyotypanalyse mittelsromosome paintingeigte, dass Neuweltaffen
innerhalb der Primaten sehr divergente Karyotypen aufweisen. Diese Divergenz spiegelt sich
in der enormen Variabilitat der diploiden Chromosomenzahlen, die von Gallicebus
lugensbis zu 62 in den Gattungdrachytelesund Lagothrix reicht. Insgesamt wurden 149
chromosomale Umbauten in den 31 verschiedenen Spezies, vier Subspezies, sowie den zwel
untersuchten Individuen voflouatta seniculus macconnehiachgewiesen, ausgehend von

dem hypothetischen anzestralen Karyotyp der Neuweltaffen. Es konnte festgestellt werden,
dass sich Neuweltaffen durch einen hohen Grad an spezies-spezifischen Merkmalen
(zwischen 40-50%) auszeichnen. Robertson- und Tandemfusionen, wurden zu etwa 64% und
Fissionen zu etwa 24% beobachtet. Sie scheinen daher pradominante Mechanismen der
Genomreorganisation bei dieser Primatengruppe darzustellen. Inversionen traten zu einem
Anteil von etwa 10% aller beobachteten chromosomalen Umbauten auf. Es wurden nur zwei
Chromosomenumbauten identifiziert, die vermutlich reziproke Translokationen darstellen. So
sind die nachgewiesenen Chromosomenformen 5b/15b/4a/4c und 5a/5bA5mmiunlatus

(siehe 5.2.2), als auch die Assoziation 5b/11 auf zwei Chromosomen in den 3jmri¢s
seniculusarctoidea und Alouatta sara(siehe 5.2.3.1) vermutich das Resultat reziproker
Translokationen. Knapp 60% aller nachgewiesenen chromosomalen Umbauten wurden in der
Familie Atelidae identifiziert, etwa 32% in der Familie Cebidae und nur etwa 9% in der

Familie Callitrichidae.

Hinsichtlich der zugrunde liegenden Mechanismen der Chromosomenevolution kann
folgendes ausgesagt werden: Die Bruchpunkte liegen hauptséchlich in den Zentromer- und
Telomerregionen der Chromosomen und werden moglicherweise durch repetitive Sequenzen
vermittelt, in Kombination mit dem Gewinn oder Verlust von Telomer- und
Zentromerfunktion. Angesichts der Tatsache, dass innerhalb der Neuweltaffen eine
Bandbreite von einem bis zu 31 chromosomalen Umbauten, ausgehend vom anzestralen
Neuweltaffenkaryotyp, bei den rezenten Spezies beobachtet werden konnte, kann eine “Uhr”
fur diese chromosomalen Umbauten nicht angenommen werden. Auch wurdehdtspus

fur diese Umbauten festgestellt. Vielmehr scheinen das Auftreten und die Anzahl
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chromosomaler Veranderungen, sowie die Richtung und die darin involvierten Bruchpunkte

zufallig zu sein.

Homoplasie wurde zu etwa 10% festgestellt. Jedoch wurden nur wenige Charaktere
identifiziert, die wirklich auf konvergenten Ereignissen zu beruhen scheinen. Die Mehrzahl
homoplastischer Charaktere reprasentieren Reversionen durch Robertson’sche Fissionen
(siehe 5.2.5.1). Homoplasien, die durch Robertson’sche Translokationen entstanden sind,
wurden innerhalb der Saugetiere mehrfach beschrieben (Nash et al. 1998, Yang et al. 2000).
Hingegen wurden fur andere chromosomale Umbauten wie Tandem-Translokationen,
reziproke Translokationen und Inversionen sehr selten Homoplasien beolpatatdterg et

al. 200Q. Auch in Neuweltaffen wurden keine homoplastischen Charakteren nachgewiesen,
die auf konvergenten Ereignissen dieser chromosomalen Umbauten basieren. Dies
verdeutlicht, dass sich die Analyse chromosomaler Veranderungen als Methode eignet, um
die phylogenetischen Beziehungen zwischen Neuweltaffen zu studieren. Chromosomalen
Veranderungen kann eine kladistische Bedeutung beigemessen werden, da sie als seltene
genomische Verénderungen betrachtet werden komaea genomic changesiehe Rokas

und Holland 2000).

5.3 Vergleich chromosomaler, molekularer und morphologischer Stammbaume

Vergleichende molekular -genetische, -zytogenetische und morphologische Studien zeigen
weit gehend Ubereinstimmung in der Klassifizierung der rezenten Neuweltaffen in 16
Gattungen. Von vielen Autoren wurden zwei bis drei monophyletische Gruppen der
Neuweltaffen erkannt. Jedoch spiegelt die Vielfalt der vorgeschlagenen Familien und
Unterfamilien keine Konkordanz in der taxonomischen Klassifizierung von Neuweltaffen
wieder. Die Bandbreite erstreckt sich von einer Gruppierung der Neuweltaffen in die Familien
Callitrichidae und Cebidae (Napier 1967, Fleagle 1988), in die Cebidae und Atelidae
(Rosenberger 1981), in die Cebidae, Atelidae und Callitrichidae (Ford 1986), hin zu einer
taxonomischen Klassifikation der Neuweltaffen in finf Familien (Cebidae, Atelidae,
Pitheciidae, Aotidae und Callitrichidae, Rylands et al. 2000). Die Tendenz von kirzlich
publizierten Studien weist auf eine Klassifikation der Neuweltaffen in die Familien Cebidae,
Pitheciidae und Atelidae hin (Schneider et al. 2001, Singer et al. 2003, Seuanez im Druck).
Ebenso resultierten mit den verschiedenen methodischen Ansatzen diskrepante Ergebnisse

hinsichtlich der phylogenetischen Verzweigungssequenz von Neuweltaffen. Insbesondere die
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phylogenetische Verknipfung zwischen den Unterfamilien ist derzeitig noch nicht geklart.
Eine auffallend kontroverse Klassifizierung wurde besonders bei den GattGadenico,
Callicebus Aotus und Leontopithecudeobachtet. Da die Klassifizierung der Neuweltaffen
nur auf der Ebene der Unterfamilierergleichsweise gesichert ist, wird nachfolgend Bezug
genommen auf die Phylogenie innerhalb und zwischen Unterfamilien der Neuweltaffen.

53.1 Callitrichinae

Ein Aspekt kontroverser Diskussion bezlglich 8éylogenie der Callitrichinae liegt in der
Plazierung der Spezie€allimico goedlii begrindet (siehe auch 2.3.2). Wahrend nach
jungeren Ergebnissen vergleichender Studien eine taxonomische Klassifikation der Spezies
Callimico goeldiizu den Callitrichinae zunehmend befirwortet wird, werden unterschiedliche
Standpunkte beziglich ihrer taxonomischen Position innerhalb der Callitrichinae vertreten.
Die in dieser Arbeit gewonnenen Erkenntnisse tber chromosomale Veranderungen innerhalb
der Callitrichinae undC. goeldii geben deutliche Hinweise fiir eine phylogenetische
Zugehorigkeit der Spezies dé. goeldii zu den Calltrichinae. Innerhalb der Callitrichinae
zeigte sie eine nahere phylogenetische Beziehung zu den Marmosetten, als zu den Tamarinen.
Letztere bildeten die erste phylogenetische Verzweigungslinie. Diese Verzweigungssequenz
(siehe Abb. 5.7) stimmt mit einer Vielzahl der Ergebnisse molekular-genetischer Analysen
(Horovitz und Horovitz and Meyer 1995, Porter et al. 1997, von Dornum und Ruvolo 1999,
Canavez et al. 1999, Schneider et al., 2001, Singer et al., 2003) Uberein. In Kontrast dazu
ergaben vergleichende Studien basierend auf morphologischen Charakteristiken eine
Positionierung vorCallimico an der Basis des Stammbaums der Callitrichinae und betonen
eine nahere Verwandtschaft v@uallimico mit den Tamarinen, als mit den Marmosetten
(Rosenberger 1981, 1984, Ford 1986, Kay 1990).

Vergleichende Studien basierend auf morphologischen, molekular -genetischen und -zyto-
genetischen Daten spiegeln gleichfalls eine uneinheitliche taxonomische Positionierung der
GattungenLeontopithecusund Saguinuswieder. Die Ergebnisse von Rosenberger (1981,
1984) und Ford (1986), von Dornum und Ruvolo (1999) und Schneider et al. (2001) weisen
auf eine nahere Verwandtschaft vioeontopithecusals Saguinuszu den Marmosetten hin.
Hingegen schlugen Kay (1990), Horovitz und Meyer (1995), Singer et al. (2003) die
umgekehrte Variante der Positionierung der beiden Gattungen vor.
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Gegensatzliche Standpunkte werden auch bezlglich der taxonomischen Klassifikation der
Gattung Cebuella (ausfuhrlich diskutiert in Rylands et al. 2000) vertreten. Basierend auf
morphologischen Studien, argumentieriRRosenberger (1984)nd Natori (1994)zugunsten

von einer Einbeziehung der Gattu@gbuellain die GattungCallithrix. Diese Ansicht wurde

von Barroso et al. (1997Porter et al. (1997), Canavez et al. (1996) geteilt, basierend auf den
Ergebnissen molekular genetischer Studien. Rylands et al. (2000) schlugen hingegen vor, dass
Cebuellaeine eigene Gattung darstellen sollte, um die Unterschiedlichkeit dieses Taxons
hervorzuheben. Die Existenz der hier untersucl@efacchusx C. pygmaeanter-Spezies
Hybrid Individuen (siehe 4.1.2.1 und 4Meusser et al. im Drugkdie einen balancierten
Karyotyp aufweisen und morphologisch gesund sind, bietet Argumente fur eine Beflirwortung
der taxonomischen Klassifikation v&@ebuellain die GattungCallithrix. Untersuchungen zur
Fertilitat und Meiose de€. jacchusx C. pygmaednter-Spezies Hybriden wirden weitere
Anhaltspunkte bieten, die fur die taxonomische Klassifikation der GattuGg#ithrix und

Cebuellainformativ sein konnten.

532 Atelinae

Die Ergebnisse vergleichender molekular-zytogenetischer Studien von Consigliére et al.
(1996, 1998), Garcia et al. (2000), Morescalchi et al. (1997), Stanyon et al. (2001), zusammen
mit den im Rahmen dieser Dissertation gewonnenen Erkenntnissen (siehe de Oliveira et al.
2002, de Oliveira et al. im Druck), geben deutliche Hinweise auf einen monophyletischen
Ursprung der Atelinae, da zahlreiche synapomorphe Charaktere identifiziert wurden, die von
allen vier GattungenL@gothrix Brachyteles Atelesund Alouattg geteilt werden. Dies steht

in Einklang mit der Mehrzal der Befunde anderer Studien (siehe Ubersichtsartikel von
Schneider 2000). Die phylogenetische Verzweigungssequenz der vier Gattungen innerhalb
der Atelinae wird jedoch kontrovers diskutiert. In Ubereinstimmung mit den Ergebnissen
dieser Arbeit, klassifizierten viele Autoren die Gattukiguatta innerhalb der Atelinae als
basale Klade (Rosenberger 1981; Ford 1986; Kay 1990; Harada et al. 1995; Schneider et al.
2001; Meireles et al. 1999). Die GattuBgachyteleswurde basierend auf den Ergebnissen
molekular-genetischer Studien als Schwestergattung der Gattung Lagothrix erkannt
(Schneider et al. 2001, Canavez et al. 1999, Meireles et al. 1999, von Dornum und Ruvolo
1999). Anhand dieser Studien leitete sich eine phylogenetische Verzweigungssequenz von
{ Ateles {Lagothrix und Brachytele}}} ab. Demgegeniuber deuten die Ergebnisse dieser

Arbeit auf eine ndhere verwandtschaftliche Beziehung zwisélteles und Lagothrix, als
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Ateles und Brachyteleshin, aus der sich eine Sequenz vdrgchyteles{Lagothrix und
Ateleg}} ableitet. Auf der Basis morphologischer Vergleiche schlug Kay (1990) ebenfalls
eine nahere Verwandtschft zwischiemgothrix und Ateles als Brachytelesund Atelesvor.
Rosenberger (1981, 1984) hingegen, gruppiefachytelesund Ateles am néchsten
zueinander und die Gattuhggothrix als Schwestergruppe. Die Ergebnisse von Ford (1986)
resultierten in einer Trichotomie der Gattung@achytelesLagothrixundAteles

Der Vergleich des im Rahmen dieser Studie erstellten Stammbaums von Spezies der Gattung
Alouatta(siehe Abb. 5.4 und de Oliveira et al., 2002) mit Stammb&aumen, die auf molekular-
genetischen (Meireles et al. 1999; Bonvicino et al. 2001), morphologischen und
biogeografischenMittermeier und Coimbra-Filho 1981, Gregorin 1998aten fundieren,
zeigte Ubereinstimmung in der Positionierung der SpeXiesatta carayaan der Basis der
GattungAlouatta Im Unterschied zu der hier abgeleiteten phylogenetischen Verzweigungs-
sequenz {A. carayaund A. belzebyl{ A. fusca{A. seniculus macconnelfA. saraund A.
seniculus arctoided}, bei der die SpeziesA. caraya und A. belzebul eine Linie
reprasentieren und\. fusca zusammen mit deAlouatta seniculusGruppe einezweite
phylogenetische Linie bilden, klassifizierten Bonvicino et al. (2@0Xfjuscazusammen mit

A. belzebulDie SpeziedA. seniculusstellte hierbei eine Schwesterklade daregorin (1996)
hingegen, gruppiertd. belzebulund A. seniculusn eine Klade und. fuscareprasentierte

eine Schwestergruppe.

Die Ergebnisse der Charakterisierung der in dieser Arbeit untersuchten Spezies der Gattung
Alouattg geben Anhaltspunkte, die fur eine taxonomische Neubewertung einiger Spezies
sprechen wirde. So zeigte die vergleichende Karyotypanalyse der zwei untersuchten
Subspezies voA. f. fuscaund A. f. clamitansdass sich die beiden Subspezies durch zwei
Roberson’sche Translokationen voneinander unterscheiden. Ein Hybrid der entsprechenden
Karyotypen mit 2n=49/50 und 2n=45/46 wirde die Bildung von zwei Trivalenten in der
Meiose erfordern, welche eine fehlerhafte Segregation der Trivalente in der Meiose zur Folge
haben kdnnte und zur Beeintrachtigung der Lebensféahigkeit und/oder Fertilitat fihren kénnte.
Es kann daher spekuliert werden, dass eine taxonomische Klassifikation der untersuchten
Subspezies als Spezies gerechtfertigt ware. Weiterhin konnte festgestellt werden, dass die
zwei untersuchten Individuen der Spezidsuatta seniculus macconnefius der Region um
Uatuma river bzw. Jari river verschiedene Karyotypen aufweisen. Sie unterscheiden sich
voneinander durch eine zentrische Fission und Fusion. Ob dieser Karyotypunterschied
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ausreicht um eine wirksame Reproduktionsbarriere darzustellen, ist allerdings unklar. Ferner
zeigte die vergleichende Charakterisierung der Subspdzies. macconnelliund A. s.
arctoideg dass sich die Karyotypen dieser Subspezies durch multiple Translokationen
voneinander unterscheiden, welche eine wirksame Reproduktionsbarriere darstellen kénnten
(sieheNevo 2000) Die Ergebnisse weisen auf eine nahere verwandtschaftliche Beziehung
zwischenA. seniculus arctoideand A. sarazueinander als zA. seniculus macconneliin.

Da die SpeziesA. seniculus saravon der mehrheitlichen Anzahl der Autoren als eigene
SpeziesA. saradeklariert wurde (siehe Groves 1993, Rylands et al. 2000) ware gemaf den
chromosomalen Daten dieser Arbeit eine Neubewertung des taxonomischen Status der
Subspezied. s. macconnellindA. s. arctoideabenfalls in Erwégung zu ziehen.

Die Rekonstruktion chromosomaler Phylogenien innerhalb der Gattighes(de Oliveira et

al. im Druck), bezog die Speziédeles geoffroy{Morescalchi et al. 1997Ateles belzebuth
hybridus (Garcia et al. 2002), wie auch die Spezidgsles paniscus paniscusd Ateles
belzebuth marginatusdie im Rahmen dieser Dissertation untersucht wurden, mit ein. Es
resultierte eine Verzweigungssequenz Aitb. marginatusan der Basis, gefolgt voA. p.
paniscus Die SpeziedA. b. hybridusund A. geoffroyibildeten eine Schwesterklade &u p.
paniscus (siehe Abb. 5.6). Die Sequenzanalyse mitochondrialer DNA von Collins und
Dubach (2001) ergab hingegen, dass die Spézigs paniscuslie urspringlichste Klade im
Vergleich zuA. b. marginatusund A. geoffroyi darstellt. Eine solche phylogenetische
Konstellation wuirde konvergente chromosomale Umbauten erfordern. So musste
angenommen werden, dass die Chromosomenform 1al/6/1c/6/1c durch konvergente
Ereignisse inA. p. paniscusA. b. hybridusund A. geoffroyi entstanden ist. Die hier
rekonstruierte chromosomale Phylogenie bietet Giberdies deutliche Anhaltspunkte, die fur eine
Re-Klassifikation der Spezies. b. hybridussprechen wirden, da diese mit der Spegies

geoffroyiwesentlich mehr synapomorphe Charaktere, alg\nibit marginatugeilt.

5.33 Aotinae, Cebinae und Pithecinae

Vergleichende molekular-genetische, -zytogenetische und morphologische Studien lieferten
ein breites Spektrum an verschiedenen Vorschlagen zur Phylogenie der Aotinae, Cebinae und
Pitheciinae. Viele Autoren molekular-genetischer Studien (Harada et al. 1995, Schneider et al.
2001, Porter et al. 1997, Canavez et al. 1999) klassifizierten die Pitheciinae, die sich aus den

drei GattungenPithecig Chiropotesund Cacajao zusammensetzt, als Schwesterklade der
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Atelinae, in Ubereinstimmung mit Ford (1986) und Rosenberger (1981, 1984), basierend auf
morphologischen Daten und den Ergebnissen dieser Arbeit. Kay (1990) hingegen betrachtete
die Pitheciinae als urspriinglichere Klade und platzierte diese als abzweigende Linie vor der
Aufspaltung zu den Atelinae, Callitrichinae uAdtus.

Eine kontroverse Klassifizierung spiegeln die Publikationen vergleichender Studien beziglich
der GattungerCallicebusund Aotuswieder. Ford (1986) und Rosenberger (1981, 1884) und
Sorci et al. (1997) postulierten, das die Gattungetus und Callicebus einen néchsten
gemeinsamen Vorfahren teilen. Die phylogenetische Verknipfung dieser Gattielgem
Einklang mit den Befunden dieser Arbeit. Harada et al. (1995), von Dornum und Ruvolo
(1999), Porter et al. (1997), Canavez et al. (1999) und Schneider et al. (2001), kontrastieren
diese Erkenntnisse, indem sie die Gatt@wgjlicebusmit den Pitheciinae und die Gattung
Aotusmit den Callitrichinae gruppierten. Horovitz und Meyer (1995) klassifizigkt#nsals
nachstverwandte Gattung ZLebusund Pithecia und Callicebusals urspringlichste Klade
nachAlouatta Kay (1990) stellte eine weitere Variante in der Klassifizierung Aotusund
Callicebusvor, indem eCallicebusals urspriinglichste Linie der Neuweltaffen uhotusals

Schwesterlinie der Callitrichinae und Ateline betrachtete.

Die hier vorgeschlagene phylogenetische Verknupfung der Gat&emgiri mit den
Callitrichinae, die eine gemeinsam abgeleitete Assoziation teilen, korreliert mit den Befunden
vieler Autoren basierend auf molekular-genetischen und morphologischen Daten
(Rosenberger 1981, 1984 und Kay 1990, Sorci et al. 1997, Schneider et al. 2001, Harada et al.
1995, Porter et al. 1997). Die Gattu6gbuswurde von diesen Autoren, mit Ausnahme von

Kay (1990), als Schwestergattung v&aimiri klassifiziert. Die vergleichende Karyotyp-
analyse deckte jedoch kein synapomorphes Merkmal auf, das ausschlief3lich von der Gattung
Saimiri und Cebusgeteilt wird und Ruckschlisse auf einen ndchsten gemeinsamen Vorfahren
dieser beiden Gattungen geben wirde. Hingegen wurde festgestellt, dass der hypothetische
anzestrale Karyotyp der Neuweltaffen nahezu vollstdndig in den untersuchten Spezies der
Gattung Cebus konserviert ist (siehe 5.2.2). Die Ansicht, dass die Gattung Cebus einen
Lprimitiven* Karyotyp innerhalb der Neuweltaffen aufweist, wurde von Garcia et al. (2000,
2002) und Richard et al. (1996) auf der Basis von Banderungsanalyseshnamdosome
paintingebenfalls vertreten.
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Zusammenfassend demonstriert die Bandbreite verschiedener Vorstellungen die bezuglich der
Phylogenie und Taxonomie von Neuweltaffen formuliert wurden, dass phylogenetische
Zusammenhéange nur interdisziplinar aufgedeckt werden kdnnen. So sind jedem methodischen
Ansatz Limitierungen in Bezug auf die Auflésung gesetzt. Eine phylogenetische
Rekonstruktion mittels der vergleichende DNA Sequenzanalyse wird beispielsweise
erschwert, wenn die DNA Sequenz zwischen zwei Spezies stark konserviert ist. Umgekehrt
konnen molekular-genetische Ansatze eine bessere Auflosung erzielen bei Vorliegen von
Karyotypen mit identischen chromosomalen Syntenien zwischen zwei Spezies.

In dieser Dissertation konnte gezeigt werden, dass mit der vergleichende Karyotypanalyse
unter Verwendung der Methode desltidirectionalchromosome paintingin Einblick in die
chromosomale Phylogenie von Neuweltaffen gewonnen werden konnte. Es konnte
demonstriert werden, dass mit molekular-zytogenetischen Analysen auch komplexe
chromosomale Veranderungen, die in der Evolution von Neuweltaffen stattgefunden haben,
nachgewiesen werden konnen. Jedoch wurden auch Limitierungen in der Aufldsung von
FISH offensichtlich. So konnte eine phylogenetische Verzweigungssequenz der vier
Gattungen innerhalb der Atelinae nur mittels ergadnzender Banderungsanalysen von
Chromosomen, die zusatzliche intra-chromosomale Veréanderungen aufdeckten, abgeleitet
werden. Eine hoch auflosende Charakterisierung mit Hilfe von BAC Klonen verspricht
hierbei eine weitaus prazisere intra-chromosomale Definition, als im Vergleich zu
Banderungsanalysen. Diese ware insbesondere zur Uberprifung der Homologie von
bestimmten chromosomalen Charakteren informativ, die Schlusselrearrangments darstellen.
So konnte beispielsweise mit Hilfe der vergleichenden Kartierung von BAC-Contigs definiert
werden, ob die in Piheciinae und Atelinae nachgewiesene Inversion der homologen

menschlichen Chromosomensegmente 10a/16a/10/16 identisch ist.

54 Organisation und Evolution repetitiver Sequenzmotive

Die Ergebnisse der vergleichenden Karyotypanalyse der bisher rofitelmosome painting
untersuchten Neuweltaffen ergaben, dass Neuweltaffen eine hohe Anzahl spezies-spezifischer
Umbauten zeigten. Robertson'sche und Tandem Fusionen, sowie Fissionen stellten
pradominante Rearrangements dar (siehe 5.2.6). Diese involvierten zentromerische und (sub-)
telomerische repetitive Genomelemente. Der gewonnene Uberblick tiber die Verwandtschafts-
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verhaltnisse der mittelshromosome paintingntersuchten Neuweltaffen (siehe 5.2) diente als

Basis fur detailliertere Untersuchugen zur Evolution repetitiver Genomelemente.

Mittels iICGH (siehe 4.2) war es moglich, sowohl spezies-spezifische Merkmale, wie auch
Gemeinsamkeiten zwischen Spezies nachzuweisen, diehmuimosome paintingerdeckt
blieben. Es konnte demonstriert werden, dass heterochromatische Bereiche (Zentromer-, aber
auch interstitielle und terminale Regionen) h&ufig ein unbalanciertes Fluoreszenzintensitéats-
verhaltnis zeigten, wahrend euchromatische genomische Regionen balanciert zwischen den
untersuchten Neuweltaffen waren. Im Rahmen der Auflosung von FISH zeigten viele dieser
heterochromatischen Bereiche sowohl qualitativ als auch quantitativ Spezies spezifische
Eigenschaften.

So erlaubte reziprokes iICGH zwisch&aimri sciureusund Saguinus oedipugsiehe Abb.

4.38 A) den Nachweis interstitieller, als auch terminaler repetitiver Genomeleme8te in
sciureus die spezifisch fur das untersuchte Individuum ®orsciureusvaren. BeiS. oedipus
zeigten nur die Zentromerregionen signifikante Unterschiede in dem Fluoreszenz-
intensitatsverhaltnis. Durch die reziproke Hybridisierung auf Metaphase8.\smureusind

S. oedipus wurde offensichtlich, dass die Unterschiede in dem Fluoreszenzinten-
sitatsverhaltnis nicht durch eine unterschiedliche Kopienanzahl zentromerischer Sequenzen
zwischen beiden Spezies verursacht wurden. Ware dies der Fall, wirde genomische DNA von
derselben Spezies auf Metaphasepraparaten von s®wvobkHdipusals aucls. sciureusine
Uberreprasentierung in den Zentromerregionen zeigen. Stattdessen dokumentiert dieses iCGH
Experiment die Sequenzdivergenz von zentromerischem Heterochromatin zwischen beiden
Spezies. Dadurch wird offensichtlich, dass die Evolutionsrate repetitiver Chromosomen-
regionen wesentlich hoher ist als im Vergleich zu euchromatischen Regionemdbme
Evolutionsrate repetitiver Sequenzen vaentromerischem Heterochromatwonnte bereits
innerhalb einer Gattung beobachtet werden. So zeigte das iICGH Experiment zwischen
Alouatta carayaund Alouatta seniculusauf Metaphasechromosomen vAn caraya(siehe

Abb. 4.38 K), dass die Zentromerregionen Vancarayaausschliel3lich mit genomischer

DNA von A. caraya hybridisierten. Die vergleichende Genomhybridisierung zwischen
Lagothrix lagothricha und Brachyteles arachnoideszeigte, dass die Mehrzahl der
Zentromerregionen eine spezies-spezifische Uberreprasentierung aufwiesen, wahrend die
meisten perizentromerischer Regionen balanciert zwischen beiden Spezies waren (siehe Abb.

4.38 1, J). Damit demonstriert dieses ICGH Experiment, dass verschiedene repetitive
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Genomelemente unterschiedlich schnell evolvieren kdnnen. Dassumktionell &hnliche

oder gleiche Sequenzen eine unterschiedlich schnelle Evolutionsrate zeigen kdnnen,
dokumentiert das iCGH Experiment zwischén seniculusund Alouatta fusca auf
Metaphasechromosomen vah seniculus(siehe Abb. 4.38 L). Dieses Experiment liefl3
erkennen, dass einige Sequenzen von zentromerischem Heterochromatin von beiden Spezies
geteilt wurden, andere dagegen divergent waren. Ferner konnten zwei Chromosomen von
seniculusidentifiziert werden, die ausschliel3lich mit genomischer DNA yorseniculus
hybridisierten. Diese Chromosomen reprasentieren vermutlich B-Chromosomen, die
bekanntlich mit einer Anzahl zwischen null und drei pro Zelle in dieser Spezies vorkommen
(de Oliveira et al., 2002, Lima und Seuanez et al., 1991).

Mit diesen iICGH Experimenten konnte demonstriert werden, dass heterochromatische und
euchromatische chromosomale Regionen differenziert dargestellt werden kdnnen.
Insbesondere zentromerische, aber auch interstitielle und subtelomerische heterochromatische
Regionen zeigten hé&ufig sowohl qualitativ als auch quantitativ Spezies spezifische
Eigenschaften. Es wurde auch erkennbar, dass verschiedene Klassen repetitiver Sequenz-
motive unterschiedlich schnell evolvieren kénnen. Diese Resultate heben die enorme
Plastizitat repetitiver Genomelemente im Vergleich zu euchromatischen Regionen hervor, die
in allen untersuchten Spezies balanciert erschienen. Hiermit wird deutlich, dass in der
Evolution repetitiver Genomelemente bei verschiedenen Spezies unterschiedliche

chromosomale Verteilungsmuster und Mutationsraten vorherrschen.

Als molekulare Mechanismen, die dazu fuhren, dass repetitive Genomelemente eine
Amplifikation, im Sinne einer Expansion von Tandemwiederholungen eines Sequenzmotivs,
als auch eine intra- und inter-chromosomale Verteilung eines repetitiven Sequenzmotivs,
erfahren, konnen z.B. ungleichesossing-over Transposition, Konversion oder DNA
slippage genannt werden. Diese molekularen Mechanismen werden als Ursache fur den
Molecular Drive diskutiert (siehe Ubersicht bei Dover 2002). GemaR diesem Autor kann
Molecular Drive als Zweistufen Prozess verstanden werden, bei welchem zunachst eine
graduelle Verteilung eines Sequenzmotivs Uber ein Genom und anschlie3end eine Weitergabe
dieses Sequenzmotivs an nachfolgende Generationen stattfindet. Dies kann zur Folge haben,
dass das betreffende Sequenzmotiv innerhalb einer Population verteilt wird. Das Vorliegen
spezies-spezifischer repetitiver Genomelemente, die auf mannigfachen Chromosomen

verstreut sind, kann Uber solche evolutionaren Prozesse erklart werden.
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54.1 Genomische Imbalancen und chromosomale Polymorphismen bei

Callitrichinae

Mittels iICGH konnten genomische Imbalancen zwischen verschiedenen Spezies der
Callitrichinae und demCallithrix jacchus x Cebuella pygmaednter-Spezies Hybriden
visualisiert werden (siehe 4.2, Abb. 4.38 C-H und 4.40). Diese waren auf Chromosomen-
regionen beschrankt, die von keiner der verwendp&nting Sonden hybridisiert wurden
(Neusser et al. 2001, Neusser et al. im Druck). Euchromatische Regionen erschienen hingegen
balanciert zwischen allen untersuchten Spezies. Ferner zeigten nur solche Chromosomen-
regionen genomische Imbalancen, die als C-Banden positives Heterochromatin identifiziert

wurden (Nagamachi et al. 1992).

Die vergleichende Genomhybridisierung zwisch€n jacchus und Saguinus oedipus
(Abbildungen hierzu wurden nicht illustriert) zeigte, dass ausschlie3lich die Zentromer-
regionen aufgrund der Sequenzdivergenz von zentromerischem Heterochromatin unbalanciert
zwischen diesen beiden Spezies waren. Wurden hingegen die S@eilidgjx argentatg C.
jacchusundC. pygmaeaniteinander verglichen, erschienen die Zentromerregionen balanciert
zwischen allen drei Spezies (siehe Abb. 4.38 C-F). Dies weist auf eine geringere Sequenz-

divergenz von zentromerischem Heterochromatin zwischen diesen Spezies hin.

Die SpeziesC. argentataund C. pygmaeaweisen identische chromosomale Syntenien
euchromatischer Regionen auf (Neusser et al. 2001). Im Unterschied dazu konnte mittels
ICGH ein spezies-spezifisches Muster repetitiver Sequenzen beobachtet werden (siehe Abb.
4.38 C+D).C. argentataundC. pygmaeaeigten eine Amplifikation repetitiver Sequenzen in
zahlreichen subtelomerischen Regionen. Diese Regionen korrespondierten mit denjenigen
Chromosomensegmenten, die mit keiner der verwendgtezmosome paintingonde des
Menschen,Lagothrix lagothrichaund S. oedipushybridisierten. Sie sindvermutlich aus
konstitutivem Heterochromatin zusammengesetzt sind, das im Genom des Mei&chen,
oedipus und L. lagothricha nicht vorkommt. Ferner konnte durch die reziproke
Hybridisierung genomischer DNA der beiden Spezies nachgewiesen werden, dass
subtelomerisches Heterochromatin keine Homologie zwischen den beiden Spezies zeigte. So
hybridisierten repetitive Sequenzen vOnargentataausschlief3lich auf Chromosomen von
argentata und umgekehrt. Im Rahmen der Auflésung von FISH représentieren diese

Heterochromatinbldcke in beiden Spezies daher spezies-spezifische Sequenzen. Qualitative,
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als auch quantitative Polymorphismen repetitiver Sequenzen konnten in beiden Individuen
dieser Spezies identifiziert werden. Durch @mnatur dieser repetitiven Genomelemente
kénnen die beiden karyologisch sonst identischen Spé€ziggygmaeaund C. argentata
unterscheidbar gemacht werden konnen. Im Vergleich dazu konnte mittels ICGH zwischen
den Spezie€. jacchusund C. argentata gezeigt werden, dass der Karyotyp W@njacchus
ganzlich balanciert war, wéhrend in der Spefiesargentataeine deutliche Amplifikation
subtelomerischer repetitiver Sequenzen feststellbar war. Dies steht in Einklang mit den
Ergebnissen von Alves et al. (1995), die Satellten DNA Sequenzen bestehend aus
Tandemwiederholungen eines 1528bp Monomers Gusirgentataisolierten und zeigen
konnten, dass diese in subtelomerischen Regionen in verschiedenen Vertretern der ,argentata
Gruppe“ der Gattung Callithrix, wi€. argentata C. humeraliferund C. emiliae hoch
amplifiziert vorlagen. Die Amplifikation dieses Satelliten hat vermutlich erst relativ kirzlich
stattgefunden, da sie in anderen nahe verwandten Spezig3, jamchusoderC. penicillata

nicht nachweisbar war. Diese f. argentata C. humeraliferund C. emiliae charakteris-

tische Amplifikation repetitiver Satelliten DNA Sequenzen bietet nach Alves et al. (1995)
Anhaltspunkte, die eine Klassifizierung der Gatt@adlithrix in eine ,argentata Gruppe* und

eine ,jacchus Gruppe® beflrworten wirde, wie sie bereits Mittermeier et al. (1988)

vorgeschlagen wurde.

Die Untersuchung de€. jacchusx C. pygmaealnter-Spezies Hybriden durch CGH mit
gesamt-genomischer DNA der parentalen Spezies (siehe Abb. 4.38 G) visualisierte
unbalancierte Regionen auf nur einem Homologen von zahlreicher Chromosomenpaaren. Die
Untersuchung der miitterlichen Chromosomen mit der gleichen Sonde ergab hingegen
durchweg balancierte Fluoreszenzintensitatsverhaltnisse (siehe Abb. 4[38 Hantitative
Analyse des Hybridisierungsmusters deter-Spezies Hybriden zeigte, dass offensichtlich
repetitive Genomelemente in hohem Male (Uberreprésentiert in einigen Homologen
vaterlicher Herkunft waren (siehe Abb. 4.40). Euchromatische Regionen erschienen hingegen
balanciert. Das Vorkommen vadd. pygmaeaspezifischen Heterochromatinblocken erlaubte

so eine ldentifizierung der paternalen Herkunft von 13 Chromosomen des Inter-Spezies
Hybriden.

Die Analyse verschiedenéndividuen der Spezie€ebuella pygmaeaittels CGH machte
erkennbar, dass unterschiedliche Verteilungsmusten C. pygmaea spezifischen

Heterochromatinbldcken in dieser Spezies vorliegen kdnnen. So zeigten die drei untersuchten



Diskussion 2537

Individuen vonC. pygmaeaeine quantitativ und qualitativ unterschiedliche Organisation
dieser heterochromatischen Genomelemésighe Abb. 4.39).

Die Ergebnisse dieser ICGH Experimente dienten als Basis fur die Generierung einer DNA
Sonde mittels Mikrodissektion, die spezifisch fur eine repetitive Region des homdogen
pygamaeChromosoms 18 des Inter-Spezies Hybriden ist (siehe 4.3, Abb. 4.41). Die inter-, als
auch intraspezifische Charakterisierung verschiedener Vertreter der Familie Callitri€hinae (
jacchus C. argentata S. oedipusC. goeldii C. pygmaeaund der Inter-Spezies Hybriden,
siehe Abb. 4.44) mit dieser Mikrodissektionss-Sonde bestatigte, dass die mikrodissektierte
heterochromatische Region spezies-spezifisctCiipygmaeadst. Die Cohybridisierung der
Mikrodissektionss-Sonde mit dem lagothrichamulti-color Sonden Subset L2 ermdglichte
hierbei eine einfache und zuverlassige ldentifizierung homologer Chromosomen. Erwahnens-
wert ist insbesondere, dass die Mikrodissektions-Sonde nicht auf Chromosomen der Spezies
C. argentatakartierte. Dies deutet darauf hin, dass die nachgewiesenen heterochromatischen
Regionen irC. pygmaeaindC. argentatasiehe 4.2, Abb. 4.38 C, D) einen unterschiedlichen

evolutionaren Ursprung haben.

Die drei Individuen vorC. pygmaeaind dieC. jacchusx C. pygmaednter-Spezies Hybriden
zeigten qualitative und quantitative Polymorphismen in der Verteilung dieses repetitiven
Sequenzmotivs (siehe 4.3.2, Abb. 4.45). Insgesamt wiesen die nahe miteinander verwandten
Individuen 1 und 2 ein sehr &hnliches Hybridisierungsmuster auf, im Vergleich zu Individuum
3, welches einer anderen Zuchtpopulation entstammt. Diese Polymorphismen représentieren

potenziell wertvolle Marker fur zukiinftige Populationsstudien.

Das Vorliegen von heterochromatischen Chromosomenregionen, die nur in der paternalen
Spezies der Inter-Spezies Hybriden vorkommen und die an die Hybriden in haploidem Status
vererbt wurden, wirft eine weitere Frage auf: Welche Rolle spielt Heterochromatin bei der
Speziation? Die Ergebnisse dieser Studie weisen zumindest darauf hin, dass auch signifikante
Mengen an Heterochromatin keinen nachteiligen Effekt auf die Lebensfahigkeit der Inter-
Spezies Hybrid Individuen haben. Dies steht in Einklang mit den Beobachtungédingon

(1993) der verschiedene Evidenzen zusammengetragen hat, wonach Heterochromatin nicht
notwendigerweise Speziationsprozesse in Gang setzt, da es keine ausreichende reproduktive
Barriere darstelltNevo (2000)argumentierte, dass zusatzliches Heterochromatin eher in

Adaptation-, als in Speziationsprozessen involviert zu seien scheint.
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5.4.2 Chromosomale Polymorphismen in der GattungSaimiri

Die vergleichende Genomhybridisierung zwiscHgaguinus oedipusind Saimiri sciureus

(siehe 4.2, Abb. 4.38 A) erlaubte den Nachweis eines polymorphen interstitiellen
Heterochromatinblocks auf Chromosom 14p v®n sciureus der in dem untersuchten
Individuum in heterozygotem Zustand vorlag. Mit Hilfe der chromosomalen Mikrodissektion
war es moglicheine spezifische DNA Sondegir diese Chromosomenregiau etablieren

(siehe 4.3, Abb. 4.41). Diese wurde anschlie3end zusammen mit einer subregiaimieg

Sonde (homolog z&. sciureusChromosom 14p) vergleichend auf Metaphasechromosomen
von Individuen der SpezigSaimiri boliviensisund Saimiri ustuskartiert. Die untersuchten
Individuen zeigten ein spezifisches chromosomales Verteilungsmuster dieses repetitven
Sequenzmotivs (siehe Abb. 4.43). $ boliviensisund S. sciureuskonnten quantitative
Polymorphismen heterochromatischer Regionen zwischen den Homologen eines Chromo-
somenpaares mit der Mikrodissektions-Sonde nachgewiesen werden. Die untersuchten
Individuen der SpezieS. boliviensizindS. ustusviesen im Unterschied zu dem untersuchten
Individuum vonS. sciureukeinen polymorphen Heterochromatinblock auf dem Homologen

zu S. sciureuhromosom 14p auf.

Das unterschiedlichehromosomalé/erteilungsmuster dieses reptitiven Sequenzmotivs in
den untersuchten Individuen der Gattusgimiri sowie das Vorliegen polymorpher
Chromosomenregionen verdeutlicht wiederum die enorme Plastizitat repetitiver Genom-
elemente im Vergleich zu euchromatischen Chromosomenregionen. Uber das unterschied-
liche Verteilungsmuster dieser Genomelemente war es moglich, die Karyotypen der

untersuchten Spezies zu unterscheiden, die ansonsten identisch sind.

Innerhalb der Gattun§aimiri wurden jedoch nicht nur Polymorphismen heterochromatischer
Regionen beobachtet. Ferner sind auch strukturelle Polymorphismen beschrieben worden. So
demonstrierten Moore et al. (1990), dass die in unterschiedlichen geografischen Regionen
beheimateten (Sub-) spezi®ssciureus sciureu$. boliviensis boliviensisndS. boliviensis
peruviensis Inversionspolymorphismen d&: sciureusiomologen Chromosomen 15 und 16
zeigten, die zu einem unterschiedlichen Verhaltnis akrozentrischer zu submetazentrischer
Chromosomen in den verschiedenen Subspezies fuhrten. Scammell et al. (2001) charakteri-
sierten kurzlich die Karyotypen verschiedener Zelllinien dieser Subspezies und bestatigten die

Beobachtungen von Moore et al. (1990). Gemalf diesen Authoren wirde es sich demnach bei
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dem hier untersuchten Individuum nicht ug& sciureushandeln, sondern unSaimiri
boliviensis boliviensisWeiterhin wirde die einzige bisher publizierte Spezies der Gattung
Saimiri, die mittelschromosome paintingharakterisiert wurde (Stanyon et al. 2000), n&ht
sciureus sondernS. boliviensigperuviensisdarstellen. Diese kontroversen Klassifikationen
reflektieren, dass Uber die systematische Zuordnung von Spezies und Subspezies noch
Unklarheit besteht. Die enorme Wichtigkeit der genauen Identifizierung von Spezies und
Subspezies, sowie deren geografische Ursprungsregion und Populationszugehérigkeit, wird
insbesondere dann offensichtlich, wenn Spezies Gegenstand von Artenschutzmassnahmen
und konzertierten Zuchtprogrammen von Primatenzentren sind. In dieser Hinsicht ist
erwahnenswert, dass die Untersuchung eg@miri Kolonie zu der Vermutung fihrte, dass

die polymorphe Region i%. sciureu<Chromosom 14p (die tber C-Banderung identifiziert
wurde) einen moglichen Einfluss auf den Reproduktionserfolg in weiblichen Individuen

ausuben koénnte (Moore et al. 1990).

Die Relevanz einer korrekten Identifizierung von Spezies und Subspezies und deren Herkunft
kommt auch im Bereich der angewandten Forschung zum tragen; insbesondere bei
Totenkopfaffen, wieS. sciureusund S. boliviensis die als Modellorganismen in der
biomedizinischen Forschung von Bedeutung sind (siehe Moore et al. 1990). So sind
verschiedene Spezies und Subspezies aufgrund ihrer Suszeptibilitdt haufig unterschiedlich gut
als Modellorganismus fir bestimmte Fragestellungen geeignet. So wurde berichtet, dass die
SpeziesS. sciureugine Pradisposition zeigt, Gallensteine zu entwickeln, wenn sie unter Diet
gesetzt wirdS. boliviensischeint hingegen in dieser Hinsicht resistent zu sein (Portman et al
1980, Moore et al., 1990).

Die Identifizierung distinkter chromosomaler Marker wie z.B. auch chromosomale
Polymorphismen konntebei der Unterscheidung von Spezies und Subspezies hilfreich sein.
Diese kénnterauch fur die biomedizinische Forschung relevant sein, um diejenigen (Sub-)
spezies als Modellorganismen auswéhlen zu kénnen, die sich am besten fir bestimmte

Fragestellungen eignen.
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5.5 Evolutionare Aspekte der Zellkernarchitektur

Mit den hier durchgefiihrten Hybridisierungen auf 3D fixierte S-Phase Zellkerne des
Menschen und Neuweltaffen sollten Auswirkungen evolutionarer Rearrangements auf die
Anordnung des Chromatins beleuchtet werden. Dazu wurden Experimente zu radialen
Anordnung von Chromosomenterritorien (CT) und von chromosomalen Subregionen
durchgefihrt, die Aufschluss geben sollten, inwieweit radiale Arrangements von Chromatin
evolutionar konserviert bleiben und ob diese eine Korrelation zur Gendichte zeigen. Ein
weiterer Aspekt dieser Experimente beinhaltete die Fragestellung, ob konstitutives
Heterochromatin einen Einfluss auf die radiale Position von benachbartem Chromatin zeigt.

55.1 Vergleichende Untersuchungen zur radialen Chromatin Anordnung

5.5.1.1 Radiale Anordnung der menschlichen Chromosom3, 17 und 20 Homologen

Die menschlichen Chromosomen 13, 17, 20 reprasentieren als separate Chromosomen den
evolutionar anzestralen Zustand nicht nur fir Primaten, sondern fir alle Saugertiere (siehe
2.4.3, Fronicke et al. 2003), wahrend diedn jacchusvorliegendeAssoziation 13/17/20

einen abgeleiteten Status dieser Chromosomen darstellt (siehe #iér2u Abb. 4.59).
Anhand der menschlichen Chromosomen 13, 17 und 20 und deren homologe Chromosomen-
formen inC. jacchussollte untersucht werden, ob die radiale Organisation der menschlichen
Chromosomen 13, 17 und 20 in Interphasenuklei des Menschen, als auch die entsprechenden
subchromosomalen Regionen des Translokationsproduktes 13/17/20 in Interphasezellkernen
der Spezie<. jacchuseine Korrelation zur Gendichte zeigen und inwieweit diese auch im
Falle der evolutionar abgeleiteten Translokationen konserviert ist.

Die Quantitative Auswertung der radialen Verteilung der menschlichen Chromosom 13, 17
und 20 Territorien und deren Homologe subchromosomale Territorien in der S@ezies
jacchusin Interphasezellkernen dieser Spezies (siehe 4.4.2.3, Abb. 4.63) zeigte folgende
Tendenzen auf: In Zellkernen des Menschen, als auch der Sgezj@schuswurde eine
Gendichte-korrelierte radiale Verteilung der Chromosom 13, 17 und 20 Territorien
beobachtet. Relativ genarmes Chromosom 13 Chromatin war in Zellkernen beider Spezies
praferentiell zur Kernperipherie orientiert, wahrend Chromatin des genreichen Chromosoms
17 eine Positionierung zur Kernmitte zeigte. Signifikante Unterschiede zwischen den Kurven
der radialen Verteilung von Chromosom 13 und 17 (Sub-) Territorien und zwischen den von
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Chromosom 13 und 20 (Sub-) Territorien konnten in Zellkernen des Menschef.und
jacchus mit statistischen Tests bestatigt werden (siehe 4.4Pabelle 4.13). Keine
signifikanten Unterschiede wurden zwischen den Kurven der radialen Verteilung der
homologen 17 und 20 sub-chromosomalen TerritorierCinjacchus festgestellt. Beim
Menschen konnte mit dem U-Test noch ein signifikanter Unterschied zwischen den Kurven
der radialen Verteilung von Chromosom 17 und 20 Territorien nachgewiesen werden,
wéhrend der stringentere Kolmogoroff-Smirnoff Test keinen signifikanten Unterschied mehr
ergab. Dennoch kann an dem Kurvenverlauf der radialen Verteilung von Chromosom 20 CT
beim Menschen, wie auch an der Verteilung der Homologe@ jacchusin bestimmten
Kurvenabschnitten eine starker ausgepragte Tendenz der Positionierung zum Kernaul3eren
von Chromosom 20 Chromatin als Chromosom 17 Chromatin beobachtet werden. Diese
kénnte ein Ausdruck fur die geringere Gendichte von Chromosom 20, verglichen mit
Chromosom 17 sein. Obwohl die &hnliche radiale Verteilung zwischen Chromosom 17 und 20
Chromatin zwischen Mensch ur@ jacchuskonserviert ist, zeichnet sich gleichzeitig ein
Unterschied in der Positionierung von Chromosom 17 und 20 Chromatin in Zellkernen des
Menschen im Vergleich z«&C. jacchusab. Im Vergleich zum Menschen erscheint die
Positionierung von Chromosom 17 und 20 homologem Chromatin in ZellkernerC.von
jacchusdeutlich zur Kernperipherie verlagert. Dieser Unterschied zwischen Mensd@. und
jacchus wird an den Abstandsmitteln, insbesondere aber an den unterschiedlichen
Scheitelpunkten (20% Unterschied) des maximalen DNA Gehaltes von Chromosom 17 und
20 CT zwischen Mensch ur@l jacchusdeutlich. Die 3D Lokalisation der Chromosom 13 CT
bzw. der homologen subchromosomalen Territorienvojacchusist hingegen in Zellkernen

beider Spezies sehr &hnlich.

Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse der quantitativen Auswertung eine Tendenz der
radialen Anordnung von Chromatin der menschlichen Chromosomen 13, 17 und 20 in
Korrelation zur Gendichte. Diese Tendenz bleibt auch im Falle evolutionar abgeleiteter
Umbauten, die zu dem Translokationsprodukt 13/17/20 in der Sp@zigechusfihrten
erhalten. Somit konnte demonstriert werden, dass sich nicht nur die separat vorliegenden
Chromosomen 13, 17 und 20 des Menschen nach ihrer Gendichte im Zellkern ausrichten,
sondern auch deren homologe sub-chromosomale TerritorienC.injacchus Die
Positionierung dieser CT und homologen sub-chromosomalen Territorien scheint jedoch nicht
strikt einer bestimmen Kernregion zugeordnet. Vielmehr kdnnte der beobachtete Unterschied

zwischen Mensch un@. jacchusin der Lokalisation der Chromosom 17 und 20 CT eine
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Konsequenz der Translokation der homologen menschlichen Chromosomen 13, 17 und 20 in
C. jacchussein. So ist vorstellbar, dass genarmes Chromatin homolog zum menschlichen
Chromosom 13 Einfluss auf benachbartes Chromatin ausgelbt hat, welcher zu einer
Verlagerung von benachbartem Chromosom 17 und 20 homologem Chromatin in Richtung
Kernperipherie irC. jacchusgefiihrt hat.

5.5.1.2 Radiale Anordnung der menschlichen Chromosom 1 und 19 Homologen

Mit den in Kapitel 4.4.1.2 beschriebenen Experimenten auf 3D fixierte Zellkerne des
Menschen und der Neuweltaffé@allithrix jacchus und Saimiri sciureussollte untersucht
werden, ob auch sub-chromosomale Territorien, woflir ausgewahlte Subregionen des
menschlichen Chromosoms 1 als Beispiel dienten, eine radiale Verteilung in Abh&ngigkeit
von der Gendichte zeigen. Uber den Vergleich mit der radialen Anordnung von (Sub-)
Territorien beiC. jacchusundS. sciureussollte ein Eindruck gewonnen werden, inwieweit

die radiale Verteilung auch im Falle von evolutiondr abgeleiteten Umbauten, die in diesen
Spezies im menschlichen Chromosom 1 Homologen stattgefunden haben, konserviert ist. Das
menschliche Chromosom 19 wurde in diese Untersuchung mit einbezogen, da es in eine
Translokation mit menschlichen Chromosom 1 homologem Matertl stiureusnvolviert

ist.

Die vergleichende Karyotypanalyse zwischen dem Menschen und verschiedenen Vertretern
der Saugetiere gibt deutliche Anhaltspunkte dafur, dass ein ganzes Homologes des
menschlichen Chromosoms 1 den anzestralen Zustand fur alle Saugetiere reprasentiert
(Fronicke et al. 2003). Der Heterochromatinblock in der Bande 1ql2 stellt dagegen ein

abgeleitetes und fur den Menschen spezifisches Merkmal dar. Im anzestralen Karotyp der
Neuweltaffen leitet sich das menschliche Chromosom 1 durch zwei evolutionare Fissionen ab.

Bei den beiden Neuweltaffen, die in die vergleichende Untersuchung zur radialen Chromatin

Anordnung der menschlichen Chromosomen 1 und 19 einbezogen wurden, konnten folgende
chromosomale Umbauten des menschlichen Chromosoms 1 im Vergleich zum anzestralen
Neuweltaffenkaryotyp nachgewiesen werdénjacchusleitet sich durch eine Translokation

der homologen menschlichen Chromosomensegmente 1p/10p ab. Die Spegesreus

weist im Vergleich zum anzestralen Neuweltaffen eine Translokation des menschlichen

Chromosom 19 Homologen mit dem Chromosomensegment 1b (1g32-qter) auf (siehe 4.4.1.1,
Abb. 4.46).
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Fur diese Experimente wurden zwei DNA Sonden Sets zusammengestellt (siehe 4.4.1.1,
Tabelle 4.8). Die Zusammensetzung des Sonden Sets S1 war so konzipiertSdassueus
sowohl die homologe menschliche Chromosomenregion 1qg32-gter nachgewiesen werden
konnte, als auch die, auf diese Chromosomenregion translozierte Chromosomenregion
homolog zum menschlichen Chromosom 19. Im Vergleich dazu liegt das homologe
menschliche Chromosom 19 im Karyotyp der Spe@egfacchusals separates Chromosom

vor. Das menschliche Chromosom 19 weist eine nahezu 2,5 fach hohere Gendichte auf, als im
Vergleich zur menschlichen Chromosomenregion 1g32-gter. Das zweite Sonden Set S2
identifizierte die terminalen Chromosom 1 Regionen 1p34-pter (Gendichte: ca. 19/Mbp) und
1g32-qter (Gendichte: ca.12/ Mbp), als auch den Heterochromatinblock in der Bande 1q12
des Menschen. Die 1p34-pter homologe Region findet sich in der Spézigschus
transloziert auf genarmes, zum menschlichen Chromosom 10p (5,2 Gene/Mbp) homologes
Material. Die 1g32-gter homologe Region entspricht dem gesatht@acchusChromosom

18 (siehet.4.1.1, Abb. 4.47 C).

Die Ergebnisse der quantitativen Analyse der Hybridisierung des DNA Sonden Set S1 auf 3D
fixierte Kerne lymphoblastoider Zelllinien der Neuweltaffén jacchusund S. sciureus

(siehe 4.4.1.3.2, Abb. 4.56) lassen folgende Schlussfolgerungen zu: In Zellkernen von beiden
Neuweltaffen wurde eine Gendichte-abhéngige Verteilung von Chromatin beobachtet.
Genreiches Chromatin homolog zum menschlichen Chromosom 19 zeigte eine praferentielle
Orientierung zum Kernzentrum, wéahrend vergleichsweise genarmes Chomatin der homologen
menschlichen Chromosomenregion 1q32-qgter eine tendenzielle Positionierung zur Kernperi-
pherie zeigte. Signifikante Unterschiede zwischen der radialen Verteilung von Chromatin,
homolog zum menschlichen Chromosom 19 und der menschlichen Chromosomenregion
1qg32-qgter konnten in Zellkernen von beiden Spezies nachgewiesen werden. Diese Gendichte-
abhangige radiale Organisation von Chromatin im Interphasekern ist zwiScjamchusund

S. sciureuskonserviert, obwohl die SpezieS. sciureuseine evolutionédr abgeleitete
Translokation der entsprechenden homologen Chromosomensegmente aufweist.

Die Ergebnisse der quantitativen Analyse der Hybridisierung des DNA Sonden Set S2 auf 3D
fixierte Kerne lymphoblastoider Zelllinien des Neuweltaffénjacchusund des Menschen
(siehe 4.4.1.3.2, Abb. 4.57) zeigten, dass genreiches Chromatin homolog zur menschlichen
Chromosomenregionen 1p34-pter in Zellkernen des Menschen, wieCagjetchusdeutlich

zum Kernmittelpunkt positioniert war. Genarmes Chromatin homolog zur menschlichen
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Chromosomenregionen 1g32-gter zeigte hingegen eine praferentielle Orientierung zur
Kernperipherie in Zellkernen von beiden Spezies. Die radiale Verteilung von genreichem
1p34-pter und genarmen 1g32-gter (homologem) Chromatin in menschlichen Zellkernen, als
und in Zellkernen vor€C. jacchusstellte sich als signifikant unterschiedlich heraus, wie mit
statistischen Tests festgestellt werden konnte. Anhand dieser Beobachtungen lasst sich
folgern, dass die Positionierung von Chromatin homolog zu den menschlichen Chromoso-
menregionen 1p34-pter und 1q32-qgter in Abhéngigkeit von der Gendichte zwischen Mensch
und C. jacchuskonserviert ist. Dennoch ist zu bemerken, dass die préferentielle Lokalisation
von Chromatin homolog zur menschlichen Chromosomenregion 1p34-pgferjacchusim
Vergleich zum Menschen etwas in Richtung zur Kernperipherie verlagert war. Dieser
Unterschied ist moglicherweise das Resultat der Translokation auf das sehr genarme (~5
Gene/Mbp) menschliche Chromosom 10p Homolog€.ifacchus Zudem ist in der Spezies

C. jacchusdie homologe menschliche Chromosomenregion 1p34-pter unmittelbar assoziiert
mit dem Zentromer, wahrend diese Region im menschlichen Chromosom 1 weiter distal vom
Zentromer lokalisiert istWeierich et al. (2003keigten in einer detaillierten Studie zur
radialen Verteilung der Zentromere in, Giterphasenuklei von Mensch und Maus, dass
Zentromere tendentiell zur Kernperipherie hin orientiert sind. Diese Positionierung von
Zentromeren konnte mdoglicherweise auch einen Einfluss auf unmittelbar benachbartes
Chromatin ausuiben. So konnte die an das Zentromer benachbarte homologe menschliche
Chromosomenregion 1p34-pter@ jacchusunter Einfluss des Zentromers geraten sein, der

zu einem positionellen Shift in Richtung Kernperipherie, im Vergleich zum Menschen, fuhrte.

Die radiale Verteilung von menschlichem Heterochromatin der Bande 1q12 (0 Gene/Mbp)
zeigte eine tendenzielle Orientierung zur Kernperipherie. Obwohl keine signifikanten
Unterschiede zwischen der radialen Verteilung der genarmen Chromosomenregion 1q32-qgter
und Heterochromatin der Region 112 festgestellt wurden, spiegelt der Kurvenverlauf eine
deutlichere Orientierung zum Kern&duReren, als im Vergleich zu Chromatin der
Chromosomenregion 1g32-gter. Der Unterschied zu den Ergebnissen von Weierich et al.
(2003), die eine deutlich periphere Lokalisation von 1g12 Heterochromatin in menschlichen
Lymphozyten in der & Phase festgestellten, konnte moglicherweise durch das
Zellzyklusstadium bedingt sein, da in der vorliegenden Untersuchung im Unterschied zu
Weierich et al. (2003) Zellen in der S-Phase ausgewertet wurden.
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5.5.1.3  Einfluss von Heterochromatin auf die radiale Verteilung von Chromatin

Die bisher erlauterten Experimente zur radialen Anordnung von Chromatin in Zellkernen
lymphoblastoider Zelllinien des Menschen und der Neuweltaffen spiegeln eine Gendichte-
abhéangige Verteilung wider. Diese lasst sich auch auf subchromosomaler Ebene erkennen.
Strukturelle Eigenschaften von Chromosomensegmenten spielen moglicherweise eine Rolle
fur die raumliche Organisation von Chromatin innerhalb des Zellkerns. In diesem
Zusammenhang war es auch interessant der Frage nachzugehen, ob zusétzliche genomische
Faktoren existieren, die einen Einfluss auf die radiale Organisation von benachbartem
Chromatin haben konnten. So ist vorstellbar, dass Translokationen von Euchromatin in die
Nachbarschaft von genarmen Heterochromatin die radiale Positionierung beeinflussen.

Um zu erdrtern, ob das Vorhandensein eines Heterochromatinblocks die radiale Verteilung
von Chromatin modifiziert, wurden Untersuchungen zur radialen Chromatinanordnung am
Beispiel des Chromosoms 14 v8aimri sciureuslurchgefihrt (siehe 4.4.1.3.3). Chromosom

14 von S. sciureuserschien hierfur als geeignetes Modell, da es zu einem eine evolutionar
abgeleitete Translokation von relativ genarmen Chromatin homolog zur menschlichen
Chromosomenregion 1qg32-gqter mit menschlichem homologem Chromosom 19 (sehr
genreich) aufweist, zu anderem einen polymorphen interstitiellen Heterochromatinblock
beinhaltet, fur den das untersuchte Individuum heterozygot ist (4idliel, Abb. 4.47 B).

Uber das Vorhandensein des polymorphen interstitiellen Heterochromatinblocks in einem der
Homologen vonS. sciureusChromosom 14p (homolog zur menschlichen Chromoso-
menregion 1g32-qgter), konnte das vaterliche vom mutterlichen Homologen unterschieden
werden. Getrennte Datensatze der Verteilung vaterlicher und mitterlicher Chromoso-
menterritorien homolog zur menschlichen Chromosomenregion 1g32-qter wurden erhalten
wie in Kapitel 4.4.1.3.3 beschrieben und quantitativ ausgewertet (siehe hierzu Abb. 4.58). Die
Ergebnisse der quantitativen Auswertung lie3en erkennen, Slassiureusspezifischem
Heterochromatin eine klare praferentielle Positionierung zur Kernperipherie zeigte. Die
radiale Verteilung Das Homologe, das einen interstitiellen Heterochromatinblock aufweist,
zeigte gleichfalls eine préaferentielle Lokalisation in der Kernperipherie, die jedoch etwas
weiter zum Kerninneren verlagert war, als im Vergleich zur radialen VerteilungSvon
sciureus spezifischem Heterochromatin. Die radiale Verteilung des Homologen ohne
Heterochromatinblock spiegelt eine, im Vergleich zu dem Homologen mit Heterochromatin-

block, wesentlich breitere Verteilung im Zellkern wieder, mit einer tendenziellen Orientierung
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zur Kernmitte. Die quantitative Auswertung ergab deutliche Unterschiede in den
Scheitelpunkten des maximalen DNA Gehaltes, wie auch in den Abstandsmitteln zwischen
den beiden Homologen. Auch ergaben die statistischen Testergebnisse signifikante
Unterschiede zwischen der radialen Verteilung des Homologen mit bzw. ohne
Heterochromatinblock (siehe Tabelle 4.11). Dieser Unterschied kdnnte auf das Vorliegen des
interstitiellen Heterochromatinblocks zuriickgefuhrt werden. Die distinkte Verteilung der
beiden Homologen in Zellkernen der Spezi8s sciureuswird zusétzlich dadurch
unterstrichen, dass kein signifikanter Unterschied zwischen den Kurven der radialen
Verteilung vonS. sciureuspezifischem Heterochromatin und dem Heterochromatin positiven
1g32-qter Homologen nachgewiesen wurde. Es kdnnte daher angenommen werden, dass ein
zusatzlicher Heterochromatinblock in ansonsten konservierten Chromosomensegmenten die
Positionierung von benachbartem Chromatin beeinflusst hat. Dieser Einfluss kénnte einen
positionellen Shift von Chromatin des Homologen mit Heterochromatinblock zur
Kernperipherie verursacht haben.

5.5.1.4  Schlussfolgerungen zur vergleichenden Zellkernarchitektur

Die Ergebnisse der in dieser Dissertation durchgefiihrten Experimente zur vergleichenden
Zellkernarchitektur beim Menschen und der zwei NeuweltaSesciureusund C. jacchus
weisen auf eine distinkte Anordnung von Chromatin in Abh&angigkeit von der Gendichte in
den untersuchten lymphoblastoiden Zellkernen hin. Dies steht in Einklang mit den Befunden
verschiedener Autoren, die eine Gendichte-abhangige radiale Anordnung von CT in
Zellkernen menschlicher Lymphozyten (Croft et al. 1999, Cremer et al. 2001), wie auch
verschiedener Tumorzelllinien (Cremer et al. 2003) und lymphoblastoiden Zelllinien
beobachteten (Boyle et al. 2001). Am Beispiel der menschlichen subchromosomalen
Regionen 1g32-qgter und 1p34-pter (siehe 4.4.1.2.2), sowie der menschlichen Chromosom 13,
17 und 20 Homologen i€. jacchugsiehe 4.4.2.3) konnte in der vorliegenden Arbeit gezeigt
werden, dass sich nicht nur ganze CT entsprechend ihrer Gendichte im Zellkern anordnen,
sondern auch subchromosomale Territorien. Diese distinkte radiale Verteilung der genannten
Chromosomenregionen war zwischen Mensch und dem Neuwel@ffexschuskonserviert.

Auch anhand der vergleichenden Untersuchungen der radialen Anordnung der homologen
menschlichen Chromosomen (-regionen) 1qg32-qter und 19 zwisChgacchusund S.
sciureus(siehe 4.4.1.2.1) konnte eine bevorzugte Anordnung von Chromatin in Abhéangigkeit
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von der Gendichte beobachtet werden. Diese war evolutiondr konserviert, obwohl in diesen
Spezies evolutionare Umbauten der homologen Chromosomen stattgefunden haben.

Die Betrachtung weiterer Chromosomen, als der bisher untersuchten homologen
menschlichen Chromosomen 18 und 19 in Primaten (Tanabe et al. 2002, Tanabe et al., im
Druck), bietet einen zusatzlichen Anhaltspunkt dafiir, dass in Nuklei von lymphoblastoiden
Zellen generell eine evolutiondre Konservierung der Gendichte-abhangigen radialen
Organisation von Chromosomen in hoheren Primaten bestehen kdnnte. Die Konservierung der
nuklearen Topologie von CT in verschiedenen Spezies mit divergenten Karyotypen wurde fur
eine funktionell signifikante Rolle von distinkten radialen Chromatin Arrangements sprechen.
Welche Bedeutung diese haben konnte und welche zugrunde liegenden molekularen
Mechanismen fur die Etablierung und Erhaltung dieser hoheren Ordnung der Chromatin

Anordnung verantwortlich sind, ist noch unbekannt.

Die Ergebnisse dieser Arbeit spiegeln dennoch keine strikte Konservierung der radialen
Anordnung von Chromosomenterritorien wieder. Beispielsweise zd&igtgacchus im
Vergleich zum Menschen eine leicht zur Kernperipherie hin verschobene Positionierung der
homologen menschlichen 17 und 20 CT. Es scheint daher vielmehr die Tendenz der
Positionierung im Zellkern in Abhéngigkeit von der Gendichte evolutionar konserviert zu
sein. Die Verteilung individueller CT in verschiedenen Zellkernen reflektiert hingegen eine
gewisse Variabilitat, welche die Annahme einer starren Chrominanordnung im Zellkern
ausschlief3t. Dass die radiale Anordnung von CT nicht einem deterministischen Muster folgt,
sondern gewisse Freiheitsgrade zulasst, die fur die Hypothese einer probabilistischen
Anordnung von CT (Bolzer et al. zur Publikation eingereicht) spricht, wurde am deutlichsten
an der Untersuchung zur radialen Verteilung von polymorphen Heterochromatin erkennbar
(siehe 4.4.1.3.3). Hierbei zeigte sich, dass die vaterlichen und mutterlichen Homologen des
Chromosoms 14 vois. sciureusdie sich durch einen polymorphen interstitiellen Hetero-
chromatinblock voneinander unterscheiden, einen signifikanten Unterschied in der radialen
Verteilung aufwiesen.S. sciureusspezifisches Heterochromatin zeigte eine bevorzugte
Lokalisierung zur Kernperipherie, in Einklang mit der geringen Gendichte bzw. das Fehlen
von Genen in diesem Heterochromatin. Der signifikante Unterschied in der radialen
Verteilung der homologen CT mit und ohne Heterochromatinblock, lasst die Folgerung zu,

dass ein zusatzlicher Heterochromatinblock in einem ansonsten konservierten Chromosom
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Einfluss auf die radiale Verteilung von benachbartem Chromatin austuben kann, der zu einem

positionellen Shift des Homologen mit Heterochromatin zur Kernperipherie fuhrt.

Einen mdglichen Einfluss von Heterochromatin auf benachbartes Chromatin nahmen auch
Tanabe et al., 2002 an, aufgrund der Beobachtung, dass bei Schimpanse und Gorilla eine
deutlich mehr periphere Lokalisation der Chromosom 19 Homologen als bei Mensch und
Orangutan mit dem Vorkommen von subtelomerischen Heterochromatinbloécken bei

Schimpanse und Gorilla korreliert werden kann.

Viele Beobachtungen weisen darauf hin, dass die Positionierung von Genen in Nachbarschatt
zu heterochromatischen Regionen die Genexpression vermindern oder zur Geninaktivierung
fuhren kann. Die nukledre Positionierung von Genen in Nachbarschaft zu Heterochro-
matinblocken, koénnte daher bedeutend fir die Inaktivierung von Genen sein. Umgekehrt
reicht eine von Heterochromatinbldécken entfernte Positionierung von Genen nicht aus, um sie
zu aktivieren (siehe Ubersichtsartikel von Dundr und Mistelli, 208d)ist auch vorstellbar,

dass die Amplifikation schnell evolvierender repetitiver DNA in Verbindung mit der
Relokalisation von Chromatin hin zur nukledren Peripherie zu einer veranderten Genex-
pression in den genannten Primaten Spezies fihren kann. Weiterhin kann spekuliert werden,

dass dieser Mechanismus der Genregulation eine mdgliche Rolle in der Artbildung spielt.
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6 Ausblick

Die hier durchgefiihrten Studien zur chromosomalen Phylogenie und Genomorganisation der
Neuweltaffen erlaubten einen Uberblick (iber die Karyotypevolution dieser Primatengruppe,
zu gewinnen. Die Kenntnis tuber Vorkommen und Abfolge struktureller chromosomaler
Umbauten, sowie Uber evolutiondre Veranderungen repetitiver Genomelemente stellte einen
hervorragenden Ausgangspunkt dar, um deren Auswirkungen auf die nukleédre Topologie zu
untersuchen. Die in dieser Dissertation durchgefuhrten Untersuchungen zur radialen
Chromatinanordnung bei Neuweltaffen dienen gleichzeitig als Modellexperimente fur
weiterfihrende Studien zur vergleichenden Zellkernarchitektur bei Primaten insgesamt. Die
Analyse der radialen Anordnung von Chromosomen, die durch komplexe evolutionare
Umbauten wie multiple Translokationen, Inversionen und reziproke Translokation
rearrangiert wurden, mit dem Resultat das Chromosomensegmente unterschiedlicher
Gendichte zusammengefuhrt wurden, verspricht einen Eindruck Uber den Grad der
Konservierung der Chromosomenanordnung zu erhalten. Aufbauend auf diesen Experimenten
versprechen detaillierte Studien mit BAC Klonen, in hoher Auflésung Aufschluss dartiber zu
geben, inwieweit eine evolutionare Konservierung auch auf der Ebene subchromosomaler
Regionen besteht. Relevante genomische Regionen waren einerseits molekular
charakterisierte Bruchpunkt Regionen, sowie Regionen, die von segmentellen Duplikationen
flankiert werden, als auch subtelomerische und Heterochromatin assoziierte Regionen. Eine
evolutionare Konservierung der nuklearen Topologie von Chromosomen Territorien in
verschiedenen Spezies mit divergenten Karyotypen wirden weitere Anhaltspunkte fir eine
funktionell signifikante Rolle der hoéheren Ordnung von distinkten radialen Chromatin

Arrangements geben.

Weiterhin  versprechen  Untersuchungen von zufalligen bzw. nicht-zufalligen

Nachbarschaftsanordnungen von Chromosomen der Primaten, welche in evolutionare
Umbauten involviert sind, Aussagen dariiber zu erhalten, in welchem Umfang eine
evolutionare Konservierung der nachbarschaftlichen Organisation von CT, sowie innerhalb
von CT im Zellkern existiert. In diesem Zusammenhang kénnte z.B. untersucht werden, ob
Chromosomen bereits im evolutionar urspringlichen Zustand eine bevorzugte nachbar-
schaftliche Anordnung ihrer Territorien im Zellkern zeigen. Sollte dies der Fall sein, kénnte

dies ein fur evolutiondre Umbauten pradisponierender Faktor sein. Eine nicht zufallige
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nachbarschaftliche Anordnung von CT kdnnte so die Art und Richtung der Chromosomen-

evolution beeinflussen.

Erste Experimente hierzu wurden im Rahmen dieser Arbeit am Beispiel der menschlichen 13,
17 und 20 Territorien durchgefiihrt. Diese sollten Aufschluss geben, ob getrennte anzestrale
Chromosomenformen, wie die menschlichen Chromosomen 13, 17 und 20 eine bevorzugte
nachbarschaftliche Anordnung zeigen. Mittels visueller Inspektion wurde bei einem hohen
Anteil der ausgewerteten Zellkerne eine enge nachbarschaftliche Anordnung von jeweils zwei
heterologen CT festgestellt. Jedoch konnten mit den bestehenden Auswertungsmethoden
keine objektiven Schlussfolgerungen getroffen werden. Durch die Analyse derartiger
Nachbarschaftsanordnungen unter Verwendungchmomosome paintingonden in Kombi-

nation mit Bruchpunkt flankierenden BAC Klonen koénnten detaillierte Aussagen uber die

Zufalligkeit nachbarschatftlicher Anordnungen erhalten werden (siehe hierzu Abb. 6.1).

Abbildung 6.1: lllustration zufélliger und nicht-zufélliger nachbarschaftlicher Anordnungen von getrennten
anzestralen Chromosomenformen im Zellkern, die in einer abgeleiteten Spezies transloziert sind. Durch Co-
Hybridisierung Bruchpunkt flankierender BAC Klone zusammen chitomosome paintingsonden kdnnte die
Orientierung von CT festgestellt werden. Distanzmessungen zwischen diesen BAC Klonen wirden Aussagen

Uber die Zufalligkeit nachbarschaftlicher Anordnungen erlauben.

i ' ﬁ
anzestral abgeleitet

o) —(29
@—»
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Mit der Untersuchung verschiedener Zelltypen einer Reihe von Spezies konnte die nukleare
Topologie von Genen untersucht werden, die einem zelltyp-spezifischen Expressionsmuster
unterliegen. Mogliche Auswirkungen einer Zelltyp-spezifischen Genexpression waren
wiederum mit der nukledren Organisation betroffener genomischer Regionen, sowie deren
evolutionaren Veranderungen zu korrelieren, mit dem Ziel schlie3lich einen Beitrag zum
Verstandnis der funktionellen Zellkernarchitektur wie auch der Genomevolution der Primaten

ZU leisten.
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8 Anhang

8.1 Abktrzungen

8.1.1 Chemikalien und Medien

BSA Bovine serum albumine (Rinderserumalbumin)
DAPI 4',6-Diamidino-2-phenyl-indol

DMEM Dulbecco's Modified Eagle Medium

DMSO Dimethylsulfoxid

EDTA Ethylendiamintetraessigsaure

FITC Fluorescein-5-isothiocyanat

FKS Fotales Kalberserum

KCI Kaliumchlorid

KHoPOg Kaliumdihydrogenphosphat

MgClo Magnesiumchlorid

NacCl Natriumchlorid

NapHPO4 Dinatriumhydrogenphosphat

NaOH Natriumhydroxyd

PBS Phosphatpuffer (Phosphat-Buffered-Saline)
PHA Phytohamagglutinin

RPMI 1640 Roswell Park Memorial Instite (Nahrmedium)
SDS Natriumdodecylsulfat

SSC Natriumchlorid-Natriumcitrat-Puffer (Sodium-Saline-Citrate)
AP Alkalische Phosphatase

Taq Thermus aquaticus

Tris 2-Amino-2-(hydroxymethyl)-1,3-Propandiol
Triton-x-100 Octylphenoldecaethylenglycolether
Tween-20 Polyoxyethylen(20)-Sorbitanmonolaureat
8.1.2 Nukleinsauren

DNA Desoxyribonukleinsaure
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dATP Desoxyadenosintriphosphat
dCTP Desoxycytidintriphosphat
dGTP Desoxyguanosintriphosphat
dTTP Desoxythymidintriphosphat
duTP Desoxyuridintriphosphat
8.1.3 MalReinheiten

°C Grad Celcius

g Gramm oder Fallbeschleunigung (ca. 9,8%n/s
I Liter

M Molar

mg Milligramm (103 g)

mMm Millimolar (10-3 M)

Min. Minute(n)

Mio. Million

ml Milliliter (10-31)

ng Nanogramm

Sek. Sekunde(n)

U Units

ul Mikroliter (106 1)

g Mikrogramm (106 g)

viv Volumen pro Volumen

wiv Gewicht pro Volumen

8.1.4 Sonstiges

Abb. Abbildung

BAC Bacterial artificial chromosome
Bp Basenpaare

bzw. beziehungsweise

CCD charge coupled devise

CLSM Confocal Laser Scanning Migoope
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DOP-PCR Degenerate oligonucleotide primed PCR

et al. et alteres

FISH Fluoreszenm situ Hybridisierung

FITC Fluorescein-5-isothiocyanat

ISCN International System for Human Cytogenetic
Nomenclature

PCR Polymerasekettenreaktion

RGB Rot-Grun-Blau

RT Raumtemperatur

THG telomeric bands by heating using Giemsa

z.B. zum Beispiel

z.T. zum Teil

u.a. und andere

UF Unterfamilie

md Mikrodissektion

VS Versus

val Vergleich
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9 Kooperation mit anderen Arbeitsgruppen

Die molekular-zytogenetische Untersuchung der Neuweltaffen Spe@aBicebus
donacophilus Saimiri ustus Saimiri boliviensis Leontopithecuschrysopygus Saguinus
imperator, Cacajao calvusAotus infulatus Alouatta fusca fusgaAlouatta fusca clamitans
Alouatta seniculusnacconnelli Alouatta carayaAteles belzebul marginatusteles paniscus
paniscus Cebus apella paraguayanu€ebus albifronsLagothrix lagothricha,Brachyteles
arachnoidesund Callithrix penicillata mittels cross species chromosome paintingrde in
Kooperation mit der Arbeitsgruppe Prof. Dr. J. Pieczarka (Laboratério de Citogenética, Depto
de Genética, Universidade Federal do Para, Belém, PA, Brasilien) unter Beteiligung von Dr.
E. H. de Oliveira, Prof. Dr. C. Y. Nagamachi, Prof. R.M.S.Barros und Prof. Dr. J. C.
Pieczarka durchgefinhrt.

Die molekular-zytogenetische Charakterisierung Gelbuella pygmaea Callithrix jacchus
Inter-Spezies Hybrid Individuen wurde in Zusammenarbeit mit Dipl. biol. M. Miinch und Dr.
G. Anzenberger Anthropologisches Institut und Museum, Universitdt Zurich-lrchel,
Schweiz durchgefiihrt.

Die vergleichende Karyotypanalyse der Neuweltaffen Spezadithrix jacchus Callithrix
argentata Cebuella pygmaeaSaguinus oedipysCallimico goeldii wurde durch eine
Kooperation mit Dr. Roscoe Stanyon (Comparative Molecular Cytogenetics Core, Genetics

Branch, National Cancer Institute, Frederick, USA) erméglicht.
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