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Vorwort

Die vorlaufige Sequenz des menschliche Genoms wurde im letzten Jahr verof-
fentlicht (The Genome International Sequencing CONSORTIUM 2001b; Ven-
ter et al. 2001). Seit 1999 wurde jedes Jahr die vollstandige Karte eines
Chromosoms prasentiert, zunachst 22, dann 21 und 20 (Dunham et al. 1999;
Deloukas et al. 2001; Hattori und Taylor 2001). Die Fortsetzung dieser Leis-
tung soll in den nachsten beiden Jahren in den genomischen Karten aller 24
menschlichen Chromosomen gipfeln (Hattori und Taylor 2001).

Wie spielen die Chromosomen an dem Ort ihres Wirkens, dem Zellkern,
zusammen? Das Wechselspiel zwischen DNA und Proteinen ist kompliziert.
Oft wird Ubersehen, dass ein funktionaler Zusammenhang Uberhaupt erst nach
seiner genauen deskriptiven Beschreibung entdeckt werden kann. Einige
funktionelle Voraussagen sind aus der DNA-Sequenz zu treffen, z. B.
Promoterabschnitte oder repetitive Sequenzen, andere aus ihrer
Wechselwirkung mit Proteinen. Aber wie liegt die DNA-Sequenz im
menschlichen Zellkern? Gibt es eine hohere Ordnung der Chromosomen in
der Interphase? Fest steht seit etwa Anfang der 80er Jahre des vergangenen
Jahrhunderts, dass jedes Chromosom im Zellkern einen bestimmten Raum
einnimmt, das Chromosomenterritorium. FISH-Experimente mit Painting
Sonden haben diese Territorien nicht nur bestatigt, sondern sind zu einem
unverzichtbaren Werkzeug geworden, um die 3-dimensionale Organisation
des Zellkerns zu studieren. Mithilfe von kombinatorischen FISH Experimenten,
neuen 3-dimensionalen mikroskopischen Techniken und 3D-Rekonstruktionen
wurde versucht dem Zellkern-Puzzle ein weiteres Stuck hinzuzufugen.

Methodische Grundlagen

Die Arbeit enthalt einen groRen methodischen Teil, bezlglich der Sondenher-
stellung, der Mikroskopie und der Bildbearbeitung. Der Hintergrund zu diesen
Methoden wird teilweise ausfuhrlich behandelt, vor allem wenn es um Techni-
ken der Bildbearbeitung geht. Nichtsdestotrotz konnte ich nicht alle Grundla-
gen der Mikroskopie und Bildverarbeitung erklaren, die dem naturgemal} bio-
logisch gepragtem Leser eventuell ungelaufig sein werden. Hierzu mochte ich
auf Einflhrungs- und Nachschlagliteratur verweisen, zum Beispiel Uber Mikro-
skopie Pawley (1995) oder Robenek (1995), oder Uber Bildverarbeitung Russ
(1995).

CDROM

Der Arbeit ist eine CDROM beigelegt, auf der samtliche Abbildungen und Tex-
te im Ordner ,Abb“ bzw. ,docs” enthalten sind. Zusatzlich ist jeder angegebene
Artikel, falls er als PDF-Datei verfugbar war, in dem Ordner ,articles” zu finden.
Im Ordner ,bin“ finden sich Programme, die fir die Betrachtung der Bilder und
Texte nutzlich bzw. unumganglich sind. Die Versionen dieser Programme lau-
fen auf Computern der Architektur x386, leider nicht auf Apple Macintosh.



Bei jeder mfish3d -Klassifikation wurde eine 3 dimensionale Rekonstruktion
des Bildstapels im ,Inventor® - Format ausgegeben (Abb. 3-27c). Diese Datei-
en (*.iv) sind auf einem PC (keine Mac-Version z. Z. vorhanden) zugreifbar,
nachdem das Programm Openlinventor 5.2.5 (Fa. TGS) instaliert und der Sce-
neViewer gestartet wurde. Die Rekonstruktionen geben einen anschaulichen
Eindruck uber die raumliche Verteilung und Uber die Volumina der hybridisier-
ten Signale.
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Zusammenfassung

Die Erforschung von Chromosomenpositionen im menschlichen Zellkern

fuhrte zu kontroversen Ergebnissen. In Lymphozyten konnte eine radiale

Chromosomenposition entdeckt werden, die von der Gendichte der Chro-

mosomen abhing (Boyle A. L. et al. 1990; Cremer M. et al. 2001). Genreiche

Chromosomen lagen zentraler im Zellkern als genarme. In Fibroblasten

wurde zwar ebenfalls eine radiale Verteilung gefunden, jedoch korreliert

diese besser mit der genomischen Grofle der Chromosomen. Hier lagen

kleinere Chromosomen zentraler als grofRere (Sun et al. 2000). Daruberhi-

naus finden einige Publikationen eine starr gegenuberliegende und fixierte

nachbarschaftliche Anordnung (Nagele et al. 1995), andere hingegen eine

zufallige Nachbarschaft (Allison und Nestor 1999).

Voraussetzung zur Klarung der Frage, ob die Chromosomenanordnung

starr oder variabel ist, waren folgende methodische Verbesserungen:

(@) Minimierung von Fixierungsartefakten

(b)  Entwicklung einer Technik zur simultanen Darstellung aller 24
Chromsomen im Zellkern

(c) Wahl einer geeigneten Mikroskoptechnik und Entwicklung von
Softwareprogrammen zur quantitativen dreidimensionalen Analyse.

Artefaktfreie Fixierung

Die Zellen wurden mit einem speziellen Protokoll ,3D-fixiert” (Solovei et al.
2002a), so dass ihre dreidimensionale Morphologie gut erhalten blieb, und
keine Schrumpfungsartefakte o. a. auftraten.

Simultane Darstellung aller Chromosomen im Zellkern

Mit Painting Sonden kann man individuelle Chromosomen mittels Fluores-
zenz in situ Hybridisierung anfarben. Eine Weiterentwicklung dieser durch
Flow-sorting gewonnen Sonden stellen die ,repeat depleted® Painting Son-
den dar, welche im Zuge dieser Doktorarbeit hergestellt und fur einige Expe-
rimente verwendet wurden. Sie kdnnen ohne Zugabe kompetitiver C,t-1
DNA und ohne ,preannealing” hybridisiert werden und verbessern so das
Signal-zu-Hintergrund Verhaltnis.

Painting Sonden werden zur Karyotypisierung von Chromosomen in Me-
taphasespreitungen routinemafig verwendet. Mit den beiden kombinatori-
schen Vielfarbenansatzen M-FISH und ReFISH wurde es erstmals maglich,
alle Chromosomenterritorien im Kern simultan zu erforschen. Um die Klassi-
fizierungsspezifitat bei M-FISH Experimenten zu erhdhen, wurde ein ver-
besserter Probensatz entwickelt, in dem die Anzahl der Fluorochrome von
funf auf sieben erhdht wurde (Azofeifa et al. 2000).
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Weitfeldmikroskoptechnik, Dekonvolution und Klassifikation

Ein Grolteil der Arbeit betraf die Etablierung und das Testen eines 3D-
Mikroskopie- und Dekonvolutions-System fur M-FISH Praparate. Ein Leica
Weitfeld-Epifluoreszenzmikroskop wurde mit einem Filterrad fur acht Band-
passfilter und einem z-Schrittmotor fur den Mikroskoptisch ausgestattet. Die
Software zu Steuerung wurde in Zusammenarbeit mit Leica Microsystems
angepasst. Nach Aufnahme der Bildstapel wurden sie der Dekonvolution
unterzogen, um sie auf die Qualitat konfokaler Bilder anzuheben. Fur die
Dekonvolution war es notig die richtigen Programme und Parameter he-
rauszufinden.

ReFISH-Praparate konnten mit einem konfokalen Mikroskop aufgenom-
men werden, jedoch war es notig das Praparat nach der ersten Hybridisie-
rung erneut zu waschen und zu denaturieren, um den zweiten, komplemen-
taren Sondensatz zu hybridisieren. Die zwei nacheinander aufgenommenen
Bildstapel mussten mit einem Alignmentprogramm aneinander angeglichen
werden.

Schlieldlich wurde es durch die Erweiterung des Karyotypisie-
rungsprogramms auf 3 Dimensionen madglich, Chromosomenterritorien im
Zellkern automatisch zu bestimmen. Das Programm klassifiziert die Regio-
nen anhand des Markierungsschemas und weist jedem erkannten Chromo-
somenterritorium eine Klassifikationsfarbe zu. Die Schwerpunkte der Chro-
mosomenterritorien wurden in eine Ausgabetabelle geschrieben. Die daraus
berechneten Abstande und Winkel liessen eine Aussage bezuglich der
Chromosomentopologie zu.

Chromosomenpositionen und Fibroblasten

In allen Experimenten an GO-Fibroblasten und Prometaphaserosetten wur-
de in den Kernen eine gréflenabhangige, radiale Verteilung der Chromoso-
menterritorien gefunden, wobei kleinere Chromosomen allgemein zentraler
lagen als groRere. Eine starre Ordnung, wie sie in Nagele et al. (1995) pro-
pagiert wurde, konnte nicht nachvollzogen werden. Vielmehr stellte sich
heraus, dass die nachbarschaftliche Anordnung der Chromosomen im Zell-
kern weitgehend zufallig ist.
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Einleitung

1. EINLEITUNG

1.1 Zellkernarchitektur

Der typische Zellkern einer diploiden menschlichen Zelle wird oft mit einer
Kugel mit einem Durchmesser von 5 — 10 um und einem Volumen von etwa
500 um?® verglichen (Carmo-Fonseca et al. 1996). Morphologisch variieren
Zellkerne jedoch betrachtlich, z. B. ist der Zellkern von Granuloyzten gelappt
(Bartova et al. 2001), der von Fibroblasten oval und flach und der oben
beschriebene ,Standardzellkern® entspricht dem peripherer Blutlymphozyzten.
Innerhalb des Zellkernvolumens sind je nach Zellzyklusstadium circa 6 - 12 x
10° bp DNA auf 46 Chromosomen verteilt.

Einteilung der Chromosomen

Die Einteilung menschlicher Chromosomen geschah aufgrund ihrer zytologi-
schen GroRRe (ISCN 1985). Ihr DNA - Gehalt wurde im Laufe der Jahre immer
genauer bestimmt (Morton 1991) und heute ist die Basenabfolge, nach der
ersten DNA-Sequenzvorlage des menschlichen Genoms, nahezu vollstandig
bekannt (The Genome International Sequencing CONSORTIUM 2001b; Ven-
ter et al. 2001).

Im menschlichen Genom gibt es nach Schatzungen dieser Publikationen et-
wa 35000 — 40000 Gene. Sie sind nicht gleichmaRig auf die Chromosomen
verteilt. Das Chromosom mit der héchsten Gendichte ist Chr. 19 (23 Gene /
Mb DNA) und die beiden mit der geringsten Gendichte sind Chr. 13 und Chr. Y
(5 Gene / Mb). Die akrozentrischen Chromosomen 13, 14, 15, 21 und 22 tra-
gen die ribosomalen Gene (Warburton und Henderson 1979), die Bestandteil
der ,Nucleolar Organizer Regions® sind (NORs; Suja et al. 1997; Krystosek
1998). Der in der Interphase mikroskopisch sichtbare Nukleolus ist Ort ihrer
Transkription (Spector 1993).

Chromosomenterritorien

Seit den 80er Jahren des 20. Jahrhunderts existieren experimentelle Hinwei-
se, dass Chromosomen im menschlichen Zellkern eigene Kompartimente ein-
nehmen, mit speziellen biochemischen und genetischen Eigenschaften (Zorn
et al. 1976; Stack et al. 1977; Zorn et al. 1979; Cremer T. et al. 1982b). Bereits
ein Jahrhundert zuvor stellte Carl Rabl die Hypothese auf, dass Chromosomen
wahrend der Interphase begrenzte Bezirke im Zellkern einnehmen und eine
bestimmte Orientierung haben (Rabl 1885). Als Teil seiner ,Theorie der
Chromosomenindividualitat® forderte Theodor Boveri 1909, dass jedes
Chromosom ohne eine Durchmischung mit anderen, ein eigenes Territorium
im Zellkern ausfullt (Boveri 1909). In den 50er Jahren des vorigen
Jahrhunderts wurde die Theorie der Chromosomenterritorien zunachst wieder
verworfen, weil man im Elektronenmikroskop (EM) nur kontrastreiche Chroma-
tingrenzen zwischen Eu- und Heterochromatin, nicht aber zwischen einzelnen
Chromosomen erkennen konnte (Comings und Okada 1970). Einen histori-
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konnte (Comings und Okada 1970). Einen historischen Uberblick geben
Cremer T. (1985) und Murken und Wilmowski (1973).

Fur eine territoriale Organisation des Zellkerns sprachen zunachst UV-
Mikrobestrahlungs-experimente (Cremer C. et al. 1974; Zorn et al. 1979; Cre-
mer T. et al. 1982a). Zellkerne chinesischer Hamsterzellen wurden mit einem
UV-Laser partiell bestrahlt und anschlieRend in einem Medium mit [°H]-
Thymidin inkubiert. Verfolgte man diese Zellen in die nachste Mitose, so fan-
den sich die radioaktiven Markierungen beschrankt auf nur wenigen Chromo-
somen. Wenn umgekehrt versucht wurde einzelne Chromosomen in der Me-
taphaseplatte zu bestrahlen, um die Zellen in die nachste Interphase zu ver-
folgen, beobachtete man dort markierte ,Domanen® in den Tochterzellen
(Cremer T. et al. 1984).

Weitere Experimente zeigten eine positive Korrelation zwischen dem DNA -
Gehalt eines Chromosoms und der Haufigkeit, mit der es bei einer Mikrobe-
strahlung des Zellkerns getroffen wurde (Cremer T. et al. 1982b). Dies fuhrte
zu der auch fur diese Arbeit relevanten Idee, dass die relativen Grof3en (Volu-
mina) von Chromosomenterritorien in der Interphase auch ihren relativen
DNA-Gehalt widerspiegeln (nicht zu verwechseln mit der Gendichte eines
Chromosoms). Bemerkenswerterweise wurden selten beide Homologe
zugleich geschadigt, was gegen eine Homologenassoziation sprach.

In den 80er Jahren machten es Hybridisierungsexperimente mit radioaktiver
und Fluoreszenzmarkierung moglich, ganze Chromosomenterritorien mit ge-
samtgenomischer DNA in somatischen Zellhybriden anzufarben (Manuelidis
1985; Schardin et al. 1985; Pinkel et al. 1986). Untersuchungen mit chromo-
somalen Painting Sonden (Cremer T. et al. 1988; Lichter et al. 1988b; Pinkel
et al. 1988) in normalen und Tumorzellen beseitigten letzte Zweifel an einer
territorialen Organisation des Saugerzellkerns.

In den darauffolgenden Jahren wurde die Organisation von Chromosomen-
territorien (CT) detailliert untersucht (fur ein zusammenfassendes, heute gulti-
ges Modell siehe Abb. 1-1). Dabei wurde herausgefunden, dass benachbarte
Territorien sich nicht oder nur marginal Uberlappen (Eils et al. 1996; Visser und
Aten 1999). Innerhalb der CT wurden Subdomanen gefunden, welche denje-
nigen entsprachen, die man bereits aus Chromosomenpraparaten kannte:
Chromosomenarmdomanen (Guan et al. 1996; Dietzel et al. 1998b), Centro-
merdomanen (Dietzel et al. 1998a), Bandendomanen (Lengauer et al. 1991)
und Replikationsdomanen (Sadoni et al. 1999; Kennedy et al. 2000). Fur den
Nachweis von Centromerdomanen stehen neben pan-centromerischen DNA -
Sonden inzwischen zahlreiche chromosomenspezifische Centromer — Sonden
zur Verfugung. Der Nachweis von Arm - und Bandendomanen gelang mittels
DNA — Sonden, die nach Mikrodissektion entsprechender Chromosomenab-
schnitte etabliert wurden. Replikationsdomanen in CT, die den R - und G —
Banden mitotischer Chromosomen entsprechen, konnten mithilfe von Pulsex-
perimenten mit halogenierten Thymidinanaloga bzw. direkt mit Fluoreszenz-
markierten Basenanaloga nachgewiesen werden.

Mittlerweile gilt es als unbestritten, dass nicht nur die Chromosomen, son-
dern der Zellkern als Gesamtes, funktionell kompartimentalisiert ist (fur einen
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Ubersichtsartikel siehe Misteli 2000; Cremer T. und Cremer 2001; Spector
2001).

Modell einer funktionellen Zellkernarchitektur

Abb. 1-1  Aktuelles Modell der funktionellen Zellkernarchitektur. Die farblichen Ele-
mente betonen jeweils ein charakteristisches Merkmal und sind auf dem optischen Schnitt
eines Hela-Zellkerns eingezeichnet. (a) CT haben eine komplex gefaltete Oberfldche. Zur
Genregulation kbnnen Schleifen aus dem CT herausragen. (b) CT enthalten separate Sub-
doménen fiir den kurzen und den langen Chromosomenarm, sowie fiir das Centromer
(Sternchen). Positionseffekte treten auf, wenn Genloci in direkte Nachbarschaft zu Heteroch-
romatin treten. (c) CT haben eine unterschiedliche Chromatindichte (dunkelbraun: hohe
Dichte, hellgelb geringe Dichte). Dicht gepacktes Chromatin liegt zentraler als locker gepack-
tes. (d) Dieses CT zeigt friih- (griin) und spét replizierende Chromatindoménen (rot). Erstere
sind genreich und liegen im Inneren der gesamten Doméne, letztere sind eher genarm und
peripher oder um den Nukleolus (nu) herum platziert. Jede Doméne enthélt ~1Mb DNA. Die
Kernmembran, welche auch Einfaltungen haben kann ist hier gelb dargestellt. (e) CT sind
aus einer Hierarchie von Chromatinfibern aufgebaut. Aktive Gene (weille Punkte) sind an der
Oberflache der gefalteten Fibern gelegen, nicht exprimierte Gene eher in der Mitte (schwarze
Punkte). (f) Der Interchromatinraum (ICD, griin) enthélt Proteine fiir Transkription und Spli-
cing, fir DNA-Replikation und Reparatur (alle zusammen orange). (g) Zwischen den ~1Mb
Subdomaénen (rot) befindet sich der ICD-Raum (griin). Aktive Gene (weille Punkte) liegen
entweder auf der Oberfldche oder ragen auf Schleifen aus den Subdoménen heraus und
werden an den ,Transkriptionsfabriken" (orange Punkte) exprimiert. Aus Cremer T. und
Cremer C. (2001).

111 Anordnung der Chromsomenterritorien im Zellkern
Bald nach der Entdeckung der Chromosomenkompartimente konnte mithilfe

von radioaktiven in situ Hybridisierungen mit X- und Y-chromosomalen Son-
den gezeigt werden, dass der Abstand zwischen den beiden Geschlechts-
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chromosomen in einer mannlichen Zelle signifikant kleiner ist, als in einer
weiblichen (Rappold et al. 1984).

Mit dem Aufkommen der FISH Technik und der konfokalen Mikroskopie wur-
de in 3D-Rekonstruktionen neuronaler Zellkerne von Epilepsiepatienten eine
Lageveranderung der Territorien des Chromosom X festgestellt, welche im
Inneren des operativ entfernten Gehirngewebes aus einem Epilepsiefocus la-
gen. Als Kontrolle dienten Zellen vom Rand des entfernten Gewebes, die eine
normale Verteilung des X-Chromosoms aufwiesen (Borden und Manuelidis
1988).

In einer weiteren Verodffentlichung fanden die Autoren ebenfalls in menschli-
chen Neuronen in den Hybridisierungssignalen von 1g12 und 9912 zwei ver-
schiedene Muster (Manuelidis und Borden 1988): Die Sonde 1g12 war immer
im Zellkerninneren, nie membranstandig zu finden, im Fall von 9q12 lagen
entweder beide Homologe um den Nukleolus herum, oder eins um den Nukle-
olus und das andere an der Kernhtlle.

Radiale Anordnung in der Interphase

Unter der Annahme, dass Chromosomenspreitungen die Anordnung im Zell-
kern widerspiegeln, wurde bereits frih versucht ein Chromosomenarrange-
ment darin zu erkennen (Warburton et al. 1973; Hens et al. 1982; Wollenberg
et al. 1982). Mit solchen Praparaten, gewonnen aus peripheren Blutlymphozy-
ten, konnten zwar viele Metaphasen untersucht werden, jedoch lautete die Kri-
tik immer, dass die Zellen mit Colcemid inkubiert, hypoton behandelt und in
Methanol-Eisessig fixiert und aufgetropft werden mussten. Es war offensicht-
lich, dass eine solche Prozedur die Anordnung der Chromosomen beeinflus-
sen konnte (Sperling und Ludtke 1981; Wollenberg et al. 1982). Gleichwohl
wurde in diesen Arbeiten ein statistisch signifikantes Muster gefunden: kleine-
re Chromosomen lagen radial naher zum Zentrum der Metaphasespreitung als
grolRere.

In mitotischen Figuren menschlicher Fibroblasten konnte eine radiale Vertei-
lung bestatigt werden (Mosgoller et al. 1991; Leitch et al. 1994). Hier handelte
es sich um mit Formaldehyd fixierte Zellen und nicht mehr um artifiziell
gespreitete Chromosomenpraparate. Aus zehn Metaphasefiguren mannlicher
Fibroblasten wurden Seriendlinnschnitte angelegt, im EM aufgenommen und
rekonstruiert. Die Auswertung ergab, dass kleinere Chromosomen die Ten-
denz hatten zentral zu liegen, wohingegen grol3ere eher peripher gefunden
wurden.

Eine erste computergestutzte Auswertung und gleichzeitig der erste Vorlau-
fer dieser Arbeit wurde Ende der 80er Jahre durchgefuhrt (Emmerich et al.
1989). Zwei verschiedenfarbigen Sonden fur repetitive DNA-Abschnitte in den
Chromosomenregionen 1g12 und 15p wurden auf Interphasekerne von Lym-
phozyten, Amnionzellen und Fibroblasten hybridisiert. Die Signale, genauso
wie die Zellkerngrenzen wurden mithilfe einer Camera lucida abgezeichnet
und eingescannt. Das entsprach einer 2D-Projektion der Signale in den abge-
zeichneten Zellkernen. Der Vorteil dieser Methode war, dass viele Zellen in
relativ kurzer Zeit bearbeitet werden konnten, z. B. brauchte man fur die Aus-
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wertung von 300 Kernen nur 2 — 3 Stunden. Danach wurden die Koordinaten
des Mittelpunkts, sowie die der Signale bestimmt und die Distanzen berech-
net. Zum Vergleich mit einer zufalligen Anordnung wurden zwei Modelle ent-
wickelt, ein Ellipsoid- und ein Zylindermodell. Die zufallige Verteilung zweier
Punkte in den Modellen wurde in Monte-Carlo-Methoden simuliert. Keines der
beiden Modelle berlcksichtigte die Tatsache, dass die genannten Chromoso-
menregionen Teile der unterschiedlich groRen Territorien 1 und 15 sind, und
diese Grolenunterschiede Auswirkungen auf die Verteilung der CT haben
sollten. Messungen ergaben, dass die beiden Signale fur die CT 15 naher bei-
einander und auch naher zum Mittelpunkt lagen, als die beiden Signale fur die
CT 1. Individuelle Kerne unterschieden sich aber in den nachbarschaftlichen
Positionen der markierten Sonden, was gegen eine starre Anordnung der
Chromosomen sprach.

Weil das Chromosom 15 eine NOR im kurzen Arm enthalt und deshalb mit
Nukleoli assoziiert ist, wurden die Experimente mit den Sonden fur das
Centromer von Chr. 18 (18c) und X (Xc) wiederholt (Popp et al. 1990). Wieder
wich die Distanz 18c-CN (center of nucleus) signifikant von der Zufallsvertei-
lung des Zylinder- bzw. Ellipsoidmodells ab, d. h. Chr. 18 lag signifikant naher
zur Zellkernmitte.

Interessant war in dieser Studie, dass verschiedene Fixierungen zu gleichen
Resultaten fuhrten. Sogar in Zellen, die hypoton behandelt wurden und bei
denen die Zellkernflache um etwa das 2,5-fache grof3er war, wurden ahnliche
Verhaltnisse der gemessenen Distanzen gefunden.

Zwei weitere Arbeiten bestimmten die Lage der Centromere 7 und 15 (Hofers
et al. 1993a; Hofers et al. 1993b). Beide waren signifikant naher am Zentrum,
als in dem Zylinder- bzw. Ellipsoidmodell. Die Position 15¢ war noch zentraler
als die von 7c.

Sun et al. (2000) beschrieben in Fibroblasten eine Korrelation zwischen der
Lage der Territorien und der Chromosomengrof3e. Je kleiner die Chromoso-
men, desto weiter innen lagen sie. Jahre zuvor wurde bereits in Distanzmes-
sungen an Fibroblasten-Metaphasespreitungen eine groRenabhangige radiale
Positionierung gefunden, mit den kleinen Chromsomen 19, 20, 21, 22 und Y
innen und den grofRen 1, 2, 3, 4 aullen (Hoo und Cramer 1971). Aufgrund der
artefaktbehafteten Technik fand diese Verdffentlichung jedoch keine Beach-
tung.

Ein Einfluld des Zellzyklus auf die Chromosomeposition ist nicht unwahr-
scheinlich, denn Bridger et al. (2000) konnten bei den beiden gleich grof3en
Chromosomen 18 und 19 eine unterschiedliche Innen-AuRen Verteilung in
wachsenden Fibroblasten feststellten, jedoch nicht bei Fibroblasten in der GO-
Phase. Hinweise auf eine Zellzyklusabhangigkeit liegen auch fur Huhner-
fibroblasten vor, wo die frih-replizierenden Mikrochromosomen immer in der
Kernmitte lokalisierten (Habermann et al. 2001; Tanabe et al. 2002a).

Zusammengefasst zeichnet sich fur die untersuchten Zellkerne das Schema
einer radialen Anordnung ab: kleine CT haufen sich zentral in der Kernmitte,
grol3e Territorien praferenziell in der Kernperipherie. Defizite der meisten Ar-
beiten war jedoch eine Fixierung der Zellen mit Methanol-Eisessig (MAA) und
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eine hypotone Behandlung. Eine weitere Einschrankung war die Hybridisie-
rung mit hochstens zwei Sonden und der Vergleich mit wenig geeigneten
Kernmodellen.

Nachbarschaftliche Anordnung in der Interphase

In der Veroffentlichung Nagele et al. (1999) wurden die Chromosomenpositio-
nen von 7, 8, 16 und X in Fibroblasten bestimmt. Die Autoren fanden experi-
mentell eine Verteilung aus der sie schlossen, homologe Chromosomen neh-
men gegenuberliegende Positionen mit eine Winkel von etwa 150° ein. Sie
versuchten, die experimentell gefundene Verteilung mit dem entweder paralle-
len oder anti-parallelen ,Umfallen“ der Tochterzellen nach der Mitose zu erkla-
ren. Warde man alle vier Moglichkeiten, die zwei Tochterzellen besitzen um
,wumzufallen®, auf eine Flache projizieren, so fande man die tatsachlich beo-
bachtete Anordnung (fur ein Schema siehe ,Nagele_etal99 JCS Fig7.jpg" auf
der CDROM zu diesem Kapitel).

In Bronchialzellen, die in der Form und GroflRe den Fibroblasten ahnlich sind,
wurde von Koss (1998) ebenfalls eine gegenuberliegende Verteilung aller ho-
mologen Chromosomen beobachtet.

Anordnung in Prometaphaserosetten

Uneinigkeit besteht in der Literatur bezuglich der Lagebeziehung der Chromo-
somen in Prometaphaserosetten. Die kondensierten Chromosomen ordnen
sich wahrend der Prometaphase in einer Ebene parallel zum Objekttrager ring-
formig an (siehe Abb. 1-2). In der Mitte scheint ein ,Loch” freigelassen zu sein.
Mithilfe einer Anti-Centromer Farbung fanden Chaly und Brown (1988) heraus,
dass eine modifizierte Rabl-Konfiguration vorliegt, d. h. alle Centromere zeigen
nach innen, alle Telomere nach aul3en.
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Abb. 1-2 Sechs verschiedene Beispiele fiir DAPI gefdrbte Prometaphaserosetten.
Man kann einzelne Chromosomen erkennen, die ringférmig angeordnet sind. Eine Rabl-
Orientierung (helle Centromere nach innen, Telomere nach aul3en) ist an manchen Chromo-
somen zu erkennen.

Fruhe Studien an Saugerzellen fanden homologe Chromosomen benachbart
in den Prometaphaserosetten bei Mensch (Schneiderman und Smith 1962),
Muntjac (Heneen und Nichols 1972) und Chinesischem Hamster (Juricek
1975). Andere Veroffentlichungen berichteten dagegen von einer eher zufalli-
gen oder weit separierten Anordnung (Hens 1976; Korf und Diacumakos 1977,
Nagele et al. 1995). In zwei kontrovers diskutierten FISH Arbeiten fanden Na-
gele und Mitarbeiter heraus, dass homologe Chromosomen von Fibroblasten
und Hela-Zellen in Prometaphaserosetten immer durch einen Winkel von
mindestens 90° getrennt waren (Nagele et al. 1995; Nagele et al. 1998). Aus
ihren Ergebnissen leiten die Autoren ein Modell ab, in dem alle homologen
Chromosomen sich in der Rosette gegenuber liegend positionieren, dann die
Chromatiden in die Tochterzellkerne verteilt werden und diese Anordnung in
die nachste Generation Ubertragen wird (siehe Abb. 1-3). Das Modell impliziert
eine Trennung des vaterlichen und mutterlichen Chromosomensatzes, ahnlich
der gefundenen Genomseparation in Weizen-Hafer-Hybriden (Leitch et al.
1991), oder der in den ersten Zellteilungen bestehenden Trennung von Sper-
mium- und Eigenom nach der Befruchtung in Mausembryos (Haaf 2001). Al-
lerdings wurden die Ergebnisse durch eine neuere Arbeit (Allison und Nestor
1999) stark in Zweifel gezogen. Diese Autoren finden in Experimenten mit dem
gleichen Zelltyp und den gleichen Hybridisierungsmethoden, aber einer grolle-
ren Anzahl an Rosetten eine zufallige nachbarschaftliche Anordnung der
Chromosomen in der Prometaphaserosette.
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HAPLOID SET DIPLOID ROSETTE

Abb. 1-3 Postulierte Anordnung der Chromosomen in menschlichen Prometaphase-
rosetten aus Nagele et al. (1998). Die Autoren schlieBen aus ihren FISH Experimenten,
dass die zwei haploiden Chromosomensétze der beiden Elternzellen strikt getrennt auf den
entgegengesetzten Seiten liegen miissen. Die Homologen liegen sich in etwa gegendliber.
Eine danach erschienene Arbeit konnte dieses Muster nicht bestétigen (Allison und Nestor
1999).

Homologenassoziation

In Zellkernen von Drosophila melanogaster scheint die Assoziation der drei
Autosomenpaare eine typische Eigenschaft somatischer Zellen zu sein
(Hiraoka et al. 1993; Henikoff 1997). Daruberhinaus konnte die topologische
Anordnung aller Chromosomen in Polytankernen (Agard und Sedat 1983) und
eine Rabl-Konfiguration (Marshall et al. 1996) gezeigt werden.

In Metaphasepraparaten menschlicher Lymphozyten fanden Cohen et al.
(1972) nach einer Colchizin-Behandlung peripherer Blutlymphozyten keine
Homologenassoziation. Heneen und Nichols (1972) fanden dagegen eine der-
artige Assoziation in einer Untersuchung, bei der das Colchizin weggelassen
wurde. Dies ist vermutlich darauf zuruckzufuhren, dass mitotische Inhibitoren
die normale Chromosomenposition zerstéren (Rohlf et al. 1980).

In Zellkernen wurde eine Homologenassoziation bisher lediglich in ausdiffe-
renzierten neuronalen Zellen gezeigt. Die Centromerabschnitte der Chromo-
somen 1, 7 und 17 wurden in Gewebeschnitten des Cerebellums nebeneinan-
der beobachtet (Arnoldus et al. 1989; Arnoldus et al. 1991). Hingegen wurde in
menschlichen Fibroblasten in 2D - Projektionen der centromerischen Sonden
1 und 7 keine Homologenassoziation gefunden (Hofers et al. 1993a; Hofers et
al. 1993b). Andere Arbeiten hatten zuvor ebenfalls keine Homologenassoziati-
on in Fibroblasten (Emmerich et al. 1989; Leitch et al. 1994) und in Amnionzel-
len (Popp et al. 1990; Volm 1992) nachweisen konnen. Auch in peripheren
Blutlymphozyten betrug die Anzahl der unmittelbar benachbarten homologen
Chromosomen weniger als 2% (Alcobia et al. 2000). Diese Arbeit bestatigte
auch die Vermutung, dass in Lymphozyten unabhangig von der Praparations-
methode keine Homologenassoziation vorliegt (Ferguson und Ward 1992;
Vourc'h et al. 1993; Lesko et al. 1995).
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Fur eine Zelltyp- und/oder Differenzierungsabhangigkeit in dieser Frage
spricht eine vergleichende FISH Analyse mit den Painting Sonden 3, 7, 8, 13,
17, 21 und X in Testis Sertoli-Zellen (Chandley et al. 1996). In diesen ausdiffe-
renzierten Zellen wurde meist nur ein Signal pro Painting Sonde gesehen, so
dass angenommen wurde, beide Homologen lagen assoziiert nebeneinander.

Madglich ware auch eine Paarung, beschrankt auf bestimmte Chromosomen-
abschnitte oder Zellzyklusphasen. In T-Lymphozyten wurde eine Assoziation
der beiden Chr. 15 Homologen spezifisch im Bereich 15911-q13 (PWD-
Region) wahrend der spaten S-Phase gefunden (LaSalle und Lalande 1996).
Ebenso zeigten pericentromerische Sonden fir die Homologen der Chr. 9 und
17 in Prostatatumoren eine Assoziation (Williams et al. 1995). Im Falle des
Chr. 17 konnten die Autoren demonstrieren, dass nur der pericentromerische
Bereich und nicht das ganze Chromosom gepaart waren.

1.1.2 Zellkernmodelle

Verschiedene Modelle beschaftigen sich mit der Simulation von Chromatin im
Zellkern, aufgrund lichtmikroskopischer und im EM gefundener Daten (Widom
und Klug 1985; Felsenfeld und McGhee 1986; Belmont und Bruce 1994; Gra-
ziano et al. 1994; Horowitz et al. 1994). Jedoch machen nur die unten vorge-
stellten Aussagen Uber die Lage der Chromosomen zueinander. Sie wurden
vor allem benutzt, um Translokationsfrequenzen nach einer Bestrahlung vor-
herzusagen (Ostashevsky 2000; Sachs R. K. et al. 2000).

Random Walk / Giant Loop - und Multi Loop Subcompartment - Modell

Abstandsmessungen zwischen FISH Signalen im Kern fihrten zum ,Random
Walk / Giant Loop (RW / GL) Modell* (Yokota et al. 1995). Aus den Messun-
gen wurde ein Modell entwickelt, das mehrere Mb grof3e Chromatinschleifen
auf ein (postuliertes) biegbares Ruckgrat zurlckfaltet (Sachs R. K. et al. 1995).
In  Monte-Carlo-Simulationen ergaben sich dabei das erste Mal
Chromosomenterritorien. In  Modellen, die keine ZurlUckfaltung von
Chromatinfibern voraussetzen, wurden auch keine Territorien bewirkt (Kreth et
alEitd8Byeres Modell, das ,Multi Loop Subcompartment Modell (MLS)“, basiert
auf bekannten EM-Bildern von 30-150 kb Chromatinschleifen (Okada und
Comings 1979). Es postuliert ~1 Mb gro3e Chromatindomanen, aufgebaut aus
einer Serie von Chromatinschleifen, die an der Basis zusammengehalten wer-
den. Jede dieser Schleifen kann wiederum eine zufallige Organisation haben
(MUnkel und Langowski 1998; Munkel et al. 1999).

Bei der Berechnung ergaben sich in beiden Modellen Chromosomendoma-
nen. Sie gelangten jedoch zu unterschiedlichen Vorhersagen z. B. Uber den
Grad der Durchmischung von Chromatin benachbarter CT und Uber Distanzen
im Interphasekern (Munkel und Langowski 1998; Zink et al. 1998; Zink et al.
1999; Cremer T. und Cremer 2001).
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Spherical Chromatin Domain - Modell

Ein Sonderfall des MLS ist das ,Spherical ~1Mb Chromatin Domain (SCD)
Modell“, mit dem die grofRraumige Lagebeziehung aller CT im Zellkern simu-
liert werden kann (siehe Abb. 1-4). Fur die vorliegende Arbeit ist bedeutsam,
dass man anhand dieses Modells virtuelle konfokale Mikroskopiebilder simu-
lierter Schnitte durch den Zellkern und deren 3D-Rekonstruktionen berechnen
kann. Daruberhinaus konnten Fluorochrommarkierungen nach Bedarf zuge-
ordnet werden. Es wurden immer vollstandige Kerne mit 46 CT simuliert, je
nach Bedarf konnten aber unterschiedliche Chromosomen visualisiert werden.
In dieser Arbeit wurden drei SCD-Modelle verwendet. Das erste visualisiert
zwei einzelne Territorien, um die Dekonvolution testen zu kdnnen (Kapitel
3.3.1, S. 97 ff). Das zweite visualisiert einen Zellkern mit sieben Chromoso-
men fur die Uberprifung der Klassifikationsgenauigkeit (Kapitel 3.4.1, S. 124).
In der dritten Simulation wurden jeweils alle Territorien von 50 Fibroblasten-
kerne mit dem SCD-Modell berechnet, um eine zufallige Verteilung der Chro-
mosomenanordnung zu erhalten (Kapitel 3.5.2.3, S. 150). Fur eine genaue
Beschreibung des SCD-Modells siehe Cremer T. et al. (2000) und Kreth et al.
(2001).

In fruheren Publikationen (z. B. Emmerich et al. 1989) wurden mittels Monte-
Carlo-Simulation zufallige Punkteverteilungen in einer Ellipse bzw. in einem
Zylinder betrachtet. Es ergaben sich zwei Grenzlinien, deren Uberschreitung
als nicht-zufallig bewertet wurde. Die GroRe und das Volumen der Chromo-
somen konnte jedoch erst mit dem spater verwendeten SCD-Modell
berucksichtigt werden.
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Abb. 1-4 Computersimulation eines diploiden menschlichen Zellkerns, dargestellt in
24 verschiedenen Farben mithilfe des ,,Spherical ~1Mb Chromatin Domain (SCD) Mo-
dells”. Aus Cremer T. et al. (2000).

1.2 Fluoreszenz in situ Hybridisierung

Die Absorption eines Photons mit der Energie hv kann ein Molekul in einen
hoheren Energiezustand versetzten. Die Anregungsenergie wird durch Emis-
sion eines Photons hv' wieder abgegeben. Als Fluoreszenz wird die spontane
Emission von Strahlung bezeichnet bei der flr jedes absorbierte Photon wie-
der ein Photon ausgesandt wird. Von jedem Fluorochrom konnen durch konti-
nuierliche Messung aller Wellenlangen Anregungs- und Emissionsspektren
bestimmt werden (siehe Abb. 2-3, S. 61). Die Maxima dieser Spektren sollten
klar getrennt sein, um eine gute Abgrenzung zu Spektren benachbarter Fluo-
rochrome zu bekommen.

Neben den neuen Fluorochromen und Filtern waren es vor allem auch die
verbesserte Zellpraparation (zur Erhaltung der Topologie wahrend der Denatu-
rierung), die reinere Sortierung menschlicher Chromosomen im Durchflul3zy-
tometer und optimierte kombinatorische Ansatze zur simultanen Hybridisie-
rung aller 24 menschlichen Chromosomen, die zusammen ein erfolgreiches
Arbeiten zuliessen.

1.2.1 Painting Sonden

Chromosomen-spezifische DNA-Sonden kdnnen, nachdem sie mit einem Flu-
orochrom gekoppelt und als Hybridisierungssonden eingesetzt wurden, ein
ganzes Chromosom anfarben. Individuelle Chromosomen werden entweder
durch Mikrodissektion einzelner Chromosomen aus Metaphasespreitungen
(Guan et al. 1994; Guan et al. 1996) oder mithilfe eines FACS (Telenius et al.

26



Einleitung

1992b) gewonnen. Daraus werden dann mittels DNA-Klonierung oder PCR-
Verfahren mit degenerierten Primern (DOP-PCR) die Sonden hergestellt.

Mit Painting Sonden und der Chromosomen in situ Suppressionsmethode
(CISS) kann mit einem Uberschuss an nichtmarkierter, kompetitiver C,t1-DNA
eine spezifische Hybridisierung erreicht werden (Lichter et al. 1988a). Aller-
dings bendtigt man pro Hybridisierung etwa einen 20-fachen Uberschuss an
Cot1-DNA zum Abblocken maoglicher nicht-spezifischer Bindungen (Lichter et
al. 1988a; Lengauer et al. 1991). Der Begriff C,t1-DNA entstand in Experimen-
ten mit Reassoziationskinetiken zu Beginn der 70er Jahre (Britten et al. 1974).
Dort wurde gezeigt, dass sich nach einer Denaturierung doppelstrangiger
DNA, kurze repetitive Elemente schneller wiederfinden als lange single-copy
DNA. Liel3 man das Reassoziationsexperiment mit einer Konzentration C, ge-
nau so lange inkubieren, bis das Produkt aus C, x t den Wert eins ergab, so
erhielt man ein Gemisch aus reassoziierten repetitiven DNA-Fragmenten, die
Cot1-DNA. Wenn vor einer Hybridisierung diejenigen Elemente, welche von
der C,t1-DNA blockiert werden, aus den zu hybridisierenden Sonden entfer-
nen werden konnten, so ware eine stringente Hybridisierung auch ohne Com-
petitor-DNA maoglich. Dieser Ansatz wurde mit der folgenden Methode verwirk-
licht.

Abreicherung von repetitiven Elementen in Painting Sonden

Das Prinzip der hier beschriebenen Experimente ist das einer subtraktiven
Hybridisierung der DNA-Population A mit einer DNA-Population B. Diejenigen
Molekule, die schnell hybridisieren sind in beiden Populationen gleich und da-
her uninteressant, weil repetitiv. Die Molekule, die einzelstrangig in Losung
bleiben, stellen ,single-copy” Sequenzen dar und sollten isoliert werden.

Zur Abtrennung einer DNA-Teilmenge aus der gesamten DNA-Population
gibt es unterschiedliche Ansatze. Bernardi (1965) beschrieb erstmals eine
Chromatographie mit Hydroxylapatit, um ssDNA abzutrennen. Jedoch ist der
Prozess arbeitsaufwendig und man bendétigt die zu subtrahierende DNA in
ausreichender Menge (mehrere mq).

Eine experimentelle Verbesserung stellte das Avidin-Biotin-System zur Se-
lektion spezieller DNA-Sequenzen dar (Welcher et al. 1986). So konnten
spezifische DNA-, cDNA- und RNA-Sequenzen mithilfe biotinylierter Sonden,
die an Avidin banden, Uber eine Kupferchelat-Agarose-Chromatographie
isoliert werden.

Die selektive DNA-Trennung wurde unter dem Begriff ,subtraktive Hybridisie-
rung mit direkter Selektion“ bekannt (einen Ubersichtsartikel bietet Lovett
1994). Sie wurde hauptsachlich verwendet, um codierende Sequenzen inner-
halb komplexer Genome zu finden. Neu war der Einsatz der PCR-Technik. Die
Subtraktor-DNA wurde entweder an einer Membran verankert (Parimoo et al.
1991), oder an Latex-Kugelchen (Hara et al. 1993). So konnten z. B.
Transkripte aus einer cDNA-Bank isoliert werden, die nur in seneszenten
menschlichen Fibroblastenkulturen exprimiert sind (Hara et al. 1993).

Die Biotinylierung der Subtraktor-DNA, um sie nach der Hybridisierung mit
Streptavidin-Eisenklgelchen und einem Magneten zu fangen, war eine weitere
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Verfeinerung der Technik (Morgan et al. 1992). Damit wurden z. B. aus einer
genomischen cDNA-Bank diejenigen DNA-Abschnitte isoliert, die vom Chr. 17
(Rouquier et al. 1995) oder vom Chr. 11 (Chen-Liu et al. 1995) stammten. In
der zuletzt genannten Veroffentlichung erhielt die Methode das Acronym
SHAC (,selection of hybrids by affinity capture®). All diesen Arbeiten ist ge-
meinsam, dass stets eine positive Selektion angewandt wurde, d. h. bestimm-
te Sequenzen wurden aus einem Pool angereichert.

Im Gegensatz dazu verwendeten Craig et al. (1997) eine negative Selektion.
Dabei wird diejenige DNA am Magneten gefangen, die man nicht haben moch-
te und die verbleibende Losung wird weiterverwendet. Dieses Protokoll wurde
im Rahmen der Dissertation verbessert und zur Eliminierung repetitiver DNA-
Sequenzen aus allen menschlichen Painting Sonden angewandt (Bolzer et al.
1999).

1.2.2 Vielfarben-FISH Techniken

Die simultane Verwendung verschiedener Haptene und Fluorochrome ermog-
licht eine Darstellung mehrerer DNA-Sonden. Ende der 80er Jahre konnten
zum ersten Mal drei, bzw. sieben Chromosomen gleichzeitig visualisiert wer-
den (Nederlof et al. 1989; Nederlof et al. 1990; Ried et al. 1992). Diese Mikro-
skopiemethode entfaltete sich in enger Verknupfung mit der Entwicklung von
Fluorochromen und Filtern, sowie einer automatischen Kilassifikation. Es gibt
heute zwei prinzipielle Strategien zur Vielfarbenmarkierung: den kombinatori-
schen Ansatz und den Verhaltnisansatz. Die kombinatorische oder boolsche
Markierung ordnet jeder Sonde eine eindeutige Kombination von ein, zwei o-
der mehr Fluorochromen zu. Es kommt dabei nicht auf die Starke der Signalin-
tensitat an sondern nur, dass sie auf einem Chromosom vorhanden ist. Im
Gegensatz dazu ist die Starke der Markierung im Verhaltnis- (ratio)- Ansatz
wichtig. Hier werden die Sonden so markiert, dass verschiedene Chromoso-
men durch die Intensitaten eines Fluorochroms unterschieden werden konnen,
z. B. 33% blau, 66% grun, 0% rot = Chr.1, oder 33% blau, 100% grun, 33% rot
= Chr.2. Die wichtigsten Vertreter beider Ansatze werden im folgenden ge-
schildert.

M-FISH

Das Multiplex-FISH Verfahren (Speicher et al. 1996) wurde in dieser Arbeit fur
3D-Anwendungen weiterentwickelt. Es beruht auf einem Engpassfiltersatz, der
Licht auBerhalb der definierten Wellenlangen kaum durchlasst (Reichman
2000). In ein Weitfeld-Epifluoreszenzmikroskop wurde ein elektrischer Filter-
wechsler eingebaut, der 8 Filterblocke aufnehmen kann (Eils et al. 1998).
Durch die Motorisierung konnte die Aufnahmezeit verschnellert und ein latera-
ler Pixelshift reduziert werden.

Die verwendeten Fluorochrome sind in Abb. 1-5 dargestellt (Spektren in Abb.
2-3, S. 61). Die genaue Abstimmung der Fluorochrome mit den Filtern ist wich-
tig, damit ein ,Durchstrahlen” (,bleed-through“ oder ,cross-talk®) der Fluoroch-
romspektren minimiert wird. Durch die spektrale Trennung von Fluorochro-
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men, wurde es moglich kombinatorisch markierte Sonden zu verwenden und
jedem der 24 Chromosomen des Menschen eine eindeutige Farbkombination
zuzuordnen (Speicher et al. 1996; Eils et al. 1998).

DAPI DEAC FITC Cy3 Cy35 Cy5 Cy55  Cy7

uv [ [ 1 | 1 | [ IR
< i 1 1 1 >
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Abb. 1-5 Ausschnitt aus dem Spektrum elektromagnetischer Strahlung im Bereich
des sichtbaren Lichts. Farben fiir das menschliche Auge, Wellenldngenangaben (A) und
Emmisionsmaxima einiger in dieser Arbeit verwendeter Fluorochrome sind angegeben.

Die kombinatorische Markierung der Painting Sonden fur M-FISH ist in Tab.
2-2 (S. 49) gezeigt. Alle Chromosomen, die mit einem bestimmten Fluoroch-
rom markiert werden sollen, kdnnen in einem Pool vereint und gemeinsam
markiert werden. Z. B. enthalt der Cy3-Pool die Chr. 3, 6, 8, 11, 15, 18 und 20.
Werden die korrespondierenden Painting Sonden in ein Reaktionsgefal’ pipet-
tiert, so kann aus dieser Mischung ein Aliquot via DOP-PCR ampilifiziert und
markiert werden (Abb. 1-6). Die so markierten Pools werden gemischt und
hybridisiert.

Im Anschluss an die Hybridisierung und den Nachweis der indirekt markier-
ten Sonden wird von jedem Fluoreszenzkanal eine Aufnahme gemacht und
gespeichert (Abb. 1-7). Uberlagert man alle Bilder, entweder manuell oder mit
einer speziellen Software, so kann man anhand des Markierungsschemas je-
des Signal im Bild eindeutig klassifizieren. Mit diesem Aufnahmesystem ge-
lingt es eine M-FISH Metaphase innerhalb von 2 - 3 min aufzunehmen und zu
klassifizieren (Eils et al. 1998).
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Abb. 1-6 M-FISH: Prinzip der Sondenherstellung und Hybridisierung. Entsprechend

den Fluorochromen im Markierungsschema werden Pools hergestellt und amplifiziert. Diese
werden gemischt und hybridisiert.
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Abb. 1-7 M-FISH: Prinzip der Bildaufnahme. Das Licht einer Quecksilberdampflampe
wird durch den Anregungsfilter geschickt und trifft anschlieBend auf das Préparat. Das von
den Fluorochromen ausgesandte Licht gelangt, nachdem es den Emissionsfilter passiert hat,
zur CCD-Kamera. Mit ihr wird von jedem Kanal ein Bild angefertigt und abgespeichert. Zur
besseren Darstellung sind die Bilder hier farbig dargestellt. Eine anschlieBende Bildanalyse
ermittelt die Uberlappbereiche der einzelnen Kanéle und ordnet den klassifizierten Chromo-
somen eine falsche Farbe und eine Nummer zu.

SKY

Ein weiteres 1996 veroffentlichtes Karyotypisierungsverfahren heildt ,Spectral
Karyotyping” (SKY) (Garini et al. 1996; Schrock et al. 1996). Es wird von der
Firma Applied Spectral Imaging vertrieben und beruht auf einer Fourier-
Transformation des aufgenommenen Bildes mit anschlieRender Analyse der
Farbinformation jedes Pixels (Malik et al. 1996). Die Aufnahme- und Analyse-
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zeit fur eine Metaphase ist mit M-FISH vergleichbar. Der Vorteil dieses Sys-
tems ist die spektrale Auflosung des verwendeten Interferometers, die theore-
tisch bei 5 nm liegt. Im Vergleiche dazu haben M-FISH-Filter eine durch-
schnittliche Bandbreite von 30 - 60 nm. Aufgrund technischer Gegebenheiten
mussen auch bei SKY drei Hochpassfilter verwendet werden, je einer fur blau,
grin und rot, was letztendlich dazu fuhrt, dass die oben erwahnte spektrale
Auflésung in der Praxis nicht erreicht wird (Castleman et al. 2000). Zusatzlich
werden wahrend der Aufnahmezeit alle Fluorochrome gleichzeitig bestrahilt,
was trotz der Photostabilitat der Fluorochrome zum Ausbleichen beitragt. Je
hdher die Auflésungskraft des Interferometers eingestellt wird, desto langer
bendtigt das System flr eine Aufnahme.

ReFISH und CCK

Der Nachteil aller oben beschriebenen Techniken ist, dass man speziell aus-
gestattete Mikroskope mit Filtern oder Interferometer bendtigt, um die Fluores-
zenzmarkierungen detektieren zu konnen. In vielen Fluoreszenzmikroskopen
sind aber nur drei Standardfilter vorhanden, die z. B. fur die Fluorochrome Fitc,
Cy3 und Cy5 verwendet werden kdonnen. Diese methodische Licke flllt Re-
FISH, das zwei aufeinanderfolgende Hybridisierungen mit einem dazwischen-
liegenden Waschschritt nutzt, um mit den vorhandenen drei Filtern alle 24
Chromosomen zu detektieren (Heslop-Harrison et al. 1992; Epstein et al.
1995; Wang et al. 1995; Raap 1998; Zhen et al. 1998; Nie et al. 2001). Das
Verfahren beruht auf der vollstandigen Entfernung aller Signale aus der ersten
Hybridisierung durch Denaturierung und einer anschliellenden Hybridisierung
eines komplementaren Sondensatzes. Das Markierungsschema ist in Tab. 2-3
(S. 53) gezeigt. Optimiert wurde die Methode fur komplexe Sondengemische
von S. Muller (LMU Munchen; Muller et al. 2002).

Eine Abwandlung dieses Prinzips ist CCK (,Colour-changing karyotyping®,
Henegariu et al. 1999). Dabei werden in der ersten Hybridisierung nur direkt
markierte Fluorochrome verwendet, wohingegen in der zweiten Hybridisierung
nur Haptene zum Einsatz kommen, die indirekt mit Antikdrpern nachweisbar
sind (Biotin, Digoxigenin und Dinitrophenyl). Die Fluoreszenzintensitat der indi-
rekten Sonden ist starker und Uberstrahlt deshalb die Signale der ersten Hybri-
disierung.

COBRA

Ein weiteres Vielfarben FISH-System tragt den Namen COBRA als Akronym
fur Combined Binary Ratio labelling (Tanke et al. 1999). Es verwendet 4 Fluo-
rochrome und einen sogenannten Verhaltnismarkierungsansatz. Mit drei Fluo-
rochromen werden zwolf Painting Sonden jeweils so markiert, dass sie bereits
durch ihr Fluoreszenzsignalverhaltnis unterschieden werden konnen (siehe
S.28 unten). Dieses Verhaltnis kann erzielt werden, indem man der Markie-
rungs-PCR entsprechende Mengen fluorochrom-gekoppelter dUTPs zugibt,
oder mittels der chemischen Markierung mit dem Universal Linking Systems
ULS (Alers et al. 1999; Wiegant et al. 1999). Die komplementaren zwolf Pain-
ting Sonden werden anhand des Markierungsschemas markiert und zusatzlich
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noch mit einem vierten Fluorochrom, welches als binares Unterscheidungs-
merkmal zum ersten Satz verwendet wird. Ist das vierte Fluorochrom in dem
spater aufgenommen Bild vorhanden, gehdért das Chromosom zu dieser zwei-
ten Gruppe. Mit diesem Ansatz konnen im Prinzip sogar mehr Chromosomen,
arm- und bandenspezifische Sonden simultan nachgewiesen werden, als mit
ReFish oder CCK.

1.2.3 Zellpraparation

Bei der FISH Methode sind einige harsche Schritte erforderlich, um eine opti-
male Sondenpenetration und Hybridisierung zu gewahrleisten (z. B. DNA De-
naturierung bei 95°C). Das fuhrte zu der Frage, bis zu welchem Grad die
raumlichen Beziehungen der von FISH detektierten CT die Topologie in le-
benden Zellen widerspiegelt. Folgende Schritte bei der Vorbehandlung der
Praparate konnten zu Veranderungen fuhren: (a) Fixierung, (b) Permeabilisie-
rung der Zell-, bzw. Kernmembran und (c) DNA-Denaturierung.

Methanol-Eisessig (MAA) und Formaldehyd (PFA)

In der Zytologie werden zwei Fixierungslésungen standardmaflig angewandt:
Methanol-Eisessig (MAA, 3:1) und Formaldehyd (PFA, 4% in PBS). Die erste
Methode wird verwendet, um Chromosomenspreitungen herzustellen (Lichter
et al. 1991), findet sich jedoch auch in Publikationen zur Zellkernarchitektur.
Durch die hygroskopische Wirkung schrumpfen die Zellen um einige Prozent.
Ein direkter Vergleich der beiden Fixierungsmethoden ergab, dass die relati-
ven Abstande zwischen Hybridisierungssignalen dennoch weitgehend iden-
tisch blieben (Popp et al. 1990). Dennoch bietet diese Methode aufgrund ihrer
artefakttrachtigen Schritte keine geeignete 3D-Erhaltung.

Bei der Fixierung mit einer 4%-igen Formaldehydlosung wird daflr gesorgt,
dass die Zellen nie austrocknen (Zirbel et al. 1993). Die Zellen bleiben immer
in wassriger Umgebung, was zu einer besseren Erhaltung der 3D-Topologie
fuhrt. In Kombination mit verschiedenen Schritten zur Permeabilisierung, Pro-
teinentfernung und Denaturierung ist diese Fixierung fur FISH Experimente am
besten geeignet. Das gesammte Verfahren wird als ,,3D-FISH* bezeichnet (Ka-
pitel 2.1.4, S. 44).

Qualitatskontrolle

Manuelidis (1984) konnte keine Hinweise dafur finden, dass sich die relativen
Positionen und Distanzen wahrend der in situ Hybridisierung aufgrund des
Formamids oder der Temperatur anderten.

Eine mdgliche Qualitatskontrolle stellt eine DAPI-Farbung nach verschiede-
nen Vorbehandlungsschritten und eine anschlieRende Bildanalyse dar
(Mongelard et al. 1999). Jeweils die gleichen Zellkerne wurden nach der Fixie-
rung, Permeabilisierung, thermischen Denaturierung und Hybridisierung mit
einem konfokalen Mikroskop aufgenommen und sowohl das Muster als auch
das Volumen verglichen. Die Autoren fanden nur einen geringen Effekt nach
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der Permeabilisierung sowohl auf das Muster, als auch auf das Volumen.
Nach dem Denaturierungsschritt wies der Kern jedoch eine betrachtliche Vo-
lumenzunahme auf. Es zeigte sich auch, dass mit langerer Denaturierungs-
dauer eine Zunahme des Volumens der FISH Signale einherging, was auf eine
Veranderung in der Chromatinstruktur schlie3en lies.

In der vorliegenden Arbeit wurde ein 3D-FISH Protokoll verwendet, welches
auf der Ebene lichtmikroskopischer Analysen zu keiner wesentlichen Lagever-
anderung des Chromatins fuhrte (Solovei et al. 2002a). Durch das Formalde-
hyd wird eine so gute Quervernetzung von Proteinen und DNA erreicht, dass
die relativen Distanzen zwischen Sondensignalen erhalten bleiben. Im Gegen-
satz zu der oben genannten Veroffentlichung schwillt im Zuge der Permeabili-
sierung der Zellkern zwar leicht, schrumpft aber wahrend der 3D-FISH Proze-
dur wieder, so dass er am Ende etwa 80% des Lebendvolumens einnimmt.

1.3 3D-Mikroskopie und Bildverarbeitung

Konfokale Mikroskopietechniken lassen detailliertere Aussagen hinsichtlich der
Nachbarschaft von CT zu und ermdglichen so neue Einblicke in die Struktur
des Zellkerns (Eils et al. 1996; Dietzel et al. 1998b). Einer verbesserten
Beschichtung der Objektivlinsen ist es zu verdanken, dass die verschiedenen
optischen Aberrationen heute zumindest in der xy-Richtung weitgehend
korrigierbar sind. Das laterale Auflosungsvermdgen betragt bei
hochnumerischen Objektiven mit Olimmersion ~0,17 um, die axiale Aufldsung
hingegen nur 0,7 um — 1 um (Hofers et al. 1993a).

3D-Rekonstruktionen und Dekonvolutionsalgorithmen konnen in der Regel
nur angewendet werden, wenn das aufzunehmende Objekt Uberabgetastet
wird. Dazu werden Uber- und unterhalb der Fokusebene mehr Schnitte aufge-
nommen, als eigentlich fur die reine Objektaufnahme noétig waren. Diese Bilder
enthalten kaum noch sichtbare Information, jedoch gentigend, um die Restau-
ration durch eine Software zu ermoglichen. Das sogenannte Nyquist-Kriterium
sollte in z-Richtung erflllt oder unterschritten sein. Es beschreibt diejenige
Mindest-Schrittweite, die bendtigt wird, um zwei Punkte als solche auflésen zu
konnen und berechnet sich naherungsweise durch die folgende Formel
(Heintzmann 1999):

0,25 A Gleich 1-1
Nyquist Kriterium s " eichung 1-
yq NAZ

mit NA numerische Aperatur des Objektivs
A Wellenlange des verwendeten Lichts, wobei Aex = Aem

Optimal wére eine mindestens zweifache Uberabtastung des berechneten
Wertes. Hat ein Zellkern z. B. einen Durchmesser von 10 uym, so errechnet
sich bei einer durchschnittlichen Wellenlange (600 nm) und einem Olimmersi-
onsobjektiv (NA=1,4) eine Nyquist-Kriterium von 542 nm. Um diesen Wert min-
destens zweifach zu unterschreiten, sollten alle 250 nm ein lichtoptischer
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Schnitt erfolgen. Bei dem erwahnten Durchmesser des Zellkerns waren das 40
Schnittebenen (Abb. 1-8). In dieser Arbeit wurde, sofern nicht anders angege-
ben, das Nyquist-Kriterium erfullt und ein Schichtabstand von 250 nm gewahlt.

Stapel aus xy-Schnitten xz-Schnitt

A - A

Y/ ' Y,

Abb. 1-8 Bilddatenstapel aus xy-Schnitten in z-Richtung (links)
und ein xz-Schnitt (rechts).

Weil das Aufldsungsvermogen des Weitfeldmikroskops schlechter ist als das
des konfokalen, kommen dort zusatzlich Dekonvolutionsalgorithmen zur An-
wendung. Die Theorie behauptet, dass damit eine Auflosungsverbesserung
bis hin zu der eines konfokalen Mikroskops erreicht werden konne (Turner et
al. 1994; Pawley 1995; Schaefer L. 1997; McNally et al. 1999; Scientific-
Volume-Imaging 1999; T.l.L.L.-Photonics-GmbH 2001; Wallace et al. 2001).
Damit wurden sich die Eigenschaften zweier Gerate erganzen: die breite Fluo-
reszenzpalette eines Epifluoreszenzmikroskops mit dem besseren Auflo-
sungsvermogen eines konfokalen Mikroskops.

1.3.1 Konfokale Laser Scanning Mikroskopie (CLSM)

Das Prinzip der konfokalen Mikroskopie wurde bereits im Jahre 1961 von
Minsky beschrieben (Minsky 1961). In den letzten 20 Jahren wurden zahlrei-
che Weiterentwicklungen vollzogen (Cremer C. und Cremer T. 1978; Braken-
hoff et al. 1979; Wijnaendts van Resandt et al. 1985; Stelzer E. und Wij-
naendts van Resandt 1987) und Firmen vertreiben ihre Gerate mittlerweile in
Serie. Es gibt zahlreiche Ubersichtsartikel, Biicher und WWW-Seiten, die sich
mit dem Thema ,CLSM und biologische Anwendungen® intensiv beschaftigen
(Shotton und White 1989; Stelzer E. H. et al. 1991; Majlof und Forsgren 1993;
Pawley 1995; Entwistle 2000; Robinson 2001;
http://128.40.242.20/ConfocalTheoryFramer1.htm).

Unterschiede zum Weitfeldmikroskop

Der wichtigste Unterschied des CLSM zu einem Weitfeld-Mikroskop ist ein
Photodetektor, der Uber eine verstellbare Lochblende, das Emissionslicht auf-
fangt. Durch diese Vorrichtung wird das ,,out-of-focus"-Licht vermindert und so
vor allem das Licht aus der fokalen Ebene ausgewertet.
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Ein weiterer Unterschied ist die punktformige und einheitliche Anregung
durch einen Laser, z. B. Argon-Krypton-Laser mit den Linien 488 nm, 568 nm
und 647 nm. Diese Kombination ermdglicht die Anregung von Fitc, Cy3 und
Cy5. Spezielle Kurz-, Band- und Langpassfilter (Reichman 2000) selektieren
das Licht, das zu den Photomultipliern gelangt.

Auflésung

Die laterale Auflosung (xy) eines konfokalen Systems betragt etwa 200 nm
(Hofers et al. 1993a; Robenek 1995). Dagegen ist die axiale Aufldosung viel
schlechter. Sie kann als ,Full-Width at Half-Maximum® (FWHM) eines Intensi-
tatsprofils gemessen oder theoretisch berechnet werden und betragt etwa 750
nm - 900 nm (Hofers et al. 1993a und Pawley 1995, dort Kap. 10). Das FWHM
ist definiert als die Bandbreite in nm, bei der 50% der Lichtintensitat transmit-
tiert werden (Reichman 2000). Es ist ein Mal fur die beidseitige Steigung ei-
ner Intensitatsfunktion (Abb. 1-9). Je kleiner der Wert, desto steiler das Intensi-
tatsprofil, desto besser die Auflosung.

maximum

full width
at half maximunm
& half maxirmum

baseline

e

Abb. 1-9 FWHM (,,Full-Width-Half-Maxiumum®*) eines Intensitédtsprofils gemessen an
einem punktférmigen Objekt. Auf der x-Achse ist die Ortsinformation entlang einer Linie
durch das punktférmige Objekt aufgetragen, auf der y-Achse die Fluoreszenzintensitat.

Signal zu Hintergrund

Die bei der Bildaufnahme detektierten Photonen unterliegen der Poissonsta-
tistik. Man muss bei der Aufnahme daher daflr sorgen, moglichst viele Photo-
nen fur jeden Bildpunkt z. B. mit einem Photo-Multiplier einzufangen. Dies wird
durch mehrfaches Aufnehmen und Mitteln wahrend einer konfokalen Aufnah-
me erzielt. Je ofter aufgenommen und gemittelt wird, desto besser wird das
Signal-Rausch-Verhaltnis. Allerdings setzt das Ausbleichen der Fluoreszenz-
farbstoffe diesem Verfahren praktische Grenzen.

Vorziige eines CLSM

Die wichtigsten Konsequenzen, die sich aus der konfokalen Abbildung erge-

ben, kdnnen wie folgt zusammengefasst werden (Robenek 1995):

e Emittiertes Licht aul3erhalb des Laserfokus in der Objektebene wird unter-
druckt

e Defokussierung erzeugt keine Unscharfe, sondern Ausblendung der Ob-
jektteile, die sich von der Brennebene entfernen. Das Bild des Objektes
wird beim Defokussieren dunkel, bevor es unscharf wird. Man spricht daher
vom ,optischen Schneiden®
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e Durch die punktférmige Beleuchtung kommt es zu einer Streulichtreduktion
von benachbarten Strukturen

1.3.2 Weitfeld-Epifluoreszenzmikroskopie

Die planare, grof¥flachige Ausleuchtung und eine fehlende Lochblende sind
entscheidend fur die Sensitivitat der Weitfeld-Fluoreszenzmikroskopie und
gleichzeitig das grofte Problem bezuglich Auflosung und Ausdehnung in drei
Dimensionen. Streulicht (,out-of-focus light / -information®), vermindert den
Kontrast und damit die Auflésung. Uber 90% des Gesamtlichts sind ,out -of-
focus® Information (Robenek 1995). Ein partieller konfokaler Effekt tritt aller-
dings ein, wenn man die Beleuchtungsblende so klein wie moglich macht
(Hiraoka et al. 1990). Ein Vorteil gegentber konfokalen Geraten ist die besse-
re Lichtausbeute und die CCD-Kamera, die viel sensitiver als ein Photomul-
tiplier ist. Dadurch konnen Expositionszeiten herabgesetzt und Ausbleichen
vermieden werden (Agard et al. 1989).

Erstellung einer PSF

Die Charakterisierung des Streulichts basiert auf dem 3D-Bild eines punktfor-
migen Objekts, der sogenannten PSF (Point Spread Function, siehe Abb. 3-6,
S. 96). Die PSF eines konfokalen Mikroskops unterscheidet sich von einer
Weitfeld-PSF, da sie speziell in z-Richtung viel enger ist (siehe Abb. 3-4 ,S.
93; Shaw und Rawlins 1991).

Fur die Erstellung einer experimentellen PSF wird als punktférmige Quelle
eine mit Fluorochromen beladene Kugel (,bead®) verwendet. Sie sollte so klein
wie moglich sein und unterhalb der Auflésungsgrenze des Mikroskops liegen.
Jedoch sind solche ,beads” dann meistens schwierig zu sehen und bleichen
zu schnell. Als Kompromiss sollte der ,bead“-Durchmesser etwa '/; der Aufl-
sungmaoglichkeit des gewahlten Objektivs entsprechen (McNally et al. 1999).
Setzt man die Werte NA = 1,4 und durchschnittliches gelbes Licht (600 nm) in
die Formel zur Berechnung der Auflésung ein (McNally et al. 1999), so be-
kommt man eine Auflosungssgrenze von 0,5 ym. Der Durchmesser eines zu
ve1rwendenden ,beads” sollte folglich zwischen 175 nm und 500 nm betragen
(~'/3x0,5).

Wenn alle Bildaufnahmebedingungen optimal erfullt sind, kann durch Dekon-
volution mit einer PSF die Auflosung in xy-, vor allem aber in z-Richtung er-
hdht werden. In der vorliegenden Arbeit wurde versucht, mit einem Weitfeld-
fluoreszenzmikroskop der Fa. Leica ideale Aufnahmebedingungen zu errei-
chen und nach Dekonvolution die Auflosung der erhaltenen Bilder zu steigern.

1.3.3 Dekonvolution (Entfaltung)
Konvolution (Faltung) wird der Prozess genannt, dem das Bild eines Objektes

unterworfen wird, wenn es durch die Optik eines Mikroskops aufgenommen
wird (Agard et al. 1989). Sie ist abhangig von der Beleuchtung und allen Mik-
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roskopkomponenten, die den Lichtweg kreuzen (Objektiv, Spiegel, Filter, Re-
flektionen innerhalb des Lichtweges, Einstellung der Lampe bzw. des Lasers,
Pinhole, Kamera). Eine ideale Konvolution wird erreicht, wenn alle Komponen-
ten optimal aufeinander abgestimmt sind und das Bild eines punktformigen
Objekts nur noch von der Wellenlange und der numerischen Aperatur abhangt
(van der Voort et al. 1989).

Vergleich konfokaler PSF mit Weitfeld-PSF

Ein Schnitt durch eine ideale PSF bzw. ihre fouriertransformierte Funktion,
OTF (Object Transfer Function), kann zum anschaulichen Vergleich herange-
zogen werden (siehe Abb. 1-10). Sowohl die Weitfeld- als auch die konfokale
OTF sind symmetrisch und ihr Ursprung liegt jeweils genau in der Mitte der
Figur (die Achsen wurden zur besseren Sichtbarkeit aus ihrem Ursprung in der
Bildmitte geruckt). Frequenzen, die nahe dem Ursprung der OTF liegen repra-
sentieren grof¥flachigen Bildstrukturen und zunehmende Werte spiegeln klei-
nere Bildstrukturen wider (Heintzmann 1999). Man erkennt in der konfokalen
OTF, dass vom Ursprung aus gesehen Frequenzen in alle Richtungen anset-
zen, und dass die z-Ausdehnung etwa 2- bis 3-mal geringer ist als in xy. Bei
der Weitfeld-OTF schnuren sich die Frequenzen in z-Richtung ein, was bedeu-
tet, dass kleine Strukturen entlang der z-Achse verloren gehen. Man spricht
hierbei vom ,missing cone®. Der Grund daflr liegt in der gleichmaligen Be-
leuchtung des Objekts bzw. der fehlenden Lochblende. Bei einer solchen Be-
leuchtung tritt beim Defokussieren ein Unscharfeeffekt ein, ahnlich dem Ver-
stellen des Entfernungsrings bei einer Kleinbildkamera. Alle Objekte ver-
schwimmen ineinander und es sind nur noch grol¥flachige Strukturen im Bild
zu erkennen. Beim CLSM hingegen sorgen die punktformige Anregung und
die Lochblende dafur, dass es immer zu einem scharfen Bild kommt,
gleichgdltig in welcher Ebene man sich befindet.

,,missing cone*

.
3

= k,\.'.'
k} L’k!‘

(a) Widefield OTF (b) Confocal OTF

Lk

Abb. 1-10 OTF einer simulierten Linse. Die Achsen sind nur zur besseren Darstellung aus
dem Zentrum der jeweiligen OTF herausgertickt worden, der Ursprung liegt eigentlich genau
in der Mitte der jeweiligen Figur. Auf den ,missing cone® wird mit einem Pfeil hingewiesen.
Leicht veréndert aus Heintzmann (1999).

Zwischen einer mit den besten Objektiven ermittelten PSF und einer theore-
tisch berechneten PSF gibt es Differenzen. Dies liegt an den bereits genann-
ten Faktoren des Mikroskopbaus. Mittels verschiedener Computeralgorithmen
kann eine Umkehrung der Faltung fir mikroskopische Bilder berechnet wer-
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den. Dieser Prozess wird Dekonvolution genannt (Agard 1984; Conchello et al.
1997; McNally et al. 1999).

Fur die Dekonvolution bendtigt man, mit Ausnahme der sogenannten ,blin-
den Dekonvolution® (Holmes T. J. und O'Connor 2000), eine gemessene oder
simulierte Abbildung eines ,beads”, dessen geometrische Eigenschaften be-
kannt sind (McNally et al. 1999). Sie werden in exakt der gleichen Weise auf-
genommen, wie das zu entfaltende Bild. In das Dekonvolutionsprogramm wer-
den beide Bildstapel importiert. Im Fourierraum wird das zu entfaltende Bild
durch die PSF dividiert und man erhalt nach der Rucktransformation in den
Ortsraum das entfaltete Bild.

Unterschiede der Software

Fur die Dekonvolution werden Softwarepakete von verschiedenen Firmen an-
geboten. Die Unterschiede in den Produkten liegen hauptsachlich in folgenden
zwei Umstanden (Scientific-Volume-Imaging 1999). Erstens, die oben genann-
te Division im Fourierraum liefert manchmal ein nicht definiertes Ergebnis
durch eine Division durch Null und verschiedene Ansatze wurden in den ein-
zelnen Programmen entwickelt, dies zu umgehen. Zweitens, die Dekonvoluti-
on bendtigt zu Beginn ein virtuelles, ideales Bild des zu entfaltenden Bildes.
Dieses wird aus dem importierten Bild geschatzt und dafur gibt es verschiede-
ne Algorithmen. Die Differenz zwischen dem zu entfaltenden Bild und dem ge-
schatzten wird intern in einem ,Qualitatsfaktor” ausgedruckt. Das Programm
versucht in einem iterativen Prozess diesen Wert zu minimieren. Gibt es kei-
nen solchen Faktor, muss die Anzahl der Iterationen empirisch herausgefun-
den werden.
Die Implementierungen konnen in folgende Kategorien eingeteilt werden:

(1) Nearest Neighbor (Agard 1984)

(2) Inverse Volumenfilterung: ,Constrained Wiener Filter* (Wallace et al. 2001),
,Tikhonov Miller (ICTM)“ (Scientific-Volume-lmaging 1999), ,Adaptive In-
verse Modeling® (T.l.L.L.-Photonics-GmbH 2001)

(3) Eingeschrankt iterative Volumenfilterung: ,Maximum Likelihood Estimation
(MLE)“ (Holmes T. J 1988; Holmes T. J. und Liu 1991; Schaefer L. 1997;
Conchello 1998; Heintzmann 1999; Scientific-Volume-Imaging 1999;
Schaefer L. 2000), ,Maximum Entropie” (Skoglund et al. 1996), ,Least
Square” (Schaefer L. 1997), ,Jansson van Cittert” (Schaefer L. 1997)

(4)Blinde Dekonvolution (Holmes T. J. 1992; Holmes T. J. und O'Connor
2000)

Die in dieser Arbeit verwendeten Programme enthielten ausschliel3lich Algo-

rithmen des Typs 2 und 3.

Qualitatskriterien

Es gibt Versuche, Gutefaktoren (Figures of Merit (FOM)) zu erstellen, bzw.
durch Nebeneinanderstellung die entfalteten Bilder zu vergleichen. Darunter
befinden sich der Sichtbarkeitsindex von Linien, die Signalintensitat betrachtet
als FWHM oder das Signal-zu-Hintergrunds-Kriterium (Markham und Conchel-
lo 1997). Ein nutzliches Kriterium ist die ,Fehlerenergie” (Holmes T. J 1988).
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Um die Bildqualitat bestimmter Objektfrequenzen zu beurteilen wurde dieser
Faktor weiter modifiziert in den sogenannten ,Relative energy regain“ (RER;
Heintzmann 1999). Der berechnete Wert liegt bei ,,1“ flr eine perfekte raumli-
che Rekonstruktion und ist ,0“ fir keine Veranderung zum Ursprungsbild. Arte-
fakte konnen leicht erkannt werden, wenn der Graph in den negativen Bereich
abrutscht (flr eine genauere Beschreibung siehe Abb. 2-7 im Kapitel Material
und Methoden, S. 71).

1.3.4 Klassifikation von Chromosomenterritorien

Um die Spezifitdt der Farbauflosung zu maximieren, ware es winschenswert
fur jede zu markierende Sonde auch ein eigenes Fluorochrom zu haben. Fur
die 24 menschlichen Chromosomen wurden daher 24 Fluorochrome benotigt
werden. Da derzeit nur acht Fluorochrome, die simultan verwendet werden
kénnen, verfligbar sind, behalf man sich mit kombinatorischen Ansatzen.

Die Fragestellung bei der Klassifikation von Vielfarbenbildern lasst sich grob
wie folgt skizzieren:

Wulnschenswert ist ein automatisiertes Auswertesystem, dem die Bilder aller
aufgenommenen Kanale Ubergeben werden kdénnen. Jeder Region, die in zwei
oder mehr Kanalen uberlappt, wird anhand des Markierungsschemas die
Nummer eines bestimmten Chromosoms und eine falsche Farbe zugeordnet.
Daruber hinaus soll es ein Uberwachter Prozess sein, das heildt es durfen we-
der zuviel noch zuwenig klassifizierte Regionen auftreten. Dabei sollten die
unterschiedlichen Intensitaten der Fluorochrommarkierungen Berucksichtigung
finden.

Fur diese Art von Klassifikationsproblem wurden verschiedenen Lésungen
entwickelt. Die naheliegendste Moglichkeit war, fur jeden Kanal einen optima-
len Schwellwert zu finden und anschlie3end die Pixel anhand ihrer binaren
Farbinformation zu klassifzieren (Speicher et al. 1996). Dieser Ansatz erwies
sich zunachst als nutzlich bei Bildern von Metaphasespreitungen, jedoch zeig-
te sich, dass diese Methode oftmals zu keiner stabil reproduzierbaren Losung
fuhrte, weil jeder Kanal unabhangig behandelt wurde und es zu Ringeffekten
und Fragmentierungen kam. Fur diese 2D-Bilder wurde das Programm MCK
entwickelt, welches die genannten Schwachstellen Uberwand und in die Soft-
ware QFish von Leica implementiert wurde (Eils et al. 1998). Eine
Weiterentwicklung dieser Software fuhrte zu mfish3d, das 3D-Bildstapel
importieren und anhand der Kanale und einem Markierungsschema klassifi-
zieren kann.

1.4 Zielsetzung der Arbeit

Ein erstes Ziel war die Herstellung eines Sondensatzes zur Darstellung aller
menschlichen Chromosomen, der keine stdrenden repetitiven Sequenzen
mehr enthalten sollte. Die SHAC-Methode (,selection of hybrids by affinity
capture®; Craig et al. 1997) sollte im Rahmen der Dissertation weiter verbes-
sert und auf alle menschlichen Painting Sonden angewendet werden. FISH
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sollte damit ohne C,t1-DNA moglich werden und die Signale ein besseres Sig-
nal- zu Hintergrund - Verhaltnis liefern.

Daran anschlieRend stand die Etablierung einer 3D-Aufnahmetechnik flr
Vielfarben - FISH Experimente mit einem speziellen Fluoreszenzmikroskopen.
In der Interphase 3D fixierter Zellkerne sollte diese Methode eine gleichzeitige
Visualisierung aller menschlicher Chromosomen erlauben. Die wesentliche
Fragestellung hierbei war: Ist die bislang fur Metaphasenpraparate etablierte
Vielfarben - FISH - Methode auf den Zellkern Ubertragbar und kann eine terri-
toriale Verteilung aller Chromosomen simultan nachgewiesen werden?

Die 3D-Positionen aller Chromosomen sollten in Form ihrer Schwerpunkte
zeigen, ob eine nicht-zufallige Anordnung der Chromosomen im Zellkern vor-
liegt. Dabei ist die Art der Fixierung und Vorbehandlung der Zellen wichtig,
damit nicht durch diese Schritte bedingte Artefakte die Verteilung verandern.
Die Anwendung und Verbesserung einer 3D-Fixierung war daher ein weiteres
Ziel.

Eine simultane Positionsbestimmung maglichst vieler (am besten aller 46)
Chromosomen in einzelnen Fibroblastenkernen und Prometaphaserosetten
sollte Erkenntnisse liefern, ob die kontrovers diskutierte nachbarschaftliche
Anordnung der Chromosomen existiert oder nicht.

Da die Realisierung dieses Vorhabens zum grofen Teil von den verflugbaren
Mikroskopen abhing, wurden zwei Ansatze gewahlt: M-FISH und ReFISH.

M-FISH

Obwohl konfokale Laser Scanning Mikroskope flr die dreidimensionale Analy-
se von FISH-Experimenten vielfach verwendet werden, stand keines zur Ver-
figung, mit dem die Analyse aller fur M-FISH bendtigten Fluorochrome durch-
gefuhrt werden konnte. Deshalb sollte ein 3D-Vielfarben-FISH Verfahren auf
der Basis eines Weitfeld-Epifluoreszenzmikroskops entwickelt werden, das die
Vorteile der engen Bandpassfilter und einer sensitiven CCD-Kamera mit einem
steuerbaren Aufnahmemodus in z-Richtung verbindet. Die zur Steuerung und
Bildaufnahme noétige Computersoftware sollte in Zusammenarbeit mit Leica
Microsystems (Cambridge, UK) angepasst werden. Die schlechtere Auflésung
sollte mit nachgeschalteten Dekonvolutionsprogrammen auf das Niveau kon-
fokaler Bilder angehoben werden. Dazu sollten Dekonvolutionsalgorithmen
von unterschiedlichen Firmen intensiv getestet werden. Ein parallel weiterent-
wickeltes Programm zur Klassifikation 3-dimensionaler M-FISH Bildstapel,
mfish3d, sollte durch Testen der Einstellungsparameter fur die Analyse der
Zellkerne optimiert werden (Zusammenarbeit mit der Bioinformatik-Gruppe von
R. Eils am DKFZ in Heidelberg).

ReFISH

Unter ReFISH versteht man eine sequenzielle Hybridisierung zweier komple-
mentarer Painting Sondensatze auf dasselbe Praparat. Es sollte ausgetestet
werden, ob auf diesem Wege eine Analyse alle 24 Chromosomen mit einem
konfokalen Mikroskop ebenfalls moglich wird.
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2. MATERIAL UND METHODEN

Soweit nicht anders angegeben wurden Losungen und Methoden nach Proto-
kollen aus Maniatis et al. (1989) hergestellt bzw. durchgefuhrt. Bei der Ver-
wendung von Kits wurde nach den entsprechenden Angaben des Herstellers
verfahren. Es wurde bei Raumtemperatur gearbeitet, sofern nicht explizit eine
andere Temperatur angegeben ist.

Der Ablauf der Experimente war schematisch folgender:

Zellkultur, Zellpraparation
U
Markierung der Painting Sonden

U

Hybridisierung
U

Nachweis
U
Bildaufnahme am Mikroskop

U

Dekonvolution

U

Farbklassifikation und Visualisie-
rung

U

Datenanalyse

41



Material und Methoden

2.1 Chromosomen-, Zellpraparation und FISH Vorbehandlung

211 Zellkultur

Zur Anwendung kamen Standardtechniken der Zellkultur (z. B. Weatley und
Wang 1998).

2.1.1.1 Fibroblasten

46, XY Fibroblasten wurden in der Kinderklinik der LMU Munchen aus der Be-
schneidung mannlicher Vorhaut gewonnen. Die Zellen wurden als karyoty-
pisch unauffallig eingestuft. Sie wurden nach mechanischer Vereinzelung in
Aliquots eingefroren und je nach Bedarf aufgetaut.

Nach dem raschen Auftauen der Zellen im 37°C Wasserbad wurden sie in
ein Falconréhrchen mit 8 ml vorgewarmtem Vollimedium (DMEM, 10%FCS,
100 pg/ml Pen/Strep) tberfiihrt und bei 200g 5 min zentrifugiert. Der Uber-
stand wurde abgegossen und das Pellet in etwas Vollmedium resuspendiert.
Danach wurden die Zellen in einer 50 ml Kulturflasche mit 8 ml Vollmedium fur
3 - 4 Tage im Brutschrank bei 37°C, 5% CO, und 80% relativer Luftfeuchtigkeit
kultiviert. Nach dieser Zeit wurden die adherent wachsenden Fibroblasten vom
Flaschenboden abtrypsiniert (1-2ml 0,05% Trypsin), mit 30 - 40 ml Medium
aufgenommen und wuchsen wieder 3 - 4 Tage in einer 250 ml Kulturflasche
bis zur Konfluenz.

Fur die Herstellung mikroskopischer Praparate erfolgte die Anzucht der Zel-
len direkt auf Deckglasern definierter Dicke (1,7 £ 0,01 mm). Die Deckglaser
wurden zuvor etwa 2 h in einem 1:1 Ethanol / Ether-Gemisch zur Entfettung
gelagert und wurden anschlielend abgeflammt. Dann wurden sie in sterile
Quadriperm-Kammern gelegt und mit circa 4ml Vollmedium beflllt. In jede
Kammer wurden 2 ml der Zellsuspension aus einer konfluenten Kultur gege-
ben und bis zur gewunschten Zelldichte mehrere Tage inkubiert.

2.1.1.2 Periphere Blutlymphozyten

Periphere Blutlymphozyten konnen direkt aus dem Blut isoliert werden und
befinden sich bei gesunden Spendern in der GO-Phase (Tashiro et al. 1996).
Im Gegensatz zu den adharent wachsenden Fibroblasten musste man bei den
Lymphozyten die Anheftung auf den Deckglasern kinstlich erzwingen. Hierfur
wurden mit Poly-L-Lysin beschichtete Deckglaschen verwendet. Die stark ba-
sischen, positiv geladenen Seitenketten dieser Aminosaure treten mit den car-
boxy-terminalen, negativ geladenen Proteinenden auf der Zelloberflache in
Kontakt, so dass die Zellen aufgrund elektrostatischer Wechselwirkungen auf
dem Deckglas haften bleiben.
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Venoses Blut freiwilliger Spender wurde abgenommen und sofort in ein he-
parinisiertes Falconrohrchen uberfuhrt, um eine Gerinnung zu vermeiden. Das
Blut war so mehrere Stunden haltbar. Es wurde anschlieRend 1:1 mit HANKS-
Losung (Gibco, BRL) verdunnt. Die Auftrennung der unterschiedlichen Blutbe-
standteile (Plasma, Erythrozyten, Leukozyten) erfolgte mit Hilfe von Ficoll®
(Amersham Pharmacia) in einer Dichtegradientenzentrifugation: 7,5 ml vorge-
warmtes Ficoll® wurde in ein 50ml Falconrdhrchen Uberfiihrt und mit 14,5 ml
Blut vorsichtig Uberschichtet, so dass zwei getrennte Phasen entstanden.
Nach der Zentrifugation (35 — 40 min, 300g, RT) wurde die oberste Schicht
(Plasma) abgenommen und verworfen. Die darauffolgende, gelblich-tribe
Schicht (,buffy coat®) enthielt die Leukozyten, betrug circa 3 ml und wurde in
ein 15 ml Falconrohrchen uberfuhrt. Fur deren Isolierung erwiesen sich 50 mi
Falconrohrchen mit einem fest eingebauten Filter als praktisch, da sie die Fi-
coll®-Uberschichtung mit Blut und die nachfolgende Schichtabnahme erleich-
terten und durch die klare Auftrennung die Ausbeute erhohten. Zur Entfernung
von restlichem Ficoll® wurde mit einer dreifachen Menge an HANKS-L&sung
gewaschen und die Zellen anschlieend pelletiert (10 min, 200g, RT). Der U-
berstand wurde verworfen und das Zellpellet erneut in 6 - 8 ml HANKS-Losung
resupendiert. Nach erneuter Zentrifugation und Uberstandabnahme wurden
die Zellenin 1 - 1,5 ml RPMI 1640 / FCS (1:1) - Gemisch resuspendiert.

Die gewonnenen Lymphozyten wurden auf Poly-L-Lysin beschichtete Deck-
glaschen aufgebracht. Wahrend einer Inkubation von 30 min bei 37°C setzten
die Lymphozyten sich darauf fest. Danach erfolgte eine kurze hypotone Be-
handlung mit 0,25x PBS fur exakt 1 min 50 s und eine sofortige Fixierung in
4% PFA /0,25x PBS.

21.2 Auswertung im FACScan

Zellen einer Kulturflasche wurde abtrypsiniert, kurz in PBS gewaschen und 10
min mit 4% Formaldehyd / PBS fixiert. Nach einer 10 minatigen Inkubation in
Propidiumjodid-Lésung (PBS, 0,1% Triton-X-100, 50 pg / ml Propidiumjodid)
wurden die Zellen in PBS / 0,1% NaN3j bis zur Verwendung aufbewahrt Alle
Zentrifugationsschritte erfolgten im Eppendorfgefald, 3 min bei 500g und 4°C.
Propidiumjodid farbt DNA und RNA in fixierten Zellen an und emittiert Licht bei
617 nm (entspricht etwa Tritc oder Cy3.5, siehe 2.2.3, S. 54).

Zur Quantifizierung der Fluoreszenz wurden jeweils 10000 Einzelzellen im
FACScan gemessen und mit der Software CellQuestTM Version 3.1f (Becton
Dickinson) ausgewertet, um ihre Zellzyklusphase (G1, S oder G2) zu bestim-
men.

21.3 Chromosomenpraparation

Die Standardtechnik der Chromosomenpraparation ist unter anderem be-
schrieben in Lichter et al. (1991) oder in
http://info.med.yale.edu/genetics/ward/tavi/FISHgquide.html.
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Frisches, heparinisiertes Vollblut wurde in einem Falconréhrchen 10 min bei
200g abzentrifugiert. Die Leukozytenschicht, die zwischen Plasma (oben) und
Erythrozytenschicht (unten) lag, wurde abgenommen, auf zwei 50 ml Kulturfla-
schen mit 15ml Komplettmedium RPMI 1640 (Gibco, BRL) und 0,5 ml PHA
verteilt und 72 h im Brutschrank (37°C, 5% CO,) vermehrt. Nach einer 40 mi-
natigen Inkubation mit Colcemid [10 pg / ml], erfolgte eine hypotone Behand-
lung mit 0,56%-iger KCI-Losung, wahlweise auch mit einer 0,8%-igen Natri-
umcitrat-Lésung. Der Uberstand wurde nach dem Zentrifugieren (10 min,
2009) bis auf etwa 0,5 ml abgenommen und verworfen, der Rest sorgfaltig re-
suspendiert. Es erfolgte tropfenweise und unter vorsichtigem Schutteln die
Zugabe von 10 ml Hypotonieldsung. Daran schloss sich eine Inkubation fur 20
min bei 37°C an. Danach wurde abzentrifugiert (10 min, 200g), der Uberstand
wurde wieder bis auf etwa 0,5 ml abgenommen und das Pellet resuspendiert.
Die Fixierung der Zellen erfolgte durch tropfenweise Zugabe 10 ml eiskalten
Fixatives (MAA, Methanol / Eisessig 3:1) unter vorsichtigem Schutteln. Wieder
wurden die Zellen abzentrifugiert, der Uberstand abgenommen und der Rest
resuspendiert. Die letzten beiden Schritte wurden als Waschschritte mindes-
tens drei mal wiederholt.

Die Zellsuspension wurde auf mit Ethanol (100%) gereinigte und mit destilier-
tem Wasser gewaschene OT getropft. Die Praparate wurden in 70% EtOH bei
4°C gelagert.

214 Zellpraparation fir 3D-FISH

Wollte man die 3-dimensionale Struktur des Zellkerns erhalten, wurde dafir
eine Fixierung mit einer wassrigen Paraformaldehydlésung (4% PFA in 1 x
PBS, pH 7,0, 10 min, RT) und anschlieender Behandlung mit flussigen N,
(,freeze-thawing-cycles®) angewandt. Diese Technik ist Teil einer als ,3D-
FISH* veroffentlichten Technik (Solovei et al. 2002b). Dabei war ein Austrock-
nen des Praparates unter allen Umstanden zu vermeiden, da sonst Schrump-
fungsartefakte entstehen konnten. Ebenso wurde ausschlieRlich mit isotonen
wassrigen Losungen gearbeitet. Das Protokoll diente gleichzeitig auch zur
Permeablisierung der Zellen und der Zellkerne (Tab. 2-1).

Nach der Fixierung (s. o0.) wurden die Deckglaser in einer 0,5% Saponin /
0.5% Triton X100-Losung in PBS 20 min inkubiert. Anschlielfend wurden die
Praparate fur mindestens 30 min in 20% Glycerinlésung gestellt. Die Deckgla-
ser wurden mit einer Pinzette vorsichtig 10 s in flussigen Stickstoff getaucht
und danach in das Glycerin zuruckgestellt. Dieser Vorgang wurde 4 - 5 mal
wiederholt. Zur weiteren Entfernung von Proteinen erfolgte danach eine Inku-
bation fir 5 min in 0,1 N HCI. Die Zellen wurden zwei mal 5 min in 2 x SSC
aquilibriert. Die dauerhafte Lagerung erfolgte in 50% Formamid / 2xSSC (pH
7) im Kuhlschrank. Es schlossen sich die DNA-Denaturierung und alle weite-
ren Hybridisierungsschritte an.
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Schritt Behandlung
1. Zellen auf Deckglaschen wachsen
lassen
2. Fixierung 4% Paraformaldehyd in PBS
3. Permeabilisierung der Zell- Inkubation in 0,5% Saponin / 0,5% Triton
/Kernmembran X100 in PBS
4. Ermoglichung der Sondenpenetrati- | Inkubation in 20% Glycerin in PBS und
on durch Zytoplasmaentfernung anschlieftend in flissigem N,
5. Proteinentfernung Inkubation in 0,1N HCI
6. DNA Denaturierung Erhitzung auf 75°C in 50% Formamid
7. Hybridisierung Inkubation bei 37°C fur 1-3 Tage
8. Entfornung unspezifisch gebunde- |y q5nen in 0, 1x SSC bei 60°C
. i . Nachweis der Haptene (bio, dig), Einde-
9. Visualisierung der Hybrid-DNA ckelnin Antifade?Mediu(m, Mikng)skopie

Tab. 2-1 Gesamte 3D-FISH Prozedur mit allen Schritten von der Zellkultur bis zur
Mikroskopie.

21.5 Vorbehandlung der Praparate

RNAse- und Pepsinbehandlung dienen der Beseitigung storender Hinter-
grundsignale (Lengauer et al. 1992). Das Pepsin verdaut Cytoplasmareste auf
dem Praparat, welche spater vor allem beim indirekten Nachweis Bio- und
Dig-markierter Sonden stéren. Chromosomen- und Zellpraparate wurden glei-
chermal3en behandelt: Die Praparate wurden 5 min in 1x PBS aquilibriert und
kurz mit destilliertem Wasser gewaschen. Die Pepsinbehandlung selbst (50
mg / ml Pepsin in 0,01N HCI, pH 2) erfolgte 2 - 10 min bei 37°C. Der Erfolg
wurde am Mikroskop kontrolliert und eventuell musste nachverdaut werden.
Zum Stoppen der Reaktion wurde 2 mal 5 min in 1x PBS gewaschen.

2.2 Zusammensetzung der DNA Sondensatze

Die unterschiedlichen Mdglichkeiten, Sonden kombinatorisch so zu markieren,
so dass sie spater eindeutig detektiert werden kdnnen, sind vielfaltig. Z. B. hat
man mit der Einfach-, Zweifach- und Dreifachkombination von 5 Fluorochro-
men die Moglichkeit 31 Sonden unterschiedlich zu markieren. Wie wurden die
besten Kombinationen ausgewahlt? Nicht jedes Markierungsschema war
gleich gut geeignet und es galt, die Kriterien der Farbauflosung so gut wie
mdglich zu beachten. Allgemein verbessert sich die Farbauflésung, wenn alle
Chromosomen mit der gleichen Anzahl an Fluorochromen markiert sind
(Azofeifa et al. 2000). So konnte z. B. der klassische 5 Fluor M-FISH Mix
(Speicher et al. 1996), mit dem kein durchgreifender Erfolg hinsichtlich 3D-
FISH gelungen war, durch den neuen 7 Fluor Mix (Azofeifa et al. 2000) ersetzt
und die farbliche Differenzierung entscheidend verbessert werden.
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221 Farbspezifitat

Grundsatzlich kann man die Anzahl aller moglichen Kombinationen bestimm-
ter Fluorochrome mit einer einfachen Formel bestimmen (Gleichung 2-1,
Speicher et al. 1996).

x=2"—1 Gleichung 2-1

mit x Anzahl moglicher Kombinationen
n Anzahl Fluorochrome

Mit den drei Standard-Fluorochromen ist es folglich nicht moglich, mehr als 7
Sonden kombinatorisch zu markieren. Mit vier Fluorochromen betragt das Er-
gebnis 15, mit funf 31. Um alle 24 menschlichen Painting Sonden in einer ein-
deutigen, kombinatorischen Weise zu markieren, missen mindestens funf
verschiedene Fluorochrome zur Verfugung stehen.

Um die Spezifitat im Sinne der Farbauflosung zu maximieren, ware es wun-
schenswert fur jede zu markierende Sonde ein eigenes Fluorochrom zu ha-
ben. Da dies beim Stand der Technik unrealistisch ist, behilft man sich mit
kombinatorischen Ansatzen. Dabei spielt das Markierungsschema eine ent-
scheidende Rolle. Z. B. hat man mit drei Fluorochromen dreimal die Moglich-
keit der Einermarkierung, dreimal die der Zweiermarkierung und einmal die
einer Dreiermarkierung. Bei 5 Fluorochromen und 24 zu markierenden Sonden
kann die Dreiermarkierung nicht vermieden werden, es sollte aber ihre Anzahl
minimiert werden. Mochte man z. B. nur Zweiermarkierungen in seinem Mar-
kierungsschema verwenden, so errechnet sich ihre Anzahl in Abhangigkeit
von den vorhandenen Fluorochromen nach Gleichung 2-2.

x_n-(n—l)
2

mit X Anzahl moglicher Kombinationen
n  Anzahl Fluorochrome

Gleichung 2-2

Mit funf Fluorochromen sind 10 Zweiermarkierungen maoglich, mit sieben 21
und mit acht 28. Erhoht man die Anzahl der Fluorochrome weiter, so kann auf
immer mehr Simultanmarkierungen verzichtet werden. Deshalb wurde im Lau-
fe der Arbeit das Markierungsschema auf sieben Fluorochrome umgestellit.
Acht waren ideal gewesen, dies war jedoch aufgrund technischer Gegebenhei-
ten (Filterrad) nicht moglich.

Man kann die Sensitivitat zweier einzelner Markierungsschemata mit der
Gleichung 2-3 fur die Farbauflésung (,color discrimination efficiency®) berech-
nen (Saracoglu 2001; Saracoglu et al. 2001). Dieser Wert entspricht anschau-
lich dem Winkel zwischen zwei Farbvektoren (Abb. 2-8, S. 73 und Abb. 2-9, S.
73).
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_ N(ANB)
JN(4) -|[N(B)

mit f Farbauflésung (color discrimination efficiency)
N(AnB) Anzahl gemeinsamer Markierungen
N(A) Anzahl Labels A
N(B) Anzahl Labels B

Gleichung 2-3

Der beste zu erreichende Wert betragt 0, wenn das Schema keine gemein-
samen Kombinationen enthalt, der schlechteste Wert 1. Zwei Painting Sonden
konnten beispielsweise bei drei Fluorochromen entweder mit einer Zweifach-
und einer Dreifach-Kombination A {1,1,0} und {1,1,1} oder nur mit Zweifach-
Kombinationen B {1,1,0} und {0,1,1} markiert sein. Der Wert fur A betragt

f:%ﬁﬁ)zo’816’ der fir B f:%ﬁﬁ)zo’S und ist damit etwa 40%

besser als A.

Ein weiteres Beispiel mit 5 Fluorochromen: Zwei Sonden sind im Schema A
mit {1,1,1,1,0} und {1,1,1,0,0} markiert, im Schema B mit {1,1,1,0,0} und
{1,1,0,0,0}. Obwohl die jeweils zweite Sonde in beiden Fallen eine Kombinati-
on weniger  enthalt, ist die Farbdiskriminierung im Falle

f(B)=%\/§\/§):O,816 besser als im Fall f(A)=%ﬁﬁ)=0,866, wenn

auch nicht viel (6%). Der kritische Faktor liegt hier offensichtlich an der Zahl
gemeinsamer Markierungen.

Der Grenzfall (,worst case®) fur ein komplettes Markierungsschema (z. B.
Tab. 2-2) kann mit Gleichung 2-4 bestimmt werden (Saracoglu 2001).

(m—1)

m

Gleichung 2-4

ﬁvorst =

mit fuorst  SChlechteste Farbaufldsung in einem kompletten Markierungsschema
m  Maximum(N(AnB))
N(AnB) Anzahl gemeinsamer Markierungen

Beispielsweise ist der Wert fur ein kombinatorisches 3-Fluor-
Markierungsschema, bei dem alle Einfach-, Zweifach- und Dreifach-

Markierungen ausgen(tzt wurden fuors =w/% =0,81. Lasst man die Dreifach-
Kombination allerdings komplett weg, ergibt sich ein besserer Wert

Sovorst = 1/% =0,7. Das ist 14% besser.

Genau den gleichen Abstand ergibt die Berechnung zwischen dem ,klassi-
schen® 5 Fluor Mix (Speicher et al. 1996) und dem neuen 7 Fluor Mix (Azofeifa
et al. 2000, siehe auch Tab. 2-2), weil auch hier schlechtere Dreierkombinatio-
nen durch maximal Zweierkombination ersetzt wurden.
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Fazit, die Farbauflosung steigt mit der Anzahl der Fluorochrome und der Ver-
minderung an Fluorochromkombinationen. Eine ausfuhrlichere Diskussion
zum Thema Auflésung und Genauigkeit bei Klassifikationen von M-FISH Bil-
dern findet sich in Garini et al. (1999), Azofeifa et al. (2000), Castleman et al.
(2000) und Saracoglu et al. (2001).

2.2.2 Ubersicht iiber die verwendeten Sondensitze und Markierungen

2.2.21 Painting Sonden

Als Sonden dienten chromosomen-spezifische DNA-Bibliotheken, sogenannte
Painting Sonden, die als Hybridisierungssonden markiert, eingesetzt werden
konnten. Sie wurden entweder durch Mikrodissektion einzelner Chromosomen
von Metaphasespreitungen (Guan et al. 1994; Guan et al. 1996), oder mithilfe
eines Durchflusszytometers (Telenius et al. 1992b) hergestellt. Erstere wurden
von Prof. J. Trent (NIH, Bethesda, US), letztere von Dr. Stefan Muller (am
Lehrstuhl von Prof. M. Ferguson-Smith, Cambridge, UK, jetzt LMU Munchen)
zur Verfugung gestellt.

2.2.2.2 M-FISH

Fur M-FISH wurde eine Sondenmarkierung in kombinatorischer Weise nach
eigenen Protokollen und einem speziellen Markierungsschema vorgenommen
(Speicher et al. 1996; Speicher und Ward 1996; Eils et al. 1998). Zwei solcher
Markierungsschemata sind als Beispiele in Tab. 2-2 gezeigt: in (a) das des
klassischen 5 Fluorochrom Ansatzes (Speicher et al. 1996) und in (b) das des
neuen 7 Fluorochrom Ansatzes, in dem vor allem Zweiermarkierungen vor-
herrschen (Azofeifa et al. 2000).

Alle Painting Sonden, die nach dem Markierungsschema mit demselben Flu-
orochrom markiert werden sollten, wurden in einem Pool zusammengefasst.
Hierbei wurde die Menge der einzelnen Chromosomenbibliotheken so ange-
passt, dass eine mdglichst gleichmaliige Anfarbung aller Chromosomen er-
folgte. Daraus ergaben sich Pools entsprechend der Anzahl der Fluorochrome.
Im 5 Fluorochrom Mix (Tab. 2-2 a) wurde die Markierung der Pools mit Cy3.5
sowie Cy5.5 indirekt Uber Biotin bzw. Digoxigenin vorgenommen. In dem 7
Fluorochrom Mix (Tab. 2-2 b) wurde Biotin mit Avidin-Cy5.5 und Digoxigenin
mit Cy7 nachgewiesen.
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(a)

112(3(4/5|/6|7(8|9(10(11(12(13|14|15|16|17|18(19/20/21|22|X|Y
Fitc |x X X X | X X X X X X X
Cy3 X X X | X X X X X |x X | X
Cy3.5 | x X | X X X | X X X X X
Cy5 |x X | X |X| X X X | X |X X
Cy5.5 X |x| |X|x X | X X X X | X

(b)

Deac |x X X X X X
Sg X X | X X X |x X
Cy3 X X X X X X X
Cy3.5 X | X X | X X X X
Cy5 X X | X X X X
Cy5.5 X x| | X X X
Cy7 X X X X X | X

Tab. 2-2 Markierungsschemata zweier M-FISH Ansétze. (a) Klassischer 5 Fluorochrom
M-FISH Mix. (b) 7 Fluorochrom M-FISH Ansatz mit ausschliel3lich Zweierkombinationen
(Ausnahmen 19, 20 und Y: Einfachmarkierungen). Zur Nomenklatur der Fluorochrome
siehe Tab. 2-4, S. 54.

2.2.2.3 Abreicherung repetitiver Elemente in Painting Sonden (,,Repeat

Depletion®)

Die hier beschriebene Methode wurde im Lauf der Dissertation entwickelt und
veroffentlicht (Bolzer et al. 1999). Das Prinzip ist in Abb. 2-1 dargestellt.

Vorbereitung der Painting Sonden fiir die negative Selektion und Affini-
tdtschromatographie

In einem ersten Schritt wurde die Original-DNA mittels DOP-PCR (S. 54)
amplifiziert. In einer zweiten Amplifikation kam die stringente CTA4-PCR zur
Anwendung (Craig et al. 1997), in die etwa 100 ng des DOP-PCR Produkts
eingesetzt wurden. Die Unterschiede zwischen den beiden PCRs liegen in der
Verwendung eines nicht degenerierten Primers CTA4 (5'-CTA CTA CTA CTA
CCG ACT CGA G-3’) und in einem modifizierten PCR-Programm. Die einzel-
nen PCR-Programme sind in Tab. 2-5 (S. 55) dargestellt.

Die PCR-Produkte wurden entweder mit Sephadex G50 Saulen oder mit
kommerziell erhaltlichen BioGel P6 Saulen (BioRad) gereinigt und der Erfolg
auf einem 1% Agarosegel Uberpruft. Die so gewonnenen CTA4-PCR Amplifi-
kationsprodukte waren bereit fur die negative Selektion und anschliellende
Affinitatschromatographie.

Markierung der Cyt-1 DNA mit Biotin

25 ug Cyt1-DNA (GIBCO BRL) wurden mit dem Biotin-Chem-Link Kit (Boeh-
ringer Mannheim) markiert. Biotinylierte Reaktionsprodukte wurden mit Sepha-
dex G50 Saulen oder mit kommerziell erhaltlichen BioGel P6 Saulen (BioRad)
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(BioRad) gereinigt und werden im weiteren Text ,bC,t1-DNA® bezeichnet. Die
Konzentration wurde auf 250 ng / ul eingestellt.

DOP-PCE amplified paint library

(target DNA) removal of repetitive elements
_-—_-ﬁ
- N
_ - - . i
—- — . .- % ~T
— — P~
~

(A) - B)
R
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N mm - —E—— .-

22 o2 s
? ? ..
? '? coding sequences - — - .-
'? @ repeats —. .- -

bictinylated repeats

bictin-labeled Cot1 DNA
{subtractor DNAY

repetitive free, DOP-PCR amplifiable
painting library

Streptavidin magnetic

9 Ld :

particles

Abb. 2-1 Prinzip der Abreicherung repetitiver Elemente durch (A) subtraktive Hybridisie-
rung mit (B) anschlielRender Affinitdtschromatographie (SHAC). Details siehe Text.

Selektive Hybridisierung und Affinitdtschromatographie

Das bei Craig et al. (1997) beschriebene Verfahren wurde weiter modifiziert
und, soweit nicht anders angegeben, zwei Subtraktionsrunden pro Painting
Sonde durchgefuhrt. Aus jeder Painting Sonde wurden zuerst repetitive Se-
quenzen mit Hilfe von bC,t1-DNA als Subtraktor DNA entfernt.

Erste Subtraktionsrunde: 200 ng CTA4-PCR Produkt war die Ausgangsmen-
ge, die mit einem 25-fachen Uberschuss Subtrakor DNA in 2x SSC in einem
Endvolumen von 30 ul vermischt wurde. Die DNA wurde 10 min bei 95°C de-
naturiert, anschlielend fur 5 min auf Eis gestellt und schlieRlich 4 - 5 h bei
37°C hybridisiert. Dieser Schritt sollte die hoch-repetitiven Sequenzen einfan-
gen. Streptavidin-Eisenklugelchen (Roche) wurden nach Anleitung gewaschen
und zusammen mit der fertig hybridisierten DNA 30 min bei 37°C auf einem
Thermoschuttler (Eppendorf) mit axialer Rotation inkubiert. Im Anschluss wur-
den die Kugelchen mit einem Magneten an der Gefallwand festgehalten, wah-
rend der Uberstand in ein neues GefaR pipettiert wurde. Dies wurde mit neuen
Kugelchen wiederholt. Es erfolgte eine Reinigung und Konzentration der DNA
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mit Microspin Saulchen (Genomed Jetquick oder Qiagen QIAquick) und die
Eluierung erfolgte in einem Volumen von 30 ul 10mM Tris-HCI (pH8).

Zweite Subtraktionsrunde: Die aus der ersten Runde vorliegende Loésung
wurde als Start-DNA fur die nachste Depletionrunde verwendet. Wieder wurde
ein 25-facher Uberschuss bC,t1-DNA zugegeben und die Sonde wie oben de-
naturiert. Die Hybridisierung wurde Uber Nacht bei 62°C durchgefuhrt. Die ho-
here Temperatur wurde empirisch ermittelt und sorgte daflr, dal} mittel-
repetitive Sequenzen hybridisierten. Es schloss sich eine Affinitatschroma-
tographie an, genau wie nach der ersten Runde. Die Losung wurde wieder ge-
reinigt und konzentriert, so dass die resultierenden 30 pl die subtrahierte DNA
enthielt. Das gesamte Volumen wurde in eine CTA4-PCR eingesetzt. Auf dem
anschlie}enden Agarosegel konnte meist noch kein Produkt gesehen werden,
weshalb eine zweite CTA4-PCR mit 9 ul aus der ersten PCR als DNA-Vorlage
notwendig war. In der Regel wurde die DNA in diesem Schritt auch gleich mit
einem Fluorochrom oder Hapten markiert (S. 55).

Zusatzliche Subtraktionsrunden waren nur dann noétig, wenn die Hybridisie-
rung der repeat depleted® Sonde auf Metaphasechromosomen noch Kreuz-
hybridisierungen zeigte. Abhangig davon wurde dann eine andere Subtraktor
DNA verwendet, wie im folgenden beschrieben wird. Dies war notwendig fur
die Chromosomen 1, 3, 12, 14, 18, 19, 22, und X. All diese Sonden auler 22
wurden einer weitergehenden Subtraktion mit einer alphoiden DNA unterwor-
fen. Die o-Satelliten hierfur wurden mit einer speziellen alphoiden PCR ge-
wonnen (Dunham et al. 1992). Mithilfe dieses PCR Protokolls wurden fur jedes
der Chromosomen 1, 3, 12, 18, 19, und X Centromer-spezifische, repetitive
Sonden hergestellt. Diese bekamen die Bezeichnung ,aChr## DNA®. Im Gan-
zen kam es zu speziellen Subtraktionsrunden mit den folgenden Quellen als
Subtraktor-DNA: pUC1.77 und o-Chr. 1-DNA fur Chromosom 1; a-Chr. 3-DNA
fur Chr. 3; o-Chr. 12-DNA fur Chr. 12; Chr. 14 Painting Sonde fur Chr. 14; o-
Chr. 18-DNA far Chr. 18; a-Chr. 19-DNA fur Chr. 19; chromosomale Painting
Sonden 14 und 19 fir Chr. 22; o-Chr. X-DNA fur Chr. X.

Herstellung der Sondenpools fiir M-FISH

Als Test, ob die neuen ,repeat depleted” Painting Sonden auch in komplexen
DNA-Gemischen optimal und ohne Kreuzhybridisierung funktionieren, wurden
M-FISH Experimente durchgefuhrt. Dazu wurden die Sonden fur jedes Fluo-
rochrom in Pools vereinigt (Tab. 2-2 a, S. 49). Die Sondenmarkierung und
Hybridisierung erfolgte wie in den Kapiteln 2.2.4.1 (S. 55) und 2.3 (S. 57) be-
schrieben, lediglich die DNA-Fallung erfolgte ohne C,t1-DNA.

Southern Blot und Hybridisierung

Southern Blot und die anschliellende Hybridisierung wurden nach Standard-
protokollen durchgefiihrt (Maniatis et al. 1989). C,t1-DNA wurde mit [0*2P]-
dCTP durch ,random primed labeling“ markiert und danach Uber Sephadex
G50 Saulen gereinigt. Von den PCR-amplifizierten Painting Sonden wurden 10
Mg auf ein 1%-iges Agarosegel aufgetragen. Dieses wurde anschliel3end de-
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naturiert und neutralisiert. Die DNA wurde mittels alkalischem Kapillarblot auf
eine Nylonmembran (Pall) Ubertragen und fur 30 min bei 80°C fixiert. Nach
Rehydrierung und Prahybridisierung wurde Uber Nacht bei 65°C hybridisiert.
Die Membran wurde je einmal in 2x SSC, 0,1% SDS bei 37°C, 0,5x SSC,
0,1% SDS bei 37°C, 0,1x SSC, 0,1% SDS bei 37°C und 0,1x SSC, 0,1% SDS
bei 65°C gewaschen. Die Filter wurden etwa 4 h bei —70°C auf einem Ront-
genfilm exponiert. Die Ergebnisse werden in Kapitel 3.1.2 (S. 87) besprochen.

2.2.2.4 ReFISH

Das Prinzip von ReFISH wurde bereits in Kapitel 1.2.2 (S. 28) erlautert. Der
Vorzug dieses Ansatzes war die Anwendbarkeit mit einem konfokalen Mikro-
skop, da nur die 3 Standard-Fluorochrome genutzt wurden.

Die Zellen wurden wie zuvor beschrieben (S. 32) prapariert und Painting
Sonden entsprechend Tab. 2-3 (a) oder (b) via Markierungs-PCR (S. 55) mar-
kiert. Nach der Hybridisierung des Mixes H1 wurden die Praparate gewaschen
und nachgewiesen (S. 57), wobei die Fluorochrome SpektrumGreen (ent-
spricht Fitc), Tamra (Cy3) und Cy5 zum Einsatz kamen, letzteres indirekt Gber
das Biotin-Avidin-System. Die Zellkerne wurden mit DAPI gegengefarbt und
mit dem Antifade Phenylendiamin eingedeckelt. Konfokale Aufnahmen wurden
mit einem LSM 410 (Zeiss, Goéttingen) durchgefuhrt. Die xy-Koordinaten der
aufgenommenen Zellen auf dem Kreuztisch des Mikroskops wurden bestimmit,
damit sie spater auf dem Objekttrager wiedergefunden werden konnten. Die
Kerne wurden mit 20 - 40 Ebenen aufgenommen und abgespeichert. Danach
wurden die Objekttrager so lang in 4x SSC / Tween (SSCT) gespult, bis sich
das Deckglas und das Antifade vorsichtig abldste. Die Zellen wurden in 4x
SSCT gewaschen, mit 4% Formaldehyd nachfixiert und in einer Losung aus
70% FA / 2x SSC bei 75°C erneut denaturiert. Wie aus Vortests bekannt, wur-
de H1 damit vollstandig entfernt. Das Praparat war bereit fur die 2. Hybridisie-
rung (H2). Sie wurde im Anschluss daran durchgefuhrt. Nach dem erneuten
Nachweis, der Gegenfarbung und der Montage auf einem Objekttrager wurde
die Zellen im konfokalen Mikroskop mithilfe des Kreuztisches wiedergefunden.
Ein weiters mal wurden die Zellen aufgenommen.

In einer Experimentserie stellte sich heraus, dass am Ende noch Signale aus
H1 sichtbar waren. In diesem Fall konnte der entsprechende Cy5-Kanal nicht
verwendet werden, weil keine Eindeutigkeit mehr gegeben war und die Anzahl
detektierbarer Chromosomen reduzierte sich auf elf (Tab. 2-3 c).
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(a)

Pool |1/2|3|4|5|/6|7/8|9(10{11|12|13(14|15|16|17(18[19|20|21(22|X |Y|
H1| 11 X X | X | % X X X | X X
1.2 X | X X X X X X X
1.3 X X X X | X X
H2 | 21 |x|x X X | X | X | X X
2.2 |x X X X|X| x| % X
2.3 X | X X X X | X
(b)
Pool |1|/2|3|4|/5(/6|7|8{9(10|11|1213|14|15|16(17|18|19/20(21|22|X|Y
H1| 11 X|x| |x X X | X
1.2 (x| |x| |x X|X| X | % X
1.3 |x|x X X | X | X | X X
H2 | 21 X X X X | X X
2.2 X | X X X X X X X
2.3 X X | x| % X X X | X X
(c)
Pool |1|2(3(11|12|15|17|18 |21 | X |Y
H1 | 11 X X X | X
1.2 | x X | X
1.3 |x|x X | X
H2 | 2.1 X X X | X X
2.2 X X | %

Tab. 2-3 Markierungsschema eines ReFISH Ansatzes. Pool x.1: Sg; Pool x.2: TAMRA;
Pool x.3: bio-Av-Cy5 mit x={1;2}. (a) Urspriinglicher ReFISH Ansatz zur 24-Farben Karyoty-
pisierung menschlicher Chromosomen. (b) Leicht verédndertes Markierungsschema entspre-
chend eines zweiten Experiments (c) In dieser Arbeit teilweise verwendetes Markierungs-
schema, bei dem der Kanal H 2.3 des Markierungsschemas b ausgefallen war, weil Signale
aus der 1. Hybridisierung in der 2. Hybridisierung noch sichtbar waren. Damit ergab sich fiir
einige Chromosomen keine eindeutige Zuordnung mehr und es konnten nur noch die ge-
zeigten elf Chromosomen identifiziert werden.

Durch die unabhangige Aufnahme mussten die zwei erhaltenen Bilderstapel
in x-, y- und z-Richtung aneinander angeglichen werden, damit das Klassifika-
tionsprogramm die korrespondierenden Voxel richtig erkennen konnte. Das
Alignmentprogramm correlator.cc (R. Heintzmann, Goéttingen) kann mit Sub-
voxel-Genauigkeit zwei Bilddatensatze aneinander angleichen (Heintzmann
1999). In der Entwickleroberflache Khoros (Khoral Inc, OS IRIX, SGI oder
LINUX) wurde ein Ablauf programmiert, der die Bilder parallel einlas, sie je-
weils zu einem Maximumbild H1y.x und H2y,, vereinigte, dann ihr Alignment
durchfihrte und schlieBlich die Kanale wieder trennte und abspeicherte. Der
Khoros-Workspace wurde unter dem Namen ,ReFISH_Correlator” abgespei-
chert. So wurde ein Alignment des zweiten Kerns an den ersten erreicht. U-
berpruft wurde der Prozess durch den Vergleich der rot-cyan gefarbten Bild-
stapel H1 und H2 vor und nach dem Alignment (siehe Abb. 3-36, S. 148).
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2.2.3 Ubersicht iiber die verwendeten Fluorochrome

Die in Tab. 2-4 aufgefuhrten Fluoreszenzfarbstoffe wurden fur die FISH-
Experimente verwendet. Details Uber den Hersteller und den Einbau / Markie-
rung der DNA finden sich im nachsten Kapitel.

ol [T Anregungsmaxima | Emissionsmaxima
Fluoreszenzfarbstoff Abkz. Dateina-
[nm] [nm]
men

4 6-Diamidino-2-
Phenylindol DAPI d 359 461
Diethyl-Amino-Coumarin | DEAC de 426 480
Spectrum Green Sg sg 497 524
Fluoresceinisothiocyanat Fitc fi 494 520
Propidium lodid Pl pi 538 617
TAMRA Ta ta 545 575
Cy 3 Cy3 3cy 554 568
Cy3.5 Cy3.5 35¢cy 581 588
Texas Red TR tr 595 615
Cy5 Cy5 5cy 652 672
Cy 5.5 Cy5.5 55¢cy 682 703
Cy7 Cy7 7cy 755 778
LaserPro Lp Ip 795 812

Tab. 2-4 Ubersicht der verwendeten Fluorochrome, mit deren gebréuchlichen Abkiir-
zungen, ihren in dieser Arbeit verwendeten Abklirzungen, sowie den Anregungs- und Emis-
sionsmaxima. Sammlung aus den Quellen http://www.probes. com,
http://www.fluorescence.bio-rad.com/, http://www.apbiotech.com/qermany/,
http://www.packardbioscience.com/reference matl/822.asp.

224 Amplifikation und Markierung der Sonden-DNA

Zur Amplifikation und Markierung der chromosomalen Painting Sonden wur-
den verschiedene leicht modifizierte Protokolle der DOP-PCR (degenerated
oligonucleotide primed PCR angewandt (Telenius et al. 1992a). Der DOP-
Primer, ein Oligomer mit 22 bp, in dessen mittlerer Sequenz 6 zufallsverteilte
Nukleotide vorkommen (5’-CCG ACT CGA GNN NNN NAT GTG G-3’), bindet
statistisch alle 4 kb (4° bp), so dass eine universale Amplifizierung der DNA
eines Chromosoms stattfinden kann.

1 Ml (~ 250 ng) einer zu amplifizierenden Sonde wurde mit 24 ul Reaktions-
mix (Endkonz.: 1x PCR-Puffer [50 mM KCI, 10 mM Tris-HCI (pH 8,4)], 2 mM
MgCl,, 200 uM dNTPs, 2 uM Primer, 1U Taq (Gibco, BRL), ad 25 ul H,0) ge-
mischt und in einem Thermocycler (Hybaid) inkubiert. Die Programme der ein-
zelnen PCRs sind in Tab. 2-5 aufgelistet. Der Erfolg der Amplifikation wurde
auf einem 1%-igem Agarosegel Uberpruft. Diese so amplifizierten primaren
DOP-PCR Produkte wurden bei —20°C gelagert und dienten als Vorlage flr
weitere Amplifikationen bzw. fur die Markierungs-PCR.
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Primare DOP Markierungs DOP CTA4 DOP
Kapitel 2.2.4 Kapitel 2.2.4.1 Kapitel 2.2.2.3
Denaturierung 95°C, 5min . o
4 Zyklen: Denaturierung 95°C, Denaturgerqng 95°C,
) o ) . min
Denaturierung 95°C, 1min 3min 36 Zyklen:
Annealing 31°C, 1min30s 35 Zyklen: Dena turie}i{ un 9 4°C
Extension 72°C 3min Denaturierung 94°C, imi 9 ’
i . min
32 Zyklen: 1min Annealina 56°C
Denaturierung 95°C, 1min| Annealing 56°C, 1min ng ’
. A . ) o . 1min30s
Annealing 60°C, 1Tmin30s | Extension 72°C, 4min . i )
4 4 ) ’ Extension 72°C, 2min
Extension 72°C 1min 1 Zyklus: 1 Zvklus:
+1s pro Zyklus Extension 72°C, 20min LY o )
) Extension 72°C, 5min
1 Zyklus:
Extension 72°C, 5min

Tab. 2-5 PCR Thermocycler Programme.

2.2.41 Markierung mittels PCR

Die Markierung erfolgte uber fluorochrom / hapten-gekoppelte Nukleotide, die
dem PCR-Ansatz zugegeben und wie normale Nukleotide von der Tag-
Polymerase als Substrat eingebaut wurden. Hierbei wurde darauf geachtet,
dass die markierten Nukleotide nicht im Uberschuss vorlagen, da die groRen
Haptene sich beim Einbau sterisch behindern und die PCR zum Abbruch
kommt.

Etwa 100 ng DNA wurden in die PCR eingesetzt. Die Ansatze fur die PCR
unterschieden sich von der normalen DOP-PCR in dem Verhaltnis der mar-
kierten und unmarkierten Nukleotide, die empirisch ermittelt werden mussten
(Tab. 2-6). Anstatt der Ublichen 200 uM dNTPs mussten z. B. fur Bio-16-dUTP
200 uM AGC-Nukleotid-Mix, 50 yM markiertes Nukleotid und 150 yM unmar-
kiertes dTTP (Verhaltnis 3:1) zugegeben werden. Eine Ausnahme war Fluo-
rescein (Fitc): da es an ein dCTP gekoppelt war, musste statt AGC- ein AGT-
Nukleotid-Mix verwendet werden. Zudem musste unmarkiertes dTTP durch
dCTP ersetzt werden.

Nach der PCR wurde die GroRe der PCR-Produkte auf einem 1%-igem Aga-
rosegel Uberpruft. Bei der Amplifikation entstanden oft Fragmentlangen im kb
Bereich. Da die optimale Lange fur Hybridisierungen bei 200 - 500 bp liegt,
wurde, falls notwendig, das PCR-Produkt mit Dnase | nachverdaut. Dazu wur-
den 25 ul PCR-Produkt in einem Reaktionsvolumen von 50 pl (Endkonz.: Nick-
Translations-Puffer [50 mM Tris-HCI pH 8; 5 mM MgCl,; 50 pg / ml BSA], ent-
sprechende Menge DNase in einer Verdunnung 1:1000 (Stock 3 mg / ml, Ro-
che Diagnostics), ad 50 ul H,O) Uber 1,5 bis 2 h bei 15°C inkubiert. Die GroRe
der Fragmente wurde wiederum auf einem 1% Agarosegel getestet. Wenn op-
timale Langen erreicht waren, wurde die Reaktion durch Zusatz von 1,0 Vol
0,5 M EDTA und Erhitzung fur 10 min auf 65°C gestoppt.
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Verhaltnis
Firma Homepage Fluorochrom unmarkiert /

markiert
Amersham Phar- FluorX(Fitc)-dCTP 2:1
macia Biotech http://www.biotech.pharmacia.se/ Cy3-dUTP 3:1
Cy5-dUTP 1:1
Roche Di- i Bio-16-dUTP 3:1
agnostics http://biochem.roche.com Dig-11-dUTP 31
Molecular Probes http://www.probes. com/ Texas Red-12-dUTP 3:1
NEN (jetzt PE) hitp:// "fesr;"eer”gf;'/perk'”e" DEAC-5-dUTP 1:1
Vysis http://www.vysis. com/ Sg-dUTP 21

Tab. 2-6 Aufstellung gekoppelter Fluorochrome. |hre Hersteller mit WWW-Adresse,
sowie das Verhéltnis markierter zu unmarkierter Nukleotide, das in die PCR-Reaktion einge-
setzt werden musste, sind angegeben.

2.2.4.2 Markierung mittels Nicktranslation

Das Prinzip der Nicktranslation beruht darauf, dass DNase in geringer Kon-
zentration Einzelstrangbruche (,nicks®) in die DNA einfugt. Diese Lucken er-
kennt die DNA-Polymerase |, baut mit Hilfe ihrer Exonuclease-Aktivitat den
Strang von 5' nach 3' ab und fullt ihn mit markierten Nukleotiden am 3' Ende
wieder auf. Da die DNase die Doppelhelix auch vollstandig durchtrennen kann,
verkurzt sie gleichzeitig den DNA-Strang. Dieser Effekt wird ausgenutzt, um
eine optimale Sondengrof3e von 200 - 500 bp fur FISH-Anwendungen zu er-
reichen.

Zu 1 ug Sonden DNA wurde in einem 50 pl Volumen der Reaktionsmix hin-
zugegeben (Endkonz.: Nick-Translations-Puffer [50 mM Tris-HCI pH 8; 5 mM
MgCl,; 50 ug / ml BSA], 50 mM AGC-Mix, 10 mM [3-Mercaptoethanol, 20 mM
markiertes Nukleotid, 5U DNA-Polymerase | (Roche Diagnostics), entspre-
chende (~ 3 — 5 yl) Menge DNase in einer Verdinnung 1:1000 (Stock 3 mg /
ml, Roche Diagnostics), ad 50 ul H,O). Die Inkubation wurde uber 1,5 h bei
15°C im Wasserbad ausgefuhrt. Anschlielend wurden 2,5 ul des Produkts auf
einem 1%-igem Agarosegel getestet, und wenn Grof3en von 200 - 500 bp er-
reicht waren, die Reaktion durch Zusatz von 1 / 10 Volumen 0,5 M EDTA und
Erhitzung fir 10 min auf 65°C gestoppt.
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2.3 Hybridisierung und Detektion

2.3.1 Hybridisierung

2.3.1.1 Sondenmixtur

Dem PCR-Produkt (0,5 — 1 yg DNA pro Sonde) wurden Salmon Testis DNA
(Sigma) und C,t1-DNA zur Unterdruckung der repetitiven Sequenzen zugege-
ben (falls keine ,repeat depleted” Sonden verwendet wurden).

Die gesamte DNA wurde mittels EtOH und 3 M NaAcetat gefallt, wobei
gleichzeitig freie Nukleotide und Primer entfernt wurden. Der Uberstand wurde
abgenommen und das Pellet getrocknet. Es wurde in einer Mischung aus 50%
FA, 20% DexSO,, 2x SSC resuspendiert und zum vollstandigem Losen mind.
30 min bei 37°C geschdittelt. Die Denaturierung erfolgte 5 min bei 75°C und
falls n6tig ein ,preannealing” etwa 45 min bei 37°C.

2.3.1.2 Chromosomenpraparat

Das Metaphase-Praparat wurde in einer Losung aus 70% FA in 2x SSC fur 5
min bei 75°C denaturiert, anschlie®end zur Dehydrierung durch eine Ethanol-
reihe (70%, 90%, 100%) gezogen und an der Luft getrocknet. Je nach Grolde
des Hybridisierungsareals und des Deckglaschens wurden 2 - 6 pl des Hybri-
disierungsmixes auf ein Deckglas pipettiert. Das Deckglas wurde vorsichtig auf
das Praparat gelegt und luftdicht mit Fixogum versiegelt. Die Hybridisierung
erfolgte Uber Nacht im 37°C Wasserbad.

2.3.1.3 Zellpraparat

Die Zellpraparate blieben bis zum Ansatz der Hybridisierung in ihrem Aufbe-
wahrungsmedium (50% FA in 2x SSC). 3 — 6 yl des denaturierten Hybridisie-
rungsmixes wurden auf ein Deckglas angemessener GroRe pipettiert. Das
Deckglas mit den Zellen wurde herausgenommen und abgetropft. Anschlie-
Rend wurde es mit der Oberseite nach unten auf das kleine Deckglas mit der
Sonde gelegt. Nach vorsichtigem Umdrehen wurde mit Fixogum abgedichtet.
Sobald das Fixogum getrocknet war, wurde das Praparat auf einem 75°C
Heizblock 5 min denaturiert. Die Hybridisierung erfolgte wie bei Metaphase-
praparaten.

2.3.2 Nachweis der hybridisierten Sonden

Ein erster Waschschritt diente allgemein der Entfernung des Deckglases und
Uberschussiger Hybridisierungsmixtur, ein zweiter zur stringenten Entfernung
unspezifisch gebundener DNA-Sonden. Die Stringenz lasst sich nach
Gleichung 2-5 (Maniatis et al. 1989) berechnen:
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Stringenz = 81,5°C-16,6log([Na‘])+0,41(%GsondeDNA+%C i DNA)-

500/Sondenlinge-0,61 (%Formamid) SN, 20

Das fiir die stringente Waschloésung verwendete 0,1x SSC hat eine Na'-
Konzentration von 0,015 M. Der G/C-Gehalt wird fur Sonden- und Ziel-DNA je
auf 50% geschatzt und die durchschnittliche Sondenlange auf 500 bp. Die
Hybridisierung erfolgt in 50% FA. Daraus ergibt sich:

Waschtemperatur WT = 81,5°C + (-30) +41-1-30,5=61°C

Nach dem letzten Waschschritt wird zum Blocken unspezifischer Antikorper-
Bindungsstellen das Praparat 30 min in 3% BSA-Losung gestellt. Tab. 2-7 gibt
die Avidinderivats- und Antikdrperkombinationen wieder, welche fur den Biotin-
, Digoxigenin und Ostradiol-Nachweis verwendet wurden.

Biotin Digoxigenin Ostradiol
Verdunnung in Verdunnung in Verdunnung in
3%BSA/4xSSCT 3%BSA/4xSSCT 3%BSA/4xSSCT
Av-Fitc
(Amers- Sheep-Anti- 1:200
ham 1:200 Dig Fitc
Pharmacia (Sigma)
Biotech)
Av-Cy3 _
(Dianova) 1:400
Av-Cy3.5
(Amers-
ham 1:400
Pharmacia
Biotech)
Av-Cy5 _
(Dianova) 1:400
[S)ihgeecz?_gt" 1:200 Rabbit-Anti-  1:400
Av-Cy5.5 1:200 (Amersham Pharmacia Bio- F:r;r:riﬁ;rgﬁsr{asrmacia Bio-
tech/Roche kit for conjugati-
on) tech)
Av- Sheep-Anti- 1:100
LaserPro 1-100 Dig Cy7
(Molecular ' (Amersham Pharmacia Bio-
Probes) tech)

Tab. 2-7 Verwendung der Avidinderivate und Antikérper im indirekten Nachweis.

Da die Fluorochromkombinationen aufeinander abgestimmt werden mussten,
kann kein generelles Markierungsprotokoll angegeben werden. Fur ein 7 Fluor
M-FISH Experiment wurde z. B. Avidin-Cy5.5 und Anti-Dig-Cy7 verwendet. Die
Inkubation erfolgte 45 min in einer feuchten Kammer bei 37°C. Anschliel’end
wurde das Praparat 3 mal 5 min in 4x SSCT bei 42°C gewaschen.

Eine DNA-Gegenfarbung wurde standardmafRig mit DAPI durchgefuhrt.
Chromosomenpraparate wurden kurz mit destillietem Wasser abgespult und
luftgetrocknet. Zellpraparate hingegen wurden direkt auf einen OT aufgelegt
(Abb. 2-2, S. 60): Auf das Praparat wurden etwa 35 pl Antifade (1% p-
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Phenylendiamindihydrochlorid in PBS-gepuffertem Glycerol) gegeben und ein
24 x 60 mm grolRes Deckglas (bei Chromosomenpraparaten), bzw. auf einen
OT (Zellpraparate sind ja bereits Deckglaser) gelegt. Das Praparat wurde im
Kuhlschrank im Dunkeln aufbewahrt, um ein Ausbleichen der Fluorochrome zu
verhindern.

2.4 Konfokale Laser Scanning Mikroskopie (CLSM)

In dieser Arbeit wurden zwei Mikroskope benutzt, ein Leica TCS 4D und eine
Zeiss LSM 410. Beide sind recht ahnlich im Aufbau (z. B. verwenden beide ein
Plan Apo 63x/1.4NA Ol), jedoch unterschiedlich in der Bedienung.

Zusatzlich zur Quecksilber-Lampe besald das Leica TCS 4D einen Argon-
Krypton-Laser mit den Wellenlangen 488nm, 568nm und 647nm. Das Zeiss
LSM 410 war mit einen Argon-Laser (488nm) und einem Helium-Neon-Laser
(543nm und 633nm) bestuckt. Diese Kombinationen ermoglichten jeweils die
Anregung von Fitc, Cy3 (TRITC) und Cy5. Spezielle Kurz-, Band- und Lang-
palifilter (Reichman 2000) lieRen das Licht beim LSM 410 zu einem Photomul-
tiplier, beim TCS 4D zu zwei Photomultipliern durchdringen, einer fur die kurz-
wellige Fitc-Detektion und einer fur Cy3 und Cy5. Die Quecksilber-Lampe
diente zur Durchsicht des Praparates vor der Aufnahme.

Optische Serienschnitte wurden bei beiden Mikroskopen in Abstanden von
250 nm durchgefuhrt, um die Auflosungsgrenze in z-Richtung (~ 600 — 700
nm) mindestens um das Zweifache zu unterschreiten (siehe Nyquist Kriterium,
S. 33).

Die BildgroRe betrug immer 256 x 256 Pixel, die xy-Pixelgrole beim CLSM
Leica TCS 4D 100 nm, beim Zeiss LSM 410 CLSM 110 nm (mit einer Aus-
nahme: Rosette confRo16, dort 66 nm). Die Hohe eines Nukleus in z-Richtung
wurde aus der Anzahl der Serienschnitte, die noch deutlich ein Signal enthiel-
ten, abgeschatzt.

Bezuglich der Wahl der Fluorochrome in Vielfarben-Experimenten musste
darauf geachtet werden, dass gleichzeitig weder Cy3 und Cy3.5, noch Cy5
und Cy5.5 unterschieden werden konnten, da die Emissionsspektren zu nah
beieinander lagen (weder von Leica TCS 4D bzw. Zeiss LSM410, noch von
den ebenfalls getesteten Leica TCS SP und Zeiss LSM510).

Um eine PSF berechnen zu kdénnen, wurden fluoreszenz-geflllite ,beads”
(Tetra Spec, Molecular Probes) mit den Durchmessern 125 nm und 560 nm
pro Aufnahmetag einmal aufgenommen (Shaw und Rawlins 1991).

Im Strahlengang eines Mikroskops erfahrt das Licht unterschiedliche Aberra-
tionen. Spharische Aberrationen konnen z. B. durch Inhomogenitaten im
Deckglas, im Objektiv oder durch das Immersionsol hervorgerufen werden.
Dies fuhrt dazu, dass nur eine Zone kurz unterhalb des Deckglases als spha-
risch aberrationsfrei gilt. Dem wurde in den Experimenten dadurch Rechnung
getragen, dass die Zellen direkt auf dem Deckglaschen wuchsen und dann
umgedreht auf einen Objekttrager in das Einbettmedium eingedeckelt wurden
(Abb. 2-2).
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Objektiv

/ Immersionsol
= _—Deckglaschen

|
AN Objekttriager

Abb. 2-2 Schematischer Aufbau eines eingedeckelten Zellpraparates.

Wahrend die Obijektive eine Beschichtung besallen, welche die chromati-
sche Abberation in xy-Richtung korrigierte, war in z-Richtung eine Shift-
Korrektur bei jedem Bildstapel erforderlich (Solovei et al. 2002b). Sie betrug
sowohl am Zeiss LSM410 als auch am Leica TCS 4D etwa 250 nm. Folglich
wurden die aufgenommenen Stapel wie folgt korrigiert:

Fluorochrom zu léschende Schnitte

Fitc die letzten beiden
Cy3 der erste und der letzte
Cy5 die ersten beiden

2.5 M-FISH Bildaufnahme

Um bei einem M-FISH Experiment alle 24 Chromosomen in kombinatori-
scher Weise markieren zu konnen, werden mindestens n = 5 Fluorochrome
bendtigt (Gleichung 2-1, S. 46). Um aber die beste Farbauflosung zu erzielen
(Kapitel 2.2.1, S. 46), sollten soviel Fluorochrome wie moglich benutzt werden,
bei minimaler Anzahl Simultan-Markierungen. Aufgrund dieser Uberlegungen
wurde ein 7 Fluor Mix zusammengestellt, der nur noch Doppel- und drei Ein-
fach-Markierungen aufwies. Einzelheiten Uber die Absorptions- und Emissi-
onsmaxima der verwendeten Fluorochrome konnen aus Tab. 2-4 (S. 54) ent-
nommen werden.

251 Epifluoreszenzmikroskop

Die Aufnahme der Hybridisierungen erfolgte mit dem Epifluoreszenzmikroskop
Leica DMRXA-RF8 und einem Objektiv 63x/1.4NA Plan Apo, Olimmersion.
Der Zoom-Tubus wurde standardmaRig auf den Wert ,1“ gestellt, nur bei Me-
taphasen wurde davon manchmal abgewichen, je nach ihrem Spreitungsgrad.
Das Mikroskop war mit einem automatischen 8 Filterrad, sowie hochspezifi-
schen Filtern (S. 61) ausgestattet. Jedes Fluorochrom konnte so mit einem
separaten Anregungs- und Emissionsfilter analysiert werden.

Die Bildaufnahme wurde Uber die Software Leica QFISH fur 2D-Aufnahmen
und Leica QFluoro fur 3D-Aufnahmen gesteuert (Leica Microsystems Imaging
Solutions Ltd, Cambridge, UK).
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252 CCD-Kamera und PixelgroRe

Die Aufnahme erfolgt mit der CCD-Kamera Sensys (Kodak KAF 1400 Chip mit
einer 12bit Dynamik, d. h. 4096 Graustufen) der Fa Photometrics.

Die PixelgroRe wurde mit einem Kalibrierungspraparat, einem Objektmikro-
meter (Fa Nikon) gemessen, auf dem parallele Striche in genau definiertem
Abstand, z. B. 1 ym, eingeatzt waren. Sie betrug bei dem Objektiv 63x (Plan
Apo, NA 1.4) und einer Zoomeinstellung von ,1“ 110 nm in xy-Richtung.

253 Lichtquelle

Als Lichtquelle diente eine 100W Quecksilberdampflampe. Die zuvor ausge-
testete 75W Xenon-Lampe, die eigentlich im IR-Spektrum lichtintensiver sein
sollte, erwies sich als weniger geeignet.

254 Fluoreszenzfilter

Die Filter wurden von der Fa Chroma hergestellt und haben die in Tab. 2-8
und Abb. 2-3 angegebenen Spezifikationen. Eine Quelle flr zusatzliche
Information zu diesem Thema findet sich bei Reichman (2000).

DAPI Sg/Fitc  Cy3 Cy35 Cy5 Cy55 Cy7
Anregungsfilter 360 +20 475+15 546+55 580+5 602+19 6826 74017
Strahlteiler 400 497 557 593 647 697 765

Emissionsfilter 460 +20 522 +20 567 +7,5 612+15 667 +15 720+20 790+ 20

Tab. 2-8 Filterspezifikationen.

MFISH Filterspectra (CHROMA)

200 229 258 287 416 445 5474 503 532 561 590 A9 AR 1T 706 735 164 193 g22
A

Abb. 2-3 Spektren der verwendeten Fluorochromfilter der Firma Chroma. Ex:
Excitation (Anregung), Em: Emission, A: Wellenlénge.
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255 Bildaufnahmeprozess

In diesem Unterkapitel wird die Aufnahme von 2D - und 3D-Daten beschrie-
ben, ausgehend von einem Praparat, welches bereits auf dem Mikroskop-
Kreuztisch eingespannt sei (Eils et al. 1998).

2.5.5.1 Metaphasenpraparate

In der Software Leica QFISH wurden die verwendeten Fluorochrome in einem
ersten Schritt definiert und die passenden Filterblocke automatisch zugeord-
net. Der Aufnahmeprozess begann, indem fur jeden Kanal die Belichtungszeit
und der hellste und dunkelste Punkt (,scaling®) eingestellt wurde. Die war no-
tig, weil die CCD-Kamera zwar 12 bit aufnehmen, aber das System nur 8 bit
darstellen und weiterverarbeiten konnte. Die Bandbreite an 4096 Grauwerten
(2'%) musste demnach auf 0-255 Grauwerte (2°) linear transformiert werden,
woflr das hellste (255) und dunkelste (0) Pixel definiert werden musste. Diese
Einstellung musste bei jeder neuen Aufnahme wiederholt werden. Nach Ab-
schluss der Einstellungsphase wurden die Bilder der Reihe nach automatisch
aufgenommen. Alle 7 Kanale eines M-FISH Bildes wurden in etwa 50s erfasst.

2.5.5.2 Zellkernpraparate

Mit dem Epifluoreszenzmikroskop Leica DMRXA und der Software QFluoro
konnte ein Bilderstapel in z-Richtung aufgenommen werden. Dieses Modul
wurde in Zusammenarbeit mit Leica Microsystems (Cambridge, UK) entwi-
ckelt.

Zunachst wurde ein Bild des Praparats in der Signalmitte (Fokusebene) auf-
genommen. Alle Einstellungen (Fokusebene 0 um, Belichtungszeit, ,scaling®)
fur diese Aufnahme, wurden fur die folgende Bildstapelaufnahme automatisch
ubernommen. Dies war bedeutsam, damit nicht alle Bilder, v. a. auch solche
aulBerhalb der Fokusebene, jedes Mal vom System neu skaliert wurden.

Das Programm steuerte den automatischen z-Trieb des Objekttisches von
einer vorher festgelegten unteren bis zu einer definierten oberen Grenze. Wie
weit aus dem Fokus geschritten wurde, war Ermessenssache, jedoch mindes-
tens soweit, bis vom Fokusbild nichts mehr zu sehen war. Diese Uberabtas-
tung war fur eine spatere Dekonvolution notwendig.

Daran anschlieRend musste die Schnittdicke festgelegt werden, die frei ge-
wahlt werden konnte, in der Regel aber 200 oder 250 nm entsprach. Je nach
Wert hierfur wurde die Anzahl der Ebenen berechnet und angezeigt. Jede E-
bene wurde als eigene Datei mit einer dreistelligen Nummer ,<Bildna-
me>000.tif* abgespeichert. Die Zeit fur die Aufnahe eines kompletten M-FISH
Bildstapels mit 7 Kanalen und 30 Ebenen betrug etwa 25-30 min.
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2.5.6 Bildauswertung mit dem Programm MCK

Die Karyotypisierung der M-FISH Metaphase-Praparate erfolgte Uber das
Klassifizierungsprogramm MCK. Dieses Programm wurde in einer Zusam-
menarbeit mit der Arbeitsgruppe iBioS (Leitung: R. Eils, DKFZ, Heidelberg) bis
zur Serienreife entwickelt und wird von der Firma Leica vertrieben (Eils et al.
1998). Es findet seine Anwendung aulder in der Forschung v. a. in der moleku-
larzytogenetischen Diagnostik.

Weil es zu QFISH kompatibel war, konnten die Kanale einer aufgenommen
Metaphase in dem multiplen TIF-Format eingelesen und nach einer kurzen
DAPI-Segmentierung auf Knopfdruck klassifiziert werden. Die Chromosomen
wurden in einem Karyogramm automatisch der Grof3e nach sortiert und konn-
ten im in Klassifizierungs-, sowie in Falschfarben dargestellt werden.

2.6 Bildverarbeitung

Fir 3D-Anwendungen mussten einige Schritte durchgefuhrt werden, um die
Bilddaten kompatibel zu machen, Hintergrund zu entfernen, Dekonvolution
und Messungen durchzufuhren. Um eine anschlieRende Klassifikation so op-
timal wie moglich zu gestalten, wurden die Schritte in enger Abstimmung mit
dem Entwickler des Programms mfish3d, K. Saracoglu (Heidelberg), einge-
fuhrt (Saracoglu 2001).

2.6.1 Format der Bilddaten

Der Steuerrechner des Aufnahmemikroskops verwendete ein multiples TIF-
Format zum Abspeichern der Bilder. Da dieses Dateiformat von den weiterflih-
renden Programmen nicht erkannt wurde, mussten die Kanale mit einem ex-
ternen Skriptprogramm in einzelne Unterordner aufgetrennt werden. Dies ent-
sprach einer Umformatierung und anderte an den Daten nichts. Das TCL -
Skript heil3t elgrande.tcl und lauft unter dem Betriebssystem IRIX 6.2 (SGIT),
wenn zusétzlich die Programmbibliotheken imgcopy (SGI) und ImageMagick™
installiert sind. Eine Dokumentation mit dem Namen ,ElGrande_Doku_v06.pdf*
ist auf der CDROM im Verzeichnis /docs zu finden.

2.6.2 Bildhintergrund und Rauschen

Der Hintergrund ist derjenige Bildteil, der offensichtlich nicht zum Objekt ge-
hort, z. B. der Bereich um einen aufgenommenen Zellkern herum bis zum Bild-
rand.

Bei mikroskopischen Aufnahmen war aufgrund des Photonen- und Detektor-
rauschens der Hintergrund nicht durchgehend Null. Dies wurde korrigiert, in-
dem die Grauwerte des Hintergrunds gemessen und anschliellend vom ge-
samten Bild subtrahiert wurden. Diese Prozedur wurde zusammen mit dem
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Normalisieren in den Programmen KS400, TILLvisION, Khoros oder ImageJ
durchgefuhrt.

Falls nétig wurde einem Peakrauschen mit einem Gaussfilter, implementiert
in dem Dekonvolutionsprogramm Huygens, wirkungsvoll begegnet. Optional
konnten die Bilder kurz vor der Klassifikation von mfish3d mit einem 3 x 3 Me-
dianfilter oder einem anisotropen Diffusionsfilter geglattet werden (Saracoglu
et al. 2001).

2.6.3 Normalisieren

Es kam vor, dass das ,scaling” wahrend der Aufnahme nicht optimal ausge-
fuhrt wurde, sondern Grauwerte z. B. nur maximal den Wert 180 annahmen. In
anderen Fallen wurde aufgrund der Hintergrundssubtraktion der maximale
Grauwert von 255 nicht mehr erreicht. Dann wurden alle Bilder im Stapel so
transformiert, dass sie die volle Spanne an Grauwerten (0 - 255) einnahmen.
Wenn ein helles Fluoreszenzsignal, das offensichtlich nicht zum Zellkern ge-
hohrte, im Bild vorkam, senkte dies die Grauwerte der eigentlichen Signale so
ab, dass eine Korrektur der Grauwerte nach oben (bis 255) stattfinden musste.
Das Normalisieren wurde mit den Programmen KS400, TILLvisION, Khoros
oder ImagedJ durchgefuhrt.

2.6.4 Volumenmessungen

Diese Art der Auswertung zahlt die Pixel eines Bildstapels nach der Binarisie-
rung bei einem bestimmten Schwellwert und multipliziert die Anzahl mit der
bekannten VoxelgroRe. Aus Abb. 2-4 wird ersichtlich, warum dieser Vorgang
auch Erosionsanalyse genannt wird. Die Volumenmessung wurde mithilfe ei-
nes Skripts innerhalb des Programms KS400 durchgefuhrt.

Zunachst wurde der gesamte Bildstapel eingelesen und binarisiert: alles uber
einem bestimmten Schwellwert erhielt die Farbe schwarz (255), alles darunter
weild (0). Die Anzahl der schwarzen Pixel wurde gemessen und mit der Vo-
xelgroRe multipliziert. In Zehnerschritten wurde dann der Schwellwert erhdht
und immer wieder das Volumen gemessen, bis zum Maximumswert 250. Man
erhielt eine Kurve, die das Volumen des Kerns in Pixel abhangig vom
Schwellwert angab.
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......

.................................

Abb. 2-4 Volumenbestimmung eines Pl gefarbten Zellkerns, der mit einem
konfokalen Mikroskop aufgenommen wurde. Jedes Einzelbild zeigt einen xy-
Schnitt durch eine mittlere Ebene, rechts ein yz-Schnitt und darunter ein xz-Schnitt.
Die Bilder wurden bei dem im Kreis angegebenen Grauwert bindrisiert (alle Werte (iber
dem Schwellwert schwarz (255), alle darunter weil3(0)). Zur Verdeutlichung soll der
graue Bereich in dem jeweiligen Graph diesen Schwellwert anzeigen. Die graue
Flache unter der Kurve entspricht dem Volumen des Kerns bei diesem Schwellwert.

2.7 Dekonvolution

Mathematisch lasst sich eine Abbildung durch ein Mikroskop als folgendes
Vektorprodukt beschreiben:

O=FxO' Gleichung 2-6

O ist das Originalbild unter dem Mikroskop und O' das Abbild nach der Mik-
roskopie. F ist der Faltungsfaktor, der fur alle Aberrationen steht, welche durch
die Aufnahmeapparatur eingefuhrt wurden. Die Linearitat obiger Gleichung
und die Tatsache, dass Bilder aus Bildpunkten zusammengesetzt sind, fuhrt
zu dem Schluss, dass wenn man den Faltungsfaktor in einem Punkt kennt,
sich jedes beliebige Bild berechnen lasst. Die Summe aller Punkte der Fal-
tungsfunktion nennt man Point Spread Function, kurz PSF.
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Ox,y,z = PSF x O'x,y,z Gleichung 2-7

Sie stellt eine Antwort eines Punktfilters auf ein Punktbild dar und kann fur
ein gegebenes Mikroskop-Setup theoretisch berechnet oder experimentell be-
stimmt werden, indem ein Bild von einem fluoreszierenden Objekt (,bead)
aufgenommen wird.

Aufgrund des Welle-Teilchen-Dualismus gibt es zwei Reprasentationen der
obigen Gleichung und angelehnt an diesen Ausdruck spricht man von der
Dualitat von Orts- und Frequenzraum. Der gleichwertige Zusammenhang zwi-
schen Orts- und Frequenzraum wurde von dem franzdsischen Mathematiker
Jean Baptiste Fourier (1768-1830) bewiesen. Die Formel zur Umrechnung
wird Fouriertransformation, der Frequenzraum wird auch Fourierraum ge-
nannt.

Die folgende Gleichung gibt die Gleichung 2-7 im Frequenzraum wieder:

F(O) = F(PSF) - F(O') Gleichung 2-8

Hierbei ist entscheidend, dass diese Berechnung mathematisch zuganglicher
ist, weil sie nur noch eine einfache Multiplikation darstellt. Die fouriertransfor-
mierte PSF wird Object Transfer Function (OTF) genannt. In obiger Gleichung
lalkt sich durch Umstellen aus einem mikroskopischen Bild das Originalbild
theoretisch zurtickrechnen.

Unterschiede in der Implementierung der angebotenen Softwarepakete sind
darauf zurtckzufuhren, dass die konkrete Berechnung der Gleichung 2-8 eini-
ge Schwierigkeiten in sich birgt. Z. B. liegen die Werte F(O) oft nahe bei Null,
was im konkreten Fall zu einer Division durch Null fhren kann. Man versuchte
dies zu umgehen, indem man z. B. eine kleine Konstante zu F(O) addiert
(Wiener Filter) oder aber man bricht die Division unterhalb einer kleinen
Schwelle ab (direkte Entfaltung).

271 Huygens von SVI

Die in dieser Arbeit am haufigsten verwendete Software war die der Firma
Scientific Volume Imaging - Huygens. Sie lieferte 2 Algorithmen: Maximum Li-
kelihood Estimation (MLE) und lterative Constraint Tikhonov Miller (ICTM). Ei-
nige Mikroskopparameter wie Brechungsindex oder verwendete Wellenlange
mussten als Parameter eingegeben werden. Das Softwarepaket enthielt eine
Dokumentation (Scientific-Volume-Imaging 1999) und war ,batch-fahig®, d. h.
man konnte sich mit der Skriptsprache Tcl/Tk selbst Makros generieren, um
mehrere Kerne z. B. Uber Nacht nacheinander entfalten zu lassen. Im Rahmen
dieser Arbeit habe ich ein Tcl-Skript fur die Batch-Version Huygens2t ge-
schrieben. Es berechnet zunachst eine PSF aus einem ,bead“-Bilderstapel
und anschlieRend wird eine eingegebene Reihe an Bilderstapeln automatisch
entfaltet. Eine Dokumentation zu diesem Skript elgrande.tcl ist auf der
CDROM in der Datei ,/docs/ElGrande_Doku_v06.pdf* zu finden. Huygens lief
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auf einer Silicon Graphics Workstation O, (MIPS R5000 200MHz Prozessor)
mit 640 MB Arbeitsspeicher unter dem Betriebssystem IRIX 6.2.

Der wichstigste Schritt bei einer Dekonvolution war der Endpunkt. Brach der
Prozess zu fruh ab, war eventuell die Entfaltung noch nicht weit genug fortge-
schritten. Endete sie zu spat, wurden moglicherweise Artefakte eingefuhrt.
Hier immer das Optimum zu finden war eine der schwierigsten und langwie-
rigsten Aufgaben. In allen Dekonvolutionsprogrammen musste ein Maximum
an lterationen angegeben und das Ende durch Ausprobieren bestimmt wer-
den. Huygens erleichterte diesen Endfindungsprozess durch interne Qualitats-
faktoren. Man konnte sich die Zahlen anzeigen lassen und erhielt so einen
Vergleich Uber die Annaherung an den Endpunkt (Abb. 2-5). Dieser wurde er-
reicht, wenn sich in zwei aufeinanderfolgenden lterationen der Qualitatsfaktor
nicht mehr als um einen zuvor eingegebenen Wert (z. B. 0,01%) anderte. Die
Qualitat der Ergebnisbilder war manchmal mit MLE und manchmal mit ICTM
besser.

Huygens reconstruction with 2 algorithms
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Abb. 2-5 Vergleich des Anstiegs der Werte der internen Huygens Qualitatsfaktoren
fiir die zwei angegebenen Algorithmen, normalisiert zwischen 0 und 1. Entfaltet wurde
ein Bild eines Zellkerns mit 2 Chromosomendoménen, einmal mit dem Huygens MLE- und
einmal mit ICTM-Algorithmus, aber beide Male mit dem gleichen Endkriterium 0,01%. Der
ICTM erreicht schneller das Ende. Der erste Wert wurde beim ICTM Verfahren erst nach der
dritten lteration ausgegeben. Die nicht auf 0 — 1 normierten Werte sind zusammen mit eini-
gen Zwischenbildern in der Abb. 3-22 (S. 117) zu sehen.

2.7.2 TILLvisION von T.l.L.L. Photonics

Der von dieser Firma verwendete Dekonvolutionsalgorithmus gehort zur Klas-
se der inversen Volumenfilter und nennt sich in der Dokumentation ,Adaptive
Inverse Modeling (AIM)“ (T.l.L.L.-Photonics-GmbH 2001). Er ist implementiert
in die Software TILLvisION 4.0 und lauft auf einem Windows NT - Rechner (In-
tel 860 Mhz Prozessor) mit 256 MB Arbeitspeicher.

67



Material und Methoden

Die Theorie geht bei diesem Algorithmus von einer reinen Impulsantwort aus,
so dass keine Mikroskopparameter als Voraussetzung eingegeben werden
mussten. Das ,bead” fur die PSF musste unter exakt den gleichen Bedingun-
gen wie die Zellkernbilder aufgenommen werden. Aus dem aufgenommenen
,2bead” wurde ein sogenannter Filter berechnet. Das Programm stoppte, wenn
das eingegebene Konvergenzkriterium die Iterationenzahl erreicht hatte. Die
Filterberechnung dauerte sehr lang (3 h bis Uber Nacht), dafir wurde die De-
konvolution der eigentlichen Bilddaten in wenigen Sekunden berechnet.

Es war moglich, mehrere Bildstapel nacheinander bearbeiten zu lassen (Sta-
pelverarbeitung). Es wurden keine Qualitatskriterien angezeigt, aber es war
moglich sich die Filterwerte nach der Berechnung im Einzelnen anzusehen.

2.7.3 KS400 von ZeissVision

In dieser Dekonvolutionssoftware waren vier Algorithmen implementiert: (1)
Maximum Entropy, (2) Maximum Likelihood, (3) Least Square und (4) J/V. Cit-
tert. Fur jede dieser Moglichkeiten gab es wiederum drei sogenannte Konver-
genzmodi: (a) Conjugated Gradient, (b) Maximum Descent und (c) Normal.
Damit wurde die Schrittweite der iterativen Losungssuche eingestellt. Bei-
spielsweise verwendete die Konvergenzstrategie Maximum Descent den
steilst moglichen Gradienten, um zu einer Losung zu kommen. Die Conjugated
Gradient Methode versuchte, einen optimalen Gradientenschritt bei allen Itera-
tion zu finden, angepasst an die Anderungen der Restaurationsfehlerfunktion.

Dieses Programmpaket besal} interne Funktionen, um die Restaurierungs-
qualitat abzuschatzen, im Gegensatz zu Huygens waren diese aber nicht ein-
sehbar. Der Endpunkt musste durch eine einzugebende maximale Iterationen-
zahl bestimmt werden. Die Online-Hilfe schrieb hierzu, dass im Conjugated
Gradient Modus in den meisten Fallen 10 - 20 Iterationen benotigt werden
wurden, um Konvergenz zu erreichen, wahrend im Normal Modus 100 - 200
lterationen dafur notig seien.

Die Software lief unter Windows NT auf einem PC (Intel 860 Mhz Prozessor)
mit 256 MB Arbeitsspeicher. Im Lieferumfang war eine eigene Skriptsprache
enthalten, mit der man Stapelprozesse selbst programmieren konnte. Eine
PSF musste separat berechnet werden und dazu die Mikroskopparameter be-
kannt sein. Wie bei allen hier verwendeten Paketen dauerte die PSF-
Berechnung am langsten, im Vergleich zu der zugigen eigentlichen Dekonvo-
lution.

2.7.4 Axialrec von Rainer Heintzmann

Dieses Programm war Teil der neuen Mikroskopentwicklung Axialtomographie
(Heintzmann 1999; Heintzmann et al. 2000). Es war implementiert in der Kho-
ros Entwicklungsoberflache auf einer SGI OS2 (MIPS R5000 200 MHz Pro-
zessor) mit 640 MB Arbeitsspeicher unter dem Betriebssystem IRIX 6.2. Skrip-
te zur Stapelverarbeitung konnten erstellt werden und ein Ablauf wurde in dem
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Skript elgrande.tcl realisiert. Wenn alle zu verarbeitenden Bildstapel zusam-
men mit einer ,bead“-Aufnahme angegeben waren, restaurierte elgrande.tcl
diese nacheinander in Stapelverarbeitung. Die PSF musste unter den gleichen
Bedingungen aufgenommen worden sein und eine gleiche Ebenenanzahl, wie
der Bildstapel haben. Mikroskopparameter mussten nicht angegeben werden.

2.7.5 Qualitatsfaktoren

Subjektive Kriterien

Bilddaten sind haufig einer subjektiven Wahrnehmung unterworfen. Z. B. kann

ein Bild besser oder scharfer fur einen Betrachter aussehen, fur einen anderen

aber nicht. Die Beurteilung verschiedener Dekonvolutionsparameter (verwen-

deter Algorithmus, Anzahl der lterationen, Prozentangabe des Quality Factor,

usw.) beinhaltete folgende subjektive Kriterien, die den Grad an Veranderung

vor und nach Dekonvolution bestimmen half:

e In und leicht Uber-/unterhalb der Fokusebene waren alle zuvor vorhande-
nen Bildelemente noch zu sehen.

e Die Unscharfe der ersten und letzten Bilder war verschwunden.

o Kein offensichtliches Artefakt, wie Streifen, Flackern, o. a. wurde einge-
fahrt.

e Der Bildstapel als Ganzes wirkte homogen und allgemein war die Ver-
wandtschaft zum Originalbild offensichtlich.

Neben diesen subjektiven Anschauungskriterien wurde versucht, objektive
Messungen zu verwerten.

Volumenmessung |

Die Volumenmessung ergab vor bzw. nach Dekonvolution unterschiedliche,
schwellwertabhangige Werte. Dabei war Vo > Vacn. J€ kleiner das Verhaltnis
Vihach | Vvor bei einem definierten Schwellwert, desto besser wurde die Dekon-
volution eingeschatzt. Da nur bei kleinen Schwellwerten (1-100) eine Messung
sinnvoll war, wurde das Volumen bei Schwellwert ,1“ gemessen und die Rela-
tion Vaen / Vyor berechnet.

Volumenmessung Il

Mit der geometrischen Formel (Gleichung 2-10, S. 80) wurde das Volumen
einer Ellipse mit den gleichen Halbachsen wie eine aufgenommene Zelle be-
rechnet. Der Bereich, in dem die gemessene, schwellwertabhangige Volu-
menkurve diese Gerade im Diagramm schneidet, entspricht der Volumen-
gleichheit. Dieser Schwellwert war je nach Dekonvolutionsparameter anders.
Bei optimaler Dekonvolution sollte sich die Kurve so an den berechneten
Schwellwert anschmiegen, dass sie mdglichst flach die Gerade schneidet.
Geht man z. B. von einem Intervall £ 10% um das konstante Volumen herum
aus, so lasst sich der Bereich bestimmen, in dem eine experimentelle Volu-
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menkurve liegt. Je groRer dieser Bereich, desto besser waren die Dekonvolu-
tionsparameter (Abb. 2-6).

Theoretical and optimal Volume

Theoretical volume (constant £ 10%)

..... Theoretical optimum curve after DCV
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Abb. 2-6 Theoretische und optimale Volumenkurve. Das konstante theoretische Volu-
men eines Lymphozyten wurde aus seinem Radius anhand der DAPI-Férbung gemessen
und berechnet. An jeder Seite wurden 10% als Konfidenzintervall angegeben. Eine optimal
experimentelle Volumenkurve wére in etwa volumengleich im Interwall von 40 bis 100 Grau-
werten. Sie wurde stellvertretend fiir eine gemessene Kurve frei eingezeichnet.

Relative Energy Regain (RER)

Diese Messung beschreibt die Differenz eines entfalteten Bildes im Vergleich
zu seinem Originalbild im Sinne seiner Wellenzusammensetzung (,Energiege-
halt”) im Fourierraum (Heintzmann 1999). Sie ist kein einzelner Wert, sondern
eine Kurve, die beschreibt, bei welcher Raumfrequenz welche Wellen (,Ener-
gie®) rekonstruiert werden konnte. Der RER-Graph kann nur berechnet wer-
den, wenn das Originalbild bekannt ist.

Unter Khoros brauchte man eine bestimmte Fourier-Transformation (floatfft),
weiterhin die Programme magnitudes, ringtrans und expression. Zunachst
wurde floatfft auf den Originalbildstapel angewandt, gefolgt von magnitudes
(Einstellung ,,Abs square®) und ringtrans. Dies ergab die gemittelte Kurve E(r).
Genauso wurde mit dem rekonstruierten Bild verfahren und schlief3lich die Dif-
ferenz (rekonstr. Bild minus Originalbild) berechnet. So erhielt man die Kurve
AE(r). Anschlieend wurde der RER durch folgenden Term mit expression be-
rechnet: RER = (E(r) - AE(r))/E(r). Es musste darauf geachtet werden, dass
das Integral aller Grauwerte jedes Bildstapels gleich war. Dies wurde durch
folgende Rechnung erreicht: mit dem Khoros-Program statistics (Einstellung
,1otal integral®) wurden von beiden Bildstapeln die jeweiligen Integrale ihrer

Grauwerte ermittelt und diese ins Verhaltnis gesetzt jlo/ [1d = 1 (mit lo: Inten-
sitaten des Originalbildes, /d: Intensitaten des entfalteten Bildes). Mit diesem
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Faktor, wurde das entfaltete Bild multipliziert. AnschlieRend wurde das oben
beschriebene Verfahren zur Bestimmung des RER-Wertes durchgefuhrt.

Der entsprechende Khoros-Workspace mit allen gerade beschriebenen Re-
chenschritten ist unter dem Namen FigureOfMerit2.wks abgespeichert. Eine
Beispielkurve ist in Abb. 2-7 dargestellt. Auf der Abszisse wird der Frequenz-
bereich dargestellt, auf der Ordinate der ,Relative Energy Regain®. Einer nied-
rigen Frequenz im Fourierraum entsprechen grof3raumige Strukturen im Bild
(Ortsraum), einer hohen Frequenz entsprechen kleine Strukturen, wie Punkte,
Kanten oder Linien. Die relative transmittierte Frequenz ,1“ ist die kleinste
durch die gegebene PSF (bzw. OTF) darstellbare Struktur. Alle Frequenzen
daruber sind ,out-of-band® Information. Der Wert fUr den ,Relative Energy Re-
gain® betragt Eins fur eine perfekte raumliche Rekonstruktion und Null fur kei-
ne Veranderung zum Ursprungsbild. Z. B. verlauft die blaue Kurve bei tieferen
Frequenzen viel langer in der Nahe von 1, als die rote. Artefakte kdnnen leicht
erkannt werden, wenn der Graph in den negativen Bereich abrutscht (lila Kur-
ve). Liegt der Graph fur das rekonstruierte Bild oberhalb dem des Originalbil-
des, so hat der Dekonvolutionsalgorithmus Information wiedergewonnen. Dies
bedeutet fur das Bild meist eine Verstarkung kleinerer Strukturen und Kanten.
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Abb. 2-7 Beispielgraph fiir eine Relative Energy Regain Kurve. Dargestellt ist Fig 5.2
aus Heintzmann (1999). Ein RER-Wert von 0 bedeutet keine Verdnderung zum Ursprungs-
bild, 1 bedeutet perfekte rdumliche Rekonstruktion. Auf der x-Achse ist der Frequenzbereich
in relativen Einheiten angegeben. Der Bereich 0-1 bezeichnet die Frequenzinformation in-
nerhalb des Bildes, der Bereich (iber 1 (hier dargestellt bis 2,5) die ,,Out-of-band*” Information.
Diese kann von Dekonvolutionsprogrammen (teilweise) wieder restauriert werden. Eine er-
folgreiche Rekonstruktion kann man beispielsweise an der blauen und lila Kurve erkennen, in
dem Bereich, in dem die beiden Kurven (ber der roten Originalbildkuve liegen.
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2.8 Klassifikation mit mfish3d

2.8.1 Allgemeines zu mfish3d

Der verwendete Algorithmus fur eine farbbasierte Klassifikation wurde von K.
Saracoglu (AG Intelligente Bioinformatiksysteme, DKFZ Heidelberg) entwickelt
(Saracoglu 2001). Er beruht auf der Unterscheidung von Farbwinkeln. Man
kann jeden Pixelgrauwert als Vektor vom Ursprung mit der Intensitat als End-
punkt auffassen. Da diejenigen Pixel, welche Information enthalten, z. B. ein
markiertes Territorium, alle ahnliche Intensitaten besitzen, konnen sie zusam-
mengefasst und ein mittlerer Vektor berechnet werden. Dies wurde fur jeden
Kanal durchgefuhrt. Durch diese Clusterung relevanter Bildbereiche in soge-
nannte Regionen ergibt sich auch eine Komprimierung der Daten (~3000 Pixel
- 100-300 Regionen) und eine Rauschunterdrickung, weil einzelne helle Pi-
xel (Folge von Rauschen oder Noise) in einer dunklen Umgebung durch den
Mittelwert schwacher wurden. Der Vergleich der Winkel zwischen den Regio-
nenvektoren war das entscheidende Kriterium.

Beispiel: In einem Zellkern wurden drei unterschiedliche Chromosomen an-
gefarbt, mit den Fluorochromen FITC (grun), Cy3 (rot) und Cy5 (blau). Die
Farbintensitaten, dargestellt in einem 3D-Koordinatensystem, ergaben in je-
dem Kanal eine Intensitatswolke (Abb. 2-8).

Das Bild wird zuerst in Regionen zerteilt, welche aus Pixel gleicher Intensitat
bestehen. Die Vektoren zu jeder Farbregion kdnnen ebenfalls dargestellt wer-
den (Abb. 2-9). Der mittlere Intensitatsvektor wird berechnet und der Winkel
zwischen den Vektoren bestimmt. Setzt man das Winkelkriterium z. B. auf 45°,
so werden alle Regionen als zu einem CT zugehorig klassifiziert und zusam-
mengefasst, deren Winkel sich um weniger als 45° unterscheidet.

Der theoretische Winkel bei einer Einfachmarkierung wie in diesem Fall be-
trug o = 45°, er wurde normalerweise jedoch kleiner gewahlt (5°-15°) und
musste empirisch ermittelt werden.

72



Material und Methoden

i FITC
|
|

P R

Cy3 Cy5

Abb. 2-8 Verteilung der Pixelintensitaten aus einem Bild mit 3 Kanédlen (FITC,
Cy3,Cy5), dargestellt in einem 3D-Koordinatensystem. Die Punktewolke entlang einer
Achse entspricht den Intensitdten von 0-255 in einem Kanal.

FITC

Abb. 2-9 Vektoren zu jeder geclusterten Farbregion. Der Winkel zwischen den Farbre-
gionen muss voreingestellt werden und betragt in diesem Falle dreier Einzelmarkierungen
45°.

2.8.2 Klassifikation von M-FISH Bildstapeln mit dem Programm
mfish3d

Die Klassifikation mit mfish3d erfolgte auf einer Silicon Graphics O,-
Workstation (Betriebssystem IRIX 6.2) mit 640 MB RAM. Die Zeit flr einen
Durchlauf eines Bildstapels mit z. B. 25 Bildern und funf Kanalen betrug etwa
vier Minuten. Der Aufruf des Programms mfish3d erfolgte im Zeilenmodus ei-
ner shell.

mfish3d <image1> <image2> <image3> ... <out-image> [Dapi-image]
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Bsp.: mfish3d Sg/5kernsg Cy3/5kern3cy Cy5/5kern5cy 5kern10epiTEST Da-
pi/Skernd

In dem Ordner, von dem aus mfish3d gestartet wurde, mussten auler den
Bildstapeln zwei weitere Dateien vorhanden sein, mit denen Parameter an das
Programm Ubergeben werden konnten: classes und menu. In der Datei clas-
ses stand die bindre Kombination der Fluorochrome fur die einzelnen Chro-
mosomen in der folgender Art:
1 1,00
2 011
3 111

Dies bedeutete, dass Chr. 1 mit dem ersten Fluorochrom markiert ist und mit
keinem weiteren, Chr. 2 mit Fluorochrom 2 und 3, Chr. 3 mit allen drei Fluo-
rochromen gleichzeitig, usw. Dieser Eintrag musste dem jeweiligen experi-
mentellen Markierungsschema entsprechen. Die Falschfarben fur die klassifi-
zierten Chromosomen waren fest im Programm kodiert und konnten nicht ver-
andert werden.

In der Datei menu standen alle Parameter, welche dem Programm mitgege-
ben werden konnten. Die drei wichtigsten waren angle, background und minsi-
ze:

ANGLE [0-90] Ahnlichkeitsmass = Winkelunterschied in der Farbrich-
tung. Je mehr Farben, desto kleiner muss der Winkel

sein.
Winkel = 0 bedeutet ,nehme alle direkt benachbarten
Pixel*.
BACKGROUND Faktor fur die Subtraktion des Hintergunds in Einhei-
[float, 1 - ...] ten der Standardabweichung, d. h. Pixel mit Grauwer-

ten kleiner als z. B. 2-SD des Bildes werden als Hin-
tergrund unterdrtckt.

MINSIZE [int, Falls die Anzahl der Pixel in einer Klasse kleiner als

1-..] MINSIZE ist, geht das Programm davon aus, dass die
Klasse nicht vorhanden ist. Hier kann man zusam-
menhangende Bereiche ausschliefen, deren Grole
unterhalb einer gewissen Schwelle liegen. Man kann
diesen Parameter verwenden, um Uberlappungsbe-
reiche zu entfernen. Null (0) bedeutet ausgeschaltet.

Nach dem Programmablauf wurden die klassifizierten Dateien Ebene fur
Ebene im TIF-Format (*.tif) exportiert. Zusatzlich wurde eine Datei
ausgegeben, welche die Visualisierung des Kerns in 3-dimensionale Ansicht
im Inventor-Format (*iv) ermdglichte. Die berechneten Schwerpunkte der
einzelnen Chromosomen und des Zellkernmittelpunktes wurden in zwei
Dateien geschrieben (regions und dapiregions), in das
Tabellenkalkulationsprogramm Exel importiert und in der Datei regions.xls.
zusammengefasst.
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Trotz der prinzipiellen Intensitatsunabhangigkeit des Klassifikationsverfah-
rens aufgrund der Winkelunterscheidung der Farbvektoren bereitete die Zu-
ordnung manchmal Schwierigkeiten. Je nach Qualitat der Bilder mussten die
drei oben genannten Parameter angle, background und minsize in den Expe-
rimenten unterschiedlich verandert und die korrespondierenden Ergebnisse
Uberpruft werden. Dies stellte sich im Verlauf der Arbeit als schwierig heraus,
denn wurden, sobald man z. B. den background anderte, zuvor falsch klassifi-
zierte Chromosomen richtig identifiziert, erhielten andere CT im Zuge dieser
Umstellung eine falsche Zuordnung. Darliberhinaus gelang diese Uberpriifung
bei M-FISH Experimenten nur mit wenigen Chromosomen, welche in der In-
terphase ein spezielles Muster erkennen liel3en und somit leicht zu identifizie-
ren waren: Y (starkes Hybridisierungssignal im Cy3.5 Kanal), 19 (starkes
Hybridisierungssignal im Sg Kanal), 2 (grof3te Hybridisierung im Cy5/Cy5.5
Kanal) und 1 (grofdte Hybridisierung im Deac/Sg Kanal). Bei den anderen CT
war unbekannt, ob man mit der Parameteranderung eine Verbesserung der
Ergebnisses erreicht hatte. Dennoch wurde davon ausgegangen, dass wenn
diese vier erkennbaren Chromosomen richtig klassifiziert wurden, die Mehrheit
der anderen Chromosomen ebenfalls korrekt waren.

Damit kein einziges falsch klassifiziertes CT Eingang in die Ergebnistabelle
findet, wurden alle von mfish3d ermittelten Schwerpunkte mit den Originalda-
ten Uberpruft. D. h. pro Zellkern wurde 46 mal die Frage gestellt ,Kann diese
Klassifizierung mit den Originaldaten Ubereinstimmen?“. Der zu Uberprufende
Schwerpunkt wurde mit den Hybridisierungssignalen aus den Originalbildern
der jeweiligen Kanale verglichen. Es ergab sich ein ,Bestimmungsschlissel”
(Kapitel 2.8.4, S. 76), der gute Resultate bezuglich dieser Entscheidungsfin-
dung brachte. Konnte ein Klassifikationsergebnis bestatigt werden, wurde der
Schwerpunkt aus der Tabelle regions.xls in die Tabelle regions_results.xls ko-
piert. Bei einer falschen oder unsicheren Klassifikation wurde der Wert wegge-
lassen. Einen Sonderstatus hatten diejenigen CT, welche so nah nebeneinan-
der lagen, dass sie nur noch als ein groRes Territorium erschienen. Hier wur-
den die Schwerpunkte visuell zugeordnet. Wurde nur eine Region flr ein be-
stimmtes Chromosom in einem Kern gefunden und es war aufgrund der Grole
nicht erkennbar, ob zwei Territorien vorlagen, wurde nur ein Schwerpunkt zu-
geordnet. Das bedeutet, dass Homologenassoziationen moglicherweise unter-
reprasentiert sein konnten.

2.8.3 Klassifikation eines Bildstapels aus der virtuellen Mikroskopie

Eine Schwierigkeit fur eine automatische Klassifikation ist der Uberlappungs-
bereich zweier CT. Hier entstehen Zonen, in denen Fluorochrome aus unter-
schiedlichen Kanalen so ineinanderstrahlen, dass sie eine legitime Kombinati-
on des Markierungsschemas ergeben konnen. Dieser Zone wird dann von der
automatischen Klassifizierung eine Falschfarbe zugeordnet, die an dieser Stel-
le nicht auftreten durfte.

Um den Anteil solcher Uberlappungsbereiche zu messen, wurde der simu-
lierte Bildstapel ,GK-3Fluor-7Chr* (S. 79) klassifiziert. Er enthalt 7 Chromoso-
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men, die mit einer Kombination von 3 Fluorochromen markiert sind. Das Mar-
kierungsschema ist in Tab. 2-9 (S. 79) dargestellt, ein 3D Rendering Modell
der einzelnen Kanale und ihre Projektion an die Seitenwande findet sich in
Abb. 2-10 (S. 79).

Die farbigen mfish3d Ergebnisbilder wurden einer Aufsplittung in Farbe
(Hue), Sattigung (Saturation) und Helligkeit (Brightness) des HSB-Farbmodells
unterzogen. Das Hue-Bild enthielt die verschiedenen Farben des Ergebnisbil-
des als verschiedene Grauwerte, jede Farbe flur sich jedoch mit einem einheit-
lichen Grauwert. Damit wurde es durch geschickte Schwellwertsetzung mog-
lich die klassifizierten Farben in 8bit Grauwertbilder zu Uberfihren und zwar
so, dass jede Klassifikationsfarbe einen eigenen Kanal bekam. Anschlie3end
wurden die Bilder vollig binarisiert, d. h. die Klassifikationsfarbe wurde weil}
und der Hintergrund schwarz gesetzt. Entsprechend den sieben klassifizierten
Farben ergaben sich nach dieser Prozedur sieben Kanale, welche das Klassi-
fikationsergebnis in binarer Form in sich trugen. Nun konnte das aus den Ori-
ginalbildern bekannte CT von diesen Bildstapeln subtrahiert und die Anzahl
der Ubriggebliebenen Pixel gemessen werden. Sie stellten den ,automatisch
klassifizierten Uberlapp auRerhalb der eigentlichen Territorien“ dar. Der Pro-
zentsatz im Verhaltnis zu dem CT der gleichen Farbe, sowie der Prozentsatz
zu allen CT wurde bestimmt. Diese Bildverarbeitungsschritte wurden mit dem
Programm ImagedJ durchgefuhrt.

284 Bestimmungsschlussel fur M-FISH Bilder

Da die Parameter bei der Klassifikation mit mfish3d nicht immer optimal einge-
stellt werden konnten, wurden alle Zuordnungen, welche das Programm
durchgefuhrt hat, nochmal Uberpruft. Mithilfe der Originaldaten und des DAPI-
Bildes konnte in der Regel eine Klassifikation nachvollzogen werden. War das
Ergebnis nicht eindeutig oder falsch, wurde der Schwerpunkt weggelassen.
Aus diesen immer wiederkehrenden Entscheidungen ergab sich ein ,Bestim-
mungsschlussel®. Er gilt nur fur das in Tab. 2-2 b (S. 49) dargestellte M-FISH
Markierungsschema, nicht fur ReFISH.

Dartberhinaus wurde festgehalten, welches CT wie bestimmt wurde
(mfish3d UND / ODER visuell), um eine Abschatzung dieser Zahl zu bekom-
men.

Ausgangspunkt fir den Bestimmungsschllssel war eine klassifizierte Regi-
on, die Uberpruft werden sollte (die Zahl am Schluss jeder Zeile weist auf die
Nummer der nachsten Zeile):

(1)  Ermittlung der zwei Kanale, die ein Chromosom eindeutig bestimmen
sollten, z. B. Cy5 + Cy5.5 fur das Chromosom2 (Tab. 2-2). ...... (2).

(2) HINWEIS 1: Ubereinanderlagerung der zwei Kanéle, welche ein CT
eindeutig bestimmen. In einem Bildverarbeitungsprogramm (z. B. Adobe
Photoshop) werden den s/w-Bildern zwei komplementare Falschfarben-
Paletten zugeordnet, z. B. rot dem ersten Bild und grin dem zweiten er-
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gibt einen Uberlappbereich gelb. Ist ein gelber Uberlappbereich vorhan-
den? ...... (3).

HINWEIS 2: Direkter Vergleich der originalen Grauwert-Bilder vom Mik-
roskop, sowie der Grauwert-Bilder nach Dekonvolution z. B. mit dem
Programm IrfanView. Ausschluss eines eventuellen Rauschens, bzw.
einer offensichtlicher Verschmutzung. Ist ein gemeinsamer Bereich in
beiden Bildern vorhanden? ...... Ja (8), Nein (4).

HINWEIS 3: Chr Y ist aufgrund seines aulierst starken Hybridisierungs-
signals im Cy3.5-Kanal leicht als solches zu erkennen (van Dekken et
al. 1989). ...... Ja (8), Nein (5).

HINWEIS 4: Chr 2 ist aufgrund des aullerst gro’en Hybridisierungsbe-
reiches im Cy5- und Cy5.5-Kanal leicht als solches zu erkennen. ...... Ja
(8), Nein (6).

HINWEIS 5: Chr 1 ist aufgrund des aufRerst gro’en Hybridisierungsbe-
reiches im Deac- und Sg-Kanal leicht als solches zu erkennen (van Dek-
ken et al. 1989). ...... Ja (8), Nein (7).

HINWEIS 6: Chr 19 ist aufgrund des aulderst pragnanten Hybridisie-
rungssignals im Sg-Kanal leicht als solches zu erkennen. ...... (8).
HINWEIS 7: Falschfarbe der automatischen Klassifizierung durch
mfish3d. Wurden CT von dem Programm bestimmt? ... Ja (9), Nein
(14).

Ergebnis mfish3d: 2 eindeutige Farbsignaturen, welche den beiden CT
in der Interphase entsprechen. ...... (12).

Konnte nur eine eindeutige Region bestimmt werden:

(10)

(11)

(12)

(13)

Wenn das Volumen, bzw. die Grolke des CT viel grofRer ist, als in den
ubrigen Kernen, wurde davon ausgegangen, dass die 2 Homologen ne-
beneinander liegen und es wurden 2 Koordinaten visuell festgelegt. ...
(15).

Keine Unterscheidung der Homologen maoglich, da sie zu nah beieinan-
der liegen. D. h. es gibt dann nur eine Koordinate, die evtl. falsch ist,
aber dieser Fehler ist nur geringflugig, wegen der sowieso nahen Nach-
barschaftsbeziehung. ...... (17).

HINWEIS 8: Centromere im DAPI-Kanal: Entscheidungshilfe bei Chr. 1
und Chr. 9, weil die Centromere sehr eindeutig zu erkennen sind. Lie-
gen prominente Centromere neben / in den als Chr. 1 oder Chr. 9 klassi-
fizierten Arealen? ...... (13).

Auswertung der Ergebnistabelle regions, die das Programm mfish3d
ausgibt. Sind die Koordinaten flr die visuell bestimmten CT vorhanden?

Ja, eine Koordinate ......... (17).
Ja, zwei Koordinaten......... (18).
Nein ..........ooooiiiiiinns (14)
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(14) Sind die Signale in den Originaldateien so uberzeugend, dass von einer
falschen Klassifizierung des Programms ausgegangen werden muss? -
Ja...... 0.

Nein ... (16).

(15) Die Koordinaten der CT-Schwerpunkte werden visuell bestimmt und in
die Ergebnistabelle regions_results.xls. eingetragen.

(16) Kein Eintrag in die Ergebnistabelle regions results.xls.

(17) Eintrag eines Wertes fur ein homologes CT in die Ergebnistabelle regi-
ons_results.xls.

(18) Eintrag zweier Werte fur beide homologe CT in die Ergebnistabelle regi-
ons_results.xls.

2.9 Computersimulationen

Alle simulierten Zellkerne wurden von G. Kreth (Kirchhoff Institut fur Physik,
Heidelberg) modelliert. Die CT wurden in einer iterativen Monte - Carlo - Pro-
zedur berechnet (Kreth et al. 1998). Jede Simulation begann in der Metapha-
seplatte, in der zur Vereinfachung angenommen wurde, die Chromosomen
seien verschieden grol3e Stabchen innerhalb des Zellkerns. Die Berechnung
liess jedes Chromosom mittels positiven und negativen Federkraften zu einem
Chromosomenterritorium dekondensieren bis der Zellkern ausgefullt war.

Es wurden 2 Datensatze berechnet: (i) Visualisierung der beiden Chr. 12 -
Territorien und (ii) ein kombinatorischer Ansatz, in dem sieben Chromosomen
mit drei Fluorochromen markiert wurden.

2.9.1 Zwei einzelne Territorien

Dieser Datensatz diente zu Testzwecken der Dekonvolution. Der Abbildungs-
modus entsprach dem eines konfokalen Mikroskops, die Voxelgro3en waren:
xy: 40 nm, z: 156 nm.

Um eine konfokale Aufnahme zu simulieren, wurden die digitalisierten Bilder
mit einer PSF gefaltet und anschlielend Noise eingebracht (eine Abbildung ist
auf der CDROM zu diesem Kapitel zu finden). Beides geschah innerhalb der
Programmoberflache Khoros: Fur die Faltung wurde das Programm floatconv
verwendet. Zuvor mussten die beiden Bildstapel (Bild und PSF) mit dem Pro-
gramm rescale auf eine z-GroRe normiert werden (der grof3ere der beiden
Bildstapel musste mit dem z-Verhaltnisfaktor < 1 skaliert werden, Einstellung
.interpolation method fft-based”). Dem jetzt gefalteten Bild wurde Poisson-
Noise mit dem Programm possit zugegeben, anschlielend wurden alle Werte
< 0 abgeschnitten (clipbelow) und auf 0-255 Grauwerte normalisiert (normali-
ze). Die Prozedur ist in dem Khoros-Workspace Img_convolve.wks abgespei-
chert.
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2.9.2 Kombinatorischer Ansatz mit 3 Fluorochromen

Dieser kombinatorische Ansatz, in dem 7 Chromosomen mit 3 Fluorochromen
markiert waren, diente zum Testen der Klassifikation mit dem Programm
mfish3d. Die Parameter entsprachen denen des vorigen Kapitels. Im weiteren
Verlauf der Arbeit wird dieser Datensatz ,GK-3Fluor-7Chr“ genannt.

Das Markierungsschema ist in Tab. 2-9 dargestellt, ein 3D Rendering Modell
der einzelnen Kanale und ihre Projektionen an die Seitenwande findet sich in
Abb. 2-10.

Kanal Chromosomen
1 2 3 4 5 6 7
griin X X X X
rot X X X X
blau X X X X

Tab. 2-9 Markierungsschema des simulierten kombinatorischen Experiments, in
dem 7 Chromosomen mit 3 Fluorochromen markiert waren. Die Kanéle hei3en hier
Lgran, rot, blau®, um zu verdeutlichen, dass das Experiment nicht an einem wirklichen Mikro-
skop aufgenommen wurde. Dort wiirden sie den Kanélen Fitc, Cy3 und Cy5 entsprechen.

Abb. 2-10 3D Rendering der drei Kandle ,griin, rot und blau” aus dem kombinatori-
schen Datensatz ,,GK-3Fluor-7Chr*. Projektionen an den Seitenwédnden. Man erkennt mit-
hilfe des Markierungsschemas beispielsweise in der rechten oberen Ecke des roten und
blauen Kanals eines der beiden CT des Chr. 5.
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2.10 Formeln und Vektorrechnung

Geometrische Formeln

mit r Radius
a,b,c Halbachsen

Polarkoordinaten und Vektorrechnung

o P

mit P(x,y,z) Punkt P mit den Koordinaten
Q(x,y,2) Punkt Q mit den Koordinaten

Aus dem Skalarprodukt (Gleichung 2-12) ergibt sich durch Einsetzten und
Umformung der Winkel zwischen zwei Mittelpunktsgeraden (Gleichung 2-13):
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Slp-Mg-M)=(x, —x,)x, =%, )+ (¥, =3, = v)+(z, =2 )z, = 2)y)

p=M|= 3 (5, -M,] =(x, =3, + (¥, =9, )* +(z, =2,,)}

7-#

mit

analog

Transformation aller Punkte, so dass der Ursprung des Koordinatensystems

im Zellkernmittelpunkt liegt:

mit P(x;y;z) Koordinaten des Punktes P im urspriinglichen System
M(x;y;2) Koordinaten des Mittelpunktes
P min(Xmin; Ymin; Zmin) Koordinaten des Punktes P im neuen System

Transformation aller Punkte, so dass die Zellkerngré3e auf eine mittlere Kern-

gréBe gebracht wird:

mit P(x;y;z) Koordinaten des Punktes P im urspriinglichen System
ta,b,c Distanz der mittleren Zellkernachse im Verhaltnis zur individuellen Zell-
kernachse:ta= a/a, tb= b/b, tc= c/c.
P min(Xmin; Ymin; Zmin) Koordinaten des Punktes P im neuen System

Bestimmung des Winkels der langen Zellkernachse zur x-Achse, durch die
beiden Punkte am jeweiligen Ende der langen Zellkernachse (nur in xy-
Richtung):

mit Endpunkt1 x1; y1
Endpunkt2 X2; y2

8
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Transformation der Schwerpunktskoordinaten, so dass die lange Zellkernach-

se die x-Achse bildet (nur in xy-Richtung):

XY- x' =cosa-x—sina-y
Koordinatentransformation , . Gleichung 2-17
um einen Winkel Yy =smo-x+coso -y
mit P(x;y) Koordinaten des Punktes P im urspriinglichen System
Pmin(Xmin; Ymin) Koordinaten des Punktes P im neuen System

Die Drehrichtung ist mathematisch positiv gemeint, d. h. z. B. —70° ist eine Drehung im Uhr-
zeigersinn.

2.11 Statistische Auswertung

Signifikanztest zwischen experimentellen und Modelldaten

Wurden die wie oben ermittelten Modell-Vergleichskurven mit den experimen-
tell gewonnenen Verteilungsfunktionen verglichen, liel3en sich Aussagen hin-
sichtlich der zufalligen Verteilung der untersuchten Chromosomenregionen
treffen. Mithilfe des zweiseitigen Kolmogorov-Smirnov-Tests (Young 1977) liel3
sich anhand der GrofRe der Abweichung der experimentellen Kurve von der
Modellkurve das Signifikanzniveau der Abweichung bestimmen.

Signifikanzniveaus

Um Uberinterpretationen der Schwankungen zu vermeiden, wurden die fol-
genden drei Signifikanzniveaus herangezogen:

ns: p>0,01 nicht signifikant, *: p<0,01 signifikant, **: p<0,001 hoch signifikant,
***. p<0,0001 hochst signifikant.

Das heil3t ein p-Wert groRer als 1% wurde als nicht signifikant gewertet und
erst ein p-Wert kleiner als 0,1% als sehr signifikant.

Test auf Normalverteilung

Um eine experimentelle Verteilung auf Normalverteilung zu testen, wurde der
Kolmogorov-Smirnov-Anpassungstest (Sachs L. 1968) mit Signifikanzkorrektur
nach Lilliefors, bei Stichproben kleiner als 50 der Shapiro-Wilks-
Anpassungstest, verwendet.

Multidimensionale Skalierung (MDS)

Mithilfe einer Multidimensionalen Skalierung (MDS) ist es moglich Unterschie-
de in distanzahnlichen Daten zu finden (Rohlf et al. 1980). Der Zweck ist eine
Landkarte der Schwerpunkte so zu konstruieren, dass sich ihre euklidischen
Abstande in ihren relativen Positionen widerspiegeln. MDS analysiert die Da-
ten in einer Weise, welche die Struktur als geometrisches Bild ausgibt. Das
bekannteste Beispiel ist eine Entfernungstabelle, welche die Entfernung in Ki-
lometern zwischen unterschiedlichen Stadten Deutschlands zeigt. Jede Stadt
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ist einmal auf der x-Achse und einmal auf der y-Achse aufgetragen. Am ge-
nauen Kreuzungspunkt betragt die Entfernung , 0. Die Halfte aller Zellen ent-
halt die Distanzen zwischen den beiden Stadten, die andere Halfte bleibt leer,
da die Matrix spiegelsymmetrisch ist. Das Statistikprogramm SPSS kann aus
solch einer Tabelle durch Berechnung der relativen Abstande eine Landkarte
Deutschlands konstruieren. Die Daten mussen in einer quadratischen und
symmetrischen Art vorliegen und werden dann vollautomatisch berechnet. Der
Ergebnisplot enthalt nicht mehr die Originalskalierung, sondern die standardi-
sierte Skalierung, die Einheiten sind dimensionslos. Eine Standardisierung er-
halt man durch die Gleichung 2-18. Alle Statistiken wurden mit dem Programm
SPSS (Version 11) berechnet.

_x—Mw
SD

Standardisierung z Gleichung 2-18

mit X Wert des konkreten Falls
MW  Mittelwert
SD Standardabweichung

2.12 Spezielle Hersteller

Amersham Pharmacia ( http://www.apbiotech.com )

Biorad ( http://www.microscopy.bio-rad.com )

Carl Zeiss GmbH, Goéttingen ( http://www.zeiss.com ; http://www.zeiss.de )

Chroma Technology Corp. ( http://www.chroma.com )

Leica Microsystems Imaging Solutions Ltd, Cambridge, UK (http://www.leica-
microsystems.com )

Molecular Probes ( http://www.molecularprobes.com )

Nikon ( http://www.nikon.com )

Roche ( http://www.roche.com )

2.13 Software

Adobe Systems Inc. 1984-1999 (http://www.adobe.com/;
http://www.adobe.de/)

Photoshop V 5.5

Acrobat 'V 4.0

Distiller V 4.0

Carl Zeiss Vision ( http://www.zeiss.de )
KS 400V 3.0
3D for LSM V 1.4.1b
Axiovision V 3.1.0.18, Release 3.1
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Corel Corporation ( http://www3.corel.com )
CorelDRAW V 8.0

ISI Research Software ( http://www.endnote.com/ )
Endnote V 4.0

Khoral Inc ( http://www.khoral.com/ )
Khoros V 2.2

Leica Microsystems Imaging Solutions Ltd, 1990-2000 (http://www.leica-
microsystems.com)
Leica QWin Version V 2.0
Leica MCK Version Y1.3 Beta 1
Leica QFISH Version V 2.3a
Leica QFLUORO Version V 1.0b

Microsoft Inc. ( http://www.microsoft.com/,
http://www.microsoft.com/germany/ )
Windows NT V 4.0 (Build 1381; SP 5)

Exel 2000 (Version 9.0.2812)
Word 2000 (Version 9.0.2812)
PowerPoint 2000 (Version 9.0.2716)

Scientific Volume Imaging (SVI) b.v. ( http://www.svi.nl/ )
Huygens2 V 2.2.1 p2

Silicon Graphics Inc ( http://www.sgi.de/ )
OS IRIX 6.2

SPSS fur Windows ( http://www.spss.com/ )
Release 11.0.1

TGS Inc. ( http://www.tgs.com/ )
Amira 'V 2.2

T.I.L.L. Photonics GmbH, 1996-2001 ( http://www.till-photonics.com/ )
TILLvisION V 4.00 build: 4724

Public Domain Software

DKFZ Heidelberg, Arbeitsgruppe Intellegente Bioinformatiksysteme (
http://www.dkfz-heidelberg.de/ibios/ )
Kaan Saracoglu mfish3d

Rasband, Wayne Image J V 1.23y ( http://rsb.info.nih.gov/ij/ )
Image MagickTM ( http://www.imagemagick.org/ )
Irfan, Skiljan Irfan View V 3.36 ( http://www.irfanview.com/ )

Red Hat Inc. ( http://www.cygwin.com/ )
CygWinV 1.3.1

Scion Corporation, 1997-2000 ( http://www.scioncorp.com/ )
Scion Image V Beta 4.0.2
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3. ERGEBNISSE

Schematischer Ablauf der Experimente und Methoden:

Zellkultur, Zellpraparation
von Fibroblasten und Lym-
phozyten

U

Markierung der Painting Son-
den

U
Hybridisierung
U

Nachweis

A
r N

Weitfeld - Bildaufnahme

Konfokale Bildaufnahme

Dekonvolution mit verschiede-
nen Programmen (Huygens,
TILLvisION, KS400, axialrec)

- 7
V

U

Farbklassifikation und Visua-
lisierung mit dem Programm
mfish3d

U

Datenanalyse
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3.1 Zellen, Painting Sonden und Klassifikation von Metapha-

sen

3.11 Zellsynchronisation und -praparation

In dieser Arbeit wurden primare menschliche 46, XY Fibroblasten (HDF) und
periphere 46, XY Blutlymphozyten (PBL) verwendet. Die HDF stammten aus
einer Vorhautsektion, die PBL aus frisch enthommenen Blut Erwachsener.
Beide wurden in vitro kultiviert.

Fibroblasten

Um Zellen zu erhalten, die sich in der GO-Phase befinden, wurden
Fibroblasten nach dem Einsetzen in Kulturflaschen bis zur Konfluenz wachsen
gelassen. Wie aus Zellzahlungen nach bestimmten Zeitpunkten ermittelt wur-
de, betragt die Verdopplungszeit etwa 20-30 h (Engelhardt 2001). Konfluenz
war erreicht, wenn die Zellen so dicht wuchsen, dass sie aneinander stief3en
(fur ein Durchlichtbild einer konfluenten Fibroblastenkultur siehe Nagele et al.
(1999), oder die Datei ,Nagele etal99 JCS FiG2.jpg“ auf der CDROM zu die-
sem Verzeichnis; fur ein Durchlichtbild einer wachsenden Zellkultur mit einer
Prometaphaserosette ,rosette9.jpg“). Zellen einer konfluenten Kulturschale
befinden sich in der GO-Phase des Zellzyklus (Nagele et al. 1999). Wie die
Fibroblasten selbst, sind auch ihre Zellkerne flach und oval von Gestalt und
haben im Durchmesser etwa die Abmessungen 15-20 umx7-10umx3-5
um. Sie flachen sich beim Eintritt in GO etwas ab.

Mit dem Antikorper Ki-67, der ein Epitop eines Proteins unbekannter Funkti-
on im Zellzyklus erkennt (Endl und Gerdes 2000), konnte durch Musterver-
gleich eine Zuordnung in G1-, S- und G2-Phase erfolgen (Engelhardt 2001). In
der GO-Phase ist keine Farbung erkennbar. Die Anzahl der Ki-67 positiven
Zellen lag bei wachsenden Kulturen bei etwa 50%, in konfluenten Zellkulturen
traten sie nur vereinzelt auf. Dies demonstrierte, dass sich in einer konfluenten
Kulturflasche so gut wie alle HDF in der GO-Phase befanden.

Den Zellzyklusstatus in einer Kulturflasche ergaben ebenfalls Messungen im
FACS. Wurde eine logarithmisch wachsende Kulturflasche abtrypsiniert, fixiert
und mit Propidiumjodid als Gesamt-DNA-Farbstoff gefarbt, so wurde im FACS
die klassische GroRRenverteilung fur G1-, S- und G2-Phase beobachtet: eine
Subpopulation (~ 40,5%) befand sich in der G1-Phase, eine kleine Population
(~ 4%) in der S-Phase und eine dritte grolde Subpopulation (~ 55,5%) in der
G2-Phase (fur die Abbildung hierzu siehe ,FACS_growing2.jpg®).

Das Diagramm einer konfluenten Kulturschale zeigte im FACS nur noch GO-
Zellen in  einer einzigen  GroRenpopulation (~ 97%) (siehe
,FACS_konfluent2.jpg).
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Prometaphaserosetten

Uberpriift man das Wachstum der HDF regelmaBig, so stoéRt man bei einer
wachsenden Kultur auf Prometaphaserosetten (Chaly und Brown 1988). Die-
ses Stadium dauert nur fur einen sehr kurzen Zeitraum an und ist selten zu
beobachten (siehe Tab. 3-1). Die Zellkerne der Fibroblasten kugeln sich zu
Beginn der Mitose ab und die Chromosomen beginnen sich zu kondensieren
(Prophase). Sie ordnen sich danach, schon deutlich als Chromosomen zu er-
kennen, in einer Ebene parallel zum Objekttrager ringformig an (Abb. 1-2, S.
22). In der Mitte scheint ein ,Loch® freigelassen zu sein. Mithilfe einer Anti-
Centromer Farbung stellte sich heraus, dass eine modifizierte Rabl-
Konfiguration vorliegt, d. h. alle Centromere zeigen nach innen, alle Telomere
nach aufRen (Chaly und Brown 1988).

Lymphozyten

Zellkerne peripherer Blutlymphozyten (PBL) entsprachen der Form einer unre-
gelmanig geformten Kugel und waren kleiner als die der Fibroblasten (~ 10 um
im Duchmesser).

Die Praparation unterschied sich von der Zellkulturarbeit bei Fibroblasten.
Aus dem Blut eines Erwachsenen wurden die PBL durch Ficoll®-
Dichtegradientenzentrifugation gewonnen (siehe S. 42 und Solovei et al.
2002b). In ihrem ausdifferenzierten Status und natlrlichem Umfeld befinden
sich die meisten Lymphozyten in der GO-Phase (Tashiro et al. 1996). Mit der
Inkubation mit PHA (72 h bei 37°C) kbnnen sie zum erneuten Wachstum sti-
muliert werden und man erhalt eine logarithmisch wachsende Lymphozyten-
kultur, in der auch Prometaphaserosetten vorkommen. Tab. 3-1 zeigt eine
Haufigkeit von lediglich 1,2% Prometaphaserosetten innerhalb einer wachsen-
den Lymphozytenkultur.

Reihen R1 R2 R3 Summe

RI —

- Interphase 300 1089 141 1530

- Rosetten 6 12 0 18
% 20% 1.1% 0.0% 1.2%

Tab. 3-1 Anzahl an Prometaphaserosetten auf einem Deckglas (Lymphozytenprapa-
ration).

3.1.2 Entfernung von repetitiven Elementen aus Painting Sonden

Mit der in Kapitel 2.2.2.3 vorgestellten Methode ,Repeat Depletion“ gelang es
die repetitiven Elemente aus allen 24 menschlichen ,whole chromosome pain-
ting“ (WCP)-Bibliotheken abzureichern (Bolzer et al. 1999).

Beurteilung der Glite der ,Repeat Depletion®

Kriterien fur eine erfolgreiche Abreicherung repetitiver Elemente waren:
(1) eine spezifische Hybridisierung an das Zielchromosom ohne eine Zugabe
von C,t1-DNA und ohne ,preannealing®
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(2)ein Signal- zu Hintergrund-Verhaltnis, das mit einer Hybridisierung mit
Cot1-DNA vergleichbar ist.

Ein Vergleich der Hybridisierungsmuster mit und ohne C,t1-DNA ist in Bolzer
et al. (1999) dargestellt (die Pdf-Datei liegt auf der CDROM dem Kapitel bei).
Fig. 1a prasentiert dort die Hybridisierung der WCP Sonde 1 unter Standard-
bedingungen: es zeigte sich eine hoch spezifische Farbung beider Zielchro-
mosomen. Fur eine Beurteilung wurde der groRe heterochromatische Block
(1912) am proximalen Teil des langen Arms von Chr. 1 herangezogen. Hybri-
disierung unter Suppressionsbedingungen fuhrte immer zu einer Licke zwi-
schen kurzen und langem Arm. Im Gegensatz dazu fuhrte die gleiche Hybridi-
sierung ohne C,t1-DNA und ohne ,preannealing“ zu einer Uberbetonung die-
ses Heterochromatinblocks und desweiteren zu Kreuzhybridisierung auf den
Chromosomen 9 und 16 (Fig. 1b). Die an repetitiven Elementen abgereicherte
WCP Sonde 1 wies wieder das gleiche Signalmuster auf, wie die nicht-
abgereicherte Sonde plus C,t1-DNA (Fig. 1c). Die gemessenen Fluoreszenzin-
tensitaten-Verhaltnisse fur die Chromosomen 1, 7 und 15 bestatigten die spe-
zifische Hybridisierung.

Beurteilung der vollstdndigen Abreicherung

Obwohl die FISH Ergebnisse keine Hinweise auf zuruckgebliebene repetitive
Sequenzen zulieRen, gab es Uberlegungen, dass Reste in den Sonden zu-
rickgeblieben waren, welche nicht mit FISH detektiert werden konnten. Wr-
den diese Uberbleibsel in aufeinanderfolgenden PCR Runden wieder amplifi-
ziert werden, ware die Qualitat nach einigen PCR-Runden erneut minderwer-
tig. Deshalb wurde versucht, die Menge an repetitiver DNA nach jeder
Reamplifikationsrunde mittels Southern-Blot zu quantifizieren. Die Sonden 1
und 15 wurden vor und nach der ,repeat depletion® mehrere Male amplifiziert,
nebeneinander auf ein Gel aufgetragen, geblottet und mit radioaktiv-markierter
Cot1-DNA hybridisiert. Nicht abgereicherte, normale WCP Sonden zeigten ein
starkes Signal fur C,t1-DNA (Abb. 3-1 a). Dieses Signal wurde nach der ,re-
peat depletion nicht mehr beobachtet. Auch nach vier aufeinanderfolgenden
Reamplifikationen konnte keine C,t1-DNA mehr detektiert werden. Dies be-
starkte die Vermutung, dass einmal abgereicherte Sonden frei von repetitiven
Elementen blieben, und nicht in erneuten PCR-Schritten reamplifiziert wurden.
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zRepeat depletion‘ der Painting Sonden 1 und 15

(a) Normale Amplifikation (b) Nach ,repeat depletion“

123 4 5 6 7 8 910 123 4 5 6 7 8 910

Abb. 3-1 Beurteilung der Menge an repetitiven Sequenzen in den WCP-Bibliotheken
1 und 15. Hybridisierung von [*P]-C,t1-DNA. Aufgetragen wurden von links nach rechts
abwechselnd WCP1 (ungerade Zahlen) und WCP 15 (gerade Zahlen): (a) Spuren 1, 3, 5, 7 —
WCP-Sonde 1, aufeinanderfolgende 1. bis 4. PCR; Spuren 2, 4, 6, 8 — WCP-Sonde 15 ana-
log; Spur 9 — C,t1-DNA; Spur 10 — gDNA. (b) analog nach durchgefiihrter ,repeat depletion®.
Es war keine Signal mehr in den PCR Amplifikaten erkennbar.

Beurteilung der Komplexitat genomischer DNA

Wieviel repetitive Sequenzen enthalt genomische DNA, im Vergleich zu via
PCR amplifizierter gDNA? Anders gefragt, genugt bereits die alleinige Amplifi-
kation aus, um repetitive Elemente aus den Sonden zu eliminieren? 10 g
(OD-Messung) genomischer DNA und gleichviel via DOP-PCR oder CTA4-
PCR amplifizierter gDNA wurden auf ein Gel aufgetragen. [*P]-markierte Cit1-
DNA wurde als Hybridisierungssonde flr einen Southern-Blot verwendet (Abb.
3-2). Jede der drei eingesetzten DNA-Arten enthielt repetitive Elemente. Die
Hybridisierungssignale in den Spuren 1-6 (PCR) waren im Vergleich zu Spur
10 (genomische DNA) nicht so intensiv und wurden mit zunehmender Folge
immer kleiner. Dieses Verhalten wurde mit beiden PCR-Methoden beobachtet.
Eine mogliche Erklarung ware, dass die PCR-Methoden nicht wie ursprunglich
gedacht alle Sequenzen gleichmallig amplifiziert (Telenius et al. 1992a), son-
dern repetitive Sequenzen geringer, oder aber von der Gesamtheit aller Se-
quenzen nur einen bestimmten Teil. Diese Vorstellung wurde unterstutzt von
zytogenetischen Beobachtungen, vor allem von der Tatsache, dass eine Pain-
ting Sonde hdchstens 4 - bis 6-mal reamplifizierbar war, ohne dass die Quali-
tat der anschlieRenden Hybridisierung nachlief3.

Nachdem die optimalen Bedingungen der Abreicherung herausgefunden wa-
ren, wurde das Protokoll auf alle 24 chromosomalen WCP-Bibliotheken aus-
gedehnt (Bolzer et al. 1999). Ihre Tauglichkeit im Hinblick auf komplexe FISH-
Anwendungen wurde in M-FISH Experimenten getestet. Die Qualitat der Er-
gebnisse mit den neuen, abgereicherten Sonden ohne C,t1-DNA und ohne
,preannealing® war vergleichbar den M-FISH Ergebnissen unter Standard-
Bedingungen.
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Komplexitit repetitiver genomischer DNA

(a) genomische DNA & DOP-PCR  (b) CTA4-PCR
12 3 4 5 6 7 8 9 10

1 2 3 4 5

LITEE ITTIT

Abb. 3-2 Beurteilung der Menge an repetitiven Sequenzen in genomischer DNA.
Hybridisierung von [**P]-C.t1-DNA. Aufgetragen wurde von links nach rechts: (a) Spuren 1
- 6 — aufeinanderfolgende 1. bis 6. DOP-PCR; Spur 7 — 6MW-Primer allein (kein Signal);
Spur 8 —100 bp-Leiter (kein Signal); Spur 9 — C.t1-DNA; Spur 10 — gDNA. (b) Spur 1 - 5 —
aufeinanderfolgende 1. bis 5. CTA4-PCR.

3.1.3 Klassifikation von Metaphasen

Ein wichtiger Schritt bei dem Versuch alle 24 Chromosomen im Interphase-
kern gleichzeitig zu visualisieren, stellte die Erweiterung der fur Metapha-
sespreitungen entwickelten Karyotypisierungssoftware MCK dar (Eils et al.
1998). Dies geschah in enger Zusammenarbeit mit K. Saracoglu (Arbeitsgrup-
pe iBioS, Leitung R. Eils, DKFZ Heidelberg), der bereits an der Entwicklung
von MCK beteiligt war. Das daraus hervorgegangene Programm mfish3d
musste intensiv ausgetestet werden, um sicherzustellen, dass eine korrekte
Klassifikation stattfand (Saracoglu et al. 2001).

Von MCK zu mfish3d

Mithilfe des Programms MCK konnten Metaphasechromosomen automatisch
anhand eines Markierungsschemas klassifiziert werden (Abb. 3-3). Eine Me-
taphasespreitung wurde mit dem 7 Fluor M-FISH Mix hybridisiert (Kapitel M-
FISH, S. 48). Nach der Aufnahme am Mikroskop wurde ein RGB-Bild zur U-
bersicht erstellt (Abb. 3-3 a). Importierte man diese Datei in MCK mit der ent-
sprechenden Markierungstabelle, so wurde die Metaphase innerhalb weniger
Minuten Klassifiziert (Abb. 3-3 b) und ein Karyogramm erstellt (Abb. 3-3c). Zu
dem gleichen Klassifikationsergebnis gelangte man, wenn man das neuere
Programm mfish3d verwendete. Mit den Parametern ANGLE = 15°, Back-
ground = 1 und MINSIZE = 2 (zur Beschreibung der Parameter siehe S. 73)
wurden die besten Ergebnisse erzielt (Abb. 3-3 d). Bild 3 d unterschied sich
nur durch einige Inhomogenitaten von 3 b. Funf Chromosomen (7, 13, 16, 20
und Y) wurden aufgrund einer neueren Farbzuordnungstabelle andere Falsch-
farben zugeordnet (Abb. 3-3 e).

Damit konnte gezeigt werden, dass die beiden Programme bei Metapha-
sespreitungen die gleichen Resultate ergaben. Da MCK keine 3D-Stapel im-
portieren kann, wurden fur alle Darstellungen von CT im Zellkern das mfish3d
Programm verwendet.
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Chr. 4
Chr. 6
Chr. 9
Chr. 11
Chr. 21
Chr. X

(d)

(b)

Abb. 3-3 Klassifizierung einer normalen 46,XY PBL Metaphasespreitung. (a) RGB-Bila
der mikroskopischen Aufnahme. (b) Automatische Klassifikation mit dem Programm MCK.

(c). Automatische Erstellung eines Karyotyps mit MCK. (d) Automatische Klassifikation mit
dem Programm mfish3d. Das Bild wirkt etwas inhomogener, weil keine DAPI-Maske ange-
wandt wurde. Das Klassifikationsergebnis entspricht exakt dem in b. Man beachte in beider
Bildern die unzureichende Klassifikation des Zellkerns. Dass fiinf Chromosomen (7, 13, 16,
20, Y) eine andere Klassifikationsfarbe haben, liegt an einer neuen Farbzuordnungstabelle,
nicht an einer falschen Klassifikation. (e) Falschfarbentabelle der einzelnen Chromosomen.
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3.2 3D-Mikroskopie

CLSM und Weitfeldmikroskop

Um dem Ziel der gleichzeitigen Visualisierung moglichst vieler Chromosomen
in situ im Zellkern naher zu kommen, wurden zwei 3D-Mikroskopie-Methoden
angewandt. Die Eigenschaften eines CLSM erlauben es, Signale in optischen
Serienschnitten sofort nach der Aufnahme zu erkennen und dreidimensional
zu rekonstruieren. Jedoch war aufgrund der definierten Laserwellenlangen und
Filtervoraussetzungen der beiden verfugbaren CLSM die Visualisierung von
nur drei Fluorochromen moglich. Damit war das CLSM nur fur Vielfarben-
Ansatze geeignet, in denen bis zu 7 Sonden (23-1) markiert werden konnten.

Die Weiterentwicklung eines Leica Weitfeldmikroskops, ausgestattet mit ei-
ner Quecksilberlampe und einem 8-Filterrad ermdglichte es, dass auch mit
diesem Mikroskop lichtoptische Serienschnitte aufgenommen werden konnten.
Diese Entwicklung war ein wesentlicher Teil der durchgefuhrten Arbeit.

In einer Zusammenarbeit mit Leica Microsystems (Cambridge, UK) wurde
das in QFluoro implementierte 3D-Aufnahmesystem entworfen. Es steuerte
den z-Trieb des Mikroskop-tisches so, dass von einer unteren bis zur oberen
Grenze in definierten Abstanden Aufnahmen in allen Kanalen gemacht werden
konnten (minimale Schrittweite 100 nm). Dabei wurden die Einstellungen der
Belichtungszeit und der Skalierung der CCD-Kamera aus einer unmittelbar
zuvor getatigten Aufnahme in der Fokusebene Ubernommen. Die erhaltenen
Bilder wurden in Tif-Dateien auf der Festplatte abgespeichert und standen so
in einem universellen Format allen nachgeschalteten Applikationen zur Verfu-
gung.

Nach der Aufnahme wurden die Bilder mit einer Dekonvolutionssoftware ent-
faltet. Da eine Dekonvolution in der Regel mehrere Stunden dauerte, bzw.
meist Uber Nacht verlief, war es nur bedingt moglich die Bilder direkt nach der
Aufnahme zu beurteilen. Der Zeitvorteil aufgrund der schnelleren Aufnahme-
technik am Weitfeldmikroskop gegenuber dem CLSM ging durch die obligate
Dekonvolution wieder verloren. Dennoch erhohte der Vorteil, bis zu acht Fluo-
rochrome gleichzeitig anregen zu konnen, die Flexibilitat im experimentellen
Aufbau.

Fur einen Vergleich der beiden Mikroskopiearten (CLSM und Weitfeldmikro-
skop) wurden drei FISH Experimente an 3D-fixierten Fibroblasten durchge-
fuhrt. Tab. 3-2 fasst die Markierungsschemata zusammen. Dabei wurden je-
weils drei Fluorochrome Fitc, Cy3 und Cy5 verwendet. Im Experiment 1 wur-
den drei verschiedene Painting Sonden mit drei unterschiedlichen Fluoroch-
romen markiert. Bis zu sechs Territorien waren in der Interphase zu erkennen.
Im Experiment 2 wurde mit zwei Fluorochromen eine Painting Sonde markiert,
eine weitere mit dem verbleibenden dritten Fluorochrom. Dies sollte zu vier
Territorien fuhren, mit einer Kolokalisation zweier der drei Fluorochrome. Im 3.
Experiment wurde das Chr. 1 mit allen drei Fluorochromen markiert, was zu
hdchstens zwei Territorien in allen drei Kanalen fihren durfte.
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Markierte Chromosomen

Fluorochrom Fite Cy3 Cy5s
Farbe in der Bildern griin rot blau
Experiment Nr
1 Chr.20 Chr.9 Chr.15
2 Chr.9 Chr.9 Chr.15
3 Chr.1 Chr.1 Chr.1

Tab. 3-2 3-Farben FISH Experimente zur Beurteilung der verwendeten zwei Mikro-
skopiearten (konfokal und Weitfeld).

3.21 Konfokale Aufnahmen

An beiden benutzten konfokalen Mikroskopen (Leica TCS 4D, Zeiss LSM 410)
wurden Stapel optischer Serienschnitte von Interphase-Kernen in einem Ab-
stand von 250nm aufgenommen. Die drei Kanale wurden zu einem RGB-Bild
Uberlagert. Fitc wurde dabei immer grin dargestellt, Cy3 rot und Cy5 blau
(Abb. 3-5). Jeder Stapel erfuhr eine Shift-Korrektur (S. 60). In fast jeder konfo-
kalen Sitzung wurde zu Beginn eine PSF bestimmt, indem fluoreszenzgefullte
Klgelchen (,beads”) aufgenommen wurden (Kapitel 2.7, S. 65). Eine konfoka-
le Abbildung eines solchen ,beads” ist in Abb. 3-4 dargestellt.

Konfokale PSF

(a) xy Ebenen (b) xz-Projektion

1.5 um 1.0 um 0.5 um 0um +0.5 um +1um +1.6 um

Abb. 3-4 Konfokale PSF. (a) Sequenzielle lichtoptische Schnittserie durch eine experi-
mentell bestimmte konfokale PSF fiir ein 63x, 1,4 NA Leica Plan Apo Objektiv, aufgenom-
men am CLSM Leica TCD4d. Der Durchmesser des ,beads” betrug 0,5um. Die Distanzen
tiber- und unterhalb der Focusebene sind angegeben, von —1,5um bis +1,5um. (b) XZ-
Schnitt desselben ,beads”. Man erkennt die ovale Form der PSF. Alle Intensitdten sind mit
einer logarithmischen Skala dargestellt, um die viel schwécheren dul3eren Bereiche hervor-
zuheben.

3-Farben FISH Experimente

Der Vergleich von Weitfeld- mit konfokalen Bildstapeln, speziell im Hinblick auf
hybridisierte Painting Sonden in Interphasekernen, soll die vergleichbare Qua-
litat der gewahlten Ansatze demonstrieren. Abb. 3-5a zeigt das Ergebnis des
Experiments 1, der Hybridisierung dreier verschiedener Painting Sonden. Man
erkennt gut die unterschiedliche Lage z. B. der beiden ,blauen” Domanen des
Chr.15 in z-Richtung. Weiterhin ist die unregelmafige Gestalt eines einzelnen
Territoriums gut z. B. anhand des ,roten® Chr. 9 zu sehen. In Saugerzellen be-
sitzen CT Einbuchtungen und Fortsatze ohne eine offensichtliche Regelma-
Rigkeit. Zudem existiert ein unterschiedlicher Kondensationsgrad zwischen
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verschiedenen CT (Eils et al. 1996; Cremer M. et al. 2001; Habermann et al.
2001).

Darstellung der xy-Projektion

Beim konfokalen Ansatz war es nicht moglich, zusatzlich zu den drei Fluoroch-
romen noch eine Gegenfarbung darzustellen (Abb. 3-5 b, f). Damit fehlte die
Information Uber klare Zellkerngrenzen. Es war aber moglich, aufgrund des
immer vorhandenen Hybridisierungshintergrundes eine ungefare Begrenzung
zu erkennen.

Darstellung der xz-Projektion

In der xz-Projektion (Abb. 3-5 c, j) erkennt man die Flachheit der Fibroblasten-
kerne, in denen die Territorien bei den grollen Chromosomen an den oberen
und unteren Rand stof3en. Bei kleineren (z. B. grun = Chr. 20) ist das nicht der
Fall und manchmal liegen zwei CT in der z-Achse Ubereinander. In der xz-
Ansicht wird der Unterschied zwischen konfokalem und Weitfeldmodus be-
sonders deutlich. Wahrend im konfokalen Bild alle Ebenen scharf sind, und die
ersten und letzten Ebenen so gut wie keine Information mehr enthalten, sind
im Weitfeldmodus nur die mittleren Ebenen im Fokus, und das Bild wird nach
oben und unten hin unscharf. Die letzten Ebenen enthalten wichtige Informati-
onen, welche die Dekonvolutionssoftware fur eine gute Rekonstruktion bend-
tigt.

Exaktheit kombinatorischer Markierung

Das Experiment 2 (Abb. 3-5 e) demonstriert, dass Hybridisierungen von Pain-
ting Sonden, die mit zwei verschiedenen Fluorochromen markiert sind, in der
Regel zu einer weitgehenden Kolokalisation fuhren. Die gelbe Farbe geht aus
der Uberlagerung der Fitc- und Cy3-Markierung (griin und rot) fur das Chr. 9
hervor. Hybridisiert man die Painting Sonde eines dreifach markierten Chro-
mosoms wie in Experiment 3 beschrieben, so uberlagern sich alle drei Farben
in diesem Areal zu weil} (Bilder auf der CDROM im Ordner zu diesem Kapitel).
Diese Exaktheit spielt eine Rolle, sobald man fir 3D M-FISH Experimente ei-
nen komplexen kombinatorisch markierten Sondensatz einsetzt.

Neuere konfokale Mikroskope

Um die Moglichkeiten einer besseren Anregung und Detektion zu testen, wur-
de ein M-FISH Praparat mit den konfokalen Mikroskopen Leica TCS SP und
Zeiss LSM 510 aufgenommen. Beide konnten aber nicht die erforderliche
Trennscharfe erbringen. V. a. Cy3.5 konnte nicht von Cy3 und Cy5.5 nicht von
Cy5 unterschieden werden. Cy7 konnte mit dem verwendeten Argonlaser,
bzw. Ar/Kr-Laser gar nicht angeregt werden.
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Abb. 3-5 3D-Mikroskopie: konfokale (a-g) und Weitfeld-Aufnahmen (h-k). Die erste
und letzte Reihe zeigt Ergebnisse des Experiments 1, die mittlere Experiment 2. Die
Ubereinanderlagerung der beiden Kanéle g und r ergibt die Mischfarbe gelb. Ein Mar-
kierungsschema ist jeweils angegeben. Fiir Details siehe Text. (c, j) Horizontale xz-
Projektionen demonstrieren die Flachheit der Fibroblasten. Im Weitfeldbild (j) kann die
hyperbole Struktur der CT, bedingt durch den Weitfeld-Modus erkannt werden. Balken
= 2um.
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3.2.2 Weitfeldaufnahmen

An einem Leica Weitfeld-Epifluoreszenz Mikroskop wurden, analog einem
CLSM, Schnittserien in einem Abstand von 250 nm aufgenommen. Dazu wur-
de ein motorisierter z-Tisch eingebaut und eine Steuerungssoftware in Zu-
sammenarbeit mit Leica entwickelt. Die bis zu acht Kanale wurden sequentiell
aufgenommen und in einem ,true color” Farbbild Uberlagert. Die s/w-Bilder aus
den einzelnen Kanalen wurden in einem multiplen Tif-Format abgespeichert
und waren so fur die anschlieRende Dekonvolution verfugbar.

Wie beim CLSM auch, wurde in fast jeder Mikroskopsitzung eine PSF be-
stimmt, indem ,beads” aufgenommen wurden. Daraus ergab sich eine PSF
deren Abbild die unterschiedlichen Mikroskopeigenschaften deutlich macht
(Abb. 3-6). In der xz-Projektion (b) kann man leicht die typisch hyberbole Form
einer Weitfeld-PSF erkennen.

Weitfeld PSF

(a) xy Ebenen (b) xz-Projektion

1.5 um 1.0um 0.5 um Oum +0.5 um +1um 1.5 um

Abb. 3-6 Weitfeld-PSF. (a) Sequenzielle lichtoptische Schnittserie durch eine experimen-
tell bestimmte Weitfeld-PSF fiir ein 63x, 1.32 NA Leica Plan Apo Objektiv. Der Durchmesser
des ,beads” betrug 0.5um . Die Distanzen (iber- und unterhalb der Focusebene sind gezeigt,
von —1.5um bis +1.5um. (b) Ein XZ-Schnitt bringt die hyperbole Form der PSF deutlich zu
Tage. Alle Intensitdten sind mit einer logarithmischen Skala dargestellt, um die viel schwé-
cheren duleren Bereiche hervorzuheben.

3-Farben FISH Experimente

Die drei Experimente der in Tab. 3-2 (S. 93) beschriebenen Serie wurde zu-
satzlich mit dem Weitfeldmikroskop aufgenommen. In Abb. 3-5 h erkennt man,
dass an den oberen und unteren Randern die Domanen nicht verschwinden,
sondern lediglich unscharfer werden. Erst nachdem das Objektiv sich mehrere
Mikrometer von der Fokusebene entfernt hat, verschwinden die letzten Un-
scharfereste.

Die xy-Projektion (Abb. 3-5 i) demonstriert, dass die laterale Auflésung, wenn
auch annahernd, so doch nicht gleich der konfokalen Aufnahme ist, da weni-
ger Details erkannt werden konnen.

In der xz-Projektion wird der Unterschied zwischen CLSM und Weitfeldmo-
dus besonders deutlich. Im Gegensatz zum konfokalen Bild grenzen hier alle
CT an den oberen und unteren Rand des Zellkerns an. Geht man davon aus,
dass das konfokale Mikroskop die wirklichen Verhaltnisse besser wiedergibt,
so ist dieses AnstolRen ein Manko und eine Dekonvolution der Weitfeldbilder,
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v. a. in z-Richtung unumganglich. In den Experimenten 2 und 3 ergaben sich
analoge Ergebnisse (Daten auf der CDROM im Ordner zu diesem Kapitel).

Die hier vorgestellten Experimente verdeutlichen, dass das 3D-
Weitfeldsystem verglichen mit einem CLSM annahernd gleichwertige Bilder
lieferte, mit einer etwas schlechteren lateralen Auflosung und einer erheblich
schlechteren Auflésung in z-Richtung. Eine Dekonvolution in z-Richtung ist
daher bei der Verwendung des Weitfeldsystems unverzichtbar.

3.3 Dekonvolution im Vergleich

Vier verschiedene Softwarepakete zur Dekonvolution (siehe Kapitel 2.7.1 -
2.7.4, S. 66 ff) wurden ausgetestet und auf gefaltete Weitfeldbilder angewandt:
e Huygens von SVI
e TILLvisION von T.I.L.L. Photonics
e Ks400 von ZeissVision
e Axialrec von Rainer Heintzmann (Gaéttingen)

Jedes Program besal verschiedene einstellbare Parameter und die Schwie-
rigkeit lag darin, die essentiellen herauzufinden. Es wurde versucht, verschie-
dene Gutekriterien auf die entfalteten Bilder anzuwenden, um ein Mittel zur
Abschatzung der Restauration zu erlangen (Kapitel 2.7.5, S. 69). Falls ein De-
konvolutionsversuch keine guten Resultate lieferte, mussten die eingestellten
Parameter geandert werden. Manchmal traten Bildteile nach der Dekonvoluti-
on auf, die im Ursprungsbild nicht vorhanden waren. Diese Artefaktbildung war
dann der Grenzfall. Im Grofen und Ganzen war dies aber nicht der Fall und
die Dekonvolution lieferte unterschiedlich gut entfaltete Ausgangsbilder.

3.31 Virtuelle Mikroskopie - Modelldaten

Als Testobjekt dienten zunachst zwei nach dem beschriebenen Verfahren
simulierte Territorien (Kapitel 2.9.1, S. 78) der beiden Chromosom 12 -
Domanen (Abb. 3-7 a). Jedes Kugelchen (im Bild kleine Kreise) stellt eine
~1Mb grof3e Chromatindomane dar. Dieser Originalbildstapel wurde mit einer
PSF mittels einer Faltungsfunktion (floatconv) gefaltet und anschliel3end
statistisches Rauschen mit einer Poisson-Statistikfunktion (poissit) zugegeben.
So konnte die Photonenverteilung eines konfokalen Mikroskops simuliert und
eine virtuelle konfokale Aufnahme generiert werden (Abb. 3-7 b). Der Vorzug
eines solchen modellierten Systems besteht darin, dass die Eigenschaften des
Originalbilds (z. B. Volumen, Ausdehnung, Form, usw.) bekannt sind. Die
mittels Dekonvolution entfalteten Bilder konnten mit dem Originalbild genau
verglichen werden. Das Volumen der beiden virtuellen Territorien zusammen
betrug im Originabildstapel 12 um?.
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Schnittserie der modellierten Territorien
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Abb. 3-7 Modellierte Territorien. (a) Computersimulation der beiden Chr. 12 Territorien in
einem Zellkern. (b) konfokale Faltung des Bildstapels in a.

Dekonvolution mit Huygens

In den Abb. 3-8 und Abb. 3-9 kann man die Ergebnisse der Huygens
Dekonvolution sehen. Kreise in den einzelnen Bildern sind im Vergleich zum
Originalbild (Abb. 3-7 a) auch nach Dekonvolution nur verschwommen
erkennbar. Die Verbesserung gegeniber dem Faltungsbild (Abb. 3-7 b) ist
jedoch eindeutig erkennbar. Der Huygens ICTM-Algorithmus lieferte hier eine
etwas bessere Restauration als der Huygens MLE-Algorithmus. Verkette
Strukturen wie sie in Verschure et al. (1999) beschrieben sind, tauchten nur

bei der Huygens MLE-Restauration auf.
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Bezuglich der schwellwertabhangigen Volumina ist in der MLE-Restauration
kaum ein Unterschied zwischen den verschiedenen lterationen zu erkennen.
Alle Graphen schneiden das Modellvolumen etwa bei Grauwert 40. Beim
ICTM-Algorithmus liegt nach zwei Iterationen das Volumen bereits unterhalb
der Faltungskurve, jedoch noch Uberhalb den Kurven langerer Iterationen.

Der Relative Energy Regain (RER) - Wert beschreibt die Differenz eines Ori-
ginalbildes minus seinem entfalteten Bild in einer frequenz-abhangigen Weise
(siehe Abb. 2-7, S. 71). Der Wert ,0“ auf der x-Achse bedeutet groliflachige
Strukturen im Bild. Der Wert ,1“ ist die Grenzfrequenz der kleinsten, noch im
Bild sichtbaren Strukturen. Alles Uber ,1 ist ,out-of-band® Information. Auf der
y-Achse ist der RER-Wert aufgetragen. Er betragt ,1“ fUr eine perfekte raumli-
che Rekonstruktion und ,0“ fur keine Veranderung zum Ursprungsbild. Die
Kurve ,Chr. 12 Oiriginalbild minus Faltungsbild® (in den Graphen
,Chr120riginal-Faltung“ bezeichnet) entspricht der Aussage ,keine Dekonvolu-
tion“. Verlauft die Dekonvolutionskurve uberhalb dieser Faltungskurve, so
kann man von einem Energiegewinn, und damit von einer mehr oder weniger
erfolgreichen Dekonvolution sprechen. Verlauft hingegen die Kurve unterhalb
der Faltungskurve, dann ist der Energiegewinn geringer als ohne Dekonvoluti-
on, d. h. das nach Dekonvolution erhaltene Bild weicht noch starker vom Ori-
ginalbild ab, als das Faltungsbild. Artefakte werden durch ein starkes Abglei-
ten der Kurve in den negativen Bereich aufdeckt.

Bei der Huygens-Dekonvolution liegen alle Graphen uber der Faltungskurve,
was bedeutet, dass eine Restauration effektiv stattgefunden hat. Die Werte
wurden umso besser, je langer die Dekonvolution dauerte.

Dekonvolution mit KS400 (ZeissVision)

Drei der vier in diesem Programmpaket enthaltenen Algorithmen (Maximum
Likelihood (ML), Maximum Entropie (ME) und Least Square (LS), die Namen
beziehen sich auf die Berechnungsweise) lieferten in etwa die gleichen Resul-
tate, weshalb hier nur die ML-Ergebnisse abgebildet sind (Abb. 3-10, S. 103).
Die Strukturen sind in xy- und z-Richtung erkennbar rekonstruiert. Die
Volumenkurve schneidet das Originalvolumen etwa bei Grauwert 30. Die
RER-Kurve verlauft bei tiefen Frequenzen unterhalb der Faltungskurve, und
erst bei hoheren Frequenzen darlUber. Das bedeutet, dass groldflachige
Strukturen ungentgend restauriert wurden. In beiden Kurvenverlaufen ist
kaum ein Unterschied der Iterationslangen zu erkennen, was ein Hinweis
darauf ist, dass bereits bei Iteration 10 die Dekonvolution beendet war.

Der Janson van Cittert (JvC) - Algorithmus (Abb. 3-11, S. 104) zeigte bei zu
vielen lterationen deutliche Artefakte, sowohl in den Bildern, als auch in den
RER-Kurven. Er befand sich zur Zeit des Tests jedoch erst im Prototypensta-
dium (H. Bauch, Carl Zeiss Vision, pers. Bemerkung).

Dekonvolution mit Axialrec

Die Restauration mit diesem Algorithmus liefert, betrachtet man allein die Kur-
venverlaufe, ein sehr gutes Resultat (Abb. 3-12, S. 105). In der Bildgalerie ist

99



Ergebnisse

jedoch eine gewisse Uberrestauration erkennbar, denn die Kreise in den ein-
zelnen Bildern sind im Vergleich mit dem Original zu klein.

Dekonvolution mit TILLvisION

Bei dieser Dekonvolution musste zuerst ein sogenannter Filter berechnet
werden, bei dem alle Dekonvolutionsparameter eingestellt wurden. Dieser
Prozess nahm die meiste Zeit in Anspruch. Daflr dauerte die eigentliche
Dekonvolution nur noch einige Sekunden. Die Gute der Restauration an sich
ist an der fast perfekten Rekonstruktion der Kreise in den jeweiligen Bildern zu
erkennen (Abb. 3-13, S. 106, vgl. Originalbilder in Abb. 3-7, S. 98). Jedoch
konnte bei allen Tests der verschiedenen Parameter Ringartefakte nicht
unterdrickt werden. Diese Artefaktbildung bei hohen Frequenzen erkennt man
beim RER-Graphen an dem Abfallen in negative Betrage. Ein Grund dafur
konnte auch nach mehrmaliger Ricksprache nicht ausfindig gemacht werden.
(C. Seel, T.I.L.L. Photonics, pers. Mitteilung).
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Dekonvolution der modellierten Territorien

(a) Huygens MLE Algorithmus
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Abb. 3-8 Dekonvolution der Modellterritorien mit dem Huygens MLE-Algorithmus. (a)
Galerie (b) Volumenmessung (c) Relative Energy Regain (RER). Details siehe Text.
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(a) Huygens ICTM Algorithmus
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Abb. 3-9 Dekonvolution der Modellterritorien mit dem Huygens ICTM-Algorithmus.
(a) Galerie (b) Volumenmessung (c) Relative Energy Regain (RER). Details siehe Text.
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(a) KS400 ML Algorithmus
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Abb. 3-10 KS400 Max. Likelihood-Algorithmus (ML), 20 lterationen, Conjugated Gradient
Modus. (a) Galerie (b) Volumenmessung (c) Relative Energy Regain (RER). Die Ergebnisse
des Max. Entropie-Algorithmus (ME) bei 20 Iterationen sind &uBBerst &hnlich. Details siehe

Text.
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(a) KS400 JvC Algorithmus
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Abb. 3-11 KS400 Janson van Cittert-Algorithmus (JvC), 15 Iterationen, Normal Modus.
(a) Galerie (b) Volumenmessung (c) Relative Energy Regain (RER). Details siehe Text.
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(a) Axialrec Algorithmus
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Abb. 3-12 Axialrec-Algorithmus, 20 Iterationen. (a) Galerie (b) Volumenmessung (c) Rela-
tive Energy Regain (RER). Details siehe Text.
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(a) TILLvisION
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Abb. 3-13 TILLvisION-Algorithmus, 500 lterationen zur Filterberechnung (a) Galerie (b)
Volumenmessung (c) Relative Energy Regain (RER). Details siehe Text.
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3.3.2 Fluoreszenzgefullte Kugeln (,,beads*)

Um die Zuverlassigkeit der Dekonvolution abschatzen zu konnen, wurden mit
Fluorochromen geflllte Klgelchen, sogenannte ,beads” (Hersteller z. B. Mole-
cular Probes) verwendet. Dies hatte den Vorteil, dass die geometrischen Ei-
genschaften dieser Kugelchen genau bekannt waren. Fur die moglichst gute
Simulation einer Zelle wurden zu diesem Zweck die groten vorhandenen
,2beads” mit einem Durchmesser von 4 um verwendet. Sie wurden sowohl am
konfokalen, als auch am Weitfeldmikroskop mit einem Schichtabstand von 250
nm aufgenommen. AnschlieRend wurden die Weitfeldbilder der Dekonvolution
unterworfen und das Volumen gemessen. Dabei galten als Referenzen ers-
tens das aus dem Radius berechnete Kugelvolumen, zweitens eine am Com-
puter simulierte Kugel gleichen Durchmessers und drittens der konfokale Bild-
stapel. Das Volumen einer Kugel mit 4 ym Durchmesser betragt 33,5 um?. Kri-
terien fur eine gute Dekonvolution waren:
e keine Artefakte
e ein kugelformiges Aussehen in der xz-Projektion
e kein Verlust an Bildinformation in der xy-Ebene durch Uberrestauration
e Verlauf der Volumenkurve des restaurierten Bildes in einem mdglichst lan-
gen Bereich nahe am theoretischen Volumen (siehe Abb. 3-14 c).

In der Abb. 3-14 a erkennt man, dass die xz-Projektion des konfokalen
,beads” wieder eine Kugel ergibt. Das ist im Weitfeldmodus nicht der Fall
(Abb. 3-14 b). Jedoch ist auch das Volumen des konfokalen ,beads® nur in
dem Schwellwertbereich von 80 - 120 Grauwerten dem des theoretisch be-
rechneten Volumens nahe (Abb. 3-14 c¢). Das Volumen vor diesem Grauwert-
bereich ist zu hoch, danach zu gering. Einen idealen Kurvenverlauf zeigt ein
mit dem Programm Huygens computersimuliertes 4 um ,bead®. Der Graph ist
flach und befindet sich immer nahe dem theoretisch berechneten Wert. Das
Volumen des nicht entfalteten Weitfeldbildes ist um eine Vielfaches grofRer als
die anderen beiden Kurven, und die Aufgabe einer Dekonvolutionssoftware
war es, dieses Volumen so zu trimmen, dass die Volumenkurve nach der De-
konvolution sich an die aus dem konfokalen Bildstapel ermittelte Volumenkur-
ve, oder an die aus dem simulierten Bildstapel ermittelte Volumenkurve, an-
glich.
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Vergleich einer konfokalen mit einer Weitfeld ,,bead“-Aufnahme
(b) Weitfeld xz-Projektion
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Abb. 3-14 (a) xz-Projektion eines konfokalen Bildstapels des 4 micron ,,beads”. (b) xz-
Projektion des gleichen .,beads“ im Weitfeldmikroskop aufgenommen. (c) Zugehdrige
schwellwertabhéngige Volumina. Als Gerade ist das konstante, theoretisch berechnete Vo-
lumen eingezeichnet. Der Graph der computersimulierten Kugel verlduft ideal. Der Graph
Lkonfokal“ entspricht der Aufnahme in (a), der Graph ,Weitfeld“ der Aufnahme in (b).

Nach der Dekonvolution ergab sich mit allen Entfaltungsprogrammen ein gu-
tes Ergebnis, wenn auch die ,konfokale“ Kurve nie vollig erreicht wurde (Abb.
3-15 und Abb. 3-16). Man kann deutlich erkennen, dass das Volumen mit der
Zahl der Iterationen abnimmt. Die flachste Kurve erhielt man mit den beiden
Huygens Algorithmen, z. B. ist der Graph des MLE-Algorithmus in etwa volu-
mengleich mit dem theoretisch berechneten Volumen in einem Bereich von
110 - 160 Grauwerten. Das entfaltete Bild des kugelformigen ,beads” ent-
sprach wieder in etwa seiner ursprunglichen Form, allerdings wurde nie wieder
eine perfekte Kugel daraus, sondern es blieb immer bei einem Oval in der xz-
Ansicht.
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,bead“ Dekonvolution mit Huygens

(a) Konfokale xz-Projektion (b) schwellwertabhangige Volumenmessung
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Abb. 3-15 xz-Projektion eines mit dem Huygens ICTM Algorithmus entfalteten Bild-
stapels des 4 Mikron ,,beads”. (b) Zugehdrige schwellwertabhédngige Volumina. Die De-
konvolution mit dem MLE-Algorithmus ist nicht als Bild dargestellt. Abkz.: MLE: Maximum
Likelihood Estimation, ICTM: Iterative Constrained Tikhonov Miller.

Propidiumjodid geférbte, runde Lymphozytenkerne

Ahnlich den hier durchgefihrten Aufnahmen mit ,beads®, wurden auch mit
Propidiumjodid (Pl) gefarbte Lymphozytenkerne aufgenommen, um die De-
konvolution zu testen. Pl farbt die gesamte DNA und RNA eines Zellkerns an.
Diese Bilder haben den Vorteil, dass sie bereits ,richtigen“ Zellkernen entspre-
chen, d. h. nicht mehr nur eine gleichmafig fluoreszenz-gefarbte Struktur,
sondern unterschiedlich intensive Strukturen erkennbar waren. Lymphozyten-
kerne sind rund, ihre geometrischen Eigenschaften leicht zu erschlieen, aber
sie sind nicht eben in der Oberflache. Die Ergebnisse entsprachen denen der
,oeads”:

e konfokal aufgenommene Lymphozytenkerne waren in der xz-Projektion
rund, im Weitfeldmikroskop aufgenommene Kerne oval und nach oben und
unten hin unscharf

e Die Kurve einer konfokalen Volumenmessung entsprach fast genau der in
Abb. 3-14 c gezeigten

e Die ermittelten Volumina aus den Weitfelddaten waren immer grofler als
die Volumina aus konfokalen Aufnahmen. Sie nahmen nach der Dekonvo-
lution ab und schnitten das theoretisch berechnete Volumen bei einem un-
terschiedlichen Betrag auf der x-Achse.

Zusammenfassend zeigen diese Daten die groRe Schwierigkeiten, verlassli-
che Volumenwerte aus den Bildstapeln zu ermitteln.
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Abb. 3-16 Volumina des 4 Mikron ,,beads“ nach den Dekonvolutionen von (a) Axialrec
(b) TILLvisION und (c) KS400 (ZeissVision). Verschiedene Parameter wurden ausgetestet,
Details siehe Text. Abkz.: it: iterations, ov: overrelaxationtable, high: filter quality high, ML:
Maximum Likelihood, conj. Grad.: Conjugated Gradient mode, norm: Normal mode.
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3.3.3 Chromosomenterritorien

Der Theorie nach sollten entfaltete Weitfeldbilder dasselbe Aussehen wie kon-
fokale Bilder besitzen. Die Vielzahl der Einflisse beginnt mit der Qualitat der
Eingangsbilder und endet beim ,Grad an Zufriedenheit® beim Betrachten der
entfalteten Bilder. Auch hier gelten als Anforderungen fir eine gute
Dekonvolution (S. 92): keine Artefakte, eine moglichst weitgehende
Annaherung an das konfokal erhaltene Aussehen im xz-Schnitt, nicht zu viel
Signalbeschneidung durch Uberrestauration in der xy-Ebene.

Um die verschiedene Software vergleichen und deren Parameter einstellen
zu kénnen, wurde ein Kanal eines Vielfarben-Bildstapels mit jedem Programm
getestet. Als Beispiel diente ein Fibroblastenzellkern, auf den 5 Painting Son-
den hybridisiert wurden, wie in Tab. 3-3 dargestellt. Zuerst wurden Aufnahmen
am konfokalen Mikroskop gemacht (Abb. 3-17). Dieser Bildstapel diente als
Referenz fur die Weitfeldaufnahmen (Abb. 3-18) und den verschiedenen De-
konvolutionsalgorithmen.

9 2% 23
Chr.1 X
Chr.3 X X
Chr.10 X X
Chr.12 X X
Chr.20 X

Tab. 3-3  Markierungsschema des Experiments zur
vergleichenden Dekonvolution.

Die Eigenschaften dieser konfokalen Bilder waren:
e Kkein / kaum ,out-of-focus” Information
e hoher Hintergrund
Im Gegensatz dazu waren die Eigenschaften der Weitfeldbilder:
e out-of-focus® Information Uber und unterhalb der Brennebene
e etwas geringere Auflésung als beim CLSM
e hohe Sensitivitat in den einzelnen Kanalen.
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Konfokale Schnittserie

14 16

Abb. 3-17 Konfokale Schnittserie durch einen Fibroblastenkern. Die CT der kombinato-
risch markierten Chromosomen wurden mit Adobe Photoshop beschriftet und die ungeféhren
Zellkerngrenzen eingezeichnet. Die Nummer der Ebene ist in jedem einzelnen Bild unten
angegeben.

Weitfeldschnittserie

Abb. 3-18 Weitfeldschnittserie analog Abb. 3-17. Nur in den mittleren Ebenen sind die
Doménen scharf zu erkennen, nach oben und unten hin verschwimmen die Konturen durch
Unschérfe. Die Zellkerngrenzen wurden nur ungeféhr eingezeichnet.
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Dekonvolution des im Fitc-Kanal am Weitfeldmikroskop aufgenommenen Bild-
stapels

CT waren in beiden Bildstapeln eindeutig zuordenbar. Die Dekonvolution
musste fur jeden aufgenommenen Fluorochromkanal einzeln durchgefuhrt
werden. Deshalb reichte es flur einen Test verschiedener Dekonvolutionsalgo-
rithmen aus, sich einen Kanal als Beispiel auszusuchen und an ihm die De-
konvolution exemplarisch zu zeigen. Hier wurde die Dekonvolution am
SpectrumGreen - Kanal (Sg = Fitc) ausgetestet und versucht, die optimalen
Parameter zu finden. Der Bildstapel umfasste am Weitfeldmikroskop 40 s/w-
Bilder und wurde damit in z-Richtung weit genug aufgenommen, um dem Ny-
quist-Kriterium zu genugen. Der Informationsgehalt des Bilderstapels ent-
sprach funf erkennbare Territorien, wobei das mittlere viel starker angefarbt
war, als die aulderen vier (Abb. 3-19). In einem idealen Bild sollten alle Signale
in etwa gleich intensiv sein, nur liel3 sich das in den Experimenten nicht immer
erreichen. Deshalb stellt dieses kontrastreiche Bild eine Herausforderung an
eine Dekonvolutionssoftware dar. Wird zuviel restauriert, verschwinden die
flauen aulderen CT, eine ungenugende Dekonvolution hinterlasst Unscharfen
in den einzelnen Ebenen des Bildstapels.

Als Vergleichskriterium wurde jeweils die schwellwertabhangige Volumen-
kurve berechnet und mit derjenigen des Weitfeld-Originalbilds (Abb. 3-20),
bzw. mit derjenigen des konfokalen Bildes (Abb. 3-19) verglichen. Dargestellt
sind die Bilder ohne eine Schwellwertsetzung. Man erkennt das deutlich gro-
Rere Volumen der Grauwerte in den Weitfelddaten ohne Dekonvolution.

Fitc-Kanal der konfokalen Schnittserie

10 12 14 16
Abb. 3-19 Konfokale Aufnahme (Fitc-Kanal).
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Fitc-Kanal der Weitfeldschnittserie und Volumenmessung
(a) Weitfeld Fitc-Kanal

14 17 20 23

. v

26 29 32 35
(b) schwellwertabhangige Volumenmessung
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Abb. 3-20 Fitc-Kanal. (a) Weitfeldaufnahme desselben Kerns wie in Abb. 3-19. (b) Volu-
menmessung der Grauwerte in Abhéngigkeit vom Schwellwert (x-Achse). Der Weitfelddaten-
satz hat ein deutlich gréBeres Volumen.

3.3.3.1 Dekonvolution mit Huygens
Die in dieser Arbeit in allen weiteren Experimenten standardmafig verwendete

Huygens-Software hat zwei Algorithmen implementiert: (i) Maximum-
Likelihood Estimation (MLE) (ii) Iterative Constrained Tikhonov-Miller (ICTM)
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Algorithmus. Beide lieferten mit die besten Resultate, die mit visueller Betrach-

tung und Volumenmessungen auswertbar waren.

In der Galerieansicht des MLE-Algorithmus (Abb. 3-21 a) kann man gut
erkennen, dass die Unscharfe uberhalb der Brennebene vollig und unterhalb
zu weiten Teilen entfernt wurde. Alle funf CT sind eindeutig zu erkennen. Die
Volumenkurve nach der Dekonvolution (c) ist gegenuber der Volumenkurve
aus dem konfokalen Bilderstapel und der Volumenkurve aus dem nicht-
entfalteten Weitfeld-Bilderstapel stark nach links verschoben. Dies ist an sich
nicht folgenschwer, solange fur einen bestimmten Schwellwertbereich nach
dem Urteil des Betrachters die CT angemessen abgebildet werden. Es
erschwert aber den direkten Vergleich mit konfokalen Bildern. Aulerdem muss
die Gefahr einer Uberrestauration vermieden werden, die zu kleine Volumina
liefern wirde.

Der zweite Huygens-Algorithmus ICTM lieferte ebenfalls gute Ergebnisse,
obwohl die Flachen leichter zu verschwimmen scheinen (Abb. 3-21 b). In Bild-
ebenen uberhalb der abgebildeten Fokusebene ist ein kleines Ringartefakt zu
erkennen.

Speicherte man nach bestimmten Iterationen Bilder als Zwischenstufen ab,
so konnte man zeitlich verfolgen, wie die beiden Algorithmen das interne Kon-
vergenzkriterium erreichten. Hilfreich war dabei der sogenannte ,Quality fac-
tor®, der dieses interne Konvergenzkriterium als Zahlenwert widerspiegelte.
Dieser Wert wird vom Programm ausgegeben (Abb. 3-22). Aus den 2 Graphen
und den zugehdarigen Bildern wird folgendes ersichtlich:

e Der ICTM-Algorithmus erreicht bereits nach kurzer Zeit (16 lterationen) sein
Ende, der MLE erst nach 60.

e Lasst man den Algorithmus zum Ende fortschreiten, waren die Daten uber-
restauriert, ersichtlich aus den mit hohen lterationen schlechter geworde-
nen Bildern. Der Zeitpunkt mit den besten Bildern lag etwa bei funfzehn lte-
rationen fur MLE, bzw. etwa bei sieben lIterationen fur ICTM. Diese Werte
wurden bei den weiteren Experimenten als Parameter ,Maximum number
of lterations” angegeben.
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(c)
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Abb. 3-21 (vorige Seite und hier) Huygens Dekonvolution. (a) MLE (b) ICTM (c) Volu-
menmessung. Details siehe Text.

Huygens Reconstruction with 2 Algorithms
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Abb. 3-22 Direkter Vergleich der beiden in Huygens implementierten Algorithmen
Maximum-Likelihood-Estimation (MLE) und Iterative-Constrained-Tikhonov-Miller
(ICTM). Dargestellt sind die Qualitédtsfaktoren, die das Programm intern beniitzt, um zu
einem Ende zu konvergieren. Sie wurden hier nicht normalisiert, sondern sollen den
Unterschied deutlich machen, nach wieviel lIterationen jeder Algorithmus Konvergenz
erreicht. Im Gegensatz zu MLE wurde der ICTM Qualitétsfaktor erst nach der dritten Iteration
zum ersten Mal ausgegeben, weshalb er bereits bei iber 90% beginnt. Der normalisierte
Graph ist in Abb. 2-5 (S. 67) zu sehen. In den Bildern sind die Zwischenschritte zu den
Iterationen der angegebenen Nummern dargestellt.
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3.3.3.2 Dekonvolution mit KS400 (Zeiss Vision)

In der Software KS400 Zeiss Vision sind vier Algorithmen implementiert, zwei
davon allerdings noch im Prototypenstadium. Die Anzahl der Iterationen muss-
te abgeschatzt, bzw. ausprobiert werden. Dabei lieferten die einzelnen Algo-
rithmen unterschiedliche Resultate.

Alle Dekonvolutionen wurden in den hier gezeigten Beispielen mit den fol-
genden Parametern durchgefuhrt: 20 Iterationen, Konvergenzmodus ,normal®,
AutoScale ,on".

Eine Reihe anderer Parameter wurden ebenfalls ausgetestet, ergaben
jedoch schlechtere Resultate. Dennoch ist nicht auszuschlieen, dass in
dieser Arbeit nicht getestete Parameter eventuell bessere Ergebnisse geliefert
hatten.

Die besten Ergebnisse wurden mit dem Maximume-Likelihood Algorithmus (20
Iterationen) gefunden (Abb. 3-23 a). Das Volumen (b) ist im Vergleich zu den
Huygens-Algorithmen bei niedrigen Schwellwerten grof3er, was nicht verwun-
derlich ist, wenn man die noch bestehende Unscharfe vor allem in Bildern U-
berhalb der Fokusebene betrachtet. Volumengleichheit mit der konfokalen
Messung wird etwa bei Grauwert 90 erreicht. Bei den konfokalen Aufnahmen
an dem verwendeten Leica TCS 4D ist das Volumen meist in einem Schwell-
wertbereich von 40 - 90 Grauwerten korrekt.

In etwa die gleichen Ergebnisse wurden mit dem Maximum-Entropie Algo-
rithmus (20 lterationen) erzielt (keine Galerie gezeigt, da die Bilder fast iden-
tisch den ML-Bildern waren).

Der Least-Square-Algorithmus lieferte keine ausreichende Restauration
(Abb. 3-23 b), die Volumenkurve war bei diese Messung dem konfokalen Kur-
venverlauf am ahnlichsten, jedoch immer noch groRRer als dieser.

Eine klare Uberrestauration lieferte der Janson-van-Cittert-Algorithmus. Die
schwachen Territorien sind nicht mehr gut zu erkennen und Ringartefakte bil-
den sich an den Randern (Abb. 3-23 c¢). Das mittlere, ursprunglich stark ange-
farbte CT ist zu einem Fleck geschrumpft.
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(a)

KS400 Dekonvolution

Maximum Likelihood-Algorithmus

26 29 32

(b)

Least Square Algorithmus
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(c) Janson van Cittert Algorithmus

Ergebnisse
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Abb. 3-23 (vorige Seite und hier) Dekonvolution mit KS400 (ZeissVision). (a) Maxi-
mum-Likelihood-Algorithmus (ML). Der Maximum Entropie-Algorithmus (ME) ist nicht ge-
zeigt, weil die Bilder fast identisch aussahen. (b) Least Square Algorithmus (c) Janson van
Cittert Algorithmus (d) Volumenmessung. Details siehe Text.
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3.3.3.3 Dekonvolution mit Axialrec

Das Programm axialrec ist ein von R. Heintzmann (Géttingen) in der Arbeits-
gruppe von C. Cremer (Heidelberg) geschriebener Dekonvolutionsalgorithmus,
welcher seinen Einsatz in der Axialtomographie (Heintzmann et al. 2000) fand,
aber nach Angaben des Autors auch mit den hier verwendeten Bildern ausge-
testet werden konnte. Verwendet wurden bei dieser Dekonvolution die Para-
meter 20 lterationen und Overrelaxationtable 10. Die PSF und die zu entfal-
tenden Bilder mussten die gleiche Anzahl Schnitte haben.

Auf den Ergebnisbildern ist fast nichts mehr von der urspringlichen Struktur
zu sehen und das Volumen ist entsprechend klein (Abb. 3-24). Trotz vielen
Parametertests konnte hier kein zufriedenstellendes Resultat erzielt werden.

3.3.3.4 Dekonvolution mit TILLvisION

Bei dieser Software war die Filter-Berechnung (PSF-Berechnung) der ent-
scheidende Schritt. FUr den hier berechneten Filter mussten wiederum Para-
meter ausgetestet werden, um die am besten geeigneten herauszufinden
(Grolke ,11x11x11 Pixel®, Auflésung ,Medium®, Konvergenz ,0.99% 100 lIterati-
onen). Bei der Dekonvolution an sich, konnten keine Parameter mehr veran-
dert werden.

Man erkennt in den Bildern (Abb. 3-25), dass nach der Dekonvolution die
funf CT scharfer erscheinen. Auch die Volumenkurve verlauft parallel zur kon-
fokalen Kurve, was einen ahnlichen Schwellwertbereich fur den Versuch einer
Volumenbestimmung nahe legt. Unterhalb den Bildern der Fokusebene bilden
sich leichte Ringartefakte.
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(a)

Axialrec Deconvolution
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Abb. 3-24 Axialrec Dekonvolutionsprogramm. (a) Galerie (b) Volumenmessung. Details

siehe Text.
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(a) Tillvislon Deconvolution

4
-
-

26 29 32 35

1000 -

(b) schwellwertabhangige Volumenmessung

900
—confocal
800
700 : "
- - - -wide field

600 -
500 TillVision

400

Volum&[ m?

300 -

200 -

100 -

Grey values
Abb. 3-25 Tillvislon Dekonvolutionsprogramm. (a) Galerie (b) Volumenmessung Details
siehe Text.

3.4 Klassifikation mit mfish3d

Von MCK zu mfish3d

Der Klassifikation aufgenommener Vielfarben-Bilddaten kam in dieser Arbeit
eine entscheidende Bedeutung zu. Das hier entwickelte Programm ist eine
Erweiterung des im Softwarepaket MCK (Fa. Leica) implementierten Moduls
zur Klassifikation von Metaphasen (Eils et al. 1998; Saracoglu et al. 2001). Die
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Anderungen bestanden in einer erweiterten Einleseroutine, welche Tif-
Stapelbilder erkennt, Implementation verschiedener Pixelfilter und eine flexible
Einstellungsmdglichkeit fur Parameter, wie z. B. das Winkelkriterium (Kapitel
2.8, S. 72). Das Programm wurde von K. Saracoglu (Heidelberg) nach meinen
Vorgaben geschrieben und in den einzelnen Entwicklungsstadien von mir ge-
testet. Eine eigens geschriebene Dokumentation befindet sich auf der CDOROM
in der Datei ,/docs/mfish3d_Doku.pdf*.

Metaphasebilder

Als ein erster Schritt wurden Aufnahmen von Metaphasespreitungen verwen-
det, um die Klassifikationsgenauigkeit des neu entwickelten mfish3d mit dem
herkdmmlichen MCK zu Uberprufen. Die Metaphase in Abb. 3-3 (S. 91) wurde
mit folgenden Hauptparametern klassifiziert: ANGLE 15, BACKGROUND 1,
MINSIZE 2.

Alle Chromosomen wurden eindeutig erkannt und die richtige Falschfarbe
zugeordnet. In den nachsten Tests sollte mfish3d auf simulierten Daten und
schliel3liche auf mikroskopische 3D-Bilder angewandt werden.

3.41 Klassifikation mit simulierten Modelldaten

Wirde man bloB3 ein Fluorochrom fur jede einzelne Painting Sonde verwen-
den, so wurde jeder Uberlapp zu einer Kombination fUhren, die im Markie-
rungsschema nicht auftreten kann und mfish3d wirde diese Regionen
schwarz lassen ( = Fall A ,unerlaubte Kombination“). Bei einer Verwendung
von Zweierkombinationen ist das nicht mehr der Fall (Azofeifa et al. 2000).
Hier ergeben sich auch Kombinationen, die ein Territorium an einen falschen
Ort ansiedeln wurden ( = Fall B ,erlaubte Kombination mit falschem Resultat®).
Die Madglichkeiten solcher Falschklassifikationen nehmen weiter zu, wenn
komplexere Kombinationsschemata fur die Sondenmarkierung benutzt wer-
den.

Aus diesem Grund wurde das Markierungsschema so verbessert, dass im M-
FISH Mix nur noch Zweiermarkierungen vor kamen, mit den Ausnahmen 19,
20 und Y, die jeweils mit einem Fluorochrom markiert wurden (Tab. 2-2, S.
49). Bei gut gespreiteten Metaphasepraparaten liegen die Chromosomen so
weit voneinander entfernt, dass es - aul3er im Falle einer Translokation - nor-
malerweise kaum zu Uberlagerungen kommt. Im engen Zellkern ist es dage-
gen leicht vorstellbar, dass unerwiinschte Uberlappungen der Kanale haufig
sind, wenn man bedenkt, dass allein schon die Fluorochrome bei ihrer Anre-
gung uber ihre eigentlichen Grenzen hinaus streuen (,flaring®).

Bestimmung der Uberlappungsbereiche

Um den Uberlapp abschatzen und gleichzeitig die Parameter von mfish3d
testen zu konnen, wurde unter Verwendung des SCD-Modells (S. 25) ein
simulierter Datensatz konstruiert, der sieben Chromosomen umfasste, die mit
insgesamt drei Fluorochromen kombinatorisch markiert waren (S. 79). Dazu
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wurden Einer-, Zweier- und Dreiermarkierungen verwendet. Das simulierte

Originalbild mit 14 distinkten CT wurde mit einer PSF gefaltet und

anschlieBend mit dem Huygens ICTM Algorithmus wieder entfaltet. Als Folge

der Faltung sollten sich Uberlappungen verstarkt zwischen den einzelnen CT
bilden, die im simulierten Originalbild fehlen. Der Grad an Uberlappung sollte
bei der Einermarkierung geringer als bei der Zweiermarkierung und am
starksten bei der Dreiermarkierung sein (sieche Tab. 3-4). Bei der

Dreiermarkierung ergab sich ein Uberlapp von 12,2%, bei den

Zweiermarkierungen von 2,3% und bei den Einermarkierungen von 0%. Der

kritische Uberlappungsbereich in Pixeln wurde aus den Klassifikationsbildern

wie folgt bestimmt (siehe auch Kapitel 2.8.3, S. 75): Jede

Klassifikationsfalschfarbe wurde extrahiert und separat weiterbearbeitet. Von

diesem Ergebnisbild (Originalbild plus Uberlappbereiche) wurde das

Originalbild subtrahiert und der Rest im Verhaltnis zum Ergebnisbild in Prozent

berechnet. Daraus ergaben sich folgende Ergebnisse (siehe Tab. 3-4):

e Im gefalteten Bild erhéhten sich die Uberlappungsbereiche zwischen den
CT um ein Vielfaches, da die Faltung mit einer PSF zu ausgedehnteren
Flachen fuhrte.

e Im Vergleich zum Uberlapp nach der Faltung (55%) reduzierte sich dieser
Bereich nach der Dekonvolution wieder auf 40,4%. Der wesentlich kleinere
Uberlappungsbereich des simulierten Originalbildes (14,4%) wurde jedoch
nicht wieder erreicht. Dies lag vor allem daran, dass die Einermarkierzun-
gen stark uberlappten und dadurch unerlaubte Zweierkombinationen erga-
ben.

e Betrachtete man nur Zweiermarkierungen, was dem M-FISH Ansatz am
nachsten kam, so ergab sich eine Veringerung der Falschklassifikationen
nach der Dekonvolution von 19,6% auf 7,7%. Dies war ein wichtiger Hin-
weis fur eine obligate Durchfuhrung der Dekonvolution.

e Alle Werte der Einermarkierung waren im entfalteten Bild groRer, als im ge-
falteten Bild. Das lag daran, dass die Kanale einzeln entfaltet wurden und
dadurch unterschiedlich viel Bildinformation wiedergewonnen wurde, vor al-
lem in den AulRenbereichen der Territorien. Deswegen ergaben sich nach
der Dekonvolution Einerkombinationen, welche ursprunglich zu Zweier-
kombinationen gehorten. Dies resultierte in einem Anstieg falsch klassifi-
zierter Regionen aulderhalb der korrekten Territorien.
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Klassifikation mit simulierten Modelldaten

Klassifizierte Regionen auBerhalb der korrekten Territo-
rien

Dekonvolution

gefaltetes Bild mit Huygens

Artder  Chr. Fluorochrom virtuelles Origi- (konfokale Auf-

Markierung N° Kombination nalbild ICTM Algorith-
nahme)

mus

1 0,0,1 0,0% 5,3% 13,9%

ler 2 0,1,0 0,0% 0,6% 4,2%
3 1,0,0 0,0% 0,0% 9,9%

4 0,1,1 0,4% 2,5% 1,3%

2er 5 1,0,1 1,6% 3,3% 2,0%
6 1,1,0 0,3% 13,8% 4,4%

3er 7 1,1,1 12,2% 29,4% 4,6%
Total 14,4% 55,0% 40,4%

Tab. 3-4 Bestimmung der mit mfish3d klassifizierten Regionen auBlerhalb der ver-
trauten CT aus dem simulierten Datensatz ,,GK-3Fluor-7Chr* (Kapitel 2.9.2, S. 79). Die
Orte der Territorien in diesem Datensatz sind a priori bekannt und waren auch nach der
Klassifikation mit mfish3d sofort zu erkennen. AulRerhalb dieser kommt es genau dann zu
einer Klassifikation, wenn solche Regionen (berlappen, deren Kombinationen eine legale
Kombination darstellen. Liegen z. B. die CT 4 und 5 so nebeneinander, dass sie sich beriih-
ren, so wird im Uberlappungsbereich die Farbe fiir das Chr. 7 angezeigt. Dies zeigt auch,
dass Dreierkombinationen wo mdéglich zu vermeiden sind.

3.4.2 Konfokale Aufnahmen von drei Chromosomenterritorien in situ

An einfach zu kontrollierenden Bilderstapeln sollte das Klassifikationspro-
gramm mfish3d erprobt werden. 3 Painting Sonden wurden mit 3 verschiede-
nen Fluorochromen markiert, vorerst ohne eine kombinatorische Markierung,
so dass die konfokalen Rohdaten in einer Galerie zum Vergleich mit den klas-
sifizierten Bildern herangezogen werden konnten. Das Experiment wurde be-
reits vorgestellt (siehe Tab. 3-2) und die Originalbilder sind in Abb. 3-5a, b und
c (S. 95) zu betrachten. Folgende Hauptparameter der Klassifikation stellten
sich als ideal heraus (zur Erklarung der Begriffe siehe Methoden 2.8.2, S. 73):
SINGLELABELS 1, ANGLE 33, BACKGROUND 4, MINSIZE 200.

Mit diesen ersten Ergebnissen wurde sichergestellt, dass eine automatische
Klassifikation ganzer Bilderstapel zu einem korrekten Ergebnis fuhrte (Abb.
3-26).
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18 20

Abb. 3-26 mfish3d-Klassifikation. Klassifikation des konfokalen Bilderstapels aus Abb. 3-5
(S. 95) mit dem Programm mfish3d. Es wurden die drei Painting Sonden fiir die Chroms-
omen 9, 15 und 20 in Einfachmarkierungen verwendet und die im Text beschriebenen
Klassifikationsparameter eingestellt. Alle sechs CT wurden automatisch zugeordnet. Die
ungeféhren Zellkerngrenzen sind eingezeichnet.

3.4.3 Konfokale Aufnahmen von sieben Chromosomenterritorien in

situ

Die maximale Sondenanzahl, die man mit den drei am CLSM gebrauchlichen
Fluorochromen Fitc, Cy3 und Cy5 kombinatorisch markieren kann, betragt sie-
ben (2°-1, siehe Gleichung 2-1, S. 46). Um die prinzipielle Durchfiihrbarkeit
einer 3D-Klassifikation mit mfish3d zu demonstrieren wurden sieben Painting
Sonden nach dem Markierungsschema in Tab. 3-5 markiert. Die damit darge-
stellten CT wurden mit dem konfokalen Mikroskop aufgenommen.

Kanal Chromosomen
1 3 7 9 12 15 20
Fitc (griin) X X X X
Cy3 (rot) X X X X
Cys5 (blau) X X X X
rgh-Farbe weill | magenta grin gelb rot blau cyan
Falschfarbe grau blau blaB-rot | hellblau | fleisch lila | tief-rot

Tab. 3-5 Markierungsschema des 3 Fluorochrom — 7 CT — Experiments.

Der Vorteil bei diesem Markierungsschema besteht darin, dass man die Ter-
ritorien noch visuell bestimmen kann, d. h. die Farben im RGB-Bild waren aus-
reichend gut unterscheidbar. Aber bereits hier stellten sich Schwierigkeiten in
dieser Beziehung ein (siehe Abb. 3-27). Zum Beispiel wurden durch das Klas-
sifikationsprogramm einerseits Regionen klassifiziert, die mit dem blofRen Au-
ge nicht mehr gut sichtbar waren (z. B. Chr. 15), andererseits wurden CT, die
bereits in Ebenen zuvor gut zu sehen waren, erst ein bis zwei Ebenen spater
klassifiziert (z. B. Chr. 1). Folgende Bildeigenschaften fuhrten zu Klassifikati-
onsproblemen:

e allgemein hoher Hintergrund in konfokalen Bildern.
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e unterschiedlich hoher Hintergrund in den einzelnen Kanalen (Fitc > Cy5 >
Cy3).

e ungleichmaRige Hybridisierungseffizienz der Painting Sonden in den ein-
zelnen Kanalen.

o Kilassifikationsbilder mit ,korniger” Struktur (siehe Abb. 3-27 b).

Die GroRe der Territorien in der Interphase korrelierte nicht immer eindeutig
mit der ChromosomengrofRe in der Metaphase. Dies lies die Zuordnung teil-
weise zweifelhaft erscheinen, obwohl sie aufgrund der Farbkennung eindeutig
war. Beispielsweise erschien das Volumen jedes der Chr. 12 Territorien gele-
gentlich mindestens gleich grold, wenn nicht groRer als das Volumen des CT 1
(siehe Abb. 3-27 a, b). Nach der ISCN - Nomenklatur (1985) hat das Chr. 12 in
der Metaphase nur etwa 50% der Grolie des Chr. 1. Dieses kondensationsab-
hangige Grolenproblem stellte sich in Laufe der Arbeit immer wieder ein. Bis-
lang ist unbekannt, welchen Kondensationsgrad Territorien in der Interphase
besitzen konnen.

Die bei jeder mfish3d-Klassifikation ausgegebenen Inventor-Dateien (die Da-
teien *.iv auf der CDROM) geben einen anschaulichen Eindruck uber die
raumliche Verteilung und Uber die Volumina der hybridisierten Signale. Darin
lasst sich auch deutlich die Flachheit der Zellen erkennen (siehe Abb. 3-27 c).
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3D-Rekonstruktion von sieben Chromosomen in einem Fibroblasten

Konfokale Schnittserie
Klassifizierung
3D-Rekonstruktion

)
)

(a)
(b
(c

Abb. 3-27 Konfokale Schnittserie durch einen Fibroblasten, markiert mit 7
chromosomalen Painting Sonden, wie in Tab. 3-5 gezeigt. Dargestellt ist nur je-
de zweite Ebene. (a) RGB-Bild direkt nach der konfokalen Aufnahme. (b) Klassi-
fikationsbilder mit mfish3d (c) 3 dimensionale Rekonstruktion, Drehung in x-
Richtung um die angegebenen Winkel. Beschriftung mit Adobe Photoshop. Die
ungeféhren Zellkerngrenzen wurden eingezeichnet.
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3.5 Positionen der Chromosomenterritorien im Zellkern

Klassifikationsverfahren

Das verwendete Klassifikationsverfahrens ist prinzipiell intensitatsunabhangig,
so dass eine Variabilitat der Hybridisierungssignale bei den einzelnen CT kei-
ne Rolle mehr spielen sollte (Betrachtung der Farbe als Vektor, Unterschei-
dungskriterium ,Winkel“, siehe Kapitel 2.8.1, S. 72). Dennoch bereitete die Zu-
ordnung bisweilen Schwierigkeiten. Je nach Qualitat der Bilder mussten die
drei Parameter ANGLE, BACKGROUND und MINSIZE (siehe Methoden 2.8.2,
S. 73) in den Experimenten unterschiedlich verandert und die korrespondie-
renden Ergebnisse Uberpruft werden. Zwar wurden, sobald man z. B. den
background anderte, zuvor falsch klassifizierte Chromosomen richtig identifi-
Ziert, jedoch erhielten andere CT im Zuge dieser Umstellung eine falsche Zu-
ordnung. Dariiber hinaus gelang diese Uberpriifung bei M-FISH Experimenten
nur mit wenigen Chromosomen, welche in der Interphase ein spezielles Mus-
ter erkennen lieRen und somit leicht zu identifizieren waren, insbesondere das
Y (eindeutiges Hybridisierungssignal), 19 (starkes Hybridisierungssignal), 2
(groter Hybridisierungsbereich im Cy5/Cy5.5 Kanal) und 1 (grofdter Hybridi-
sierungsbereich im Deac/Sg Kanal). Diese vier Chromosomen dienten als
Qualitatskontrolle bei einem FISH Experiment. Wenn ihre Identifizierung nach
der Einstellung der Parameter mit dem Klassifikationsprogramm eindeutig
mdglich war, ging man davon aus, dass auch die weiteren Chromosomen rich-
tig klassifiziert wurden, obwohl unbekannt war, ob man mit einer Parameter-
anderung eine Verbesserung des Ergebnisses bei diesen CT erreicht hatte.

Damit nach Maoglichkeit keine falsch klassifizierten CT Eingang in die Ergeb-
nistabelle fanden, wurden alle von mfish3d ermittelten Schwerpunkte mit den
Originaldaten Uberprift. Pro Zellkern wurde fir jedes klassifizierte CT die Fra-
ge gestellt: ,Kann diese Klassifizierung mit den Originaldaten Ubereinstim-
men“? Das zu Uberprifende Territorium wurde mit den Hybridisierungssigna-
len in den Originalbildern der einzelnen Kanale verglichen. Dabei ergab sich
ein empirisch gefundener ,Bestimmungsschlussel” (Kapitel 2.8.4, S. 76), der
die Entscheidungsfindung erleichterte. Bei einer falschen oder unsicheren
Klassifikation wurde der Wert weggelassen! Einen Sonderstatus hatten dieje-
nigen Territorien, welche so nah nebeneinander lagen, dass sie nur noch als
ein grol3es Signal erschienen (Duplex-Signal). Hier wurden zwei Schwerpunk-
te visuell zugeordnet, wenn dieses Signal viel groer war als Signale fur die
gleichen aber einzelnen Territorien in anderen Zellkernen. Wenn es aufgrund
der Grole zweifelhaft war, ob ein Duplex-Signal vorlag oder nur ein Singlet-
Signal, wurde nur ein Schwerpunkt zugeordnet. Das bedeutete auch, dass
Homologenassoziationen moglicherweise unterreprasentiert sein konnten.

Am Ende dieses Prozesses entstand pro Zellkern eine Tabelle mit den x-, y-
und z-Schwerpunkten der einzelnen Territorien und des Zellkerns, ihren Volu-
mina, sowie der Lange, Breite, Hohe des Kerns. Mithilfe dieser Schwerpunkts-
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koordinaten und den Formeln in Kapitel 2.10 (S. 80) wurden alle weiteren Be-
rechnungen durchgefuhrt.

Fehlerrate in der Schwerpunktsbestimmung

Die Zuverlassigkeit der Schwerpunkt war zum einen abhangig von der Hybri-
disierung und zum anderen von der Klassifikation. Um den Hybridisierung-
seinfluss abzuschatzen, wurde eine sequenzielle Hybridisierung auf dasselbe
Praparat durchgefuhrt (siehe das spatere Kapitel 3.5.2.1, S. 141). Um die Fra-
ge zu beantworten, wie akkurat mfish3d die Schwerpunkte bestimmt, wurde
das bereits genannte Modell der virtuellen sieben Chromosomen im Zellkern
herangezogen (Kapitel 2.9.2, S. 79). Die simulierten konfokalen Bilder wurden
mit mfish3d klassifiziert und mit den a priori bekannten Originalschwerpunkten
verglichen. In vier Fallen (bei den Chromosomen 1, 3, 4 und 7) lagen die
Chromosomenterritorien so eng beieinander, dass das Klassifikationspro-
gramm sie nicht als getrennt liegend identifizieren konnte (Duplex-Signal). Es
wurde ein Schwerpunkt ausgegeben, der genau in der Mitte der beiden eigent-
lichen Schwerpunkte lag. In diesen Fallen wurden zwei getrennte Schwer-
punkte durch visuelle Bestimmung festgelegt.

Der Unterschied der von mfish3d ausgegebenen Schwerpunkte zu den simu-
lierten Originalschwerpunkten betrug im Mittel 0,8 Pixel in xy-Richtung und 0
Pixel in z-Richtung. Der Unterschied der visuell bestimmten Schwerpunkte zu
den simulierten Originalschwerpunkten betrug im Mittel 1 Pixel in xy-Richtung
und 0,1 Pixel in z-Richtung. Dies bedeutet, dass sowohl das Klassifikations-
programm, als auch eine visuelle Bestimmung die Schwerpunkte mit einer
grollen Genauigkeit festlegt. Auf die Bedingungen einer M-FISH Klassifikation
ubertragen ergibt sich ein verschwindend geringer Fehler, der aufgrund der
visuellen oder automatischen Schwerpunktszuordnung bedingt ist.

3.5.1 Chromosomenpositionen in Lymphozyten — konfokale vs. Weit-

feldaufnahmen

Beschreibung der Préparate

Zum Zeitpunkt der experimentellen Datenerhebung gab es in der Arbeitsgrup-
pe schon viel Erfahrung im Umgang mit konfokalen Bilderstapeln. Dagegen
gab es weder in der Literatur, noch bei den Herstellern von Fluoreszenzmikro-
skopen viel Erfahrung mit den Eigenschaften von Weitfeldbilderstapeln und
ihrer Dekonvolution. Deshalb war es erforderlich, konfokale und Weitfelddaten
plus Dekonvolution im Hinblick auf die Verteilung der CT-Schwerpunkte zu
vergleichen. Die Frage war, ob die Verteilung der CT-Schwerpunkte in konfo-
kalen Aufnahmen und in Weitfeldaufnahmen nach Dekonvolution gleich sein
wurden. Dazu wurde ein zweiteiliges Experiment mit den in Tab. 3-6 a und b
gezeigten zwei Markierungsschemata entworfen: Ein Praparat sollte den kon-
fokalen Anforderungen genugen (funf Painting Sonden, kombinatorisch mar-
kiert mit drei Fluorochromen), aber ebenso am Weitfeldmikroskop aufnehmbar
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sein. Das andere Praparat sollte nur mit dem Weitfeldmikroskop aufgenom-
men werden konnen, daflr aber eine geringere Komplexitat im Sinne der
kombinatorischen Markierung besitzen (funf Painting Sonden, markiert mit funf
Fluorochromen, nicht-kombinatorisch). Erwartet wurde, dass trotz der unter-
schiedlichen Markierungs- und Aufnahmemodi die Verteilung der Schwerpunk-
te im Zellkern gleich sein sollte. Es wurden 3D-fixierte periphere Blutlymphozy-
ten verwendet, die aus der Literatur in dieser Hinsicht bereits bekannt waren
(Boyle et al. 2001; Cremer M. et al. 2001). Aufgenommen wurden insgesamt
153 Zellkerne, 50 davon am CLSM und 103 am Weitfeldmikroskop (Tab. 3-6
c). Von den Weitfeldaufnahmen besallen wiederum 50 ein einfaches Markie-
rungsschema und 53 das kombinatorische, wie bereits in der konfokalen Serie
(dasselbe Praparat).

(a) nicht - kombinatorische Markierung (b) kombinatorische Markierung
{9} (o)
=S S > > = > >
L O O O 0O L O O
Chr. 1 X Chr. 1 X
Chr. 3 X Chr.3 x x
Chr. 10 x Chr. 10 X X
Chr. 12 X Chr.12 x X
Chr. 20 X Chr.20 x

(c) Zahlen dieser Experimentserie

Aufnahmemodi CLSM Weitfeld-Mikroskop
Markierungsschema (b) (a) (b) Total
Anzahl aufgenommener Kerne 50 50 53 153
Anzahl klassifizierter CT 438 454 394 1286
Anzahl kIaSS|f|Z|ertlee(|3|1'e\;gn 10 méglichen pro 87.6% 90.8% 743%  84.1%

Tab. 3-6 Markierungsschemata und Zahlen des zweiteiligen Experiments zur ver-
gleichenden Markierungs- und Aufnahmeart. Beide Markierungen (a und b) kbnnen am
Weitfeldmikroskop aufgenommen werden. Das Experiment mit der kombinatorischen Markie-
rung (b) kann nur am CLSM aufgenommen werden. (c) Zahlen der im Zuge dieser Experi-
mentserie aufgenommenen Lymphozytenkerne. CLSM: confocal laser scanning microscope.

Aufnahme, Dekonvolution und Klassifizierung

Zunachst wurden konfokale Bildstapel als Referenzbilder aufgenommen (Abb.
3-29 a). Das gleiche Praparat, jedoch nicht die gleichen Zellkerne, wurde nun
unter dem Weitfeldmikroskop ebenfalls aufgenommen. Zuletzt wurden die Bil-
der des nicht-kombinatorischen Praparats aufgenommen (Abb. 3-29 c).

Anschliellend wurde bei den Weitfeldbildern eine Dekonvolution mit dem
Huygens MLE-Algorithmus durchgefihrt (Parameter: Max. Iterations 100, Sig-
nal-to-noise ratio 200, Estimated Background 0,5, Quality change threshold
0,1%). Die konfokalen Bilder wurden ohne weitere Verarbeitungsschritte aus-
gewertet.
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Alle Stapel wurden mit mfish3d automatisch klassifiziert (Abb. 3-29 b und d;
Parameter kombinatorische Markierung: ANGLE 10, BACKGROUND 1,5,
MINSIZE 90; Parameter nicht-kombinatorische Markierung: ANGLE 30,
BACKGROUND 7, MINSIZE 150). Die Klassifikationsbilder wurden mit den
Originalbildern auf ihre Richtigkeit Uberpruft, falls nétig geandert oder verwor-
fen, wenn keine eindeutige Klassifikation nachvollziehbar war. Kam nur eine
Region fur eine Painting Sonde vor, und war diese gleichzeitig groRer als ein
einzelnes Signal (Duplex-Signal), so wurde davon ausgegangen, dass die
zwei Homologen so eng nebeneinander lagen, dass sie nicht getrennt darge-
stellt werden konnten und es wurden visuell zwei Schwerpunkte zugeordnet.
Dies war insgesamt in etwa 9% aller CT der Fall, wobei der Wert bei den kon-
fokalen Aufnahmen nur 5% und bei den Weitfeldaufnahmen etwa 12% betrug.
Dieser Unterschied ist wahrscheinlich auf die bessere Aufldsung des konfoka-
len Mikroskops zurtickzufihren.

Nach jeder erfolgreichen Zuordnung wurden die x-, y- und z-Koordinaten in
eine neue Tabelle Ubertragen. Alle Zellkerne wurden auf eine mittlere GroRe
normalisiert. Aus den Schwerpunkten wurden die Abstande CT-CN (center of
nucleus), deren Mittelwerte, Standardabweichungen, Standardfehler und Hau-
figkeiten berechnet. Die Abstande wurden in Prozent des Radius umgerech-
net. Der mittlere Zellkernradius betrug beim nicht-kombinatorischen Praparat
Tab. 3-6 (a) 4,9 ym £ 0,60 (MW £ SD) und beim kombinatorischen Praparat
Tab. 3-6 (b) 4,2 ym £ 0,26.

Histogramme

Die Abb. 3-28 zeigt die Haufigkeitsverteilung der einzelnen Chromosomen al-
ler 153 aufgenommenen Zellkerne, zunachst ungeachtet des Markierungs-
und Aufnahmemodus.

Von aufden nach innen betragt die Reihenfolge 3, 10, 20, 12 und 1. Die mitt-
lere Gendichte wurde abgeschatzt aus beobachteten zu erwarteten STS -
Markern (Deloukas et al. 1998). Die meisten Abstande des in dieser Reihe ge-
narmsten Chr. 3 liegen in der Klasse 0,7r — 0,8r (70 — 80% des Radius). Damit
tendiert seine Position zum Zellkernrand. Die beiden gleichgro3en Chromo-
somen 10 und 12 liegen haufig am Zellkernrand, obwohl Chr. 12 genreicher ist
als Chr. 10. Chromosom 20 ist eines der kleinsten Chromosomen und enthalt
durchschnittlich viele Gene im Vegleich zu anderen. Die CT-CN Abstande ver-
halten sich normalverteilt mit dem Gipfel bei 0,6r — 0,7r. Das aus dieser Reihe
grofdte und gleichzeitig genreichste Chromosom 1 zeigt ebenfalls normalver-
teilte Abstande mit den haufigsten Abstanden bei 0,5r — 0,6r.
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Abb. 3-28 Haéufigkeiten der Abstdnde CT-CN aller 153 hier untersuchten Zellkerne,
unabhidngig vom Markierungs- und Aufnahmemodus. Die Chromosomen sind von links
nach rechts angeordnet nach ihrer Gendichte, vom genarmen Chr. 3 zum genreichen Chr. 1.
Die Gendichte (in Klammern) steht fiir das Verhéltnis beobachteter zu erwarteter STS - Mar-
ker nach Deloukas et al. (1998). Die Abstédnde wurden in 10 Klassen eingeteilt, wobei die
Klasse 0,1r das Zentrum widerspiegelt und 1r den Rand. Die Fehlerbalken zeigen den Stan-
dardfehler.

Abb. 3-29 (nachsten zwei Seiten) Schnittserie aus den Bilderstapeln zweier Lympho-
zytenzellkerne, in denen je finf Painting Sonden hybridisiert wurden. Die Schnittebenen
sind unter jedem Bild angegeben. (a und b) konfokale Schnittserie (¢ und d) Weitfeld-
Schnittserie (a und ¢) RGB-Darstellung direkt nach der Aufnahme, bzw. nach Dekonvolution
(b und d) Klassifikationsfarben nach mfish3d. Beschriftung mit Adobe Photoshop. Die unge-
féhren Zellkerngrenzen wurden eingezeichnet.
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Kumulative Haufigkeiten

Die Ergebnisse, angeordnet nach dem Markierungs- und Aufnahmemodus
sind in Abb. 3-30 zusammengestellt. Dargestellt sind wieder die ermittelten
Haufigkeiten der Abstande CT-CN, diesmal als kumulative Haufikeiten (jeder
Wert wird zu seinem Vorgangerwert addiert). Verglichen wurden die hier ver-
wendeten zwei Aufnahmemodi, sowie die Markierungsschemata. Die Graphen
(a) und (b) des Praparates mit kombinatorischer Markierung (gleiches Prapa-
rat, jedoch nicht die gleichen Zellkerne aufgenommen) sind fast identisch. Dies
bedeutet, dass die Analyse von Weitfeldbildern mit nachgeschalteter Dekonvo-
lution die gleichen Resultate lieferte, wie eine konfokale Aufnahme.

Die Verteilung der Abstande im nicht-kombinatorischen Praparat (c) verlauft
im Vergleich enger zusammen. Die radialen Abstandsunterschiede zwischen
den Chromosomen waren nicht so grol3 wie bei dem vorigen Praparat. Die
Abstande der Chr. 10 und 12 weisen darauf hin, dass die Schwerpunkte dieser
CT betrachtlich weiter im Zellkerninneren liegen, als bei dem kombinatori-
schen Praparat. Ein Grund hierfur war auch nach mehrmaliger Durchsicht der
Originaldaten nicht ersichtlich.
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Radiale 3D-Anordnung in Lymphozyten

(a) (b)
konfokal, kombinatorische Markierung Weitfeld, kombinatorische Markierung
100% :
90% -
—=—Chr1 .
80% -| "
70% | --®- Chr3
)
2 60% - --&- Chr10 . :
i 3 5"
3 0% | Chri2 R
2 0% - 9
= ——Chr20
30% - 3
5 .
- &«
20% - -
10% - . g
0% | (M et s o - e
01 0z 03 04 05 06 07 08 09 1
Zentrum » Rand
(c) (d)
Weitfeld, nicht-kombinatorische Markierung Total
100% S a T
90% -
80% —a—Chr1 R
or | .- 4
3 70% Chr3 K
c 60% - --x- Chr10 S
3 o
g 0% Chri2 .
2 0% - Ya
T ——Chr20 .
30% - 2
20% - x
10% - 5
0% - ik = =8

0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 05 0.7 0.8 0.9 1 0.1 0.2 03 0.9 1

Abb. 3-30 Kumulative Héaufigkeitsverteilung der Abstiande CT-CN in den einzelnen
Experimenten. Auf der x-Achse sind die Abstédnde CN-CT im Verhéltnis zum Radius ange-
geben, die in 10 Klassen eingeteilt wurden, wobei z. B. die Klasse 0,1r die Abstdnde 0-10%
des Radius beinhaltet. Die Verteilung ist bei dem kombinatorisch-markierten Préparat zwi-
schen Weitfeld und Konfokal fast identisch. Bei dem nicht-kombinatorisch markierten Préapa-
rat liegen die Absténde etwas ndher zusammen, das Chr. 3 liegt etwas weiter am Rand dafiir
das Chr. 10 weiter im Zentrum. Fiir Details siehe Text.

3.5.2 Chromosomenpositionen in Fibroblasten

Zahlen der Experimentserie

Die 22 Autosomen plus die zwei Geschlechtschromosomen bilden insgesamt
46 Chromosomenterritorien im Zellkern. Mithilfe zweier Ansatze, M-FISH und
ReFISH, konnten die Positionen aller Chromosomen zum ersten Mal simultan
bestimmt werden. In insgesamt 54 ausgewerteten Zellkernen konnten 81,2%
aller Chromosomenterritorien bestimmt werden (Abb. 3-31 a). Die Sortierung
nach den einzelnen Chromosomen ergab, dass das Chr. Y beispielsweise in
52 der 54 Falle immer identifiziert werden konnte. Die beiden Chr. 2 Territorien
konnten in 93% aller Falle klassifiziert werden, die beiden Chr. 20 Territorien
jedoch nur in 43% (Abb. 3-31 b und c). Die Klassifizierungseffizienz hing vom
Markierungsschema, von der Signalintensitat und der GroRe des Territoriums
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ab. Je kleiner ein Territorium war, desto schwieriger war in der Regel seine
Klassifikation. Eine Ausnahme war das kleine Y-Chromosom, das aufgrund
seines charakteristischen Hybridisierungssignals immer leicht zu erkennen
war.

Nukleoli

In der DAPI-Farbung der M-FISH Experimente konnten in den meisten Fallen
die Nukleoli erkannt, und deren Schwerpunkte bestimmt werden. Da bei den
ReFISH-Experimenten keine Gegenfarbung verwendet wurde, fiel diese Be-
stimmung dort aus. 19% (6/31) der Kerne enthielten einen Nukleolus, 52%
(16/31) zwei und 23% (7/31) drei. In zwei Kernen konnten keine Nukleoli zu-
geordnet werden.
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Vielfarben-FISH bei Fibroblasten
(a)

Aufnahmemodus konfokal Weitfeld
Experimentserie ReFISH M-FISH
Markierungsschema Tab. 2-3 Tab. 2-2
Ergebnisse im Kapitel 3.5.2.2 3.5.2.1 Total
Anzahl aufgenommener Fibroblasten 23 31 54
Anzahl klassifizierter Chromosomen 826 1190 2018
Anzahl klassifizierter CT von 46 mdglichen pro

Zellkern 783%  835% 81,2%

(b)
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Chr. 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
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Anzahl 96 96 77 69 93 72 87 46 72 74 51 52
von108 89 89 71 64 86 67 81 43 67 69 .. .

moglichen % % % % % % % % % % v 9%

Abb. 3-31 GO-Fibroblasten (a) Zahlen der im Zuge dieser Experimentserie aufgenomme-
nen Fibroblastenkerne. ReFISH bedeutet konfokaler Aufnahmemodus, M-FISH bedeutet
Weitfeldaufnahmen mit anschlieBender Dekonvolution. Querverweise zu den Markierungs-
schemata sind angegeben. (b) Prozente der klassifizierten CT, angeordnet nach zunehmen-
der GroB3e. Die Saulen besitzen die Klassifikationsfarben. (c) Tabelle mit den in b dargestell-
ten Werten. Bei jedem Autosom konnten maximal 108 CT gefunden werden (54x2), bei den
Geschlechtschromosomen maximal 54 CT.
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3.5.2.1 M-FISH

Auf ein Praparat mit 3D-fixierten GO-Fibroblasten wurde der in Tab. 2-2 b (S.
49) dargestellte M-FISH Mix hybridisiert. 31 Kerne wurden mit dem Weitfeld-
mikroskop in optischen Schnittserien aufgenommen, anschlieend der Dekon-
volution unterzogen und mit mfish3d klassifiziert. Jede klassifizierte Region
wurde mithilfe der Originaldaten auf ihre Richtigkeit hin kontrolliert, und die
Schwerpunktskoordinaten in eine Tabelle eingetragen. Konnte ein automati-
sches Kilassifikationsergebnis nicht verifiziert werden, wurden diese Schwer-
punkte weggelassen. Kam nur eine Signal fur eine Painting Sonde vor, und
war dieses Signal gleichzeitig groRer als ein einzelnes Signal, so wurde davon
ausgegangen, dass die zwei Homologen so eng nebeneinander lagen, dass
sie nicht getrennt dargestellt werden konnten, und es wurden visuell zwei
Schwerpunkte zugeordnet (Duplex—Signal, z. B. Abb. 3-35 Chr. 2).

In den M-FISH Hybridisierungen wurden im Mittel 83,5% (SD 7,4%) aller
moglichen CT klassifiziert. D. h. von 46 moglichen wurden durchschnittlich 39
Territorien identifiziert, allerdings mit einer hohen Schwankungsbreite von 31 -
44. Zwei Beispiele sind in Abb. 3-35 gezeigt. Da immer unterschiedliche Terri-
torien fehlten, konnte mit der Gesamtheit an Koordinaten eine relevante
Schwerpunktsverteilung fur alle 46 CT erstellt werden. Dass es prinzipiell mog-
lich war alle CT in einem Zellkern zu identifizieren, zeigen die konfokalen Da-
ten im Kapitel 3.5.3, S. 162. Fur eine detaillierte Fehlerbetrachtung verweise
ich auf das vorige Kapitel und auf die Tab. 4-1 in der Diskussion (S. 188).

Sequenzielle Hybridisierung zur Kontrolle der Positionen

Finden die markierten Sequenzen der komplexen Mischung aus Painting Son-
den immer ihren zugehodrigen Gegenstrang im Kerninneren, oder ergeben sich
manchmal falsche Signale? Um dies zu testen, wurden die Positionen von 11
Zellkernen auf einem M-FISH Praparat gespeichert. Weitfeldmikroskopie und
Klassifikation erfolgten oben beschrieben. Anschlieliend wurde das Praparat
entdeckelt, gewaschen, erneut denaturiert und eine 2. Hybridisierung mit funf
einzeln markierten Painting Sonden nach dem Schema Tab. 3-6 a (S. 132)
durchgefuhrt. Deren Schwerpunkte wurden wiederum bestimmt. Die Differenz
zwischen der 1. und der 2. Hybridisierung der Koordinaten fur die Schwer-
punkte dieser funf Chromosomen sollte mdglichst klein sein.

In Abb. 3-32 ist eine Schnittserie der 1. Hybridisierung und der 2. Hybridisie-
rung exemplarisch dargestellt. Sieben davon wurden nach der 2. Hybridisie-
rung wiedergefunden. In diesen sieben Kernen konnten 66 der moglichen 70
CT (94%) klassifiziert werden. In der 1. Hybridisierung konnten 55 der mogli-
chen 70 CT (79%) klassifiziert werden. Da zu jedem identifizierten Schwer-
punkt aus der 1. Hybridisierung der korrespondierende aus der 2. Hybridisie-
rung wiedergefunden werden musste, um einen madglichen Positionsunter-
schied berechnen zu konnen, ergaben sich 53 auswertbare Territorien (66 N
55).
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Fehleranalyse

Fir die hier durchgeflhrte Fehleranalyse ist es interessant zu wissen, in wel-
cher Hybridisierung beide Territorien identifiziert werden konnten. Damit konn-
te eine Aussage getroffen werden, wie oft eine Klassifizierung reproduzierbar
richtig war. Weil gezahlt wurde, ob beide CT in einem Zellkern vorhanden wa-
ren, ergab sich als maximal mogliche Anzahl der Ereignisse 35 (70 CT /2 CT).
Vier Falle wurden unterschieden:

1. Hyb. beide CT UND 2. Hyb. beide CT  60%

In der 1. Hybridisierung konnten alle beiden Territorien identifiziert werden, in
der 2. Hybridisierung ebenfalls. Einzelne Territorien in der 1. Hybridisierung
wurden in der Zahlung als ,nicht beide“ gewertet. In 60% der Falle (21/35)
konnten in jeder Hybridisierung beide Territorien klassifiziert werden.

1.Hyb. kein CT UND 2.Hyb. kein CT 0%

In keinem Fall konnte Uuberhaupt kein Territorium identifiziert werden. Entwe-
der in der 1. oder in der 2. Hybridisierung wurde mindestens ein CT klassifi-
Ziert.

1. Hyb. beide CT UND 2. Hyb. ein oder kein CT 4%

Der Fall, dass in der 1. Hybridisierung beide Territorien klassifiziert wurden, in
der 2. Hybridisierung jedoch nur noch héchstens eines wiedergefunden wurde,
kam nur in 4% (1/23) vor. Einzelne Territorien in der 1. Hybridisierung gingen
nicht in die Zahlung ein. Diese Kombination beantwortet die Frage: ,Wenn M-
FISH zwei CT Kklassifiziert, in wieviel Fallen kann dies reproduziert werden?* —
Das Ergebnis bedeutet mit anderen Worten, dass zwei Territorien, die mit der
M-FISH Klassifizierungsprozedur nach der 1. Hybridisierung identifizieren
wurden, in 96% der Falle mit den Einzelsondenhybridisierungen bestatigt wer-
den konnten.

1. Hyb. ein oder kein CT UND 2. Hyb. beide CT 34%

Der Fall, dass in der 1. Hybridisierung nur eines oder gar kein Territorium klas-
sifiziert werden konnte, in der 2. Hybridisierung jedoch alle beide gefunden
wurden, kam in 34% vor (11/32). Einzelne Territorien in der 2. Hybridisierung
gingen nicht in die Zahlung ein. Wenn in der Bestimmungsprozedur der M-
FISH Bilder ein Territorium nicht klassifiziert werden konnte, wurde in 34% der
Falle in den anschlielenden Einzelsondenhybridisierungen doch noch ein
zweites gefunden. Dies entsprach der Fehlerrate, wie oft ein Territorium nicht
klassifiziert werden konnte. Mit anderen Worten, in 66% der Falle wurden im-
mer beide Territorien klassifiziert und kénnen als sicher eingestuft werden.
Extrapoliert man diese 66% auf alle Territorien eines diploiden menschlichen
Zellkerns, so wurde man durchschnittlich 30 von 46 Territorien klassifizieren
konnen. Tatsachlich konnten sogar noch mehr, im Mittel 38 (82%) aller CT,
identifiziert werden (Abb. 3-31, S. 140).
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(a) Erste Hybridisierung (M-FISH)

vl

Abb. 3-32 Kiassifizierte lichtoptische Schnitte der fiinf hier relevanten CT in (a) nach der 1. Hybridisierung und (b) nach der 2. Hybri-
disierung. Die (brigen Klassifikationsfarben in a wurden mit Adobe Photoshop abgedunkelt. In b wird deutlich, dass manchmal zu viele
Regionen von mfish3d klassifiziert werden (z. B. zu viele graue Regionen). Man muss dann durch Kontrolle der Originaldaten die
korrekten beiden herausfinden. Man erkennt, dass die Schwerpunkte in etwa die gleiche Position haben in beiden Serien.
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Positionsunterschiede zwischen 1. und 2. Hybridisierung

Die Differenz der beiden Schwerpunkte aus der 1. und 2. Hybridisierung wurde
berechnet, indem die Abstande zum Zellkernmittelpunkt voneinander subtra-
hiert wurden. So wurde fur jedes zusammengehorige CT-Paar aus den beiden
Hybridisierungen verfahren. Diese Abstandsdifferenzen sind in Abb. 3-33 ge-
zeigt. Der erwartete Wert ware Null, wenn die beiden Schwerpunkte an exakt
der gleichen Stelle waren. Im Experiment kommt als minimaler Betrag 0,01
um, als maximaler 1,3 ym vor. Das entspricht beispielsweise in lateraler Rich-
tung einem Abstand von 0 bis etwa 10 Pixeln und ist ausreichend klein.

Differenzen zwischen 1. und 2. Hybridisierung
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Abb. 3-33 Abstandsdifferenzen der korrespondierenden zwei Schwerpunktskoordinaten
aus der 1. und der 2. Hybridisierung in um aller 563 wiederzugeordneten CT. Der erwartete
Wert wére Null, wenn die beiden Schwerpunkte an exakt der gleichen Stelle wéren. Als ma-
ximaler Betrag kommt 1,3 um vor.

Koordinatentransformation

Nachdem sicher gestellt war, dass die klassifizierten Schwerpunkte der Hybri-
disierungssignale innerhalb enger Grenzen (S. 141) den einzelnen chromo-
somalen Territorien entsprachen, wurden die Koordinaten wie folgt normali-
siert:

Definitionsgemal} liegt die xy-Ebene parallel zur Objekttrageroberflache und
die z-Achse steht senkrecht darauf. Der Ursprung des Koordinatensystem
wurde durch Parallelverschiebung in den Zellkernmittelpunkt gelegt (Gleichung
2-14, S. 81). Der Winkel, den die lange Zellkernachse jedes individuellen
Fibroblasten mit der x-Achse einschliel3t wurde bestimmt (Gleichung 2-16) und
anschlie3end alle zugehorigen Koordinaten um diesen Winkel transformiert
(Gleichung 2-17), so dass die lange Zellkernachse auf der x-Achse zu liegen
kam (Abb. 3-34). Weil alle Fibroblastenkerne eine leicht unterschiedliche Gro-
Re besalden, wurden die Koordinaten auf die DurchschnittsgroRe normalisiert.
Dies geschah, indem die x-, y- und z-Komponenten einer Koordinate durch
den jeweiligen x-, y- und z-Radius dividiert wurden (Gleichung 2-15). Folgende
Abstande wurden mithilfe der Gleichung 2-11 bestimmt: CT-CN, CT-CT homo-
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log, CT-CT heterolog (siehe Abb. 3-34). Zusatzlich wurden noch die Winkel
zwischen den homologen Domanen berechnet (Gleichung 2-13).

Koordinatentransformation

1 T N

oCT

4 SCN - /% )
. VT

\ CT-CT heterologe \ _

. CT-CT homologe

Abb. 3-34 Koordinatentransformationen um den Winkel, den die lange Zellkernachse mit
der x-Achse einschlief3t, sowie GréfRentransformation auf einen durchschnittlichen Durch-
messer. Die Punkte und Kreuze bezeichnen die Schwerpunkte zweier homologer CT. Bei-
spielhaft sind die verschiedenen Abstdnde eingezeichnet. Zur Vereinfachung wurde die z-
Achse weggelassen. CN: center of nucleus. Fiir Details siehe Text.

Datenpool

Weil sich M-FISH- und ReFISH-Daten zwar in technischen Merkmalen unter-
schieden (Markierungs- und Aufnahmemodi), nicht aber in den biologischen,
wurden die zwei Datensatze zusammengefasst. Die Ergebnisse bezuglich der
berechneten Kenndaten werden in den Ubernachsten Unterkapiteln fur den
gesamten Datensatz dargestellt.
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3D M-FISH

(a) Einzelne Kandle einer Ebene

(c) nach Dkonvolution

(d) Klassifizierung

30" 135° 180°
Abb. 3-35 M-FISH Klassifikation am Beispiel zweier flacher Fibroblastennuklei. (a) Spektrale
Kanéle einer mittleren Aufnahmeebene. Die Signalflecken stellen die einzelnen CT dar. Am Ende
entsteht durch RGB-Uberlagerung das ,true color-Bild. Nach Klassifikation mit mfish3d werden den
CT Falschfarben entsprechend den verschiedenen Chromosomen zugeordnet. (b) True color lichtop-
tische Serienaufnahme durch einen weiteren Fibroblasten, ohne Dekonvolution. (c) Die gleiche Serie
nach Dekonvolution mit dem Huygens ICTM-Algorithmus. (d) Nach Klassifikation mit mfish3d. Zur
besseren Darstellung wurden die meisten CT abgedunkelt und nur einige in ihren Farben gelassen.
(e) 3D-Rekonstruktion des klassifizierten Nukleus.
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3.5.2.2 ReFISH

CT in den Zellkernen von GO-Fibroblasten wurden mit der ReFISH-Technik
markiert und aufgenommen. Dabei wurden im Markierungsschema die drei
Fluorochrome benutzt, die am konfokalen Mikroskop aufgenommen werden
konnten. Nach der 1. Hybridisierung (H1) wurden zunachst 50 Kerne im CLSM
in lichtoptischen Serienschnitten aufgenommen. Anschlieliend wurde das Pra-
parat entdeckelt, gewaschen, erneut denaturiert und mit der komplementaren
ReFISH-Mixtur aus Painting Sonden (H2) hybridisiert (siehe Methoden 2.2.2.4,
S. 52). Unter dem Mikroskop wurden 23 auswertbare Kerne wiedergefunden
und aufgenommen (Abb. 3-37). Durch die Zwischenprozedur schrumpften die
Zellkerne in ihrer z-Richtung um etwa 4 Schnitte (1um). Obwohl auf moglichst
ahnliche Positionen geachtet wurde konnte es nicht erreicht werden, dass
beim Aufnahmeprozess der Kern in exakt derselben xy-Stellung wiederaufge-
nommen wurde. Dieser Pixelshift wurde in einem nachgeschalteten Alignment
durch das Programm correlator.cc (Heintzmann 1999) Kkorrigiert (Kapitel
2.2.2.4, S. 52). Uberprift wurde der Prozess durch vergleichende visuelle In-
spektion der kunstlich rot-cyan gefarbten Bildstapel H1 und H2 vor und nach
dem Alignment (Abb. 3-36). Diese Uberpriifung ergab eine gute Ubereinander-
lagerung, die keine Fehler erkennen lies, entsprechend der auch in der Be-
schreibung angegebenen Genauigkeit von 0,1 Voxel in jeder Richtung
(Heintzmann 1999). Nach dem Alignment wurden die abgeglichenen Bilder-
stapel mit dem Klassifizierungsprogramm mfish3d weiterverarbeitet.

Das weitere Vorgehen geschah analog dem vorigen Kapitel: Klassifikation
mit mfish3d (Abb. 3-37 d und e), Uberpriifung jeder klassifizierten Region mit-
hilfe der Originaldaten auf ihre Richtigkeit und Eintrag der entsprechenden
Schwerpunkte in eine Tabelle. Konnte ein automatisches Klassifikationser-
gebnis nicht verifiziert werden, wurden diese Schwerpunkte weggelassen. Die
Daten wurden, wie im vorigen Kapitel beschrieben, transformiert und ausge-
wertet.
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Alignment der ReFISH Bilder nach der 2. Hybridisierung
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Abb. 3-36 ReFISH-Abgleich der 1. Hybridisierung (die drei Farbkanéle wurden zu einem
Bild zusammengefasst: rot) und der 2. Hybridisierung (cyan). Gezeigt sind mittlere Ebenen
aus der lichtoptischen Schnittserie. (a, b, ¢c) Vor dem Alignment stimmen die Silhouetten der
beiden Aufnahmen weder in xy- noch in xz-Richtung (berein. Ein Linienprofil entlang der

griinen Linie bestétigt dies. (d, e, f) Das Alignment erreicht eine Genauigkeit von 0,1 Voxel in
jeder Richtung (Heintzmann 1999).
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3D ReFISH
(a) Einzelne Kandle einer Maximum Intensitéts Projektion

Hybridisierung 1

Hybridisierung 2

(b) Erste ReFISH-Hybridisierung

(c) Zweite ReFISH-Hybridisierung

(d) Klassifizierung

(e) 3D-Rekonstruktion

Abb. 3-37 ReFISH Klassifikation am Beispiel zweier flacher Fibroblastennuklei. (a) Spektrale
Kanéle einer Maximum-Intensitatsprojektion. Die Signalflecken stellen die einzelnen CT dar. Am En-
de entsteht durch Uberlagerung ein RGB-Bild. Nach Kilassifikation mit mfish3d werden den CT
Falschfarben zugeordnet. (b) Lichtoptische Serienaufnahme durch die 1. Hybridisierung eines weite-
ren Fibroblasten. (c) Die gleiche Serie nach der 2. Hybridisierung. (d) Nach Klassifikation mit
mfish3d. Zur besseren Darstellung wurden die meisten CT abgedunkelt und nur einige in ihren Far-
ben gelassen. (e) 3D-Rekonstruktion des klassifizierten Nukleus.
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3.5.2.3 Abstiande zum Kernmittelpunkt

Nach der Datenerhebung und Kilassifikation wurden die Koordinaten wie be-
schrieben gedreht, normalisiert und die Abstande zum Zellkernmittelpunkt mit
der Gleichung 2-11 berechnet.

Histogramme

In Abb. 3-38 sind die Abstande der homologen CT zum Mittelpunkt des Zell-
kerns CN fur jedes Chromosom dargestellt. Die Linie im Vordergrund stellt das
SCD-Modell dar, welche einer zufalligen Verteilung der Chromosomen im Zell-
kern entspricht. Mit dem SCD-Modell konnten am Computer die Abstande CT-
CN fur Fibroblastenkerne mit dem Durchmesser x:y:z = 20:10:5 ym simuliert
werden. Die Berechnung ergab, dass die Chromosomen im Mittel 4,4 ym vom
Zentrum entfernt lagen. Zusammen mit der duferst hohen Standardabwei-
chung von 1,8 um (fast 50% des Mittelwerts) entsprechen diese simulierten
Abstande einer Gleichverteilung im Zellkern. Kleinere Chromosomen liegen
etwas weiter aul3en als grofRere. Dies ist bei den experimentell ermittelten Da-
ten nicht der Fall, es zeichnet sich eine radiale Anordnung ab. Grolde Chromo-
somen liegen bevorzugt peripher, kleine eher im Bereich der Kernmitte. Zum
Beispiel liegt Chr. 1 in 40% der Falle in der Klasse 0,9r, was einem Abstand
von 80 - 90% des Radius entspricht, fast ganz aufen. Im Gegensatz dazu hat
das Y - Chr. eine Verteilung, die bereits in der Klasse 0,5r, also viel zentraler,
ihren Gipfel Uberschreitet. Die Territoriumsgrofie spielt eine gewisse Rolle,
denn es ist vorstellbar, dass die Schwerpunkte grof3er CT nicht ganz am Rand
zu liegen kommen konnen, da ein Teil des Territoriums noch dazwischen ist.

Streudiagramme

Eine andere Form der Darstellung wird in Abb. 3-39 gezeigt, wobei allerdings
die z-Achse aulder Acht gelassen werden musste. Der Fibroblastenkern wird
behandelt wie eine zweidimensionale Flache, was in diesem Fall einen Fehler
mit einschliel3t, der aber aufgrund der Flachheit der Zellen nicht allzu grol3 sein
durfte. Jeder CT-Schwerpunkt wird als ein Punkt im ersten Quadranten darge-
stellt. Die durchschnittlichen Achsdurchmesser (Achsradii) betrugen d, = 22,1
um (r,=11,05 pm), dy = 11,6 ym (ry = 5,8 pm) und d,= 5,8 ym (r, = 2,9 ym).
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Radiale 3D-Abstiande in Fibroblasten
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Abb. 3-38 Abstidnde CT-CN der Chromosomen in 46XY-Fibroblasten. (a und b) Zwei
Beispiele fiir die Datenerhebung mit Bildern aus der ReFISH-Serie. In (a) werden die Ab-
sténde der beiden CT 1 zum Mittelpunkt CN gezeigt. In (b) wird der Anteil der Strecke zum
CT Y (schwarzer Pfeil) am Radius (grauer Pfeil) dargestellt. (c) Haufigkeiten der Schwer-
punktsabstédnde vom Mittelpunkt, normalisiert auf den Radius und anschlie3end in 10 Klas-
sen eingeteilt, wobei z. B. 0,1r die Abstdnde 0 - 10% des Radius beinhaltet. Die Fallzahlen n
sind angegeben. Die Fehlerbalken bezeichnen den Standardfehler. Unter den Diagrammen
ist der Mittelwert, die Standardabweichung und das Signifikanzniveau gezeigt. 2-seitiger
Kolmogorov-Smirnov-Test ***: p < 0,0001.

Am Beispiel der CT 1 und Y kann man erkennen, dass Chr. 1 radiar meist
weiter aulden liegt als Y (a). Bei den beiden gleich grolien Chromosomen 18
und 19 ist dieser Unterschied auch gegeben, wenn auch nicht so offensichtlich
(b). Berechnet man die jeweiligen Mediane, so kann eine generelle Position
aller Chromosomen in einem menschlichen Fibroblastenzellkern ermittelt wer-
den (c). Am weitesten innen liegend die kleinen Chromosomen Y und 18, am
aulersten die grolen Chromosomen 1, 2 und 3.
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Positionsplots aller Chromosomen in Fibroblasten
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Abb. 3-39 XY-Plot der CT-Schwerpunkte in 46, XY-Fibroblasten. Die Koordinaten wur-
den gedreht, so dass die lange Achse mit der x-Achse (ibereinstimmt, auf den Radius nor-
malisiert und als Punkte im ersten Quadranten dargestellt. Die z-Richtung musste fiir diese
Darstellung auBBer Acht gelassen werden. (a) Die Y - Positionen sind weiter in der Mitte zu
finden als die 1 - Positionen. (b) Die 18 - Positionen sind ebenfalls weiter in der Mitte als die
19 - Positionen, wenn auch nicht so offensichtlich. (c) Mediane und (d) mittlere Positionen
aller Chromosomen im Zellkern. Chr. 18 ist klar in einer zentraleren Position als Chr. 19. Die

(b) Bsp. 18 und 19
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Spreitung der Daten ist bei den Medianen gré3er.

Vergleich mit den Modelldaten

pm

In den Modelldaten finden sich die Chromosomen umso weiter aul3en, je klei-
ner sie werden (siehe Abb. 3-40 a). Allerdings ist dieser Unterschied nur sehr
gering (siehe Skala Abb. 3-40 a). Es konnte nicht vollstandig geklart werden,

inwieweit der Radius der Territorien Einfluss nimmt. Kleine Chromosomen

konnen naher am Kernrand liegen, da sich der Schwerpunkt eines Territori-
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ums dem Kernrand bis zu seinem Radius nahern kann. So kann man das Ab-
fallen der Kurve in dem Graphen (a) zu erklaren.

In den experimentellen Abstanden vom Mittelpunkt ist dieser Trend umge-
kehrt, es existiert eine Innen-Au3en Korrelation der Schwerpunkte mit dem
DNA-Gehalt der Chromosomen: gro3ere Chromosomen liegen weiter aulden
als kleinere.

Korreliert man die Distanzen mit der Gendichte (Abb. 3-40 c; Deloukas et al.
1998), so lasst sich kein eindeutiger Trend erkennen, wie er in Boyle et al.
(2001) beschrieben wurde. Das genreichste Chr. 19 liegt beispielsweise weiter
aulRen als das genarmste Chr. 18 und nicht, wie man nach der Gendichte al-
lein voraussagen wurde, ganz im Zentrum. Die eingezeichnete Trendlinie be-
sitzt jedoch eine leichtes Gefalle in Richtung genreicher Chromosomen, so
dass ein Effekt nicht vollig auszuschliel3en ist.

Vergleicht man die experimentellen Wertepaare (Tab. 3-7) einzeln, so lasst
sich herausfinden, ab welchem Grolienunterschied zum ersten Mal ein signifi-
kanter Verteilungsunterschied auftaucht. Dabei stellt sich heraus, dass die
Grenze etwa bei Chr. 10 liegt. Alle Distanzen von 1 bis 10 unterscheiden sich
untereinander nicht signifikant (Ausnahme: Chr. 6), jedoch ab Chr. 11 bis 22
teils betrachtlich. Als extremstes Beispiel liegt das Chr. Y signifikant zentraler
als andere Chromosom (Ausnahmen: Chr. 18, 21 und 22).
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Radiale Distanzen in Relation zu Genomparametern
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Abb. 3-40 Durchschnittliche 3D- (c) Distanz versus Gendichte
Distanzen aller Chromosomen zum Kern- '
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dichte (Deloukas et al. 1998). Sensdsusty

Signifikanzniveaus der radialen Verteilung

CN-1 CN-2 CN-3 CN-4 CN-5 CN-6 CN-7 CN-8 CN-9 CN-10 CN-11 CN-12 CN-13 CN-14 CN-15 CN-16 _CN-17 CN-18 CN-19 CN-20 CN-21 CN-22 CN-X

CN-1

CN-2 ns

CN-3 ns ns

CN-4 ns ns ns

CN-5 ns ns ns ns

CN-6 * h " h .

CN-7 ns ns ns ns ns ns

CN-8 ns ns ns ns ns ns ns

CN-9 ns ns ns ns ns ns ns ns

CN-10 ns ns ns * ** ns ns ns ns

CN-11  * ok e . e pe * * ns ns

CN-12  * . . x e ns N ns B ns ns

CN-13  * . . o e o o * N ns ns ns

CN-14  ***  wee  mex wmn e o e *x . ns ns ns ns

CN-15  ***  #e  wee wme e o . * . ns ns ns ns ns

CN-16  ***  »  mex  we wee po e *x N ns ns ns ns ns ns

P T T T B ns ns ns ns ns ns

CN-18  ***  *%  wxx  xxx e B Nk ek wk * ns ns ns ns ns ns ns

CN-19 *  * e e il ns i ** * ns ns ns ns ns ns ns ns ns

CN-20 * ** ** e e ns ** * * ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns

CN-21 % wkv  mke amk e e ke ke A . . * o ns ns ns ns ns ns ns

CN-22  ***  *%%  wex kkk kkk ke ke e ke . o . ok B B ns ns ns ns ns ns
CN-X ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns * ns * * * * . i * * i .

CN-Y ** ok *hk ok *hk Hokke Hokk *hk Hokk Hokk Hohk ek ek Hohk Hohk Hohk *k * Hohk Hohk * ns Hohk

Tab. 3-7  Signifikanzunterschiede zwischen den Distanzen von der Zellkernmitte in
den experimentell ermittelten Verteilungskurven. Der 2-seitige Kolmogorov-Smirnov-Test
wurde verwendet, um die jeweiligen Absténde gegeneinander zu testen. Z. B. ist der
Abstand zwischen Chr. 1 (CN - 1) und Chr. 6 (CN - 6) signifikant unterschiedlich. Alle
Chromosomen kleiner als 11 waren gegeniiber den gréBeren Chromosomen néher zur
Zellkernmitte hin verteilt. ns: p>0,01, *: p<0,01, **: p<0,001, ***: p<0,0001.
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3.5.2.4 Abstande der homologen Chromosomen zueinander

Die Abstande CT-CT der homologen Chromosomen sollten sich analog zu den
Abstanden CT-CN verhalten. Je naher sich zwei homologe Territorien in der
Zellkernmitte befinden, desto geringer sollte auch ihr Abstand zueinander sein.
Ein Vergleich mit den theoretischen Modelldaten kann Hinweise auf eine nicht-
zufallige Konformation geben. Desweiteren kann mit den Abstandsdaten der
homologen Chromosomen der Frage einer Homologenassoziation nach ge-
gangen werden. Sind die Abstande immer klein, so liegen die zwei Homologen
nah beieinander, was fur eine Assoziation sprechen wirde. Einen wichtigen
Faktor hierbei spielt die GroRe des Territoriums, wenn nur der Schwerpunkt fur
die Berechnungen herangezogen wird. Angenommen jedes Territorium ware
eine Kugel mit dem Radius r, so wirde man von einer Assoziation sprechen,
wenn der Abstand CT-CT den Betrag 2r annehmen wurde. Der interhomologe
Abstand ist deswegen abhangig von der Groflke und der Form der Territorien.
Diese sind jedoch meist unregelmafig und aus M-FISH Bildern nicht perfekt
ableitbar (siehe das spatere Kapitel 3.5.3.3, S. 166).

Histogramme

In Abb. 3-41 sind die Ergebnisse der Abstandsberechnung zwischen den ho-
mologen Chromosomen gezeigt. Die Abstande wurden diesmal nicht auf den
Radius, sondern auf den grolen Durchmesser des Zellkerns normalisiert. Die
Einteilung der Haufigkeiten fand wieder in 10 Klassen statt, z. B. kam bei den
homologen CT 1-1 die Klasse 0,5d (50-60% des Durchmessers) in 17% der
untersuchten Kerne vor. Im Gegensatz zu den experimentellen Daten zeigen
die Modelldaten meist eine ein- oder zweigipfelige Verteilung (Linien in Abb.
3-41 c). Auffallend ist, dass der Abstand bei den Modelldaten von den grofen
Chromosomen hin zu den kleinen leicht ansteigt (Chr. 1 = 0,4d £ 0,14 (MW =+
SD), Chr. 22 = 0,5d £ 0,15). In den experimentellen Histogrammen ist dies
umgekehrt. Einen signifikanten Unterschied zu den Modellkurven ergaben die
Abstande 5-5, 10-10, 12-12, 16-16, 20-20, 21-21, 22-22 (zweiseitiger Kolmo-
gorov-Smirnov-Test, p < 0,01). Das heift z. B. die Homologen des Chr. 5 ha-
ben experimentell einen signifikant groReren Abstand, als im Modell fur eine
zufallige Verteilung erwartet werden wurde.

Liegen Chromosomen eher in der Zellkernmitte (z. B. Chr. 16 oder 22, Abb.
3-38, S. 151), so sollten auch die homologen Abstande geringer als bei ande-
ren Chromosomen sein. Dies ist tatsachlich der Fall, denn die experimentell
ermittelten Histogramme verschieben sich zu kleinen Chromosomen hin auch
zu kleineren Werten nach links. Am deutlichsten ist dieser Trend bei Chr. 22
sichtbar (Abb. 3-41 c). Der Umkehrschluss, weit aul3en liegende Chromoso-
men seien auch immer weit voneinander entfernt ist nicht gultig, denn die
Anordnung kann an der Kernhulle ganz variabel sein. Fur grolde
Chromosomen sollte sich deshalb eine Normalverteilung um den halben
Durchmesser (0,5d) als Mittelwert ergeben, was auch der Fall ist. Allerdings
kommt bei einigen groRen Chromosomen (2, 3, 4, 7, und 11) die Klasse 0,2d
gehauft vor. Dies deutet darauf hin, dass diese homologen CT mit einer
geringfugig  uberzufalligen  Haufigkeit im  Kerninneren  vorkommen.
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gen Haufigkeit im Kerninneren vorkommen. Maoglicherweise reflektiert dieser
Befund die Tatsache, dass in Fallen, in denen nur ein groRes CT klassifiziert
wurde, visuell zwei eng benachbarte Schwerpunkte zugeordnet wurden.

Signifikante Unterschiede

Die Verteilung der homologen Distanzen eines Chromosomentyps zu den ho-
mologen Distanzen eines anderen Chromosomentyps zeigte in den meisten
Fallen keinen signifikanten Unterschied (zweiseitiger Kolmogorov-Smirnov-
Test, p > 0,01; detaillierte Tabelle auf der CDROM im Verzeichnis zu diesem
Kapitel ,Tabelle der homologen Abstande in Fibroblasten.doc®). Ausnahmen
sind die signifikant rechts-gipfelige Verteilung 5-5 (p < 0,01 zu den Distanzen
von funf anderen Chromosomentypen) und die links-gipfeligen Verteilungen
von 16-16 und 22-22 (p < 0,01 zu den Distanzen von sieben, bzw. zehn ande-
ren Chromosomentypen). Die Verteilung der letztgenannten Chromosomen
kann durch ihre zentralere Lage im Kern erklart werden.

Alle Distanzenhaufigkeiten der homologen Chromosomen waren normalver-
teilt mit einer grollen Standardabweichung (einseitiger Kolmogorov-Smirnov-
Anpassungstest mit Signifikanzkorrektur nach Lilliefors, p > 0,01). Wirden die
beiden Homologen eines Chromosoms uberzufallig haufig nebeneinander lie-
gen, so musste sich eine signifikante Verschiebung zu kleineren Abstanden
zeigen, und zugleich die Standardabweichung sehr klein werden. Dies ist
selbst in dem Extremfall von Chr. 22 nicht der Fall, wo im Intervall 0,26d + 0,23
(MW £ 2*SD) 95% aller Messwerte liegen. Insgesamt sprechen die Ergebnisse
in diesem Kapitel daher gegen eine Homologenassoziation.
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3D-Abstinde homologer Chromosomenpaare

(a) (b)

1-1, n=46

30%

Frequency

01 020304050607 0809 1 01020304050607 0809 1 01 020304050607 0809 1 01 020304050607 0809 1 01020304050607 0808 1 01020304050607 0808 1
Mitte —p Auflen

0.47 (0.24) ns 0.46 (0.24) ns 0.41 (0.27) ns 0.54 (0.24) ** 0.47 (0.2) ns
MW 0.48 (SD 0.23) ns
1 77,n=46 | 88,n=42 9.9, n=44 i 1010, |  11-11, n=42 12-12, n=37
o | n=53
= 2 [ \ ﬂ.
2 "l\. {1
g e [\ \
g
WL 0%

01020304050607 0808 1 01020304050607 0809 1 01020304 0606070809 1 1020304050607 0809 1 01020304050607 0809 1 01020304050607 0808 1

0.41 (0.24) ns 0.47 (0.22) ns 0.43 (0.19) ns 0.39 (0.22) * 0.35(0.21) ns 0.4 (0.19) *

§

13-13, n=45 | 14-14, n=46 15-15, n=30 16-16, n=27 | 17-17, n=42 18-18, n=32

I""I

¥

Frequency
i

§

04 0.2 0304050507 0809 1 04 020304050607 0808 1 01020304 050607 0808 1 01020304 050607 0809 1 04 020304050607 0B0S 1 04 0.2 0304 050507 0809 1

0.37 (0.19) ns 0.43 (0.2) ns 0.37 (0.18) ns 0.27 (0.14) * 0.33 (0.19) ns 0.37 (0.18) ns

19-19, n=40 20-20, n=16 21-21, n=31 | 22-22, n=30 X-Y, n=53

Frequency

Cominne . omom  aeams . e2s@19w  oasoiene

Abb. 3-41 3D-Abstinde der homologen Chromosomenterritorien in 46, XY
Fibroblasten. (a und b) Zwei Beispiele fiir die Datenerhebung mit Bildern aus der M-FISH
Serie. In (a) werden die Abstédnde der beiden CT 2 zueinander gezeigt. In (b) wird die Stre-
cke XY (schwarzer Pfeil) in relation zum Durchmesser (graue Linie) dargestellt. (c) Haufigkei-
ten der Schwerpunktsabstidnde der homologen CT, normalisiert auf den Durchmesser und
anschlieBend in 10 Klassen eingeteilt, wobei z. B. die Klasse 0,1d die Abstédnde 0-10% des
Durchmessers beinhaltet. Im Hintergrund ist die Linie der Modellverteilung gezeichnet. Unter
den Diagrammen ist der jeweilige Mittelwert, in Klammern die Standardabweichung und da-
hinter das Signifikanzniveau angegeben, ob die experimentelle Verteilung von der Modellver-
teilung abweicht. Die Abstdnde 10-10, 12-12, 16-16, 20-20, 21-21 und 22-22 weichen signifi-
kant von der Modellverteilung ab, hin zu kleineren Absténden, 5-5 hin zu gréReren Abstén-
den (zweiseitiger Kolmogorov-Smirnov-Test, ns: p>0,01, *: p<0,01, **: p<0,001, ***:
p<0,0001). Die Standardabweichung liegt im Bereich von 0,13 (Chr. 22) — 0,27 (Chr. 4) und
entspricht bis zu 50% des Mittelwerts. Eine solch hohe SD spricht gegen eine Homologenas-
soziation. Bei den grol3en Chromosomen 2, 3, 4, 7, 11 kommt die Klasse 0,2d auffallend oft
vor.
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3.5.2.5 Winkel der homologen Chromosomen zueinander

Der Winkel, den zwei homologe Chromosomenterritorien vom Mittelpunkt aus
gesehen einschlielRen, ist ein Mal} fur die nachbarschaftliche Nahe. Winkel
werden benutzt, um herauszufinden, ob zwei parentale Genome getrennt im
Zellkern vorliegen, wie es von Nagele et al. (1999) postuliert wurde. Bei einer
Genomseparation wirde man erwarten, dass viele homologe CT einander
mehr oder weniger gegenuber liegen, also einen grolRen Winkel (>> 90° -
180°) haben. Aus Tab. 3-8 geht hervor, dass dem nicht so war. Alle Homolo-
gen schlossen einen Winkel von durchschnittlich 81° ein, wobei die Spannwei-
te von 0° bis fast 180° reichte. Zusammen mit der hohen Standardabweichung
war kein Trend bezuglich einer geordneten Separation erkennbar. Ein Signifi-
kanztest bestatigte, dass die Winkelverteilung fur kein Homologenpaar von
einer Normalverteilung oder von einer Gleichverteilung abwich (Kolmogorov-
Smirnov-Anpassungstest, p > 0,01).

Bei fast allen Chromosomen gab es keinen signifikanten Unterschied zu den
Winkeln aus den SCD-Modelldaten (zweiseitiger Kolmogorov-Smirnov-Test, p
< 0,01). Die Winkel zwischen den homologen der Chromosomen 4 und 20
wiesen jedoch einen signifikant kleineren Winkel (60° und 45°) als bei der Mo-
dellverteilung auf. Das bedeutet, dass die homologen Paare 4-4 und 20-20
naher als im Modell erwartet zusammenliegen. Es war kein Trend erkennbar,
der diese beiden Werte erklaren konnte, so dass es sich wahrscheinlich um
LAusreillerwerte“ handelte.

Mit den gefundenen Winkeln wurde keine von der Zufallserwartung abwei-
chende Anordnung der homologen Chromosomenterritorien gefunden. Die von
Nagele et al. (1999) postulierte Trennung der Genome wird durch diese Daten
nicht gestutzt.
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Fibroblasten Interphasekern
Durchschnittliche Homologenseparation
Unterschied zu Unterschied

Chr. n MW Spannweite SD Normalvertei- zu Modell-
lung daten
1-1 46 90,6 7 - 176 59,3 ns ns
2-2 50 78,9 4 - 178 55,9 ns ns
3-3 34 86,6 4 - 178 54,3 ns ns
4-4 37 65 1 - 179 59 ns **
5-5 37 103 11 - 172 48,1 ns ns
6-6 46 92,7 1 - 175 51,3 ns ns
7-7 46 79,7 5 - 176 57,9 ns ns
8-8 42 100 2 - 179 57 ns ns
9-9 44 77,8 2 - 175 46,8 ns ns
10-10 33 78,5 2 - 179 61,6 ns ns
11-11 42 80,4 3 - 178 55,2 ns ns
12-12 36 80,2 0 - 177 61,1 ns ns
13-13 46 77 4 - 172 54 ns ns
14-14 46 105 4 - 177 55,1 ns ns
15-15 30 71,1 3 - 157 44,5 ns ns
16-16 27 60,3 1 - 177 54,5 ns ns
17-17 42 63,2 5 - 167 48,4 ns ns
18-18 32 80,3 3 - 172 60,7 ns ns
19-19 40 83 2 - 176 57,7 ns ns
20-20 17 51,2 0 - 134 447 ns *
21-21 31 89,7 4 - 173 55,1 ns ns
22-22 29 69 0 - 152 51,3 ns ns
X-Y 53 102 5 - 176 56,7 ns ns

Tab. 3-8 Winkel der homologen Chromosomen in menschlichen 46, XY
Fibroblastennuklei. Die Spannweite reicht von 0°-180° und die Werte zeigen keinen signifi-
kanten Unterschied zu einer Normal- oder (ebenfalls getesteten) Gleichverteilung. (Kolmogo-
rov-Smirnov-Anpassungstest, p > 0,01). Im Vergleich zu den Modelldaten (4-4: 104° + 47.6°
(MW + SD), 20-20: 95° + 50°) ist der Winkel zwischen den Homologen 4-4 und 20-20 im Ex-
periment ndher zusammen (zweiseitiger Kolmogorov-Smirnov-Test, ns: p>0,01, *: p<0,01, **:
p<0,001).

3.5.2.6 Abstande und Winkel der heterologen Chromosomen zueinan-

der

Die Abstande zwischen heterologen Chromosomen, also z. B. zwischen Chr. 1
und Chr. 2, kdnnen uber die relativen nachbarschaftlichen Beziehungen Auf-
schluss geben. Eine starre Nachbarschaft in einer Population von Zellkernen
verlangt von einem beliebigen heterologen Chromosomenpaar immer einen
ahnlichen Distanzbetrag, mit einer geringen Standardabweichung. Wie bereits
bei den Homologen ist auch der Abstand der Heterologen umso kleiner, je na-
her sie sich an der Zellkernmitte befinden.

Die Ergebnisse sind in Abb. 3-42 als MDS-Plot zusammengefasst. Mithilfe
einer Multidimensionalen Skalierung (MDS) ist es moglich, Unterschiede in
distanzahnlichen Daten zu finden. Das bekannteste Beispiel ist eine Entfer-
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nungstabelle, welche die Distanzen in Kilometern zwischen unterschiedlichen
Stadten eines Landes zeigt. Das Statistikprogramm SPSS kann aus solch ei-
ner Tabelle der 3 dimensionalen Distanzen durch multidimensionale Skalie-
rung eine 2D - Landkarte konstruieren.

Die Abstande vom Mittelpunkt in den experimentellen Daten Abb. 3-42 c
wurden im Gegensatz zu den Modelldaten von den gro3en Chromosomen zu
den kleinen hin geringer. Deswegen lagen vor allem die kleinen Chromoso-
men Y, 17, 18, 19, 21, 22 nahe zusammen im Zentrum. Die grof3en Chromo-
somen verstreuten sich in der Peripherie in etwa gleichmalig. Ein Cluster war
zu erkennen, welches die Chromosomen {9, 10, 11, 16} enthielt, wobei vor al-
lem 11 und 16 sehr nahe beieinander lagen. Allerdings zeigen die durchge-
fuhrten Winkelberechnungen einen Winkel zwischen {11, 16} von durchschnitt-
lich 100° und auch die Winkel der anderen beteiligten Chromosomen liegen
etwa um 90°, so dass eine enge Assoziation auch hier unwahrscheinlich ist
(Datei ,Tabelle der heterologen Winkel in Fibroblasten.doc® im Ordner zu die-
sem Kapitel auf der CDROM).
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MDS-Plot heterologer Chromosomen in Fibroblasten
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Abb. 3-42 Abstande der heterologen Chromosomen in menschlichen 46, XY Fibroblastennuklei, dargestellt als MDS-Plot. (a und
b) Zwei Beispiele fiir die Datenmessung. In a sind die vier berechneten Absténde zweier Chromosomen eingezeichnet. In (b) wird der An-
teil der Strecke 21-Y (schwarze Pfeile) am Radius (graue Striche) verdeutlicht. (c) Darstellung der experimentellen Daten als MDS-Plot. In
eine Tabelle wurden die Mittelwerte aller gemessenen Distanzen heterologer Chromosomen als Verhéltnis zum Durchmesse eingegeben.
Die Standardabweichung lag bei allen Werten im Mittel bei 18% (13% < SD < 23%). n lag fiir jedes Chromosomenpaar im Mittel bei 133
(45 <n <192). SPSS berechnete daraus den hier gezeigten MDS-Plot.(d) MDS-Plot der simulierten Modelldaten einer zuféalligen Chromo-
somenverteilung im Kern. Man erkennt kaum Chromosomen in der Mitte liegen und die kleineren eher zum Rand positioniert.



Ergebnisse

3.5.3 Chromosomenpositionen in Prometaphaserosetten

Ratio fiir Untersuchung der Prometaphaserosetten

Ringformige Rosettenstrukturen sind bei sich teilenden Zellen in der Prome-
taphase zu erkennen (Chaly und Brown 1988). In diesen Prometaphaseroset-
ten ordnen sich die Chromosomen auf3en um ein Zentrum herum an (Abb. 1-2,
S. 22). Die Chromosomen liegen parallel zum Objekttrager, sind gut zugang-
lich fur DNA-Sonden und konnen leicht im Mikroskop erkannt werden. Es gibt
zwei verschiedene Hypothesen ihre relative Anordnung betreffend: Nagele et
al. (1995) behaupten, es gabe eine starr angeordnete Nachbarschaft und eine
gegenuberliegende Separation homologer Chromosomen menschlicher
Fibroblasten, Allison und Nestor (1999) finden dagegen eine zufallige Anord-
nung in demselben Zelltyp. Mit dem hier angewandten Verfahren wurde es
madglich, das in diesen Veroffentlichungen vorkommende Manko zu Uberwin-
den: es konnten zum ersten Mal mehr als nur maximal drei Sonden auf ein
Praparat hybridisiert werden. Dadurch wurde eine simultane Anschauung der
nachbarschaftlichen Anordnung mdglich und konnte zur Klarung der Kontro-
verse beitragen.

Zahlen der Experimentserie

Insgesamt wurden in zwei Versuchsserien 28 Prometaphaserosetten mit M-
FISH und ReFISH ausgewertet (Abb. 3-43). Dabei konnten 990 Chromosomen
klassifiziert und deren Koordinaten festgestellt werden (76,9%). Folglich konn-
ten von den 46 moglichen Chromosomen pro Rosette im Schnitt 35 sicher
klassifiziert werden.

Die erhaltenen Schwerpunktskoordinaten wurden wie in der Abb. 3-34 (S.
145) beschrieben transformiert. Folgende Abstande wurden mithilfe der
Gleichung 2-11 bestimmt: CT-CN, CT-CT homolog, CT-CT heterolog. Zusatz-
lich wurden noch die Winkel zwischen den homologen und heterologen Do-
manen berechnet (Gleichung 2-13).
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Vielfarben-FISH bei Prometaphaserosetten

(a)

Aufnahmemodus konfokal Weitfeld
Experimentserie ReFISH M-FISH
Markierungsschema Tab. 2-3 Tab. 2-2
Ergebnisse im Kapitel 3.5.2.2 3.5.2.1 Total
Anzahl aufgenommener Prometaphaserosetten 5 23 28
Anzahl klassifizierter CT 153 837 990
Anzahl kIaSS|f|Z|erteI;g;S'lét\;gn 46 moglichen pro 66.5% 791%  76.9%

(b)

100%
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1 2 3 4 5 6 7 ¢ 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 X ¥
Chromosome
(c)
Chr 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Anzahl 51 50 54 47 51 45 47 38 20 39 44 55

"°""§f|;:“°9' 91% 89% 96% 84% 91% 80% 84% 68% 36% 70% 79%  98%

X (von Y (von
Chr 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 28) 28)

Anzahl 40 33 47 20 37 48 47 26 51 49 26 28

"°"“§f‘;‘1°9' 71% 59% 84% 36% 66% 86% 84% 46% 91% 88% 93%  100%

Abb. 3-43 Prometaphaserosetten. (a) Zahlen der im Zuge dieser Experimentserie
aufgenommenen Prometaphaserosetten. ReFISH bedeutet konfokaler Aufnahmemodus, M-
FISH Weitfeldaufnahmen mit anschlieender Dekonvolution. Querverweise zu den
Markierungsschemata sind angegeben. (b) Prozentzahlen der klassifizierten Chromosomen.
(c) Tabelle der Werte in b. Jedes Autosom konnte maximal 56 mal in 28 Rosetten gefunden
werden, jedes Geschlechtschromosom maximal 28 mal. Der Mittelwert klassifizierter
Chromosomen pro Rosette betrug 35 (76,9%).
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3.5.3.1 M-FISH

Im Gegensatz zu den GO-Fibroblasten des vorigen Kapitels mussten die Zel-
len auf diesen Praparaten in der Wachstumsphase sein, um Prometaphasero-
setten zu erhalten. Auf ein solches 3D-fixiertes Praparat wurde der in Tab.
2-2b (S. 49) dargestellte M-FISH Mix hybridisiert. Es wurden alle 23 gefunde-
nen Rosetten mit dem Weitfeldmikroskop in optischen Schnittserien aufge-
nommen, anschlieBend der Dekonvolution unterzogen und mit mfish3d klassi-
fiziert. Jede klassifizierte Region wurde mithilfe der Originaldaten auf ihre
Richtigkeit kontrolliert, und die entsprechenden Schwerpunktskoordinaten in
eine neue Tabelle eingetragen. Konnte ein automatisches Klassifikationser-
gebnis nicht nachfolzogen werden, wurden diese Schwerpunkte weggelassen,
aulBer die visuelle Klassifikation war eindeutig (z. B. Detektion des Y-
Chromosoms). Bezlglich der Schwerpunktzuordnung bei Duplex-Signalen gilt
das bei GO-Fibroblasten bereits Erwahnte analog. Da die Chromosomen in
den Rosettenstrukturen bereits einen hohen Kondensationsgrad hatten, konn-
ten die Homologen haufiger als bei den GO-Fibroblasten getrennt werden.

In den M-FISH Hybridisierungen wurden im Mittel 79% (SD 9%) aller mogli-
chen Chromosomen klassifiziert. D. h. von 46 moglichen wurden durchschnitt-
lich 36 Chromosomen identifiziert, allerdings mit einer hohen Schwankungs-
breite von 32 — 41. Zwei Beispielklassifikationen sind in Abb. 3-44 gezeigt.

3.5.3.2 ReFISH

Auf zwei Praparaten aus wachsenden Fibroblastenkulturen wurden 5 Prome-
taphaserosetten entdeckt und am CLSM aufgenommen (Abb. 3-45 a und b).
Bei dem ersten Praparat gelang der intermediare Wasch- und Denaturie-
rungsschritt nicht vollstandig, wodurch der Cy5-Kanal nicht mehr eindeutig war
(Tab. 2-3 ¢, S. 53). Von diesem Praparat wurden 4 Rosetten aufgenommen.
Bei dem zweiten Praparat gelang zwar der Nachweis, jedoch wurde nur eine
einzige Rosette wieder gefunden.

Pixelshift und Klassifizierung

Der durch die zweifache Aufnahme bedingte xy-Pixelshift wurde mit einem
nachgeschalteten Alignment durch das Programm correlator.cc (Heintzmann
1999) wieder ausgeglichen (Abb. 3-36, S. 148). Das weitere Vorgehen war
analog den Fibroblasten (Kapitel 3.5.2.1, S. 141): Klassifikation mit mfish3d
(Abb. 3-45 ¢), Uberpriifung jeder klassifizierten Region mithilfe der Originalda-
ten auf ihre Richtigkeit und Eintrag der Schwerpunktskoordinaten in eine Ta-
belle. Eine 3D-Rekonstruktion veranschaulicht die raumliche Anordnung, wenn
auch die Fulle an Farben verwirrend ist (Abb. 3-45 d).
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(a) Zwei Beispiele (b) 3D-Rekonstrunktion

Prometaphase rosette 1 Prometaphase rosette 2

Projection
after
deconvolution

(d) Nach Dekonvolution

(e) Klassifizierung

11 14 17

Abb. 3-44 M-FISH Klassifikation von Prometaphaserosetten. (a) Zwei Beispiele fiir
aufgenommene und klassifizierte Prometaphaserosetten. Zunédchst entsteht durch RGB-
Uberlagerung das ,true color-Bild. Nach Klassifikation mit mfish3d werden den CT Falsch-
farben zugeordnet, entspechende den verschiedenen Chromosomen. Zur besseren Darstel-
lung wurden die meisten CT abgedunkelt und nur einige Farben gelassen. (b) 3D-
Rekonstruktion einer weiteren klassifizierten Prometaphaserosette. (c) True color lichtopti-
sche Serienaufnahme durch eine andere Rosette, ohne Dekonvolution. (d) Die gleiche Serie
nach Dekonvolution mit dem Huygens ICTM-Algorithmus. (e) Nach Klassifikation mit
mfish3d. Zur besseren Darstellung wurden die meisten CT abgedunkelt und nur einige in
ihren Farben gelassen.
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(a) Erste ReFISH-Hybridisierung

(b) Zweite ReFISH-Hybridisierung

Abb. 3-45 ReFISH Kilassifikation einer
Prometaphaserosette. (a) Lichtoptische
Serienaufnahme nach der 1. Hybridisierung
eines Fibroblasten (RGB-Darstellung). (b)
Die gleiche Serie nach der 2. Hybridisierung.
(c) Nach Kilassifikation mit mfish3d. Zur bes-
seren Darstellung wurden die meisten CT
abgedunkelt und nur sieben in ihren Farben
gelassen. (d) Amira 3D-Rekonstruktion der
klassifizierten ~Prometaphaserosette. Aus
Ubersichtlichkeitsgriinden sind nicht alle
klassifizierten Chromosomen dargestellt.
Insgesamt konnten in dieser Rosette alle 46
Chromosomen identifiziert werden. An den
Wénden sieht man S/W-Projektionen.

3.5.3.3 Volumina der Territorien

In den Prometaphaserosetten wurde versucht, mithilfe des Volumens Ruck-
schliusse auf die Grolke und den Kondensationsgrad der Chromosomen zu
ziehen. In der GO-Interphase ist dieses Unterfangen noch problematischer,
weil die Chromosomen dekondensierter sind und je nach Trankskriptionssta-
tus unterschiedliche Volumina einnehmen, wie Koss (1998) in Flachenmes-
sungen zeigte. Bislang gibt es meines Wissens nur zwei Publikationen aus
demselben Labor, in denen mittels EM-Aufnahmen das Volumen von Chromo-
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somen in mitotischen Figuren bestimmt wurde, wobei die spatere auf den Da-
ten der fruheren aufbaut (Heslop-Harrison et al. 1989; Leitch et al. 1994).

Das Programm mfish3d gab zusatzlich zu den Schwerpunkten der klassifi-
zierten Regionen auch deren Volumina aus. Da es meist mehr als zwei Regio-
nen pro Chromosom klassifizierte, wurden mithilfe der Originalbilder die zwei
homologen Chromosomen bestimmt und deren Volumen in die Ergebnistabel-
le eingetragen. In der Regel waren dies die grofdten, in dieser Farbe klassifi-
zierten Regionen.

Das Volumen der Chromosomen wurde in Relation zu dem Volumen der ge-
samten Prometaphaserosette gesetzt. Dieses Gesamtvolumen wurde wieder-
um auf mehrere Arten experimentell bestimmt bzw. berechnet: (i) durch die
Gegenfarbung DAPI, (ii) durch das Maximage (Summe aller Hybridisierungs-
signale) und (iii) durch die Annahme, der Fibroblast sei ndherungsweise ein
Ellipsoid mit den gemessenen Halbachsen in x-, y- und z-Richtung. Im Mittel
ergaben sich dabei folgende Volumina (MW % SD):

(i) Dapi (n=23): 554 +252,3 pm®
(i) Maximage (n=28):708 +236,1 pm®
(i) Ellipsoid (n=28): 614 +190,7 pm®

Daraus ergab sich eine Reihenfolge der Grolke nach von ,Maximage > El-
lipsoid > Dapi“, wobei die Standardabweichung teils bis zu 50% betrug. Dabei
waren die am konfokalen Mikroskop aufgenommenen Zellkerne ,Cell 1 — 4°
relativ homogen und insgesamt grol3er als die anderen Zellkerne (siehe Abb.
3-46). Die GrofRen der restlichen Zellkerne waren variabler und ein Einfluss
der Dekonvolution konnte nicht prinzipiell ausgeschlossen werden. Elektro-
nenmikroskopische Daten mitotischer Chromosomen im Zellkern gelangten zu
einem weit geringeren Gesamtvolumen (durchschnittlich 91,6 pm® Heslop-
Harrison et al. 1989). Im Vergleich zu den hier gefundenen Betragen war die-
ses Volumen etwa 5- bis 7-mal kleiner.
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Volumes of whole prometaphase rosettes @ Dapi [um3]
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Abb. 3-46 Vergleich der gemessenen, bzw. berechneten Volumina ganzer
Prometaphaserosetten. Die VVolumina der 26 Rosetten sind auf der Ordinate, deren Namen
auf der Abszisse angegeben. Da Dapi nur am Epifluoreszenzmikroskop aufgenommen
werden konnte, fehlt dieser Balken bei den konfokalen Daten. ,Maximage® ist die Summe
aller Hybridisierungssignale und ,Ellipsoid” das Volumen, berechnet aus den gemessenen
Léngen der Halbachsen.

Die Ergebnisse der Volumenberechnung sind in Abb. 3-47 zusammen mit ei-
nem Vergleich der Daten aus Heslop-Harrison et al. (1989) dargestellt. Die
gemessenen Chromosomenvolumen wurden zum Dapi-Volumen (siehe oben)
in Relation gesetzt, bzw. bei den konfokalen Bildern zu Maximage. Die mit
mfish3d gemessenen relativen Chromosomenvolumen zeigten variable Betra-
ge mit hohen Standardabweichungen. Ein Trend von den grof3en zu den Klei-
nen Chromosomen war jedoch erkennbar.

Die Volumen aus Heslop-Harrison et al. (1989) wurden aus EM-Bildern mito-
tischer Figuren von 10 fetalen Lungenfibroblastenkernen mit einer Schnittdicke
von 0,1uym berechnet. Die nach Standardfixierung mit 5% Glutaraldehyd
durchgefuhrte Dehydrierung durch eine Ethanolserie konnte in diesen Experi-
menten zu Fixierungsartefakten gefuhrt haben. Die Autoren verglichen jedoch
ihre Volumenangaben mit den Langenangaben der ISCN-Nomenklatur (ISCN
1985) und kamen dabei auf eine gute Ubereinstimmung. Im Vergleich zu den
hier bestimmten Werten, betrug vor allem bei den groen Chromosomen 1 bis
10 der Unterschied ein 2- bis 3-fach geringeres Volumen gegenuber den Lite-
raturdaten (Abb. 3-47). Dies war vermutlich auf ein zu groltes Gesamtvolumen
der hier gemessenen Daten zurickzufuhren (siehe vorige Seite).
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50 - Relative volumes of single CTs
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Abb. 3-47 Vergleich der Volumina der von mfish3d klassifizierten Chromosomen von
Prometaphaserosetten mit denen aus der EM-Studie Leitch et al. (1994). Die Chromo-
somenvolumen wurden in Relation zum Dapi-Volumen, bzw. bei den konfokalen Daten zu
Maximage gesetzt. Die Standardabweichung ist als Fehlerbalken angegeben. Obwohl der
Trend der Volumina in den M-FISH Daten erkennbar ist (die nach ISCN (1985) grof3en
Chromosomen haben auch ein gréReres Volumen als die kleinen), gibt es ,AusreilSer” wie z.
B. Chr. 6. Die Werte aus Heslop-Harrison et al. (1989) sind im Schnitte etwa zwei bis dreimal
gréer als die hier gefundenen.

3.5.3.4 Abstande zum Rosettenmittelpunkt

Histogramme

In Abb. 3-48 sind die Abstande der Chromosomen zum Mittelpunkt der Prome-
taphaserosette CT-CN analog den GO-Fibroblasten dargestellt. Auch hier war
es so, dass die Chromosomen umso zentraler lagen, je kleiner sie waren. Zum
Beispiel lag Chr. 1 in 81% der Falle in den Klassen 0,7 - 1,0 (70 - 100% des
Radius) und damit fast ganz auf3en. In der aullersten Klasse 1,0 nahm die
Kurve wieder ab, da die Schwerpunkte gro3er Chromosomen nicht ganz am
Rand zu liegen kommen kénnen. Im Gegensatz zu Chr. 1 hatte die Haufigkeit
des kleinen Chr. Y eine Verteilung, die vom Mittelpunkt bis zur Klasse 0,5 (0-
50% des Radius) bereits 71% aller Schwerpunkte enthielt.

Streudiagramme

Eine anschaulichere Form der Darstellung wird in Abb. 3-49 gezeigt. Die Ro-
sette wurde behandelt, wie eine zweidimensionale Flache, wobei die z-
Komponente aufler Acht gelassen werden musste. Ein 3D-Streudiagramm
zeigte keine wesentliche Abweichung von dem hier gezeigten 2D-Muster (Da-
tei ,3DStreudiagramm_AlleMediane.jpg”“ auf der CDROM zu diesem Verzeich-
nis). Der durchschnittliche Achsendurchmesser der Rosetten betrug dy =
22,17um, dy = 11,6 ym und d, = 5,8 pm. Am Beispiel der beiden Chromosomen
1 und Y konnte man gut erkennen, dass Chr. 1 weiter aulen lag als Y (Abb.
3-49 a). Bei den beiden etwa gleich groRen Chr. 18 und 19 wurde dieser radia-
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le Unterschied im Vergleich zu den GO-Fibroblasten nicht mehr gefunden (b).
Die am weitesten innen liegenden Mediane (c) waren die kleinen Chr. 20, 21
und Y, am aullersten lagen die grolden bzw. mittelgroien Chromosomen 1, 3,
4,9 und 13.

Signifikante GréBenunterschiede

Fiur alle Kombinationsmoglichkeiten wurde analog den GO-Fibroblasten ermit-
telt, ob sie sich signifikant voneinander unterschieden. In den GO-
Fibroblastenkernen wurde gefunden, dass etwa ab Chr. 11 ein radialer Unter-
schied zwischen den Positionen der groRen und kleinen Chromosomen signi-
fikant wurde (Tab. 3-7, S. 154). Bei Prometaphaserosetten zeigte der Signifi-
kanztest, dass die Signifikanzgrenzen weiter in Richtung der kleineren Chro-
mosomen verschoben waren (detaillierte Ergebnisse in der Tabelle ,Signifi-
kanz hom Abstande Rosetten.doc” auf der CDROM zu diesem Verzeichnis).
Ein Unterschied wurde hier erst ab Chr. 17 signifikant.
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(a)

Radiale 3D-Abstande in Prometaphaserosetten
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Abb. 3-48 Abstidnde der Chromosomen in Prometaphaserosetten zum Mittelpunkt. (a)
Beispiele fiir die Datenerhebung aus den Bildern. Es werden die Absténde der beiden Chr. 6
zum Mittelpunkt der Rosette dargestellt. (b) Haufigkeiten der Schwerpunktsabstdnde vom
Mittelpunkt, normalisiert auf den Radius und anschlieBend in 10 Klassen eingeteilt, wobei z.
B. die Klasse 0,1r die Absténde 0 - 10% des Radius beinhaltet. Die Fallzahlen n, sowie der
Median sind angegeben. Die Fehlerbalken zeigen den Standardfehler.
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Positionsplots aller Chromosomen in Prometaphaserosetten
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(b)
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Abb. 3-49 XY-Positionen aller Chromosomen-Schwerpunkte in menschlichen Prome-
taphaserosetten. Die Koordinaten wurden gedreht, so dass die lange Achse mit der x-
Achse Ubereinstimmt, auf einen durchschnittlichen Radius normalisiert und als Punkte im
ersten Quadranten dargestellt. Die z-Richtung musste fiir diese Darstellung auBer Acht ge-
lassen werden. (a) Die meisten Y-Positionen sind weiter in der Mitte zu finden als die 1-
Positionen. (b) 18- und 19-Positionen wurden sowohl innen als auch aul3en beobachtet. (c)
Mediane und (d) Mittelwerte aller Chromosomenpositionen in der Rosette. Zur besseren Vi-
sualisierung wurden die Achsen nur von 0,5 — 4 um skaliert.

3.5.3.5 Abstande der homologen Chromosomen zueinander

Aufgrund der kreisformigen Gestalt der Rosetten sollte, je naher sich zwei ho-
mologe Chromosomen an der Mitte der Rosette befinden, ihr Abstand zuein-
ander kleiner ausfallen. Weiter kann mit den Abstanden der homologen Chro-
mosomen eine mogliche Homologenassoziation untersucht werden. Waren die
Abstande immer klein mit einer geringen Standardabweichung, so lagen die
zwei Homologen nahe beieinander, was fur eine Assoziation sprechen wurde.
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Histogramme

Die Haufigkeiten der Abstande der homologen Chromosomen wurden wieder
als Histogramme dargestellt und sind detailliert in der Tabelle ,Abstande der
homologen Chr in Rosetten.doc” auf der CDROM zu diesem Verzeichnis auf-
gelistet. Die Ergebnisse waren analog denen der GO-Fibroblasten. Alle Distan-
zenhaufigkeiten der homologen Chromosomen zeigten sich normalverteilt
(Shapiro-Wilks-Anpassungstest, p > 0,01) mit einer gro3en Standardabwei-
chung. Dieses Ergebnis sprach gegen eine Homologenassoziation in Prome-
taphaserosetten.

Lagen die Chromosomen naher der Rosettenmitte (z. B. Chromosomen 20,
21, Y, siehe Abb. 3-48 vorige Seite), so waren auch ihre homologen Abstande
geringer. Am deutlichsten war dieser Trend bei den Homologen des Chr. 20
sichtbar, die nur einen durchschnittlichen Abstand von 22% des Durchmessers
hatten. Der Umkehrschluss, weit au’en liegende Chromosomen waren auch
immer weit voneinander entfernt, ist nicht gultig, denn die Anordnung kann an
der Kernhulle variabel sein, von gegenuber bis benachbart. Bei zufalliger
Nachbarschaft sollte sich eine Normalverteilung mit dem Mittelwert um 50%
des Durchmessers ergeben, was auch der Fall war. Eine Ausnahme stellte
das Chr. 1 dar, wobei der Mittelwert 0,37d eine extrem breitere Standardab-
weichung (= 0,24d) besal}.

Die Tatsache, dass bei einigen Chromosomen zwei Klassen prominent auf-
traten (z. B. bei Chr. 6 die Klassen 0,2d und 0,6d) bedeutet, dass die Schwer-
punkte einerseits haufig nebeneinander, andererseits haufig im rechten Winkel
zueinander lagen. Keine der Kurven wich jedoch signifikant von einer Normal-
verteilung ab, so dass diese Werte wahrscheinlich ,Ausreil3er darstellten.

3.5.3.6 Winkel der homologen Chromosomen zueinander

Der Winkel, den zwei homologe Chromosomenterritorien vom Mittelpunkt aus
gesehen einschliel3en, ist ein Mal} fur die nachbarschaftliche Nahe. Die Winkel
werden benutzt, um herauszufinden, ob zwei homologe Chromosomen immer
starr gegenuber angeordnet sind, so wie von Nagele et al. (1995) behauptet.
In einem solchen Fall wirde man erwarten, dass die homologen Chromoso-
men einen Winkel von etwa 180° haben.

Aus Tab. 3-9 geht hervor, dass dies nicht der Fall war: Alle Homologen
schlielRen einen mittleren Winkel von 88,5° ein, wobei die Spannweite von 5°
bis 177° reicht. Zusammen mit der hohen Standardabweichung ist kein Hin-
weis auf eine starre Separation erkennbar.
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Prometaphase rosettes
Mean homologe separation

Chr n Mean Range SD
1 24 70,3 10 - 164 55,4
2 23 79,1 14 - 172 50,4
3 26 81,1 16 - 176 45,7
4 23 91,2 5 - 176 50,8
5 23 81,2 8 - 164 46,4
6 21 80,3 1 - 175 54,7
7 22 104 10 - 175 54,7
8 16 103 18 - 156 47,8
9 11 113 25 - 177 46,3
10 17 79,8 12 - 166 41,9
11 20 101 9 - 172 55
12 27 109 1 - 173 55,5
13 18 67,2 12 - 174 46,7
14 14 83,9 8 - 151 42,6
15 21 106 1 - 171 49,9
16 15 92,4 21 - 140 43,1
17 15 80,5 9 - 150 36,7
18 21 93,8 29 - 174 48,7
19 21 91,5 14 - 163 48,5
20 12 47,2 8 - 151 454
21 24 90 14 - 170 52,5
22 23 97,9 26 - 172 41,2

X-Y 26 93,6 23 - 174 46,6

Tab. 3-9 Winkel der homologen Chromosomen in menschlichen
Prometaphaserosetten.

3.5.3.7 Abstande der heterologen Chromosomen

Distanzen zwischen bestimmten heterologen Chromosomenpaaren konnten
einen Hinweis fur eine nachbarschaftliche Anordnung liefern. Dabei ist aber zu
berucksichtigen, dass zwei Chromosomen enger beieinander sind, wenn sie in
der Mitte der Rosette liegen. Die Assoziation solcher Chromosomen ware
dann die indirekte Folge einer nicht-zufalligen radialen Anordnung. Eine zu-
satzliche Analyse der Winkel wirde helfen, direkte nachbarschaftliche Bezie-
hungen aufzuklaren.

MDS-Plot

Aus der Tabelle der heterologen Abstande konnte ein MDS-Plot erstellt wer-
den, der eine ,Landkarte“ der gefundenen Schwerpunkte darstellt. Durch Zah-
lensimulation verschiedener Mdglichkeiten wurde herausgefunden, dass, wur-
den alle Chromosomen in der Rosette eine starre Anordnung haben (1 neben
2 neben 3 neben 4 usw.), die Abfolge im MDS-Plot eine lineare Reihe von Chr.
1 bis Y ware (siehe Datei ,MDS_StarreVerteilung.jpg“ auf der CDROM zu die-
sem Verzeichnis). Simuliert man so eine Clusterung der akrozentrischen
Chromosomen {13, 14, 15, 21, 22}, belasst die Abstande der restlichen Chro-
mosomen aber starr, so ergibt sich ein Halbkreis, auf dem die Chromosomen
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linear angeordnet sind, nur die akrozentrischen wirden eine eigene Gruppe
bilden (,MDS_StarreVerteilung_Acro1.jpg“). Der MDS-Plot der experimentell
gefundenen heterologen Positionen zeigt kein derartiges Verhalten (Abb.
3-50). Vielmehr ist die radiale Anordnung der kleinen und grof3en Chromoso-
men gut sichtbar. Eine nachbarschaftliche Beziehung ist im MDS-Plot mogli-
cherweise zwischen den Chr. {1, 9} oder {2, 5, 13} zu erkennen. Erstere Paa-
rung konnte aufgrund der heterochromatischen Blocke (1912, 9q12) zustande
kommen, den die beiden Chromosomen tragen (Arnoldus et al. 1989). Gegen
diese Assoziation spricht allerdings die weite Entfernung von Chr.16, das e-
benfalls einen solchen Heterochromatinblock (16q12) enthalt. Fur die zweite
Paarung gibt es keine Erklarung in der Literatur. Weil im MDS Plot der GO-
Fibroblastenkerne (Abb. 3-42, S. 161) diese drei Chromosomen weit ausei-
nanderliegen, handelt es sich hier eventuell um ein Artefakt.

MDS-Plot heterologer Chromosomen in Rosetten
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Abb. 3-50 Abstinde heterologer Chromosomen in Prometaphaserosetten, dargestellt
als MDS-Plot. Die Einheiten sind standardisiert und deswegen dimensionslos.

3.5.3.8 Winkel der heterologen Chromosomen zueinander
Ein letztes Mal} fur die Nachbarschaft zweier heterologer Chromosomen ist ihr

Winkel zueinander. Das bereits zuvor gesagte, gilt auch hier: kleine Winkel
lassen auf eine enge relative Nachbarschaft schliel3en, groRe auf eine Tren-
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nung. Bei einer starren Anordnung durfte die Standardabweichung der Winkel
nur gering sein. Es wurden die Winkel aller 275 moglichen Kombinationen be-
stimmt. Die gemessenen Winkelabstande lagen zwischen 66°-111° im Mittel
bei etwa 90°. Eine SD von * 50° lasst auf eine hohe Variabilitat zurickschlie-
Ren. Diese hohe Variabilitat ist nicht vereinbar mit einer starren nachbarschaft-
lichen Anordnung der Chromosomen in den Prometaphaserosetten (detaillier-
te Ergebnisse als Entfernungstabelle auf der CDROM in der Datei ,Winkel der
heterologen Chr in Rosetten.doc).
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4. DISKUSSION

4.1 Chromosomen- und Zellpraparation, FISH Vorbehandlung

Synchronisation

Zellkulturen sind weit davon entfernt, ,homogene® Zellpopulationen zu darzu-
stellen. Eine Fibroblastenzellkultur enthalt zwar nur einen Zelltyp, die einzel-
nen Zellen kdnnen sich jedoch in unterschiedlichen Zellzyklusstadien befinden
(M, G1, S oder G2) oder den Zellzyklus verlassen haben (G0). AulRerdem
konnen Fibroblasten einer Kultur unterschiedlich stark gealtert sein. Da der
madgliche Einflu dieser Parameter auf die Zellkernarchitektur unbekannt war,
sollte, soweit moglich, eine homogene Zellpopulation untersucht werden. Von
den verschiedenen Methoden zur Synchronisation (Isoleucinentzug, Abschut-
teln mitotischer Zellen, Hydroxyharnstoff (Cao et al. 1991), Mimosin (Fauth
1998; Valdes et al. 2002), Serummangel) wurde die Konfluenz nach Serum-
mangel verwendet (Nagele et al. 1999). Durch Wachsenlassen einer
Fibroblastenkultur bis zur Konfluenz ist eine Synchronisation in der GO-Phase
des Zellzyklus moglich, die dem ausdifferenzierten Stadium im Lebenslauf der
Fibroblasten entspricht (Vishwanath et al. 1999). Mittels FACS-Analyse einer
konfluenten und einer wachsenden Kultur konnte gezeigt werden, dass in ei-
ner konfluent gewachsenen Schale sich nahezu alle Zellen (~97%) in der GO-
Phase befanden. In einer Diplomarbeit (Engelhardt 2001) konnte mit dem An-
tikorper pKi-67 (Bridger et al. 1998; Endl und Gerdes 2000) gezeigt werden,
dass in solch einer Kultur kaum noch proliferierende Zellen vorhanden sind.

Fixierung

In zahlreichen Arbeiten zur Chromosomentopologie im Zellkern wurde eine
Methanol-Eisessig (MAA) - Fixierung benutzt (Spaeter 1975; Emmerich et al.
1989; Popp et al. 1990; Croft et al. 1999; Boyle et al. 2001). Die Hybridisie-
rungssignale sehen etwas homogener aus als bei Paraformaldehyd (PFA) -
fixierten Zellen. Im Vergleich zur PFA-Fixierung ist der Nachteil der Methode
jedoch eine Schrumpfung der Zellkerne. Zusatzlich beschreiben Raap et al.
(1986) einen 40%-igen DNA-Verlust nach der Hitze-Denaturierung MAA-
fixierter Zellen und Bourgeois et al. (1981), dass im Zellkern 3D-Strukturen kol-
labieren, wenn sie an der Luft austrocknen.

Um solche Artefakte zu vermeiden, wurde in dieser Arbeit eine wassrige
PFA-Fixierung angewandt (Solovei et al. 2002b). Wahrend der gesamten 3D-
FISH Prozedur wurde standig auf die Morphologie der Zelle bzw. des Zell-
kerns geachtet. Zellkerne, die als Folge einer zu langen HCI-Behandlung oder
Uberdenaturierung offensichtliche Artefakte zeigten, wie z. B. DNA-
Ausbuchtungen ins Zytoplasma oder Halos um die Zellkerngrenzen, wurden
von der Auswertung ausgeschlossen.
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Die hier verwendeten Zellen wurden sorfaltig auf 3D-FISH-induzierte Artefak-
te untersucht (Solovei et al. 2002a). Wahrend auf lichtmikroskopischer Ebene
keine drastische Umverteilung des Chromatins nach 3D-FISH zu erkennen
war, war die Ultrastruktur im EM stark beeintrachtigt. Es ergab sich eine netz-
artige Struktur mit einer Maschenweite von 80 - 200 nm, die zuvor nicht vor-
handen war. Da aber im LM nach der 3D-FISH Prozedur keine Veranderung
der Anordnung von Territorien beobachtet wurde, die zuvor in denselben Zel-
len im lebenden Zustand sichtbar gemacht worden waren, konnte davon aus-
gegangen werden, dass zumindest auf LM-Ebene Chromosomenpositionen im
Zellkern ihre Gultigkeit und Reproduzierbarkeit besal3en.

In Popp et al. (1993) wird beschrieben, dass trotz unterschiedlicher Fixierun-
gen die relativen Abstande zwischen Chromosom 18 Centromerregionen im
Zellkern immer gleich blieben. Sogar in Zellen, die hypoton behandelt wurden,
und bei denen folglich die Zellkernflache in 2D um etwa das 2,5-fache groRer
war, blieben die Verhaltnisse der gemessenen Distanzen vergleichbar. Ein
ahnliches Ergebnis wird auch in Solovei et al. (2002a) berichtet. Im Zuge der
Permeabilisierung schwoll der Zellkern leicht an, schrumpfte dann aber wah-
rend der 3D-FISH Prozedur wieder, so dass er am Ende etwa 80% des Le-
bendvolumens einnahm. Die relativen Distanzen von FISH Signalen blieben
jedoch erhalten, vermutlich weil durch das Formaldehyd eine gute Querver-
netzung von Proteinen und DNA erreicht wurde.

Mit der 3D-FISH Methode konnte ein Standardprotokoll fur die Erforschung
der Zellkerntopologie erstellt werden. Die generelle Anwendung eines solchen
sorgfaltig getesteten Protokolls in den verschiedenen Arbeitsgruppen sollte
einen Vergleich der Ergebnisse in der Literatur erleichtern.

4.2 Hybridisierung und Detektion

4.2.1 Verbesserung der Spezifitat mit Hilfe von ,,repeat depleted”

Painting Sonden

Gelaufige FISH-Protokolle fur komplexe Sondensatze bendtigen die Zugabe
einer Kompetitor-DNA, meist C.t-1 DNA. Im Laufe dieser Arbeit wurde ein ver-
besserter Sondensatz generiert, der einen verminderten Anteil an repetitiven
Elementen besald und keine Kreuzhybridisierungen mehr aufwies. Die Proze-
dur basierte auf der Subtraktion repetitiver Elemente aus PCR-amplifizierbaren
chromosomalen Painting Sonden. Die bestehenden Protokolle (Chen-Liu et al.
1995; Rouquier et al. 1995; Craig et al. 1997) wurden verbessert und zum ers-
ten Mal fur alle 24 menschlichen Painting Sonden angewandt (Bolzer et al.
1999).

Im Rahmen des Auflésungsvermdgens mikroskopischer und radioaktiver
Techniken ist die Aussage gerechtfertigt, dass alle repetitiven Sequenzen aus
den Painting Sonden entfernt wurden (Abb. 3-1, S. 89). Auch eine mehrfache
Reamplifikation lieferte keinen erkennbaren Zuwachs dieser Elemente mehr.
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Der im Laufe dieser Arbeit entstandene Satz an ,repeat depleted® Painting
Sonden erhohte die benotigte Flexibilitat fur das Design von M-FISH-
Experimenten und flhrte zu einer deutlichen Verbesserung des Signal- zu Hin-
tergrund-Verhaltnisses. Er wurde fur die in dieser Arbeit durchgefuhrten Expe-
rimente fur die Hybridisierungen an Lymphozyten und Fibroblasten verwendet,
mit der Ausnahme der mit dem neu entwickelten 7-Fluor Mix durchgeflihrten
Experimente an Fibroblasten. Der 7-Fluor Ansatz wurde parallel zu der ,repeat
depletion® entwickelt und es wurden dabei noch normale Painting Sonden
verwendet.

Alternative: Langere Preannealingphase

In der Literatur gab es einen Hinweis darauf, dass einige WCP-Sonden spezi-
fisch hybridisieren, nachdem die Preannealingphase verlangert wurde
(Wienberg et al. 1997). In den durchgefuhrten M-FISH-Experimenten wurde
diese Moglichkeit ausgetestet. Sie fuhrte jedoch zu keinem akzeptablen Resul-
tat. Nach 3 h ,preannealing” wurden immer noch Kreuzhybridisierung und eine
starke Fluoreszenz in vielen Centromerregionen beobachtet. Die unzureichen-
de Qualitat dieser Hybridisierungen liel3 keine reproduzierbare Klassifikation
Zu.

4.2.2 Fluorochrome und Filter

Von entscheidender Bedeutung war die Wahl der Fluorochromkombination
und die darauf abgestimmten Filtersatze. Es wurden bis zu sieben Fluoroch-
rome plus DAPI verwendet, die im Spektrum teils sehr eng nebeneinander la-
gen. Das bedeutet, dass die Filter nur ein extrem kurzes Lichtband durchlas-
sen durften und hohe Anforderungen an ihre Beschichtung gestellt werden
(Reichman 2000).

Signalintensitéten

Die in dieser Arbeit erstmals durchgefuhrten fluoreszenzmikroskopischen Viel-
farben 3D Darstellungen von CT zeigten, dass der Zellkern fast vollstandig mit
Chromosomen ausgeftllt war. Dagegen wurde in TEM Rekonstruktionen ge-
zeigt, dass Chromatin nur etwa 50% des Zellkernvolumens einnimmt (Lopez-
Velazquez et al. 1996; Visser et al. 2000; Solovei et al. 2002a). Die kurzlich
entwickelten Verfahren zur in vivo Darstellung von CT zeigen, dass diese oft
von Hohlraumen umgeben sind, und dass sich dieser Interchromatinraum bis
ins Innere eines CT fortsetzten kann (Cremer T. et al. 2000; Solovei et al.
2000; Visser et al. 2000; Schermelleh et al. 2001).

Wie ist der Unterschied zwischen ,fast vollstandiger” Ausfullung im LM und
Jediglich 50%-igem“ Volumen im TEM zu erklaren? Erstens waren die Mes-
sungen des Volumens der CT und der Zellkerne sehr variabel, was durch die
Schwellwertabhangigkeit der Messung zustande kam (ausfuhrliche Diskussion
siehe Kapitel 4.3.4, S. 186). Das bedeutet, dass wahrscheinlich ein zu grol3es
Volumen im LM detektiert wurde.
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Zweitens hangt die Intensitat eines Fluorochroms von physikalischen Eigen-
schaften, wie dem Extinktionskoeffizienten oder der Quantenausbeute (,quan-
tum yield®) ab. Je schwacher ein Fluorochrom ist, desto mehr Belichtungszeit
ist also notwendig, um die gleichen Signalintensitaten zu erreichen. Gleichzei-
tig streut das Signal eines intensiveren Fluorochroms mehr in andere Bildbe-
reiche aus, und fuhrt damit bei Volumenmessungen zu uberhdhten Werten,
weil Pixel mitgezahlt werden, die eigentlich kein Signal beinhalten. Dass z. B.
das mit Cy3.5 dargestellte Chr. 12 in etwa das gleiche Volumen wie das mit
Fitc dargestellte Chr. 3 besal} (Abb. 3-47, S. 169), ist vermutlich auf die hohe-
re Intensitat des Fluorochroms Cy3.5 zurlckzufuhren. Im Idealfall hatten alle
verwendeten Fluorochrome die gleiche Intensitat besitzen sollen, was in der
Praxis jedoch nicht erreichbar war.

423 M-FISH und ReFISH

In der vorliegenden Arbeit wurden zwei Hybridisierungsmethoden verwendet,
die zwar beide einen kombinatorischen Ansatz verfolgten, jedoch technisch
gesehen unterschiedlich waren. Mit beiden Methoden gelang es, alle Chromo-
somen im Fibroblastenzellkern aufzunehmen.

Wahrend nach M-FISH lichtoptische Schnitte fur alle Fluorochrome in einer
Sitzung aufgenommen werden konnten, mussten bei ReFISH nach der 1.
Hybridisierung zunachst eine Vielzahl an Zellkernen aufgenommen werden.
AnschlieRend wurde das Praparat entdeckelt, gewaschen, denaturiert und mit
dem komplementaren Mix erneut hybridisiert (Muller et al. 2002). Die bereits
aufgenommenen Zellen mussten auf dem Praparat wiedergefunden werden.
Dies war mithilfe eines automatischen xy-Tisches und mit einem feinen Tisch-
raster erreichbar. Dagegen war es praktisch unmaglich, eine wiedergefundene
Zelle in exakt demselben Rahmen erneut aufzunehmen. Sie hatte im Vergleich
zur ersten Aufnahme immer einen leichten lateralen Pixelshift. Deshalb wurde
das beschriebene Alignment der beiden Aufnahmebildstapel nétig (Abb. 3-36,
S. 148).

Vorteil dieser Methode war, dass nur drei Fluorochrome verwendet wurden
und deshalb ein CLSM mit seinen drei Standard-Laserlinien zur Aufnahme
verwendet werden konnte. Man erhielt konfokale Bilder, die aufgrund der
Lochblende eine hohe Auflosung mit geringem ,flaring“ besal’en, so dass die
Klassifikationsergebnisse eindeutig wurden.

Farbspezifitat

Im Kapitel 2.2.1 (S.46) wird die Farbauflosung (,color discrimination efficien-
cy“) fur einzelne Markierungsschemata theoretisch hergeleitet. Dabei konnte
der Grenzfall fur ein komplettes Markierungsschema, in dem Zweier- und
Dreiermarkierungen vorkommen berechnet werden, im Vergleich zu einem
Schema, in dem nur Zweierkombinationen vorkommen.

Beispielsweise waren bei dem verwendeten ReFISH-Markierungsschema
(Tab. 2-3, S. 53) Dreiermarkierungen erforderlich, um alle 24 Painting Sonden
eindeutig zu markieren, denn mit zwei mal drei Fluorochromen sind nur 15
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Zweiermarkierungen moglich (Gleichung 2-1, S. 46). Durch die erforderlichen
Dreiermarkierungen verschlechterte sich die Auflosung im Farbsinn um 14%
gegenuber einer ausschliellichen Zweiermarkierung (Gleichung 2-4, S. 47;
Saracoglu et al. 2001). Fur das Klassifikationsprogramm (und das menschli-
che Auge) war es schwieriger, eindeutige Kombinationen zu finden.

Dies spiegelte sich in der Zahl klassifizierter Territorien wider: In M-FISH Bil-
dern konnten 83% aller Territorien zugeordnet werden, bei ReFISH sank der
Wert auf 78% (Tab. 4-1, S. 188). Damit konnte der in Muller et al. (2002) be-
schriebene Wert von uber 90% klassifizierter CT bei ReFISH-Bildern nicht er-
reicht werden.

Der Wert von ReFISH (78%) war jedoch nicht um die erwarteten 14%
schlechter als M-FISH (83%), was vermutlich auf die hohere Auflosung des
konfokalen Mikroskops im Gegensatz zum Weitfeldmikroskop zurtckzuflhren
war. So hat vermutlich die optische Auflésungsverbesserung einer Verschlech-
terung der Farbauflosung entgegengewirkt.

4.3 3D-Mikroskopie und Dekonvolution

Wahrend die konfokale Mikroskopie zu Beginn der Arbeit bereits etabliert war,
muften die Aufnahmen lichtoptischer Schnitte mit dem Weitfeldmikrokop und
die anschlieffende Dekonvolution in unserem Labor erst etabliert werden. 3D-
Vielfarben FISH wurde als eine Moglichkeit angesehen, dieses Feld zu er-
schlieen und damit die hohere Auflosung bei Verwendung von sieben Fluo-
rochromen zu nutzen, um die drei-dimensionale Chromosomentopologie im
Zellkern zu ergrunden.

4.3.1 Konfokale Vielfarben-Mikroskopie

Vielfarben-Ansétze

Mit den verwendeten CLSM konnten je drei Fluorochrome sichtbar gemacht
werden: Fitc, Cy3 und Cy5. Mit einem kombinatorischen Ansatz wurde bereits
gezeigt, dass es mdglich ist, sieben Chromosomenterritorien im Zellkern von
Huhnerfibroblasten gleichzeitig zu visualisieren (Habermann et al. 2001). Ne-
ben dem Ergebnis, dass eine radiale Anordnung der Makrochromosomen au-
Ren und der Mikrochromosomen innen gefunden wurde, zeigte sich dass die
CT in der G1-Phase zweier Tochterzellen eine parallele oder anti-parallele
Anordnung einnehmen.

Der in dieser Arbeit verwendete ReFISH Ansatz verband die Vorzuge des
CLSM mit einer hohen Sondenzahl, allerdings auf Kosten eines langwierigen
Experiment- und Aufnahmeprozesses (Muller et al. 2002). Wahrend der Auf-
nahme der 2. Hybridisierung stellte sich heraus, dass durchschnittlich 4
Schnittebenen (~1 pm) weniger bendtigt wurden, als bei den ersten Aufnah-
men. Dies war ein Indiz daflr, dass der Kern durch die erneute Vorbehandlung
geschrumpft war (Muller et al. 2002). Die Autoren geben fur diese Schrump-
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fung zwischen der 1. und 2. Hybridisierung einen Wert von 10% in z-Richtung
und 5% in xy-Richtung an. Die Proportionen insbesondere der Territoriums-
grenzen blieben jedoch gleich. Andere Experimente aus der Literatur de-
monstrierten ebenso, dass selbst bei einer leichten Schrumpfung die relativen
Proportionen und Abstande von Hybridisierungssignalen gleich blieben (Popp
et al. 1990; Solovei et al. 2002b). Das durchgefuhrte Alignment (mit dem Pro-
gramm correlator.cc siehe Abb. 3-36, S. 148) zwischen beiden Bildstapeln
glich die Folgen der Schrumpfung nachtraglich wieder aus.

Leica TCS SP

Eine Neuentwicklung zur Zeit der Experimentdurchfihrung war das CLSM
Leica TCS SP. Es verwendet keine Filter, sondern spaltet das emittierte Licht
uber ein Prisma auf (fir einen Vergleich mit anderen Systemen siehe Zucker
und Price, 2001). Mittels eines verstellbaren Schlitzspalts kann man das Licht
bestimmen, das auf den Photomultiplier treffen soll. Eine Uberlegung dieser
Arbeit war, ob man damit mehr als die Ublichen drei Fluorochrome anregen
und Uber einen kombinatorischen Ansatz sogar alle 24 menschlichen
Chromosomen sichtbar machen konnte. Es stellte sich jedoch heraus, dass
keine Diskriminierung zwischen Cy3 und Cy3.5 , bzw. zwischen Cy5 und
Cy5.5 erreicht werden konnte.

4.3.2 Weitfeld-Epifluoreszenzmikroskopie

CCD-Kamera

Ein Vorteil gegenluber konfokalen Geraten ist die bessere Lichtausbeute durch
die CCD-Kamera, da sie viel sensitiver als ein Photomultiplier ist. Dadurch
konnen die Expositionszeiten herabgesetzt, und ein Ausbleichen vermieden
werden (Agard et al. 1989).

Partiell konfokaler Effekt

Schliel3t man die Leuchtfeldblende so weit wie moglich um den aufzunehmen-
den Zellkern herum, so tritt ein partiell konfokaler Effekt ein (Hiraoka et al.
1990). Da dies gleichzeitig den Vorteil hatte, dass Zellen in anderen Bereichen
nicht bestrahlt wurden und damit auch nicht ausbleichen konnten, wurde die
Beleuchtungsblende immer so weit wie moglich geschlossen.

Dekonvolution

Kennt man die PSF (point spread function) des zur Bildaufnahme verwendeten
Objektivs, kann mittels Dekonvolution der Anteil der ,out-of-focus® Fluoreszenz
in jeder Bildebene nachtraglich eliminiert und so die Qualitat der Bilder erhdht
werden. Deshalb gehen 3D-Epifluoreszenzmikroskopie und Dekonvolution
Hand in Hand (siehe nachster Abschnitt). Der geradlinigste dieser Bildverar-
beitungswege benutzt die Informationen der beiden in z-Richtung benachbar-
ten Ebenen, um die mittlere Ebene zu korrigieren (Agard et al. 1989). Auf die-
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se Weise wurden bereits 1983 alle sechs Chromosomen im polytanen Zellkern
von Drosophila aufgenommen und rekonstruiert (Agard und Sedat 1983;
Hochstrasser et al. 1986).

Nipkow-Scheibe und Programable Array Microscope (PAM)

Zwei neue Entwicklungen versuchen die Vorteile des konfokalen und eines
Weitfeld-Epifluoreszenzmikroskops zu vereinen. Das erste Gerat kann eine
konfokale Nipkow-Scheibe in den Strahlengang eines normales Epifluores-
zenzmikroskop einschwenken (Kozubek et al. 2001). Eine Quecksilberlampe
sorgt fur die Beleuchtung und eine CCD-Kamera fur die Aufnahme. In der er-
wahnten Verodffentlichung wurden allerdings nur die drei Standardfilter ver-
wendet und kein kombinatorischer Ansatz verfolgt.

Das zweite Gerat, das ,Dual-path programmable array microscope® (PAM),
ist technisch noch anspruchsvoller und befindet sich erst im Prototypenstadi-
um (Heintzmann et al. 2001). Bei seinem Einsatz werden zwei Bilder pro Ebe-
ne aufgenommen. Das eine enthalt das Licht aus der Objektebene, das ande-
re enthalt das ,out-of-focus“-Licht. Dies wird durch ein neues Gerat, den ,spa-
tial light modulator”, ermdglicht. Er besteht aus vielen kleinen Spiegeln, die in
zwei Richtungen ausgelenkt werden konnen. Das erste Bild entspricht dem
eines konfokalen, das zweite dem eines Weitfeldbildes. Letzteres wird nach
der Aufnahme entfaltet und tragt nach einem Abgleich mit dem ersten Bild zu
dessen Auflosungsverbesserung bei.

4.3.3 Dekonvolution

Die unterschiedlichen Eigenschaften konfokaler und Weitfeldsysteme sind in
der Theorie bekannt, in der Praxis gibt es jedoch kaum Vergleiche zwischen
diesen beiden Aufnahmemdglichkeiten. Deswegen wurden Softwarepakete
von drei Herstellern (Huygens von SVI, KS400 von Zeiss Vision und TILLvisl-
ON von T.I.L.L. Photonics) und eine nicht-komerzielle Software (axialrec von
R. Heintzmann, Gottingen) untereinander verglichen. Die Ergebnisse der
Dekonvolution mit simulierten Territorien, Bildern mit aufgenommenen ,beads®
und wirklichen Territorien wurden dargestellt. Mit einem umfassenden Betrach-
tungsversuch zur Qualitat der gewonnenen Bildstapel konnten die besten Pa-
rameter der jeweiligen Dekonvolution gefunden werden. Dabei stellte vor allem
die Modellsimulation einen eleganten Ansatz fur eine objektive Beurteilung
dar, weil das Originalbild a priori bekannt war. Dadurch wurde es Uberhaupt
erst moglich, den Gutefaktor ,Relative Energy Regain® (siehe unten) zu ver-
wenden, denn dieser Wert wird berechnet aus der Differenz des entfalteten
Bilds von dem Originalbild.

,Visual Inspection®

Ein auf dem visuellen Eindruck basierender Vergleich wurde von L. Schafer
(Carl Zeiss Vision, Imaging Consultant) durchgefuhrt und ist auf der CDROM
in der Datei ,articles\www_Ischafer_VergleichDCV\Ischafer.html“ zu finden.
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Die Dekonvolution wurde dort mit dem Programm KS400 (Zeiss Vision) durch-
gefuhrt. Die Voraussetzungen der Eingangsbilder waren jedoch nicht die glei-
chen wie hier. Erstens wurde das Bild mit einem konfokalen Mikroskop im
Weitfeldmodus aufgenommen, d. h. die Anregung fand mit einem Laser statt
und nicht mit einer Quecksilberlampe. Zweitens zeigte das Ausgangsbild lang-
liche Strukturen (Aktin) und nicht wie hier eher globulare Territorien.

Schafer kam bei seinem auf subjektiven Gesichtspunkten basierenden Ver-
gleich zu dem Schluf®, dass der Maximum Likelihood Algorithmus die besten
Dekonvolutionsergebnisse lieferte. Auch in dem hier angestellten Vergleich
war dieser Algorithmus derjenige, welcher die besten Resultate innerhalb die-
ses Programmpakets erbrachte (S. 98 bis S. 106).

Gltefaktoren (Figures of merit)

Ein anderer Ansatz, die Bilder zu vergleichen besteht darin, Gutefaktoren (Fi-
gures of Merits, FoM) zu erstellen (Markham und Conchello 1997; Kriete et al.
2001). Ein nutzliches Kriterium ist hierbei die ,Fehlerenergie®, definiert als die
Quadratdifferenz aller Pixel des entfalteten Bildes minus dem Originalbild
(Holmes 1988). Um die Bildqualitat bestimmter Objektfrequenzen zu beurtei-
len, wurde dieser Faktor weiter modifiziert in den ,Relative Energy Regain”
(RER; Heintzmann 1999). Der berechnete Wert liegt bei ,1“ fur eine perfekte
raumliche Rekonstruktion und betragt ,0“ fur keine Veranderung zum Ur-
sprungsbild. Artefakte konnen leicht erkannt werden, wenn der Wert in den
negativen Bereich abgleitet (siehe Abb. 2-7, S. 71). Fur die Skalierung der x-
Achse der RER-Graphen wurde eine Faustregel angewandt: zur Bestimmung
des Wertes ,1“ ( = Grenzfrequenz; dort, wo zwei Punkte gerade noch als zwei
Punkte aufgelost werden konnen; der RER-Wert muss an diesem Punkt im
Graphen ,Faltungsbild minus Originalbild“ den Wert ,0“ annehmen) wurde der
erste Nullwert des OTF-Graphen verwendet. Vollig korrekt ware eine Berech-
nung dieses Nullwerts mithilfe der Nyquist-Formel (Gleichung 1-1, S. 33). Der
manuell bestimmte Wert ist aber eine praktische Naherung und die theoreti-
sche Berechnung wirde nichts am Aussehen der Graphen selbst andern,
sondern nur die x-Skala etwas verschieben.

Beste Parameter

Verschiedene  Eingangsbilder wurden mit den unterschiedlichen
Softwarepaketen entfaltet und die jeweils besten Parameter herausgefunden.
Die besten Ergebnisse zusammen mit einer guten Benutzerfreundlichkeit
ergab das Huygens System, weshalb es sich im Lauf der Zeit als
Standarddekonvolution etablierte. Zwei Arten dieser Dekonvolution fihrten mit
folgenden Parametern zu den besten Ergebnissen:

(1) Huygens MLE-Algorithmus, Max N° of Iterations 100, SNR 200

(2) Huygens ICTM-Algorithmus, Max N° of Iterations 12, SNR 200

(SNR: signal to noise ratio)

Der ICTM-Algorithmus ist der schnellere von beiden, weshalb dieser Algo-

rithmus in dieser Arbeit bevorzugt verwendet wurde.
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Die Dekonvolution mit den anderen Softwarepaketen brachte durchwachse-
ne Ergebnisse (siehe Kapitel 3.3, S. 97). Teilweise erreichten die durch KS400
und axialrec entfalteten Bilder eine ebenso gute Qualitat wie zuvor Huygens.
Bei anderen Bildern war jedoch die Restauration aus unklaren Grunden
schlechter, so dass die Reproduzierbarkeit nicht mit der nétigen Sicherheit ge-
geben war. Bei der Dekonvolution mit dem Programm TI/LLvisION wurden hel-
le Linien konzentrisch um die Objekte herum beobachtet, und unterschiedliche
Grauwerte in den Bildern fuhrten zu einem Flackern, wenn man in der z-
Richtung durch den Bildstapel navigierte (Abb. 3-13, S. 106). Obwohl die Res-
tauration von ,beads” sogar besser zu sein schien als mit Huygens, konnten
die genannten Artefakte auch nach Rucksprache mit der Firma nicht ausge-
raumt werden.

CT-Positionen vor und nach der Dekonvolution

Befinden sich die Territoriumsschwerpunkte vor und nach der Dekonvolution
an der gleichen Stelle? Theoretisch sollten sich die Schwerpunkte fur die ein-
zelnen CT vor und nach der Dekonvolution kaum andern, da die Restauration
hauptsachlich Uber- und unterhalb der Fokusebene stattfindet. Ein Vergleich
mit funf Painting Sonden in Lymphozyten zeigte, dass Territorien in konfokalen
Bildern und in Weitfeldbildern mit nachgeschalteter Dekonvolution tatsachlich
kaum Unterschiede in der Verteilung ihrer Schwerpunkte besalten (Abb. 3-30,
S. 138). Damit konnte die Meinung entstehen, die Dekonvolution sei im Hin-
blick auf die Bestimmung der Schwerpunkte Uberflissig. Dies ist jedoch nicht
der Fall, da mfish3d nur mit entfalteten Bildern eine sinnvolle Klassifikation lie-
ferte. Bei nicht-entfalteten Bilder wurden meist zu wenige und zu grof3e Terri-
torien klassifiziert. Die Schwerpunkte entfalteter Vielfarben-Bilderstapel konn-
ten daher Aufschluss Uber die Anordnung der Chromosomen im Zellkern lie-
fern.

Feinstrukturen

Die Dekonvolution mit dem Huygens MLE-Algorithmus zeigte bei Bildern
zweier Veroffentlichungen (Verschure et al. 1999, dort Fig. 3; Habermann et
al. 2001) verbundene schnur-ahnliche Feinstrukturen, die bei anderer Dekon-
volutionssoftware nicht erkennbar waren. Diese hier ebenfalls beobachtete
Besonderheit scheint eine Eigenart der Huygens-Software zu sein, und es
konnte sich um ein Artefakt handeln. Weitere Untersuchungen zu diesem
Phanomen waren angebracht.

Die Dekonvolution von Weitfeldbildern zeigte bei den durchgefihrten Unter-
suchungen ein weites Spektrum an Ergebnissen, je nach Hersteller und ein-
gestellten Parametern. In dem sich rasch entwickelnden Feld der Dekonvoluti-
on sind immer weitere Verbesserungen zu erwarten (Schaefer et al. 2001). Es
ist deshalb wahrscheinlich, dass vergleichende Untersuchungen zur Dekonvo-
lution, die mit aktueller Software arbeiten, schnell veraltet sein werden.
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43.4 Schwellwerte und Volumenberechnungen

Es ist moglich, genomisch grof3e und kleine Sonden aufgrund ihrer Signalgro-
Re im Kern zu unterscheiden (van Dekken et al. 1989). Bei Painting Sonden
allerdings sind die Unterschiede vor allem bei Chromosomen der gleichen
GrofRengruppe (ISCN 1985) zu gering, um sie allein aufgrund der Grol3e richtig
klassifizieren zu kdnnen. Hatten CT ein Volumen proportional zu ihrer genomi-
schen Grole, so konnte durch eine Volumenmessung ein zusatzlicher Klassi-
fikationshinweis erhalten werden.

Um eine korrekte Volumenberechnung durchzufihren, musste ein geeigneter
Schwellwert gesetzt werden. Das Problem eines ,geeigneten Schwellwerts®
taucht in der Literatur immer wieder auf und wurde durch den Vergleich meh-
rerer Schwellwerte eher umgangen als gelost (Bischoff et al. 1993; Cremer T.
et al. 1993; Eils et al. 1996). Aus konfokalen lichtoptischen Schnitten weibli-
cher Zellkerne wurden die beiden X-Territorien in einem Kanal rekonstruiert
und deren Volumina gemessen (Eils et al. 1996). Der Schwellwert wurde so
gesetzt, dass kein Hintergrund mehr zu sehen war, die beiden CT aber ein-
deutige Einheiten bildeten. Daraus ergab sich ein Volumen flr das aktive X
(analog firr das inaktive X) von 34,5 pm® + 19,9 pm® (MW + SD). MaR man
hingegen das Volumen beim ,Full-Width at Half-Maximum® (FWHM; in diesem
Fall Grauwert 128), so ergab sich nur noch ein Betrag von etwa 9 pm?, also 1-
bis 6-mal kleiner. Diese Spanne ware fur die hier durchgefuhrte Untersuchung
viel zu grol} fur eine verlalliche Volumenbestimmung.

Die Ergebnisse der mit dem Klassifikationsprogram mfish3d erzielten Mes-
sungen zeigten zwar, dass das Volumen der gréleren Chromosomen zu den
kleineren hin tendenziell abnahm (Abb. 3-47, S. 169), jedoch waren z. B. die
Chr. 3 Territorien genauso grofy wie die Chr. 12 Territorien, obwohl nach den
genomischen Kenndaten ein GrolRenunterschied von 221 Mb / 142 Mb = 1,55
vorhanden war (The Genome International Sequencing CONSORTIUM
2001b). Die Schwellwertabhangigkeit der gemessenen Voxel in den verschie-
denen Kanalen tritt hier deutlich zu Tage. Es fehlt ein zuverlassiges Kriterium
fur die Wahl desjenigen Schwellwerts, der zum richtigen Volumen fuhrt. Dies
fuhrt zu erheblichen Schwierigkeiten, wenn das Volumen eines CT ins Ver-
haltnis zum DAPI-Volumen des Zellkerns gesetzt werden soll (Abb. 3-47, S.
169). Dann mussen zwei Schwellwerte gewahlt werden, einen fur den Kanal
des Territoriums, und einen fir den DAPI-Kanal. Uberschatzt man das DAPI-
Volumen, bekommt man fur die relativen Volumina zu kleine Werte, was ver-
mutlich hier der Fall war. Eine Alternative ware eine automatische Schwell-
wertbestimmung fur jeden Kanal nach der Methode, beschrieben in Cremer M.
et al. (2001).

Volumina der Prometaphaserosetten im Vergleich mit Literaturdaten

Es wurde zusatzlich versucht, die Volumenmessungen der Chromosomen in
den Prometaphaserosetten mit Daten aus der Literatur zu vergleichen.

Im Vergleich zu den hier gemessenen Gesamtvolumina (550 — 700 pm?; sie-
he Abb. 3-46, S. 168) lag der Wert in der Arbeit von Heslop-Harrison et al.
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(1989) im Mittel bei 92|Jm3 und war damit 5- bis 7-mal kleiner. Erklaren konnte
man dieses Phanomen mit dem ,flaring“ starker Fluorochrome, wie Cy3.5. Der
Begriff beschreibt das Ausstrahlen eines Fluorochroms in benachbarte Berei-
che. Das ,flaring“ tragt zur VergroRerung des gemessenen Volumens bei und
ist von Fluorochrom zu Fluorochrom unterschiedlich.

Die Ergebnisse der relativen Chromosomenvolumina wurden mit den Daten
von Heslop-Harrison et al. (1989) verglichen (Abb. 3-47, S. 169). Es zeigte
sich, dass das relative Volumen Uberall deutlich kleiner waren, als in der EM-
Studie. Grunde fur diese Diskrepanz konnten sein: (i) unterschiedliche Fixie-
rung, (ii) unterschiedliches Zellzyklusstadium, (iii) Uberschatzung des DAPI-
Volumens oder (iv) Unterschatzung der Territorien durch mfish3d.

Die gemessenen Volumina konnten auch nicht mit genomischen Kenndaten
in Einklang gebracht werden (Morton 1991; The Genome International Se-
qguencing CONSORTIUM 2001b; Venter et al. 2001). Die aus den Megabasen
berechneten relativen Chromosomengrof’en hatten Betrage zwischen 8,5%
(Chr. 1) und 1,4% (Chr. 21), was weit Uber den in dieser Arbeit (1,5% bis
0,4%), aber auch noch Uber denen aus Heslop-Harrison et al. (1989) (4,5% bis
0,8%) lag. Es war daher nicht moglich, aus den genomischen Daten in Mb auf
das relative Volumen im Zellkern zurtickzuschliel3en.

In einer an Zellkernen von Neutrophilen durchgeflhrten Arbeit wurde betont,
dass die Grofden der Territorien nicht proportional zur Chromosomenlange wa-
ren (Aquiles-Sanchez et al. 1997). Es kann daruber spekuliert werden, ob je-
des Chromosom in seinem Packungsgrad je nach Aktivitatszustand seiner
Gene individuell variiert. Damit liessen sich die ,AusreiRerwerte” (z. B. Chr.6,
10 -15in Abb. 3-47, S. 169) erklaren.

Aufgrund all dieser Uberlegungen wurden die Volumina der CT nicht weiter
in die Auswertung miteinbezogen, sondern nur ihre Schwerpunkte als verlass-
liches Mal} fur die Position der Chromosomen im Zellkern verwendet.

4.4 Klassifikation mit mfish3d

In dieser Arbeit wurde zum ersten Mal der Versuch unternommen, eine simul-
tane Klassifikation aller Territorien im Zellkern durchzufuhren. Bei Metaphase-
chromosomen sind solche Klassifizierungen in Karyotypen bereits gut etabliert
(Garini et al. 1999; Roberts et al. 1999; Azofeifa et al. 2000; Saracoglu et al.
2001). Im Zellkern gestaltete sich die Klassifikation wesentlich komplizierter,
da Form und Ausdehnung der Territorien sich nicht so wie bei Metaphase-
chromosomen bestimmen liessen. Die dichte Lage der CT neben- und uber-
einander, tragt zu Fehlermdglichkeiten in der Klassifikation bei, die bei norma-
len Metaphasespreitungen mit gut getrennten Chromosomen vermieden wer-
den konnen.

Fehleranalyse

Es war interessant, ob Klassifikationsfehler vorkamen, und von wem sie ge-
macht wurden (mfish3d oder Experimentator). Das Programm mfish3d bend-
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tigte fur korrekte Ergebnisse die richtigen Parameter (angle, background, min-
size; zur Definition siehe Kapitel 2.8.2, S. 73), die fur jede Aufnahmeserie neu
herausgefunden werden mussten. Kritisch war diesbeziiglich der Uberlap-
pungsbereich der CT, denn hier konnte es zu falschpositiven Klassifikationen
kommen (siehe Kapitel 3.4.1, S. 124). Die Messung ergaben, dass Dreiermar-
kierungen moglichst zu vermeiden waren, um nicht zu grofen Uberlappungs-
bereichen zwischen den Markierungen zu fuhren (Tab. 3-4, S. 126). Dies hat-
ten auch bereits theoretische Uberlegungen zur Farbauflésung nahe gelegt
(siehe S. 46).

Waren die besten Parameter fur mfish3d zur Klassifizierung einer Experi-
mentserie herausgefunden, wurden die Ergebnisse mit den Originaldaten ver-
glichen. Dieser retrospektiver Vergleich mindete in einen Bestimmungs-
schlussel, der in Kapitel 2.8.4 (S. 76) erklart ist. Dabei kam es vor, dass eine
mfish3d Klassifizierung als falsch eingeschatzt, und durch eine visuelle Klassi-
fizierung ersetzt wurde. Der Anteil, den visuelle und mfish3d Klassifizierungen
insgesamt hatten, ist in Tab. 4-1 dargestellt. Im Weitfeldmodus wurden insge-
samt 1426 CT ausgewertet, wovon 55% sowohl mit dem Programm mfish3d
als auch bei der anschlie}enden Betrachtung der Originalbilder visuell eindeu-
tig zugeordnet werden konnten. Von den ubrigen wurden weitere 21% entwe-
der automatisch oder visuell erkannt. Ein kleiner Anteil aller CT (7%) konnte
aufgrund der GroRRe und der Lage als zwei benachbart liegende Homologe i-
dentifiziert werden. Insgesamt wurden auf diese Art 83% der CT klassifiziert.
Die Zahlen waren bei den konfokalen Daten ahnlich, mit dem Unterschied,
dass visuell mehr CT klassifiziert wurden (39%) und der Anteil, bei dem keine
Klassifikation erfolgreich war, auf 22% anstieg. Beides lag daran, dass gele-
gentlich noch Hybridisierungssignale aus der 1. Hybridisierung in der zweiten
vorhanden waren. Das Programm mfish3d ordnete diesen Regionen dann ei-
ne falsche Farbe zu, obwohl aus den Originalbildern eine eindeutig andere
Kombination zu erkennen war.

Klassifikationserfolg
Aufgrund der Keine
Aufnahme- Anzahl aus- | CT klassifi- ENTWEDER GroRe und Klassifika-
gewerteter | ziert: mfish3d mfish3d ODER Lage visuell .
modus K p : . tion erfolg-
erne / CT | UND visuell visuell unterschie- reich
den Summe
Weitfeld 31/1426 788 307 95 1190 236
100% 55% 21% 7% 83% 17%
Konfokal | 23 /1059 349 410 67 826 233
100% 33% 39% 6% 78% 22%

Tab. 4-1 Klassifikationsvergleich zwischen mfish3d und manueller Zuordnung aus den
Fibroblastendaten. Es wurden immer nur mfish3d-Bilder mit den Originalbildern verglichen,
nie umgekehrt. D. h. eine manuelle Klassifikation fand erst nach der automatischen statt,
was einen Einfluss nicht ganz ausschloss. Der Anteil nicht klassifizierbarer Territorien war
bei den konfokalen Daten etwas h6her.
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Wieviel von den als richtig klassifiziert eingestuften Territorien tatsachlich
falsch waren, lasst sich nicht einfach abschatzen. Es wurde durch Mehrfach-
kontrolle versucht, falsch Positive so gering wie moglich zu halten. Einen Hin-
weis auf die Fehlerrate lieferten die Ergebnisse der sequenziellen Hybridisie-
rung zur Kontrolle der Schwerpunktpositionen (Kapitel 3.5.2.1, S. 141). Wenn
in einem M-FISH Experiment beide CT pro Chromosom und Zellkern klassifi-
zierte wurden, konnten diese in 96% der darauffolgenden Einzelhybridisierun-
gen bestatigt werden (Fall c). Geht man folglich von einer Fehlerrate von 4%
aus, wurden von den 2016 klassifizierten Regionen etwa 80 falsch klassifiziert.
Anders gesagt, es wurden pro Chromosom im Mittel 43 Territorien identifiziert,
wovon ein bis zwei falsch sein konnten.

Aus den Experimenten zur Positionskontrolle konnte auch der Grad geomet-
rischer Abweichung der Schwerpunktskoordinaten festgestellt werden (Abb.
3-33, S. 144). Es ergab sich eine Differenz der Schwerpunkte von maximal 1,3
um. Viele Werte schwankten um den Nullpunkt. Dies war ein starker Hinweis
dafur, dass die Klassifikation mit mfish3d aus M-FISH und ReFISH-Bildern
korrekte Koordinaten lieferte.

Verbesserungsmoglichkeiten

¢ Als Klassifikationsergebnis kamen neben den ,richtigen Territorien auch
kleine Regionen vor, die zufallig dieselbe Kombination besalien und den Ein-
druck erweckten, sie wurden in mehr als zwei Regionen des Zellkerns auftau-
chen. Konnte man dem Programm die maximal mogliche Zahl der Regionen
pro Falschfarbe eingeben (z. B. ,2“ flr jedes Autosom und die beiden X Chro-
mosomen in weiblichen Zellen, ,1“ fur die Geschlechtschromosomen X und Y
in mannlichen Zellen), so wirde dies die Auswertung einfacher gestalten. Al-
lerdings musste diese Eingabe flexibel zu handhaben sein, damit das Pro-
gramm auch fur die Auswertung einer unbekannten Konstellation in Zelllinien
mit numerischer Chromosomenaberration oder Translokationen brauchbar wa-
re. Analog Metaphasekaryogrammen wirde so eine ,3D-Karyotypisierung® in
den Bereich des Moglichen kommen.

e Zur Markierung der Zellkerngrenzen ware eine Lamin-Antikorperfarbung un-
ter Umstanden besser geeignet, als eine Farbung der Zellkern-DNA mit DAPI,
weil die Rander scharfer abgegrenzt werden wirden (Paddy et al. 1990). Da
aber ein Lamin-AK mit einem UV-Fluorophor zur Zeit der Experimente nicht
verfugbar war, ware ein weiterer Kanal im sichtbaren Bereich fur diese Gegen-
farbung bendtigt worden.

¢ Bei der Erstellung des Markierungsschemas sollte vermieden werden, dass
ahnlich grolte Chromosomen eine ahnliche Kombination haben. So ist unter
Umstanden durch GroRenunterschiede ein Klassifikationsresultat erreichbar,
selbst wenn ein Kanal ausfallen sollte. Dieses Verfahren bleibt jedoch solange
schwierig, bis die Volumina der CT genau beurteilt werden kénnen.

¢ Alle weiterfuhrenden Berechnungen wurden mit dem Tabellenkalkulations-
programm Excel durchgefuhrt. Eine vollautomatische Kenndatenberechnung
bereits im Programm mfish3d wulrde zu erheblicher Zeitersparnis und geringe-
rer Fehleranfalligkeit durch den Datentransfer fuhren. Zum Beispiel berechnet
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das Programm 3DLP (Nomura et al. 1996) alle geometrischen Eigenschaften
markierter Objekte in mikroskopischen Bildern im 3-dimensionalen Raum au-
tomatisch.

¢ Einer Verbreitung der hier entwickelten Vielfarbentechniken musste eine wei-
tere Vereinfachung und Automatisierung vorangehen. In Bezug auf die Auf-
nahme gibt es Ansatze mit Bilderkennungssystemen, die beispielsweise Uber
Nacht ein gesamtes Praparat aufnehmen konnen (Piper et al. 1994; Huber et
al. 1998). Da vor allem in der Krebsforschung Zellen im Gewebe beobachtet
werden sollen, weist die Richtung dort von Zellkulturzellen weg, hin zu Zellen
in Gewebeschnitten und zu Gewebe-Microarrays (Kononen et al. 1998; Kallio-
niemi et al. 2001). Mit diesen ist es in Einzel- und Doppelhybridisierungen be-
reits gelungen die 3D-Topologie verschiedener Loci im Darmgewebe zu unter-
suchen (Koutna et al. 2000).

4.5 Zellkernarchitektur: Chromosomenpositionen im Zellkern

Seit der experimentellen Bestatigung der von Theodor Boveri postulierten
Chromosomenterritorien (Stack et al. 1977; Zorn et al. 1979; Cremer T. et al.
1982a) wurden Versuche unternommen, die Frage ihrer Anordnung zu klaren.
Mittels M-FISH und ReFISH konnten in dieser Arbeit die Positionen aller 46
Chromosomen simultan im Zellkern menschlicher Fibroblasten und in Prome-
taphaserosetten bestimmt werden.

451 Funf Chromosomenterritorien in Lymphozyten

Konfokale versus Weitfeldfeldaufnahmen

Um zu uUberprifen, ob der in dieser Arbeit neu entwickelte Weitfeld-
Aufnahmemodus mit anschlieRender Dekonvolution die gleichen Ergebnisse
im Hinblick auf Chromosomenpositionen lieferte, wie ein bekannter konfokaler
Aufbau, wurden die finf Painting Sonden 1, 3, 10, 12 und 20 in einem kombi-
natorischen Markierungsansatz in Lymphozyten so hybridisiert, dass sie so-
wohl mit einem konfokalen, als auch mit einem Weitfeldmikroskop aufgenom-
men werden konnten (Kapitel 3.5.1, S. 131). Ein Vergleich der kumulativen
Haufigkeiten erbrachte keinen Unterschied in der Verteilung der Chromoso-
menpositionen zwischen den beiden Aufnahmesystemen (Abb. 3-30 a und b,
S. 138).

Bei dem einfach markierten, im Weitfeld aufgenommenen Praparat stellte
sich heraus, dass die Schwerpunkte insgesamt naher zusammen in der Mitte
des Zellkerns lagen, als bei dem Experiment mit kombinatorischer Markierung,
wobei die radiale Reihenfolge der Intensitatsschwerpunkte bis auf den Fall von
Chr. 3 identisch war (Abb. 3-30 c). Vor dem Hintergrund, dass die Ergebnisse
des kombinatorischen Praparats sowohl im Weitfeld- als auch am konfokalen
Mikroskop dieselben waren, wurde die gefundene engere Verteilung und die
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etwas andere Reihenfolge von Chr. 3 bei diesem Experiment als praparat-
abhangig eingestuft.

Positionen in den Lymphozyten

In Boyle et al. (2001) wurden alle 24 menschlichen Painting Sonden in Lym-
phozyten einzeln hybridisiert und die radialen Positionen mit der Gendichte der
Chromosomen korreliert (Abb. 4-1). Die Reihenfolge der funf hier untersuchten
Chromosomen von der Zellkernmitte aus war daraus ersichtlich: 1 — 12 — 20 —
10 - 3.

Mit den Ergebnissen der durchgefuhrten Experimente wurde versucht, diese
radiale Verteilung nachzuvollziehen. In dem kumulativen Gesamtgraphen
(Abb. 3-30 d, S. 138) wird die Abfolge der 3D Positionen aller 153 aufgenom-
mener Kerne nochmals verdeutlicht. Die Reihenfolge ist von der Zellkernmitte
aus 1 — 20 — 3 — 10 — 12 und deckt sich mit der aus Boyle et al. (2001) be-
kannten nur teilweise.

In dem konfokal aufgenommenen, kombinatorisch markierten Praparat war
die optische Auflésung hoch, und die Kurven waren weit genug getrennt, so
dass die Daten eindeutig erschienen (Abb. 3-30 a, S, 138). Bei dem im Weit-
feld-Mikroskop aufgenommenen Praparat wurden wie in Boyle et al. (2001)
Painting Sonden mit Einfachmarkierung verwendet. Der Unterschied zu den
eigenen Experimenten lag darin, dass bei Boyle et al. (2001) pro Praparat nur
eine Sonde hybridisiert wurde, MAA-fixierte und hypoton behandelte Lympho-
zyten verwendet wurden, die eine platte Form hatten. Zudem wurden nur die
2D-Abstande der Chromosomenschwerpunkte von der Zellkernmitte gemes-
sen wurden. Ein gemeinsames Ergebnis ist jedoch die zentrale Lage des gen-
reichen Chr. 1.

Als Grund fur die Diskrepanz ist ein Einfluss des Transkriptionsstatus in Be-
tracht zu ziehen, denn Boyle et al. (2001) verwendeten lymphoblastoide Zellli-
nien, wahrend in dieser Studie periphere Blutlymphozyten, die sich in GO be-
fanden (Tashiro et al. 1996), untersucht wurden. Einen Zellzykluseffekt auf die
Chromosomenpositionen in Fibroblasten finden beispielsweise Bridger et al.
(2000).
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Distanzen der CT - Schwerpunkte zum Zellkernmittelpunkt
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Abb. 4-1 Distanzen der CT-Schwerpunkte zum Zellkernmittelpunkt (CN) aus Boyle et
al. (2001). Jeder Punkt stellt den Mittelwert aus 50 MAA-fixierten Lymphozyten dar. ,Norma-
lisiert“ heilSt, dass die Distanz CT-CN [Pixel] durch die ZellkerngréRe [Pixel] dividiert wurde,
um Gréllenschwankungen allein aufgrund unterschiedlicher KerngréRen auszuschlie3en.
Die Abszissenwerte reichen vom Kernmittelpunkt (0, ,innen*) bis zu seiner Kernhdille (0,45,
saulen®). Die genarmen Chromosomen X und 18 liegen eher peripher, die genreichen
Chromosomen 17 und 19 zentraler.

Versuch einer Korrelation der radialen Distanz mit der Gro3e oder der Gen-
dichte

Beim Versuch, eine groler werdende radiale Distanz mit der zunehmenden
Grolke der Chromosomen zu korrelieren (Abb. 4-2 b), bildet das Chr. 1 die
Ausnahme, da es am weitesten in der Kernmitte zu finden ist, obwohl es am
grofdten ist. Besser lassen sich die Daten mit der Gendichte korrelieren (Abb.
4-2 a), wenn auch nicht so gut wie in Boyle et al. (2001). Das genarme Chr. 3
entspricht hier nicht der Erwartung, weil es zentraler liegt, als das (etwas) gen-
reichere Chr. 10.

Die in dieser Arbeit simultan aufgenommenen Bilder 3D-fixierter Lymphozy-
ten spiegeln vermutlich die Verhaltnisse zuverlassiger wider, als die Daten aus
der zitierten Veroffentlichung, bei der pro Experiment nur jeweils ein Chromo-
som dargestellt wurde. Winschenswert ware die simultane Bestimmung aller
Chromosomenpositionen in einem M-FISH Experiment auf 3D-fixierten Lym-
phozyten. Trotz mehrmaliger Versuche gelang dies mit den verwendeten Mit-
teln nicht, da die Farbdiskriminierung in den kleinen Lymphozytenkernen nicht
ausreichend war.
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Abb. 4-2 Korrelation der radialen Positionen der fiinf untersuchten Chromosomen in
Lymphozyten. (a) Korrelation mit der Gendichte (Deloukas et al. 1998). (b) Korrelation mit
dem DNA Gehalt der Chomosomen (The Genome International Sequencing CONSORTIUM
2001b).

4.5.2 Homologenassoziation

Eine Uberzufallige Assoziation homologer Chromosomen bzw. Chromoso-
menabschnitte wurde in Saugern bislang in ausdifferenzierten Neuronen des
Cerebellums (mit Sonde 1912, Arnoldus et al. 1989), in Astrocyten (mit der
Sonde 7cen, Arnoldus et al. 1991) und Sertoli-Zellen (mit den Painting Sonden
3,7,8,13, 17 und 21, Chandley et al. 1996) gefunden.

Keine Studie, in der dies untersucht wurde, fand jedoch in Lymphozyten oder
Fibroblasten eine Uberzufallig haufige Homologenassoziationen (Emmerich et
al. 1989; Popp et al. 1990; Ferguson und Ward 1992; Vourc'h et al. 1993;
Leitch et al. 1994; Lesko et al. 1995; Chandley et al. 1996; Alcobia et al.
2000). Eine Annaherung einzelner CT kann dadurch zustande kommen konn-
te, dass bestimmte CT tendenziell zentraler im Zellkern liegen, und deswegen
auch naher zusammen sind. Eine Nachbarschaft ist weiterhin zu erwarten bei
den akrocentrischen Chromosomen, deren p-Arme NORs tragen. Z. B. wurde
in Fibroblasten die Probe 15cen immer mit den Nukleoli assoziiert gefunden
(Emmerich et al. 1989), weshalb die dortigen kleineren homologen Abstande
von Chr. 15-15 wahrscheinlich auf die Assoziation mit den Nukleoli
zurtckzufuhren sind und keine echte Homologenassoziation bedeuten. Dieser
Verdacht wurde in einer darauf folgenden Studie bestatigt (Popp et al. 1990),
in der das Chromosom 18, das keine NOR-Region tragt, auch keine
Homologenassoziation zeigte.

Eine direkte Homologenassoziation konnte in dieser Arbeit weder bei Lym-
phozyten, noch bei Fibroblasten gefunden werden. In den untersuchten
Fibroblasten lagen zwar kleinere Chromosomen naher zusammen, jedoch war
das eher eine Folge der zentraleren Lage, als der einer Aneinanderlagerung
per se (siehe Kapitel 3.5.2.4, S. 155). Die Abweichungen von einer theoreti-
schen Modellverteilung (Abb. 3-41, S. 157) bezogen sich vor allem auf die mit-
telgroRen und kleinen Chromosomen 10, 12, 16, 20, 21 und 22. Weil fur die
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Messung einer direkten Homologenpaarung die Grof3e und die Form der Terri-
torien bendtigt worden ware, diese aber aus den M-FISH Bildern nicht in aus-
reichender Qualitdt abgeleitet werden konnte, ist eine Uberzufallig haufige
Homologenassoziation der kleinen Chromosomen 16 oder 22 zwar nicht sehr
wahrscheinlich, aber auch nicht vollig auszuschlielien. Das Homologenpaar 5-
5 lag weiter voneinander entfernt, als vom Modell postuliert wird. Dafur ist kein
offensichtlicher Grund bekannt.

Ein weiterer Hinweis gegen eine Homologenassoziation in Fibroblasten ist
der Winkel, den die Homologen mit dem Mittelpunkt einschlieRen (Tab. 3-8, S.
159). Die Spannweite der Winkel reichte von 0° bis 180°. Diese Winkelmes-
sungen sprechen gegen eine praferenzielle Nachbarschaft homologer CT. Der
in Nagele et al. (1999) vorgestellte Erklarungsversuch, eine Genomseparation
durch mehrmaliges Umdrehen (,flip-flop“) des flachen Zellkerns zu erreichen
und damit die gefundene Verteilung auf eine starren Winkel von ~150° festzu-
legen, ist mit den hier gemessenen Winkeln (Tab. 3-8, S. 159) nicht zu verein-
baren. Diese sprechen weder fur eine starr gegenuberliegende Position, noch
fur eine Assoziation homologer Territorien, sondern eher fur eine zufallige
nachbarschaftliche Anordnung der Territorien im Zellkern. Dies wurde bereits
von Allison und Nestor (1999) behauptet.

45.3 Positionen aller Chromosomen in 46 XY-Fibroblasten

Mit dieser Arbeit ist es zum ersten Mal gelungen, alle menschlichen Chromo-
somen in primaren 46, XY GO-Fibroblasten simultan sichtbar zu machen.
Durch die Bestimmung der Schwerpunkte aller CT konnten die kontrovers dis-
kutierte Fragen entschieden werden, ob es erstens eine signifikant unter-
schiedliche Verteilung in Bezug auf eine mehr periphere oder zentrale Lage
der Chromosomen gibt, und zweitens, ob eine signifikant nicht-zufallige nach-
barschaftliche Anordnung im Zellkern existiert oder nicht (siehe Einleitung
1.1.1, S. 21).

Abstdnde vom Kernmittelpunkt (radiale Verteilung)

Zur Beantwortung der Frage einer radialen Verteilung wurden zunachst die
Abstande CT-CN im Verhaltnis zum Radius berechnet und mit einer zufalligen
Modellverteilung (G. Kreth, Heidelberg) verglichen (Abb. 3-38, S. 151). Je gro-
Rer die Chromosomen waren, desto mehr zeigten sie die Tendenz, sich peri-
pher im Zellkern zu positionieren. Versucht man dagegen, die Chromosomen-
groRe mit der Gendichte (Deloukas et al. 1998) zu korrelieren (Abb. 3-40, S.
154), findet man nur einen schwachen Zusammenhang. Aufgrund der Tatsa-
che, dass die in Sun et al. (2000) gemessenen Positionen der Chromosomen
1-3,7,11,12, 18, 19 und 21 einen positiven Zusammenhang zwischen der
Grofle und der peripheren Position der Chromosomen zeigten, drangte sich
der Verdacht auf, dass groftere Chromosomen nur weiter auf3en liegen kon-
nen, weil sie groler sind. Aus der geometrischen Eigenschaft einer Kugel und
eines Ellipsoids folgt, dass der zentrale Bereich ein geringeres Volumen be-
sitzt, als der aul3ere Bereich. In einem Vergleich mit einer von G. Kreth (Hei-
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delberg) durchgefuhrten Modellverteilung, welche die Chromosomengrofie
und die Kerngeometrie mitbertcksichtigte, stellte sich jedoch heraus, dass dort
kleine Chromosomen praferenziell aullen und grolle Chromosomen etwas
weiter innen zu liegen kommen (Abb. 3-40 a, S. 154). In der Modellierung er-
geben sich also Verhaltnisse der radialen Anordnung, die genau umgekehrt zu
den experimentellen Daten waren (Abb. 3-40 a, S. 154). Die gefundene expe-
rimentelle Verteilung ist nicht einfach mit der geometrischen Eigenschaften
einer Kugel oder eines Ellipsoids zu erklaren.

Verglichen mit einer zufalligen Verteilung im Ellipsoid- und Zylindermodell
konnte in Amnionzellen bereits eine Abhangigkeit der radialen Chromosomen-
position von den ChromosomengrofRen gefunden werden (Volm 1992; Cremer
M. et al. 2001). Sonden fur centromerisches bzw. centromernahes Heteroch-
romatin der Chromosomen 1 - 4,7, 8, 12, 15, 16 - 18, X und Y, wurden hybri-
disiert und deren 2D - Position bestimmt. Dabei ergab sich eine signifikante
Abweichung der Abstande CT-CN ab Chr. 15. Auch die heterologen Abstande
waren ab Chr. 15 kleiner als von den Modellen vorherberechnet. Die Zellkerne
von Amnionzellen und Fibroblasten ahneln sich in ihrer Form. In der vorlie-
genden Arbeit wurde bei allen Chromosomen ein signifikanter Unterschied zu
den simulierten SCD - Modelldaten gefunden (Abb. 3-38, S. 151). Innerhalb
der experimentell ermittelten Daten ergab sich ein signifikanter Unterschied
der Abstande CT-CN ab Chr. 11 (Tab. 3-7, S. 154). Dieser Vergleich spricht
dafur, dass in Amnionzellen und in Fibroblasten eine ahnliche radiale Vertei-
lung der Chromosomen vorliegt.

Die in dieser Studie gefundenen Ergebnisse an Fibroblastenkernen sind im
Einklang mit denen aus Bridger et al. (2000). Dort wurden beide Territorien der
Chromosomen 18 und 19 (gleich grof3, aber unterschiedlich gendicht) in GO-
Fibroblasten praferenziell in der Mitte gefunden. In der vorliegenden Arbeit
wurden ebenfalls beide mittig gefunden (Abb. 3-39, S. 152), Chr. 18 noch
zentraler als Chr. 19, woruber die eben genannte Publikation keine Aussage
macht.

Bereits 1982 wurde in einer Publikation bei Chromosomenspreitungen eine
Anordnung von Metaphasechromosomen gefunden (Hens et al. 1982), die der
heutigen Kenntnislage in Lymphozyten (Boyle et al. 2001) entspricht. Kleine,
frih-replizierende, gendichte Chromosomen wurden praferenziell im Zentrum
der Metaphasen gefunden, umgeben von den langeren, genarmeren
Chromosomen, die ihre Replikation spater in der S-Phase beenden. Aus
diesen und anderen Daten ging das Konzept einer Interphasestruktur hervor,
in der spat-replizierendes, genetisch wenig aktives Chromatin direkt mit der
Kernhulle Kontakt hat, wahrend aktives Chromatin mit der inneren nuklearen
Matrix verbunden ist.

Die ,Bodyguard“-Hypothese, urspringlich fur konstitutives Heterochromatin
konzipiert (Hsu 1975), besagt, dass die aktiven Gene so besser vor Umwelt-
einflussen wie z. B. mutagenen Agentien oder Radikalen geschutzt seien. Ra-
dikale konnten z. B. in Mitochondrien, die um den Kern gelagert sind, im Rah-
men der Atmungskette produziert werden und von dort in den Zellkern diffun-
dieren. Die Hypothese sagt eine differentielle Beteiligung ganzer Chromoso-
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men oder chromosomaler Abschnitte bei chemisch induzierten Aberrationen
voraus. Solche genetisch inaktiven, mutagenese-sensitiven Chromosomenab-
schnitte wurden tatsachlich gefunden (Brogger 1977). Darlberhinaus ist die
radiale Ordnung in vielen Arten von Gallus domesticus bis zu diversen Prima-
tenspecies konserviert (Tanabe et al. 2002a; Tanabe et al. 2002b), was einen
funktionalen Grund vermuten lasst. Da beispielsweise Neuronen im ausdiffe-
renzierten Status lange Zeit aktiv sind, ist es vorstellbar, dass sie Schutzme-
chanismen entwickelt haben, durch die Chromatin mit inaktiven Genen am
Kernrand verbleibt, wahrend Chromatin mit transkriptionell aktiven Genen
mehr ins Innere des Zellkerns gelagert wird. Im mittel- und spat-replizierenden
Chromatin liegen aber gewebespezifische Gene (Federico et al. 1998; Sadoni
et al. 1999), die ebenso nicht geschadigt werden sollen. Es kann spekuliert
werden, ob in solch einer ,Barriere® aus konstitutiven Heterochromatin
(centromerisches Heterochromatin und fakultatives Heterochromatin, das sind
Abschnitte der Autosomen und der Geschlechtschromosomen, die Gene ent-
halten, die bei einem bestimmten Zelltyp nicht aktiv sind) folglich nicht die
Gendichte per se, sondern die Gendichte aktiver Gene eine Rolle spielt. Ein
topologischer Unterschied zwischen aktiven und inaktiven X-Chromosomen
weiblicher Zellen konnte bereits beobachtet werden (Eils et al. 1996).

Eine Polarisierung einzelner Chromosomenterritorien, insofern dass genrei-
che Abschnitte eher im Kerninneren zu liegen kommen, und genarmere eher
an der Kernhlle, ist vorstellbar, aber bis jetzt nicht untersucht. Replikations-
muster zeigen in Fibroblasten die spat-replizierenden Bereiche am Kernrand
und um den Nukleolus herum, wohingegen frih-replizierendes, genreiches
Chromatin im Kerninneren zu finden ist (O'Keefe et al. 1992; Zink et al. 1998;
Sadoni et al. 1999; Kennedy et al. 2000). Um zu ermitteln, ob genarmere Terri-
torienbereiche bevorzugt an der Kernhdille liegen, mussten einzelne Klone (z.
B. BACs; The BAC Resource CONSORTIUM 2001a), deren Gengehalt be-
kannt ist, zusammen mit ihren korrespondierenden Painting Sonden hybridi-
siert, und ihre 3D-Positionen bestimmt werden.

Fraglich ist, ob die Korrelation des radialen Abstandes mit der Gendichte,
aus kugeligen Lymphozyten (Boyle et al. 2001) auf flache Fibroblasten Uber-
tragbar ist. Eine Transformation, welche eine kugelige Gestalt in eine ellipsoi-
de umwandelt, und trotzdem die Anordnung der Territorien beibehalt, ist nicht
trivial durchzufiihren. Dazu mussten Modelldaten in Abhangigkeit zur Gendich-
te generiert werden, deren Bearbeitung in der Durchfuhrung ist.

Heterologe Chromosomenassoziationen

In der Literatur wurden spezifische, raumliche Anordnungen fur einige
Chromosomenpaare beschrieben. Die bekannteste dieser Anordnungen ist
diejenige zwischen den NOR tragenden akrocentrischen Chromosomen {13,
14, 15, 21, 22} (Barton et al. 1965; Galperin 1968; Warburton et al. 1973;
Kirsch-Volders et al. 1977; Rodman et al. 1978; Hager et al. 1982; Krystosek
1998). Fur das Paar {8, 11} wurde in menschlichen GO-Fibroblasten eine
Assoziation behauptet (Nagele et al. 1999), fur {14, 18} in Lymphozyten
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(Lukasova et al. 1999), ebenso wie fur {13, 21} und {14, 22} (Alcobia et al.
2000).

Mithilfe der Distanz- und Winkelberechnungen zwischen den heterologen
Chromosomen konnte in den Vielfarbenbildern die raumliche Lage der CT zu-
einander simultan bestimmt werden. Wie der MDS-Plot (Abb. 3-42, S. 161)
zeigt, verringerten sich die heterologen Abstande von den gro3en Chromoso-
men hin zu den kleinen. Die heterologen Winkel schwankten bei allen Chro-
mosomen zwischen 76° und 113° mit einer hohen Standardabweichung. Damit
lied sich keine feste nachbarschaftliche Beziehung zwischen bestimmten
Chromosomenpaaren feststellen, die nicht durch die radiale Anordnung be-
dingt gewesen ware.

Die akrocentrischen Chromosomen 14, 21 und 22 liegen eng zusammen in
der Mitte, 13 und 15 etwas weiter aul3en und nicht in direkter Nachbarschaft
(siehe Abb. 3-42, S. 161). Dieses Ergebnis stimmt Gberein mit zwei Publikatio-
nen (Vogel und Schroeder 1974; Hager et al. 1982), die in Lymphozyten ge-
hauft Translokationen zwischen 14 und 21 fanden. Jedoch fanden sie genauso
haufig Translokationen zwischen 13 und 14, deren Nachbarschaft hier nicht
nachvollzogen werden konnte. Die Arbeit Boyle S. et al. (2001) konnte im Zell-
kern von Lymphozyten ebenfalls keine Clusterung der akrocentrischen Chro-
mosomen finden. Eine Erklarung fur dieses Phanomen ware, dass nur der sa-
telliten-tragende p-Arm am Nukleolus teilnimmt, und deswegen die hier unter-
suchten CT-Schwerpunkte nicht in direkter Nachbarschaft stehen mussen.

In Nagele et al. (1999) wurde die Assoziation {8, 11} genannt, jedoch wurde
nur eine einzige Abbildung prasentiert und keine Angabe, aus der man diese
bestimmte raumliche Anordnung uberprufen konnte. Die hier aufgenommenen
Vielfarbenbilder ergaben fur den Abstand zwischen den Schwerpunkten 8 und
11 den Wert 0,49d = 0,2d (MW =+ SD), und fur den Winkel einen Betrag von
97° + 54° (siehe Kapitel 3.5.2.6, S. 159). Beide Werte sind keine ,Ausreil3er”
und somit kann eine Uberzufallige Assoziation nicht nachvollzogen werden.

454 Positionen aller Chromosomen in Prometaphaserosetten

Die Organisation der Chromosomen konnte generell von zwei Faktoren ab-
hangen, (i) der Zellteilungsfrequenz und (ii) dem Status der Zelldifferenzie-
rung. Weil eine Zellzyklus-Abhangigkeit in der raumlichen Anordnung wahr-
scheinlich ist (Bridger et al. 2000), das Stadium der Prometaphaserosette gut
beschrieben wurde (Chaly und Brown 1988; Nagele et al. 1995) und die
Hybridisierungssignale denen von Metaphasechromosomen ahnelten, wurden
Vielfarben-Experimente an solchen Praparaten durchgefuhrt. Prometaphase-
rosetten waren nicht haufig auf den Praparaten, weshalb die Anzahl aufge-
nommener Bildstapel gering blieb. Obwohl nicht explizit Centromere und Te-
lomere hybridisiert wurden, konnte die beschriebene Rabl-Konfiguration
(Chaly und Brown 1988) bisweilen in den hier aufgenommen Bildern nachvoll-
zogen werden. Vor allem grolRe Chromosomen waren haufig in der Mitte so
gebogen, dass das Centromer nach innen und die Telomere nach auf3en ori-
entiert lagen.
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Keine starre Nachbarschaft in Prometaphaserosetten

Die Positionen homologer Chromosomen in Prometaphaserosetten wurde in
zwei Arbeiten nicht nur als ,nicht-zufallig® beschrieben, sondern mit einem
durchschnittlichen Winkel von etwa 150° als strikt getrennt gegenuber liegend
(Nagele et al. 1995; Nagele et al. 1998). Dabei verwendeten die Autoren
centromerische (punktférmige) Proben der Chromosomen 1, 9, 11, 15, 21, 22
und X, sowie die Painting Sonden 7, 8 und 16 in einzelnen Hybridisierungen.
Die Fibroblasten wurden zwar mit PFA fixiert, danach aber dehydriert und in
Ethanol gelagert, wodurch eine Artefaktbehaftung nicht ausgeschlossen wer-
den kann.

In der vorliegenden Arbeit wurden sowohl 3D-fixierte (PFA, n = 13), als auch
MAA-fixierte Prometaphaserosetten (n = 15) verwendet, wobei darauf geachtet
wurde, dass die Zellen in keinem Fall austrockneten. Da kein offensichtlicher
Unterschied in den beiden Praparationen gefunden wurde, trugen beide Da-
tensatze zu den gefundenen Ergebnisse bei. Aus den berechneten Abstanden
und Winkeln geht eine radiale Chromosomenanordnung (Abb. 3-48, S. 171),
aber keine starre nachbarschaftliche Anordnung hervor (Tab. 3-9, S. 174). Z.
B. reicht die Spannweite der Winkel zwischen den Homologen von fast 0° bis
fast 180°. Dieses Ergebnis stimmt mit dem aus Allison und Nestor (1999) U-
berein, wiederspricht aber klar den Daten aus Nagele et al. (1995).

Aus EM-Bildern aller 46 Chromosomen in 10 mannlichen Fibroblasten
(Mosgoller et al. 1991) konnte eine radiale Anordnung hergeleitet werden, in
der grole Chromosomen weiter aufden sind, als kleine. Die Arbeit berichtet
sogar von einem zunehmenden nach-aul3en-Wandern gro3er Chromosomen,
je weiter die Mitose voranschreitet. Inwieweit eine Positionsverlagerung statt-
findet, konnte hier nicht bestimmt werden, jedoch korreliert der radiale Abstand
vom Zentrum mit der genomischen Grolde auch in dieser Arbeit (Abb. 3-49, S.
172).

Aus den heterologen Abstanden konnte ein MDS-Plot erstellt werden, der ei-
ne ,Landkarte“ der gefundenen Schwerpunkte darstellt (Abb. 3-50, S. 175).
Aus dieser kann die radiale Verteilung wiederum bestatigt werden, nicht aber
eine nachbarschaftliche Beziehung. Es wurde auch keine Clusterung acro-
zentrischer Chromosomen {13, 14, 15, 21, 22} in Prometaphaserosetten ge-
funden (Mosgdller et al. 1991; Krystosek 1998). Dies kdnnte entweder daran
liegen, dass die Nukleoli bereits aufgelost wurden, oder daran, dass nur der
kurze p-Arm jeweils an dem Nukleolus beteiligt ist, der hier gemessene
Schwerpunkt des Gesamtchromosoms aber weit entfernt liegt.

Ausblick

Sowohl in Hefe als auch in Drosophila wurden extrem schnelle Bewegungen
von CT mit mehr als 0,5um innerhalb weniger Sekunden beobachtet
(Buchenau et al. 1998; Heun et al. 2001a; Heun et al. 2001b). Im Gegensatz
dazu lassen Lebendzellexperimente mit GFP-H2B Hela Zellen (Kanda et al.
1998) die Schlussfolgerung zu, dass Chromatin in der Interphase zwar auf-
grund geometrischer Randbedingungen eingeschrankte Brown’'sche Moleku-
larbewegungen erfahrt (Marshall et al. 1997; Vazquez et al. 2001; Chubb et al.

198



Diskussion

2002; Marshall 2002), jedoch keine groflraumigen Bewegungen vollzieht
(Bornfleth et al. 1999; Walter et al. 2002). Zu Beginn der Mitose findet vermut-
lich eine zufallige nachbarschaftliche Anordnung aller Chromosomen statt,
wobei jedoch die radiale Anordnung erhalten bleibt. In der Cytokinese und der
anschlieBenden Abflachung des Zellsomas konnen beide Kerne der Tochter-
zellen entweder parallel oder anti-parallel in eine Richtung ,umfallen®. Dadurch
kommt die in Habermann et al. (2001) gefundene eine GO / G1 - Chromatina-
nordnung zustande. Sie bleibt wahrscheinlich bis zur nachsten Mitose beste-
hen. Dann werden die kondensierten Chromosomen wieder beliebig in der
Prometaphaserosette angeordnet.
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