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Die Standardmethode zur Chromatinstrukturuntersuchung (Schmelzkurven bei 260nm) ist fur
zytometrische Anwendung und klinische Diagnostik ungeeignet: die nétige, aufwendige DNA-
und Chromatinpréparation fuhrt zur Zerstérung der Chromatinstruktur oberhalb der Nucleosom-
Ebene und dazu, dass die Ergebnisse nur Mischwerte von Millionen von Zellen darstellen kénnen;
Unterschiede zwischen Teilpopulationen, die gerade fur Tumorproben aus somatischen und
verschiedenen Tumorzellen relevant sind, sind nicht eruierbar. Wird statt der UV-Absorption
aber die Fluoreszenz DNA-spezifischer, quantitativer Fluorochrome in Abhéngigkeit von der
Temperatur gemessen, kénnen flow-zytometrische Thermodenaturierungskinetiken mit minima-
lem préaparatorischen Aufwand Chromatinstrukturuntersuchungen erlauben und u.U. Subpopula-
tionen unterscheiden. Dazu wurden in vivo transplantierte EAT-, WALKER 256- und L1210-
Tumorzellen als leukozytenhaltige Einzelzellsuspensionen in absolutem Ethanol fixiert, in
180mM Tris-Puffer suspendiert und mit den flr die quantitative DNA-Analyse verwendeten
Fluorochromen DAPI, HOCHST 33258, Propidium lodid (5uM), Chromomycin A3 (10uM)
sowie mit den Farbstoffkombinationen DAPI-CA3, HOCHST-CAS3, und DAPI-PI gefirbt. Die
Zellsuspensionen werden im Wasserbad in 10° Schritten erhitzt und, abwechselnd mit Kontroll-
messungen der unerhitzten Probe, im ORTHO 30L Cytofluorograf gemessen. Zur Interpretation
der dabei auftretenden Effekte wurde zunachst das Temperaturverhalten der DNA-Fluorochrome
in Kunststoff und verschiedenen Losungen mit und ohne DNA untersucht:

1) Die Fluoreszenz in Kunststoff dispergierter Fluorochrome geht proportional zur absoluten
Temperatur zuriick (Entropieeffekt)
2) Die Fluoreszenz der Farbstoffe in freier Losung ist stark viskositatsabhéngig; sie geht mit

der Viskositat des Mediums stark zuriick, vor allem fir DAPI-Tris-Puffer (180mM) quencht
die Fluoreszenz ungebundener Molekile schon in der Kélte stark, die Fluoreszenz geht dann
nur noch ohne spektrale Verschiebungen mit T zuriick. DAPI zeigt sich in Tris im Gegensatz
zu Wasser thermisch stabil.

3) CA3 dagegen wird vor allem in freier Losung thermisch zersetzt (zunehmender
Fluoreszenzriickgang mit spektraler Verschiebung und Verflachung), mit geloster DNA weni-
ger, mit gefarbten Zellen erst bei 90°C: starke, in <1min reversible Reduktion der Quanten-
ausbeute und irreversible thermische Dekomposition bei langerer Erhitzung.

4) Mit geloster DNA zeigt die Fluoreszenz eine geringeren, konstanten Riickgang mit der
Temperatur, der auch fir DAPI keine Parallelitat zur temperaturbedingten Viskositatsabnahme
mehr erkennen lasst. Dem Uberlagert sich ein zusétzlicher, d.h. starkerer Fluoreszenzriickgang
parallel zur Abnahme der Transmission bei 263 nm (DNA-Denaturierung) fir HOCHST
33258, mit DAPI ist sie um 5 bis 10°C zu héheren Temperaturen hin verschoben, mit Pl um
uber 20°C.

5) Ethanolfixierte, gefarbte Zellsuspensionen zeigen mit allen untersuchten Farbstoffen
zunachst eine Zunahme der Fluoreszenz: Fiir DAPI und HOCHST 33258 bis 60°C um weniger
als 10%, danach langsam zunehmender Fluoreszenzriickgang bis 100°C fur DAPI bzw. deutli-



chem Fluoreszenzriickgang um 80° fir HOCHST 33258. Fiir CA3 ergibt sich etwa eine Fluo-
reszenzverdopplung bis ca. 70°C. Die PI-Fluoreszenz steigt um etwa 50% und bleibt bis
100°C deutlich tiber dem Kontrollwert bei Raumtemperatur.
Die Viskositatsabhéngigkeit der Fluoreszenz der untersuchten Farbstoffe in freier Losung erklart
sich mit der Bedeutung der StoRdeaktiverung (Stokes-Einstein) fiir die niedrige Quantenausbeute
der freien Fluorochrome. Sie nimmt mit der temperaturabhdngigen Abnahme der Viskositét des
Mediums zu. Bindung an geldste DNA flhrt zur teilweisen Abschirmung der Farbstoffe, die
DNA bietet eine hohe Microviskositét, zugleich werden Bewegungsfreiheitsgrade der Farbstoff-
molekdle eingeschrankt, die Quantenausbeute steigt drastisch an. Im Kernchromatin schlielich
spielt StoRdeaktivierung keine Rolle mehr; vielmehr kommt es zur Freisetzung von Kernproteinen
(vor allem Histonen) und dadurch von zusétzlichen Bindungstellen fir DNA-Fluorochrome bei
50 bis 70°C. Das Ausmald des dadurch bedingten Fluoreszenzanstiegs steigt mit der Grolie der
untersuchten Farbstoffmolekiile; die PI-Fluoreszenz steigt auch aufgrund hitzinduzierter Strang-
briiche. Fiir geldstes Chromatin kommt es zur Uberlagerung mit dem beschriebenen konstanten
temperaturabh&ngigem Fluoreszenzriickgang. Zunehmende Denaturierung der DNA und damit
Freisetzung von Fluorochromen schlieBlich reduzieren die Fluoreszenz, der Fluoreszenz-Tempe-
raturverlauf von HOCHST 33258 — gefarbter DNA spiegelt ihre Standardschmelzkurve wieder.
DAPI stabilisiert DNA und Chromatin in Lésung und in situ gegen thermische Denaturierung, Pl
sogar in noch grofRerem Ausmal. Mit 2 Farbstoffen gefarbte Zellen zeigen bei stdrkerem Anstieg
der CA3-oder PI-Fluoreszenz einen leichten Riickgang der DAPI- und HOCHST 33258-Eigen-
fluoreszenz und umgekehrt, aufgrund von Energietransfer(ET), der getrennt acquiert und durch
Abzug des Uberlappenden langwelligen Anteils der Donorfluoreszenz korrigiert wurde. Um ein
verlassliches MaB fiir die Bindung des Donors (DAPI bzw. HOCHST) unter ET-Bedingungen zu
erhalten, wurde der energietransferbedingte Verlust der Donor-Fluoreszenz ermittelt und durch
Addition des entsprechednen ET wieder kompensiert Somit konnte gezeigt werden:
1) Der Temperaturverlauf der CA3-und PI-Fluoreszenz bliebt nach Doppelfarbung unveréndert.
2) Die DAPI-oder HOCHST-Bindung (blaue Fluoreszenz + ET) steigt bei Doppelfarbung auf
weit hohere Werte und féllt erst bei héheren Temperaturen unter den Kontrollwert, vor allem
mit CA3, das Chromatin auch fiir DAPI- und HOCHST-Bindung (thermisch) stabilisiert.
3) Erhitzung der Zellen ohne Fluorochrome und Féarbung bis zum Gleichgewicht bei der Endtem-
peratur zeigt wesentlich geringere Stabilisierungseffekte.
Pepsinierung und Zitronenséure/Tween-Behandlung zur Préparation von Kernsuspensionen aus
soliden Proben fiihrt zu stark verénderten Farbstoffbindungs-, aber zu &hnlichem Temperatur-
verhalten der Fluoreszenz, nur um 10°C zu niedrigen Temperaturen verschoben und ohne Fluo-
reszenzzunahme. Destabilisierung der Chromatinstruktur und weitgehende Entfernung von
Kernproteinen durch die Préaparation sind dafur verantwortlich. Der Anteil somatischer Zellen in
allen untersuchten EAT, WALKER 256 und L1210-Ascitesproben wurde durch Pepsinierung um
uber 50% reduziert, Erhitzung flhrt zu weiterer Verflachung ihres Peaks im DNA-Histogramm.

Unterschiedliche Chromatinstruktur verschiedener Tumorzellen, Gi, G,- und somatischer Zellen
fuhrt auch zu unterschiedlichen Fluoreszenz-Temperaturprofilen:

G,-Zellen zeigen mit der Erhitzung geringere Fluoreszenzzunahmen mit CA3 und PI1 und stérke-
ren Ruckgang bei niedrigen Temperaturen. (geringere Proteinstabilisierung des Chromatins)
Der DNA-Index (= Fluoreszenzverhaltnis der G;-Tumor + somatischen Zellen) ist farbstoff-
abhdngig und zeigt aulRerdem einen ausgepragten Temperaturgang: fur EAT- und L1210-Zellen
mit CA3 und Pl ist er um 0,1 niedriger als mit DAPI oder HOCHST, steigt aber mit der Tempe-
ratur stark an, fir CA3 um 0,2 bis 0,25. Mit DAPI und HOCHST erhéht sich der DNA-Index
deutlich, sobald der Hauptteil des Leukozytenchromatins um 90°C denaturiert. HOCHST-CA3
und DAPI-PI-Doppelfarbung erhéhen die Differenz flr die verbleibende blaue Fluoreszenz. Der
zytometrisch standardméfiig bestimmte DNA-Index gibt also nicht unbedingt das Verhaltnis der
DNA-Mengen in pg, noch das AT+CG-Verhéltnis an, sondern hangt von der unterschiedlichen
Zuganglichkeit der Bindungsstellen fir die Fluorochrome, also der Chromatinstruktur ab. Die



untersuchten L1210-Tumorzellen lassen sich aufgrund ihrer CA3-Fluoreszenz nur nach Erhitzung
als aneuploid erkennen. Bei geringen Unterschieden zwischen den untersuchten Zelllinien, EAT-
Zellen zeigen etwas hohere Chromatinstabilitat, zeigen alle dieselbe starke Erhéhung des gemes-
senen DNA-Index mit Erhitzung, und zwar mit allen verwendeten quantitativen DNA-Fluoro-
chomen, was durch DAPI-PI und HOCHST-CA3-Kombination durch Energietransfer messtech-
nisch noch verstarkt wird. Das stimmt mit der in anderen Arbeiten vermuteten hoheren Sensitivi-
tat kondensierten Chromatins ruhender Zellen verglichen mit proliferierenden (Tumor)zellen
uberein und l&sst Fluoreszenz-Thermodenaturierungskinetiken auch zur zytophoto-metrischen
Differenzierung diploider Tumor- von somatischen Zellen aussichtsreich erscheinen.



