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Mit der Etablierung der klassischen Banderungstechniken Ende der 1960er Jahre wurden
grolRe Fortschritte auf dem Gebiet der Zytogenetik erzielt. Das Auflésungsvermdgen dieser
Verfahren liegt je nach Praparationstechnik allerdings bei héchstens 3-10 Mbp und beruht auf
der Abfolge heller und dunkler Chromosomenbanden, die zur Beschreibung eines komplex
aberranten Karyotyps nicht immer ausreichen. Ende des letzten Jahrhunderts konnten
Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierungs-(FISH-)Techniken etabliert werden, die eine sensitive
Anférbung spezifischer Chromosomen oder chromosomaler Subregionen bis hin zu einzelnen

Genen ermdglichen.

Ziel der Arbeit war die Etablierung neuer Vielfarben-FISH-Techniken und deren Anwendung
in der Kklinischen Diagnostik und Tumorzytogenetik zur hochauflésenden Analyse
chromosomaler Verénderungen. Hierzu zahlen die 24-Farben-FISH-Analyse (M-FISH) mit
chromsomenspezifischen Painting-Sonden sowie ein auf Multi-Fluor-FISH basierender

Telomer-Integritatsassay (M-TEL).

Mit Hilfe der 24-Farben-FISH-Technik konnte bei Patienten mit akuter myeloischer
Leukamie (AML) eine vollstdndige Charakterisierung von komplex aberranten Karyotypen

durchgefiihrt werden. Durch die Identifizierung von Markerchromosomen und komplexen



Rearrangements konnte die M-FISH-Technik die Genauigkeit der Karyotypanalyse maligner
Zellen deutlich verbessern. Am Beispiel der Telomerase-negativen Osteosarkomzelllinien
ZK-58 und Saos-2 sowie der Telomerase-positiven Osteosarkomzelllinie MNNG konnte mit
Hilfe der M-FISH-Technik eine vollstandige Karyotypisierng durchgefiihrt werden. Daruber
hinaus zeigte sich, dass eine geringe bzw. fehlenden Telomeraseaktivitat (Saos-2, ZK-58) mit
einer hohen Chromosomeninstabilitat und signifikant haufigeren komplexen Aberrationen
einhergeht.

Zur Verbesserung der Sensivitat der M-FISH-Technik wurde in der vorliegenden Arbeit ein
Vielfarben-Telomerintegritatsassay neu etabliert und zur Detektion von kryptischen
Chromosomenaberrationen in der klinisschen Genetik und Tumorzytogenetik eingesetzt. So
konnte bei 4 von 29 Patienten mit unklarer mentaler Retardierung und Dysmorphien eine
Chromosomenveranderung im Subtelomerbereich neu diagnostiziert werden. Bei AML-
Patienten mit unauffalligem Karyotyp bzw. mit einfacher Trisomie oder Monosomie konnten
mit Hilfe des M-TEL-Assays keine Auffalligkeiten im Bereich der Telomere identifiziert

werden, mit Ausnahme eines Mosaikbefundes.

Die Untersuchungsergebnisse machen deutlich, dass die Kombination zytogenetischer und
molekularzytogenetischer Techniken zur Charakterisierung chromosomaler Rearrangements
bei der Analyse des Genoms hilfreich ist. Die vorgestellten Vielfarben-FISH-Techniken
werden die klassischen Bénderungstechniken nicht ersetzen, vielmehr kodnnen sie das
vorhandene Methodenspektrum ergénzen, um eine eindeutige Abkl&rung chromosomaler

Aberrationen zu ermdglichen.



