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Hochprizisionsgréoflenmessung und Bestimmung der Topologie subchromo-
somaler Doménen nach molekularer Markierung unter Beriicksichtigung des
Einflusses der Zellfixierung - Lichtoptische Untersuchungen der dynamischen Zell-
kernarchitektur in vivo bendtigen zum jetzigen Zeitpunkt aufwendige Markierungs- und
Detektionstechniken. Fiir einige Fragestellungen, wie zum Beispiel die Gréfle und La-
ge von Genen, sind Messungen in fixierten Préparaten sinnvoll. In dieser Arbeit wurde
der Einfluss der Fixierung auf die Morphologie von Zellkernen sowie auf die Groéfle und
Position subchromosomaler Doménen im Zellkern quantitativ untersucht. Die Quanti-
fizierung der Groflen als laterale Ausdehnung erfolgte mittels dem multi point model.
Die Morphologie der Zellkerne wird durch die Art der Fixierung und die Hybridisie-
rung nicht einheitlich beeinflusst. Die laterale Ausdehnung der untersuchten Doménen
unterscheidet sich nur gering zwischen den Fixierungen. Eine unterschiedliche Sensiti-
vitdt innerhalb mitotischer Chromosomen gegeniiber denaturierenden Prozessen konnte

ebenfalls quantifiziert werden.

High precision size measurement and determination of the topology of sub-
chromosomal domains after molecular labelling under consideration of the
influence of cell fixation - Current light optical measurements of the dynamic nuclear
cell architecture in vivo require elaborate labelling and detection techniques. Questions
regarding the size and position of subchromosomal domains can be adressed more easily
in fized cells. In the present work the influence of fixation on the morphology of cell
nuclei as well as on the size and the positon of subchromosomal domains in nuclei were
quantitatively investigated. The quantification of the lateral extent was calculated using
the multi point model. The fixation and hybridization procedure had a non-uniform in-
fluence on the morphology of the cell nuclei. The lateral extent of the subchromosomal
domains are only a slightly modifed between different fixations. A different sensitivity

inside mitotic chromosomes to denaturation could be also quantified.
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1 Einleitung

Die spezielle Struktur der Desoxiribonukleinsédure (DNA) erlaubt das Kopieren, Able-
sen, Reparieren und Rekombinieren der genetischen Information, wobei fiir die genaue
Funktion neben der Primérstruktur auch die lokale Konformation wichtig ist. Diese
wird entweder im Wechsel mit Proteinen oder durch spezielle Sequenzen der DNA di-
rekt erzeugt. J. Watson und F. Crick beschrieben 1953 als erstes mit der Bezeichnung
Doppelhelix die grundlegende dreidimensionale Struktur der DNA [82]. Seitdem haben
sich zahlreiche Methoden entwickelt, die die statische (in situ) und dynamische Struktur
(in vivo) der DNA im Zellkern untersuchen, um daraus Schliisse zum Ablauf physiologi-
scher bis hin zu pathologischer Prozesse zu ziehen. Die gewonnenen Erkenntnisse bilden
die Grundlage fiir die (Friih-) Diagnostik, Therapie und Prognose von Krankheiten, wie

beispielsweise Tumore der Prostata, Brust oder des lymphatischen Systems.

Bemiihungen, die dreidimensionale Struktur der DNA in Form des Chromatins im
Interphasezellkern zu untersuchen und zu verstehen, ebenfalls im Hinblick auf moégliche
Beziehungen zur Krankeitsentstehung, riefen das Forschungsfeld der Zellkernarchitek-
tur ins Leben. Grundlegende Gedanken dieses Gebietes sind, dass die Chromosomen
im Zellkern nicht zuféllig strukturiert sind und dass Abberationen auf Grund der Ar-
chitektur mit einer gewissen Wahrscheinlichkeit entstehen. Zur Quantifizierung genomi-
scher Strukturverdnderungen wird nach molekularer Markierung bestimmter Bereiche
der DNA im Zellkern, beispielsweise mittels Fluoreszenz in situ Hybridisierung (FISH)
mit anschlieBender Detektion am Fluoreszenzmikroskop, die Topologie mittels digitaler
Bildauswertung berechnet. Dabei wird allgemein die Lage des Signals relativ zum Kern-
mittelpunkt und die Bestimmung der Distanz zwischen den Signalen als Parameter der

Zellkerntopologie verwendet.



1 Einleitung

Weiterhin wird angenommen, dass die Architektur des Chromatins im Zellkerns von
der Aktivitiat (Transkription, Replikation) bestimmter chromosomaler Bereiche, zum Teil
auch Zellzyklus-abhingig, bestimmt wird. Zur quantitativen Betrachtung der Aktivitéit
wird deshalb angenommen, dass sich neben der Lokalisation im Kern auch die Grofle der
subchromosomalen Doménen verdndert. Die Moglichkeiten, die mittels FISH markierten
chromosomalen Regionen im nm-Bereich vertrauenswiirdig zu vermessen, sind aufgrund

verschiedener priparativer und optischer Grenzen limitiert.

Beziiglich der Prépartation wéren in vivo Markierungen subchromosomaler Regionen
ohne Fixierung wiinschenswert. Dies ist zum jetzigen Zeitpunkt nicht in ausreichen-
der Qualitéit moglich. Aus diesem Grund werden fluoreszenzmikroskopische Studien zur
Zellkernarchitektur an fixierten und denaturierten biologischen Objekten durchgefiihrt.
Dabei bleibt die Diskussion des Einflusses der Fixierung sowie der Denaturierung durch

die Hybridisierungsprozedur bei der Interpretation der Daten nicht aus.

In der Fluoreszenzmikroskopie stehen sténdig neue Verfahren zur Verfiigung mit im-
mer hoher auflésender Technik. Trotz aller Entwicklung wird weitestgehend das konfokale
Laser-Rastermikroskop in der Routine angewendet, welches fiir Objekte iiber 250 nm la-
teraler Ausdehnung sehr gut geeignet ist. Will man zusétzlich Informationen iiber die
axiale bzw. dreidimensionale Ausdehnung biologischer Objekte machen, ist ein Wechsel
der Mikroskopietechnik, z.B. auf die 4Pi-Mikroskopie, wobei auch eine Entfaltung (De-

konvolution) der Bilder nétig wird, moglich.

In dieser Arbeit werden quantitative Messungen an den subchromosomalen Doménen
8q24/c-myc, Centromer 8 und 9 nach Hybridisierung mit fluororeszierenden Sonden
hinsichtlich der Lage sowie der Grofle in unterschiedlichen Fixierungen durchgefiihrt.
Fiir die Bestimmung der Lage der Signale im Kern wird der Parameter der relativen
radialen Position in einer fiir speziell fiir Fibroblastenzellkernen neuen, angepafiten Form
aufgegriffen. Zur Kalkulation der Groéfle der markierten Regionen wurde ein ebenfalls neu

entwickeltes Auswertungsprogramm mit hoher Prizision angewendet.



1.1 Organisation des Interphase-Chromatins

1.1 Organisation des Interphase-Chromatins

Die filamentose Struktur des Chromatins im Zellkern wurde erstmals in den 1950er und
1960er Jahre beobachtet. Diese Vorstellung wurde dann in den 1970er Jahren durch
die Entdeckung der Nukleosomen als sich wiederhohlende Untereinheiten des Chroma-
tins mittels biochemischen und elektronenmikroskopischen Techniken weiterverfolgt. Seit
den 1980er Jahren wird, auch durch die Entwicklung der Fluoreszenzmikroskopie sowie
von Ultrastrukturanalysen, eine hohere Organisation des Chromatins im Zellkern postu-
liert, was vor allem auf der Beobachtung, dass Chromosomen in bestimmten Territorien
des Zellkerns liegen [56] [67], griindet. [22]

Zahlreiche revolutionére Studien wurden in dieser Zeit durchgefiihrt, wovon einige
Bilder in der Abbildung 1.1 gezeigt sind. Beispielsweise haben Gall et al. 1963 Blut-
zellen auf einer wéfirigen Oberfliche flach ausgebreitet und nach hypotoner Zerstérung
der Zellen, die Chromatinfiden auf ein Carbongrid aufgebracht. Nach dem Trocknen
konnte mittels Elektronenmikroskopie das Chromatin von Interphasezellen als zylin-
drische Fasern mit 40-60 nm Durchmesser detektiert werden (Abbildung 1.1 A). 1968
zeigten Wolfe und Martin, dass diese Fasern durch Fixierung stabilisiert werden kénnen
und wiesen einen Durchmesser von 10 nm in fixierten als auch in unfixierten Prépa-
raten nach. [22] Olins und Olins beobachteten 1972 in Leberzellen von Ratten, dass
es Regionen im Kern mit verdichtetem und mit ausgebreitetem Chromatin gibt. Die
mittlere Breite dieses Chromatins reicht von 10 bis 19 nm. Auch Woodcock beschreibt
1973 Fasern mit 10 bis 30 nm Durchmesser und begriindet die Variationen im Faser-
durchmesser mit einem irreguldren Aufwickeln und Falten von einzelnen Chromatinfa-
sern. In der Abbildung 1.1 B ist eine von Olins und Olins spétere Studie (1974) an
gereinigtem Chromatin gezeigt, bei der eine lineare Anordnung von sphérischen Chro-
matinpartikeln (Nukleosomen) mit ca. 7 nm Durchmesser beschrieben wird, die iiber
einen 1,5 nm Strang verbunden sind. [22] Die Entdeckung der Chromosomenterritorien
(Kapitel 1.1.1) war mit unter der Ausgangspunkt fiir die Entwicklung von Modellen zur
Erkldarung der Organisation von Chromatin im Zellkern basierend auf Fluoreszenzmikro-
skopie. Mit Hilfe der Transmissions-Elektronenmikroskopie (TEM) konnten dann spéter

unterschiedliche Niveaus der Chromatinpackung in den Territorien als auch Chromatin-



1 Einleitung

freie Bereiche im Nukleus aufgedeckt werden. Belmont und Bruce beobachteten 1994
in CHO! Zellen in frither G und spiter Gp/frither S-Phase Chromatinfasern mit zum
einen 100-130 nm und zum andern 60-80 nm Durchmesser (sieche Abbildung 1.1 G und
H). Diese Chromatinfasern nannten die Autoren dann Chromonemafasern, woraus sich
das Chromonema-Model entwickelte. Dieses von Belmont 1999 beschriebene Model be-
sagt, dass sich eine Chomosomenfaser mit einem Durchmesser von ca. 100 nm zu einem
im Durchmesser 200-300 nm Prophasechromatid faltet, welches dann durch Aufwickeln
zum Metaphasechromosom wird. [22] Im Folgenden werden verschiedene Modelle zur
Beschreibung der Chromatinorganisation im Interphasekern vorgestellt. Dabei wird bei-
spielsweise auf die Organisation in Territorien, die filamentdse Struktur des Chromatins
sowie die perichromatischen Strukturen in den interchromatischen (IC) Bereichen des

Zellkerns eingegangen.

1.1.1 Chromosomenterritorien (CT)

Carl Rabl (1885) und Theodor Boveri (1909) hatten bereits vor etwa hundert Jahren
die Vorstellung formuliert, dass jedes Chromosom ein umschriebenes Territorium in ei-
nem tierischen Zellkern einnimmt [67]. Der erste direkte Nachweis von CT im Zellkern
gelang allerdings erst Jahrzehnte spéter. [18] Mittels Hybridisierung von gesamtgeno-
mischer menschlicher DNA auf somatischen Hybrid-Zelllinien, welche ein oder mehrere
menschliche Chromosomen enthielten, wurde eine distinkte Organisation der Chromoso-
men in Interphase nachgewiesen [56] [67]. MaBigebliche Experimente, welche grundlegend
fiir das Erstellen des CT-Models waren, wurden von Cremer et al. (1988) und Lichter
et al. (1988) publiziert (siche Abbildung 1.1 E und F). In diesen Studien wurden die
CT individueller Chromosomen in humanen Fibroblastenkernen mittels Fluoreszenz in
situ Hybridisierung unter Verwendung Chromosomen-spezifischer DNA-Sonden (whole
chromosome paints) sichtbar gemacht [22]. Spéter wurde von Boyle et al. (2001) nach
dem selben Verfahren die CT aller humanen Chromosomen dargestellt [8]. Cremer und
Cremer beschrieben 2001 die distinkte Positionierung von Chromosomen unteranderem
auch in Hiithnerfibroblasten (sieche Abbildung 1.2), die mittels Mehrfarben-FISH mar-
kiert wurden [17].

Lehinese hamster ovary cells
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1.1 Organisation des Interphase-Chromatins

Abbildung 1.1: Bilder von Chromatin bedeutender Experimente zwischen 1963 und 1994

A DNA-Fasern auf einer Wasseroberfliche; B lineare, sphirische Chromatinpartikel mit 70 A Durchmesser iso-
liert aus dem Thymus einer Ratte sowie Erythrozytenkerne des Huhns; C Chromatinfragmente nach DNasell-
Behandlung, Pfeile zeigen Monomere, Dimere und Trimere; D Rattenleberzellen, r...Ribosomen, nu...Nukleolus,
ig...Interchromatingranula, —...Perichromatingranula,-b...Perichromatinfibrillen; E und F Chromosom 1 in hu-
manen Lymphozytenzellkernen; G und H CHO Zellen in G1-Phase, dicke Pfeile zeigen kondensiertes Chromatin,

diinne Pfeile markieren die Chromonemafaser. [22]
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1 Einleitung

Abbildung 1.2: Chromosomenterritorien verschiedener Chromosomen im Fibroblasten

vom Huhn

a Metaphasespread mit DAPI-DNA-Farbung, Makro- und Mikrochromosomen; b Metaphasenspread von a nach
Multicolour FISH (Pseudo-Farben); ¢ Kodierungsmuster der verwendeten Farben; d mittlerer lichtoptischer
Schnitt durch einen Hiithner-Fibroblastenkern mit den markierten CT. [17]

Wie genau die CT nach dem Model aufgebaut sind, kann zum jetzigen Zeitpunkt
nur vermutet werden. Vorstellbar ist, dass die CT aus Chromatinrosetten gebildet wer-
den. Die Rosetten wiederum kénnten aus kleinen Chromatinschleifen von ca. 50-200 kbp
Lénge aufgebaut sein. Weiterhin denkbar ist, dass sich CT aus riesigen Schleifen auf-
bauen, die aus einer bis mehreren Mbp bestehen. Eine Mischung aus kurzen und langen
Schleifen ist ebenfalls denkbar. Die Vorstellung der Rosettenstruktur bildet die Grundla-
ge fiir das spherical 1-Mbp-chromatin domain-Model, bei dem jede 1 Mbp-Doméne mit

Chromatin-Linker der benachbarten Doméne verbunden ist. [18]
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1.1 Organisation des Interphase-Chromatins

1.1.2 Interchromatische Domé&nen (ICD) und perichromatische Regionen
(PR)

Die Organisation in einzelne Chromosomenterritorien l&t vermuten, dass das Chromatin
innerhalb der Territorien dicht gepackt ist und zwischen den CT Bereiche entstehen, die
als Interchromatin-Doménen (ICD) bezeichnet werden. Die Transkription wiirde dann
aufgrund der besseren Zuggénglichkeit fiir beteiligte Faktoren hauptséchlich in der Pe-
ripherie der CT stattfinden. Visser et al. 1998 und Verschure et al. 2003 zeigten durch
Untersuchungen an Enzymkomplexen sowie naszenten Transkripten mittels Thymidin-
Analoga und FISH, dass die Transkription nicht nur auf die Peripherie begrenzt ist, son-
dern im ganzen Territorium stattfindet [22]. Dies wiederum kann erklirt werden durch
die bei [18] vorgeschlagene Vergrofierung der CT-Oberfliche durch Einstiilpungen nach
Innen. Laut dem erweiterten ICD-Model verbinden somit diinne Kanile innerhalb der
CT die interchromatischen Doménen. Diese feinen Kanéle ermdglichen die Diffusion von
Transkriptionsfaktoren oder Splicing-Faktoren zum Inneren der Territorien. Prozesse im
Kern, wie beispielsweise die Transkription oder die RNA-Aufbereitung, werden dann
vermutlich nicht zwingend nur am Rand der CT, sondern auch in diesen Kanilen statt-
finden. [22]

Mittels Elektronenmikroskopie (EM) wurde auch gezeigt, dass Randbereiche von de-
kondensiertem Chromatin weniger stark geféirbt erscheinen. Diese Bereiche werden als
perichromatische Regionen (PR) bezeichnet. Sie besitzen einer Dicke von 100 bis 200 nm
und trennen die hoch-organisierten Chromatindoménen von dem eigentlichen Inneren
der Interchromatinbereiche. Dass PR kleine Chromatinschleifen beinhalten, die an der
Transkription und am pra-mRNA-Splicing sowie an der Replikation beteiligt sind, wird
n [27] beschrieben. [18] AuBlerdem sollen laut Monneron und Bernhard 1969 die PR
aus Ribonukleoprotein-enthaltenden Strukturen bestehen, die als perichromatische Fi-
brillen (PF) bezeichet werden. Heute weifl man, dass diese PF Akkumulationen von
snRNPs, m3G cap von snRNAs, SC-35-Protein, Poly(A)-Polymerase und SMN2-Protein
darstellen, alles Faktoren, die mit der Aufarbeitung der pri-mRNA assoziiert sind. [27]

Letzteres ist beispielsweise ein zytoplasmatisches als auch nukledres 38 kDa Protein,

2survival of motor neuron
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1 Einleitung

dass im Kern nach Immunofluoreszenz-Markierung in der unmittelbaren Nachbarschaft
zu den sogenannte coiled (Cajal) bodies (CBs) vorkommen [55]. CBs beinhalten nukleo-
plasmatische (snRNP und snRNA) als auch Nukleolus-bildende (Fibrillin, U3 snRNA)
Bestandteile, sind involviert in der Aufbewahrung der Splicingfaktoren und sind zudem
auch neben den interchromatischen granulidren Kluster (IGs, speckles) Hauptbestandteil
der ICD. Die Interchromatingranulae akkumulieren auch pra-mRNA Splicingfaktoren,
wie beispielsweise snRNPs, den Slicingfaktor SC-35 und die m3G cap der snRNAs. [27]

1.1.3 Zellkernorganisation und Transkription/Replikation

Grundlage des heutigen Models zur Beschreibung der Organisation des Zellkerns von
Séugetieren ist, dass diese nicht zufillig ist. Diese nicht zufillige Verteilung gilt fiir das
Genom im Kern, fiir die Kernkompartimente sowie fiir die Kernproteine. Als Parameter
fiir die Beschreibung der Organisation von Strukturen im zwei- und besser im dreidi-
mensionalen Kern wird die relative radiale Position herangezogen. Die radiale Position
beschreibt die Lokalisiation von Strukturen relativ zum Kernmittelpunkt oder zur Kern-
peripherie. In diesem Model wird auch angenommen, dass aktiv-transkribierte Gene und
Gene, denen eine Transkription bevorsteht, in dekondensierten, offenen Bereichen des
Chromatins lokalisiert sind und permanent stille Gene im kompakten, geschlossenen
Chromatin zu finden sind. Dabei besteht auch die Annahme, dass nur ein kleiner Anteil
des Chromatins fiir die Transkription bereit ist und wirklich dekondensiert als 10 und
30 nm Faser vorliegt. Dies fithrt im Zusammenhang mit den perichromatischen Regionen
zu der Vorstellung, dass es eine dynamische Beziehung zwischen dekondensiertem Chro-
matin in der PR und der kompakteren Organisation des Chromatins unterhalb der PR
gibt. Somit wiirden offene Chromatindoménen in der PR transkribiert werden, anschlie-
Bend zur kompakteren Konformation iibergehen und dabei die PR verlassen, wodurch
eine neue offene Region in die PR nachkommen kann, um abgelesen zu werden. Das tran-
skribierte Chromatin kénnte als loop von 50 bis 100 kbp Lénge in die PR hineinreichen.
18]

Die Organisation des Zellkerns wird aulerdem durch die zwei verschiedenen Typen

von Chromatin bestimmt, das Euchromatin und das Heterochromatin, welche ebenfalls,
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1.1 Organisation des Interphase-Chromatins

wie die CT, distinkte Kompartimente im Zellkern beschreiben. Transkriptionell-aktives
Euchromatin ist bevorzugt im Inneren des Zellkerns lokalisiert, wogegen heterochromati-
sche Bereiche eher in der Peripherie des Zellkerns beobachtet werden. Eines der bekann-
testen Beispiele fiir die Korrelation zwischen Lage des Chromosoms und der Aktivitét
der Gene des Chromosoms stellen die Untersuchungen an den Chromosomen 18 und 19
dar. Das Gen-reiche Chromosom 19 (67 Mbp) ist im Inneren des Zellkerns positioniert,
das dhnlichgrofle Gen-arme Chromosom 18 (85 Mbp) befindet sich in der Kernperipherie
[19]. [8] Diese beiden Chromosomen zeigen aber nicht nur eine gegensétzliche Positio-
nierung, sondern auch Unterschiede in der Funktion und Struktur [19]: Das Chromosom
19 beinhaltet eine hohe Dichte an CpG-Inseln und Alu-Sequenzen, der meiste Anteil der
DNA wird in der frithen S-Phase repliziert und es besitzt einen Uberschuss an hyperaze-
tylierten Histon H4. Dagegen besitzt das Chromosom 18 weit weniger Gene als bei der
Grofle erwartet werden konnte, es hat eine geringere CpG-Inseldichte, eine hohere Kon-
zentration an L1-family-Wiederhohlungen und einen hohen Anteil an spét-replizierender
DNA.

Ein Beispiel fiir die Beziehung zwischen Aktivitit eines Gens und dessen Position im
Zellkern wird bei Williams et al. 2006 beschrieben. Hier wurde die nukleare Position
des Mash1 Gens untersucht, welches in embryonalen Stammzellen bei Unterdriickung
der Transkription in der Peripherie lokalisiert ist, aber bei Induktion (Aktivitéit) der
Transkription (up-Regulation) seine Position zum Inneren des Zellkerns hin wechselt
[86]. Ein fritheres Model zur Positionierung von Genen beziiglich ihres CT nahm an,
dass aktive Gene auf der Oberfliche der CT lokalisiert sind. Diese Annahme basierte
auf Studien mit geringer optischer Auflésung und der Vorstellung, dass CT eher un-
durchléssige Strukturen sind und die Zugénglichkeit fiir z.B. Transkriptionsfaktoren nur
auf der Oberfldche gegeben ist. Heute ist bekannt, dass die meisten Kernproteine in vivo
sehr mobil sind. Parada und Misteli (2002) fassen die Ergebnisse hochauflésender Licht-
und Elektronenmikroskopie in dem Vorschlag zusammen, dass die CT eine grofle innere
Oberfldche besitzen, die durch ein Netzwerk von gut zugénglichen Kanilen gebildet wird
(siehe 1.1.2). Somit konnen bzw. sind aktiv-transkribierte Bereiche im Inneren von CT
zu finden. [62]
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1.1.4 Kernmatrix

Aufgrund der komplexen Organisation des Zellkerns entstand das Model, dass es im
Zellkern ein strukturiertes Netzwerk in Form eines Karyoskeletts oder einer Kernmatrix
geben muB. Beweise fiir dieses Kernskelett/-geriist sind aber bisher nur schwer zu er-
fassen. Beispielsweise wurde in humanen Thymozyten das SATB1-Protein identifiziert,
dass anscheinend ein Korb-ahnliches Netzwerk aus proteindsen Filamenten bildet, an de-
nen Gene anhaften kénnen. So eine Assoziation verschiedener Thymozyten-spezifischer
Gene scheint mit der Aktivitét dieser Gene zu korrelieren. Misteli (2005) vermutet in
der Assoziation von Genen und dem Geriist eine regulatorische Funktion der Matrix.
[60] Weitere Proteine, die im Verdacht stehen am Aufbau der Kernmatrix beteiligt zu
sein, sind die Intermedidrfilamente der Laminproteine unterhalb der Kernhiille. Gold-
man et al. (2000) beobachteten, dass sich die Lamine A, B und C auch im Inneren des
Kerns befinden und unter Umsténden Bedeutung bei der Transkription und Replikati-
on haben [32] [34]. Ebenfalls im Inneren des Kerns befindet sich monomeres Aktin mit

funktioneller Relevanz beziiglich der Bildung von Transkriptionskomplexen [60].

1.2 Kondensation von Chromatin und dessen Organisation

Wiéhrend der Mitose kondensiert das Chromatin und wird auch im Lichtmikroskop sicht-
bar. In der Abbildung 1.3 sind elektronenmikroskopische Aufnahmen gezeigt, die den
unterschiedlichen Kondensationsgrad von Interphasechromatin und Chromatin in Meta-

phasechromosomen veranschaulicht.

Die Kondensation an sich ist nicht sehr gut untersucht, da die Beobachtung der Chro-
mosomen wihrend der Faltung in vivo schwer zu realisieren ist. Aus diesem Grund
werden die meisten Studien zur Chromosomenstruktur an Metaphasechromosomen in
Form eines fixierten Préparats in vitro durchgefiihrt. Die extreme Packung der DNA
und damit die Verdichtung von Chromatin zum Aufbau mitotischer Chromosomen ist
in der Abbildung 1.4 verdeutlicht. Durch die Aufwindung der ca. 2 m langen DNA-
Doppelhelix wird eine Komprimierung bis zu >=10* in einem Durchschnittszellkern von

5 pm Durchmesser erreicht.
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10 pm

[

Abbildung 1.3: Vergleich des ausgedehnten Chromatins in Interphase mit Chromatin in
Mitosechromosomen

A Elektronenmikroskopische Aufnahme eines lysierten Zellkerns, Chromatin tritt aus dem Kern aus; B konden-

siertes dupliziertes Chromosom, bei dem beide Arme noch verbunden sind. [6]

Gesichert scheint, dass an der Kondensation des Chromatins das phosphorylierte Hi-
ston H3 beteiligt ist. Mittels Antikbrpermarkierung konnte nachgewiesen werden, dass
es eine starke rdumliche und zeitliche Korrelation zwischen phosphoryliertem H3 und
der Kondensation von Chromatin gibt. Als mogliche Funktion wird angenommen, dass
phosphoryliertes H3 direkt Faktoren zur Kondensation rekrutieren kann. Eine Beteili-
gung des Linkerhistons H1 ist umstritten, da es beispielsweise auch zur Kondensation

kommt ohne eine Hypermethylierung von H1.

Groflere Bedeutung bei der Kondensation von Chromatin wird allerdings dem Kondensin-
Komplex zugeschrieben. Im Xenupus-Eiextrakt ist der Kondensin-Komplex alle 5-10 kbp

der DNA zu finden, ebenso in Schizosaccharomyces pombe. Dieser Komplex besteht aus
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mehreren Untereinheiten. Ein wichtiges identifiziertes Polypeptid von Untereinheiten des
Kondensin-Kompexes gehort zu einem der vier SMC-Proteine (structural maintenance of
chromosomes), dem SMC2. SMC-Proteine sind chromosomale ATPasen mit einer hohen
Konservierung in Bakterien bis hin zum Menschen. SMC-Proteine sind charakterisiert
durch ein amino-terminales Nukleotid-Bindungsmotif (Walker A Motif), zwei zentrale
coiled-coil Motife und einer carboxy-terminalen konservierten Sequenz mit dem Walker
B Motif. Die beiden coiled-coil Motife sind iiber eine nichthelikale hinge-Sequenz ver-
bunden, die sehr flexibel ist und ein zwei-armiges, V-formiges Molekiil bildet. Jeder der
beiden Arme kann mit ATP und der DNA interaggieren und somit unter Umsténden als

DNA-Linker fungieren, dessen Konformation durch ATP moduliert wird.

Zwei weitere Komponenten sind das XCAP3-C und das XCAP-E, die ebenfalls zu der
SMC-Familie gehohren (SMC4 und SMC2). Sie bilden den Kern eines aus fiinf Unterein-
heiten bestehenden Proteinkomplexes mit einem Sedimentationskoeffizienten von 13S.
Dieser 13S-Komplex beinhaltet drei nicht-SMC-Untereinheiten (XCAPP-D2, XCAPP-
G, XCAPP-H) und ist essentiell fiir die Kondensation, indem er zusammen mit der
Topoisomerase I und ATP positive Supercoils in geschlossener, ringférmige DNA in-
duziert. Trotzallem bleibt die Frage, wie das 13S-Kondensin mit nukleosomaler DNA
interagiert und ob es zusammen mit anderen Proteinen (z.B. Titin), die in mitotischen

Chromosomen gefunden wurden, eine Rolle in der Chromosomenarchitektur spielt.

Weiterhin werden die Schwesterchromatiden des kondensierten Chromatins bis zur
Teilung in der Metaphase-Anaphase-Transition an der Centromerregion als auch ent-
lang der Chromosomenarme zusammengehalten. Eine wichtige Rolle bei dieser Kohésion
der Chromatiden spielt der Cohesin-Komplex. Dieser Komplex besteht aus zahlreichen
Untereinheiten. Bei Saccharomyces cerevisiae existieren die vier Unereinheiten Smclp,
Sme3p, Scelp (auch Medlp genannt) und Sce3p. Die beiden ersten gehoren ebenfalls zu
der SMC-Familie. [40]

3 Xenopus chromosome-associated polypeptides
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Basen pro Windung Packungsrate
Metaphasechromosom 1400 nm 18 Schleifen pro ~1,2x10* pro
Miniband und Chromosomenarm
Chromosomenarm
’ . T ~1,1x108 ~1,2x10%
kondensierte Matrix- T
assoziierte Form
(Miniband) JL
Matrix
. ) T 60000 680
erwen_grte Matrix- e
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Schleife)
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T 80 6-7

Beads-on-a-string-
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DNA-Doppelhelix AVAVAVAVAV ZI 10 1

Abbildung 1.4: Schematische Darstellung der Kompaktierung von Chromatin
Die Strukturen und das Ausmafl der Kompaktierung der DNA zwischen 11 und 700 nm sind
weitestgehend hypothetisch. (modifiziert nach [52])
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1 Einleitung

1.3 Molekulare Pathologie des Prostatakrebs

Prostatakrebs ist, nach Lungenkrebs, einer der zweithéufigsten Krebsarten beim Mann in
den Industrielindern. Obwohl zahlreiche Gruppen mittels DNA Arrays und anderen Me-
thoden Profile des Prostatakarzinoms erstellt haben, sind die genetischen Verdnderungen
und biologischen Prozesse in der Entwicklung und dem Vorranschreiten der Erkrankung
noch unklar. Beispielsweise ist iiber das Expressionsprofil kleinerer Lésionen, wie bei der
prostatic intraepithelial neoplasia (PIN) und proliferative inflammatory atropy (PIA),
wenig bekannt. [78] [1] Die Probleme bei der Aufklédrung der Morphogenese des Prosta-
takarzinoms sind eng an den komplexen anatomischen und histologischen Aufbau der
Prostata gekniipft. In der Prostata werden 30 bis 50 tubuloalveolédre Einzeldriisen von ei-
ner aus vielen glatten Muskelzellen bestehende Bindegewebskapsel umhiillt. Ausgehend
von der Kapsel wird das Innere der Prostata durch Septen unterteilt. Das Innere der
Prostata wird eingeteilt in klinisch relevante Zonen. Innen liegt die zentrale Zone und
umschliefit die Urethra. Sie macht ca. 25 % des Volumens aus. Zwischen dieser und der
grofien peripheren Zone, welche ca. 70 % ausmacht, befindet sich die Ubergangszone, von
der die benigne Prostatahyperplasie meistens ihren Ursprung hat. Im Driisenepithel der
peripheren Zone entstehen bevorzugt maligne Adenokarzinome. [43] Eine Ubersicht iiber
einige beschriebene genetische Verdnderungen wird in der Tabelle 1.1 gegeben. Neben
den genetischen Verdnderungen, ist das Wachstum des Prostatakarzinoms in der Regel
androgen-abhéngig. Vor allem der stark wirksame, physiologische Testosteron-Metabolit
Dihydrotestosteron (DHT), der in der Prostata vom Enzym 5-alpha Reduktase gebildet
wird, spielt eine wichtige Rolle. [43]

Bei den genetischen Verdnderungen als Ursache fiir die Entstehung eines Prostatakar-
zinoms haben Verdnderungen der DNA-Methylierung und der Androgen-Signal-Kaskade,
sowohl Mutationen von Tumorsuppressorgenen und Proto-Onkogenen als auch Abbera-
tionen der Telomeraseaktivitéiit eine grofle Bedeutung. Eine wichtige Rolle spielen dabei
die schon aufgezdhlten Proto-Onkogene, die in ihrer pathologischen Form als Onkogen
bezeichnet werden. Von den iiber 100 identifizierten Onkogenen wurden die Onkogene
ras, erbB2/Her2neu und c-myc am populdrsten. [66] Letzteres ist neben dem Prosta-

takarzinom in den meisten soliden Tumoren, wie Brust- und Cervixkarzinom und klein-
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1.3 Molekulare Pathologie des Prostatakrebs

zelligen Lungenkarzinom, oft amplifiziert. [28] Eine signifikant hohere Myc-Expression
in Adenokarzinomen der Prostata wurde schon 1986 von Fleming und 1987 von Buttyan
et al. beschrieben [51]. Allerdings ist noch immer unklar, worin die genaue Bedeutung

des iiberexprimierten c-Myc’s als Folge einer Amplifikation der 8q24-Doméne bei der

Entstehung des humanen Prostatakarzinoms besteht [85].

Locus chromosomale identifizierte Verdnderungen
Verdnderung Gene
1g24-25 hereditér HPC1 (RNAse L) Mutation
1p Stathmin (Hypermethylierung) Suppression der Expression
1p33 TNFRSF6 Suppression der Expression
2ql4 BIN1 Deletion
2p24 GC109 Expression unterdriickt im
Androgen unempfindlichen PCa
3p24-26 LOH RARB (Hypermethylierung)
4 EG-1 Uberexpression
5q31-33 Verkniipfung mit  unbekannt
aggressiven PCa
7q31.1-31.2  Deletion Caveolin 1 und 2 (Hypermethylierung)  Suppression der Expression
8p21-8p23 Detetion N33 Suppression der Expression
FEZ1/LZTS1 Mutation
Dermatin Deletion
NKz3.1 Suppression der Expression
8q Amplifikation PSCA, myc, eIF3 Uberexpression
9q22 DD3 Uberexpression
10923-25 PTEN Deletion [31]
10g21 Annexin VII Uberexpression
11q13 GSTp1 (Hypermethylierung) Suppression der Expression
11p11-12 PB39, PSMA Uberexpression
12q12-13 Deletion p27 Suppression der Expression
13q12.3 BRCA2 Mutation im familidren PCa
14q22-24 ER (Hypermethylierung) Suppression der Expression
16g22.1 Deletion E-Cadherin (Hypermeth. o. Deletion ) Suppression der Expression
17p11.2 hereditar HPC2/ELAC2 Mutation
Xqll.2-12 AR (Hypermethylierung) Suppression der Expression
Tabelle 1.1: Auswahl genetischer Verdnderungen im Prostatakrebs

[www.expertreview.org]
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Das Proto-Onkogen c-myc? ist auf dem langen Arm von Chromosom 8 (8q24.1) mit
einer Lange von ca. 5 kbp lokalisiert und besteht aus drei Exons. Ausgehend vom Exon 2
wird das 64 kDa- und ausgehend vom Exon 1 das léngere 67 kDa-Polypeptid translatiert.
Die c-Myc-Proteine sind nukledre hoch-konservierte Phosphoproteine. [68] [20] Ruhen-
de, differenzierte Zellen exprimieren c-Myc normalerweise auf einem niedrigen Niveau,
welches fast nicht detektierbar ist. Das c-myc-mRNA- und Proteinniveau pro ruhenden
Fibroblast liegt schitzungsweise in der Gréflenordnung von einem RNA-Transkript und
500 Proteine [14]. Nach Stimulierung von Zellen, z.B. durch Wachstumsfaktoren, kann
das Niveau der Expression innerhalb von Minuten stark erhcht werden. In proliferie-
renden Zellen wird c-myc ebenfalls auf einem niedrigem Niveau exprimiert. [68] Die
Halbwertszeit t;/, fiir die mRNA als auch fiir das Protein liegen zwischen 20 und 30
min [14]. Bedeutung hat das c-Myc, direkt und/oder indirekt, bei der Regulation des
Zellzykluses, der Differenzierung, dem Zellwachstum, der Angiogenese und der Apopto-
se. Die Rolle beim Zellzyklus ist hauptsédchslich auf die Promotion der G;-S-Transition
durch Aktivierung des Zyklin/Zyklin-abhéngigen Kinasekomplexes (CDK), die Stimula-
tion der E2F-abhéngigen Transkription sowie die Stimulation von Wachstumsfaktoren
zuriickzufiihren. [28] [66]

Der Ubergang von G- in die S-Phase bei der Zellzyklusprogression ist ein kritischer
Punkt in der Tumorentstehung, da viele Tumorzellen Mutationen besitzen, die den Gy /S-
Restriktionspunkt betreffen, und wodurch eine DNA-Synthese auch in Abwesenheit von
Wachstumsfaktoren moéglich ist. C-Myc kann den Restiktionspunkt auch ohne Wachs-

tumsfaktoren {iberwinden und dadurch die S-Phase des Zellzyklus einleiten.

Das c¢-Myc (Abbildung 1.5) ist durch eine N-terminale Doméne (NTD) charakteri-
siert, die die beiden hochkonservierten Myc-Boxen MB1 und MB2 beinhalten, welche
nur in der myc-Genfamilie vorkommen und essentiell fiir die Funktion als Transkripti-
onsfaktor sind. In der C-terminalen Doméne (CTD) ist das ebenfalls hochkonservierte
basische Helix-Loop-Helix/Leuzin-Zipper-Motiv (bHLHLZ) lokalisiert. Die basische Re-
gion macht eine sequenzspezifische Bindung an die DNA moglich. Das HLHLZ-Motiv ist

Yo-myc myelocytomatosis viral oncogene homolog (avian)
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1.3 Molekulare Pathologie des Prostatakrebs

dagegen bei der Protein-Protein-Interaktion von Bedeutung. Auflerdem trigt das c-Myc
ein nukleidres Lokalisationssignal (NLS), welches die Lokalisation des Proteins im Zell-
kern dirigiert. [85] [68]

MB1 MB2 NLS b HLH LZ
-14.1 100 439
| | | |
NTD Zentrale CTD
Region

Abbildung 1.5: Schematische Darstellung des c-Myc-Proteins
Die mit Stern markierte Orte geben die bekannten Phosphorylierungsstellen von c-Myc
an. [68]

Fiir die transkriptionelle Regulation mufl ¢-Myc mit dem Max-Protein dimerisieren
und gemeinsam an die DNA binden. Die basische Region des c-Myc/Max-Heterodimers
vermittelt dabei die spezifische DNA-Bindung an die E-Box-Sequenz® 5°-CAC GTG-3"

und &hnliche Sequenzen. [85]

Die Abbildung 1.6 beschreibt eine Moglichkeit zur Aktivierung der Genexpression
durch Myc/Max. Nach Dimerisierung der beiden Proteine c-Myc und Max binden sie
beispielsweise an die E-Box-Sequenz des Zielgens. C-Myc rekrutiert dann den SWI/SNF-
Komplex (switch-independent, sucrose non-fermenting). Dieser Komplex besitzt ATPase-
Aktivitdt, durch dessen Wirken es zur Chromatinauflockerung (Chromatin- Remodelling)
am Promotor kommt [13] [69]. Diese Auflockerung des Chromatins ermoglicht einen bes-
seren Zugang fiir weitere transkriptionelle Regulatoren und die RNA-Polymerase 11 zur
DNA.

SE-Box-Sequenzen befinden sich hauptsichlich im Promotor, im ersten Exon oder ersten Intron eines

Gens und aktiviert nach Bindung von Transkriptionsfaktoren die Expression von Genen.
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Abbildung 1.6: Schematische Darstellung der Aktivierung der Genexpression durch

Myc/Max-Bindung an die E-Box-Sequenz
[68]

Weiterhin interagiert c-Myc mit dem TRRAP-Komplex (transformation/transcription
domain associated protein), der Histon-Azetyl-Transferase (HAT)-Aktivitét besitzt. Die-
se Aktivitat ist fiir die Modellierung des Azetylierungsstatus der Histone von Bedeutung.
Eine verstirkte Azetylierung macht die Bindung des Priinitiationskomplexes an den ak-

tiven Promotor und damit den Start der Transkription moglich. [68]

1.4 Fluoreszenzspektroskopie

1.4.1 Elektromagnetische Wellen

Ein Licht emittierendes Atom oder Molekiil strahlt, wie ein Dipol, eine elektische und ei-
ne magnetische Welle ab (elektromagnetische Welle). Die elektischen und magnetischen
Feldkomponenten der Welle stehen zu jedem Raum-Zeit-Punkt senkrecht aufeinander
und senkrecht auf der Ausbreitungsrichtung des von ihnen gebildeten elektromagneti-
schen Feldes. Die Ebene des magnetischen Feldes ist die Polarisationsebene, und die des
elektrischen Feldes ist die Schwingungsebene der Welle. Charakteristika einer elektroma-
gnetischen Welle sind die Frequenz f, die Wellenldnge A und die Ausbreitungsgeschwin-
digkeit ¢, die durch ¢ = Af in Beziehung zu einander stehen. Dabei berechnet sich die
Frequenz aus w/27, wobei w die Kreisfrequenz der Schwingung ist, und die Wellenlédnge
aus 2r /k, wobei k die Wellenzahl ist.
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Elektromagnetische Wellen des sichtbaren Bereichs des Lichtes breiten sich im Va-
kuum mit Lichtgeschwindigkeit co= 2,99792x10% m/s aus. In allen anderen Medien ist
die Lichtgeschwindigkeit cpseqium gegeniiber ¢y um den Brechungsindex n verringert. Im
Vakuum berechnet sich n aus ¢y/caredium- In Abhéngigkeit des Materials des Mediums
und der Wellenléinge kommt es beim Ubergang zwischen zwei Medien unterschiedlicher
Brechungsindizes zu einer Anderung der Ausbreitungsrichtung der Welle (Brechung).
Dies leitet sich von der Auffassung des Huygens-Fresel-Prinzip ab, welches darauf be-
ruht, dass eine Wellenfront als eine Uberlagerung von einzelnen Kugelwellen angesehen
wird. Dabei haben die Kugelwellen ihren Ausgangspunkt im Wellenfeld selbst und iiber-
lagern sich wieder zu einer Wellenfront. Breiten sich die Wellen unterschiedlich schnell
aus, kommt es zur Dispersion. Zur Reflexion kommt es, wenn an einer spiegelnden Fléche
der Einfallswinkel gleich dem Ausfallswinkel der Welle ist. Eine Streuung eines Teils der
Wellenfront erfolgt, wenn die Wellenfront auf ein Hindernis trifft. Das Hindernis fun-
giert als Erregungsort von vonHuygens-Kugelwellen. Wenn kohérrente Wellen in einem
Punkt im Raum zusammentreffen, kommt es durch Addition der elektromagnetischen
Feldkomponenten der Wellen zur Interferenz. Féllt Licht an einem Objekt vorbei und
breitet sich dahinter in den Schatten des Objektes hinein aus, spricht man von Beugung.
An der Kante des Objektes entstehen dabei Kugelwellen, die sich in den Schatten hinein
ausbreiten. [29] [70]

1.4.2 Grundlagen der Fluoreszenz

Unter Fluoreszenz versteht man die spontane Emission von Licht bei der Riickkehr eines
Molekiils aus einem elektronisch angeregten Singulettzustand S; bzw. Triplettzustand
T (durch Lichtabsorption) in den elektronischen Grundzustand Sy (Abbildung 1.7). Die
Energiedifferenz (51 - Sp) wird in Form eines Lichtquants abgestrahlt. Die Lebensdauer
7 des angeregten Zustandes ist vom Molekiil abhéngig und betréagt beispielsweise fiir
Chlorophyll 6,7 ns. [70]

Dieser sogenannte Elektroneniibergang erfolgt dabei nach dem Franck-Cordon-Prinzip.

Laut diesem Prinzip ist der Ubergang aus dem Grundzustand in den angeregten Zu-
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Abbildung 1.7: Vereinfachtes Energietermdiagramm (Jablonski-Diagramm)

S ... Singulett-Zustand; T ... Triplett-Zustand; Indizes: 0 ... Grundzustand, 1,2 ... erster, zweiter elektro-
nisch angeregter Zustand; IC ... internal conversion; ISC ... intersystem crossing; durchgehender Pfeil ...

Strahlungsabsorption/-emission; gestrichelter Pfeil ... strahlungslose Uberginge.

stand fiir den Zustand am Wahrscheinlichsten, dessen Maximum der Wellenlénge vertikal
dariiber liegt (ohne Anderung der Kernpositionen). Da die Atomkerne sehr viel schwerer
sind als die Elektronen (m,=1,672x1072" kg, m.=9,109x1073! kg, m,/m.=1835), sind
elektronische Ubergiéinge wie Anregung durch Lichtabsorption (in 10~'s), internal con-
version (in 10~'2s) und Emission (7~107%s) sehr viel schneller, als die Kerne sich an die
neue elektronische Umgebung anpassen kénnen. Nach der Lichtabsorption kann es zur
oben beschriebenen Abstrahlung von Licht oder zu einer schnellen strahlungslosen Rela-
xation des Elektrons aus dem angeregten Zustand in dessen Schwingungsgrundzustand
kommen (internal conversion), aus dem dann die Emission von Licht stattfindet. Bei
der strahlungslosen Relaxation wird die freiwerdende Energie in Form von Wirme an
die Umgebung abgegeben. Neben der internal conversion kann es auch zum intersystem

crossing kommen, wobei ein Ubergang vom Singulett- zum Triplettzustand gleicher elek-
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1.4 Fluoreszenzspektroskopie

tronischer Energie stattfindet, woraus dann die Phosphoreszenz resultiert (7>>1078s).
Ein entscheidendes Merkmal der Emission von Fluoreszenzlicht ist, dass die Wellenldnge
A des emittierten Lichts grofler ist als die des absorbierten Lichts. Diese Differenz der
Wellenlénge als Folge der Energieiibertragung durch strahlungslose Energieiibergéinge

wird nach seinem Entdecker Stokes-Shift genannt und in nm ausgedriickt:

)\Stokesfshift = |/\Absorption - AEmission‘ (11)

Ein Ma8 fiir die Energieabnahme des emittierten Lichtes durch strahlungslose Uberginge
ist die Quantenausbeute. Die Quantenausbeute @ der Fluoreszenz ist das Verhéltnis der

Anzahl emittierter zur Anzahl der absorbierten Photonen. Dabei gilt:

r

Q= Ttk (1.2)

wobei I' die Photonenemissionsrate des Fluorophors und % die Rate der strahlungslosen
Uberginge von S nach Sg ist. Mit I und % ergibt sich die Fluorophorlebensdauer 7, die

Zeit, in welcher sich ein Molekiihl im angeregten Zustand befindet, wie folgt:

1
T + k)

(1.3)

T =

Die Fluoreszenzlebensdauer 7 kann, beispielsweise durch die Kollision mit Quenchern,
durch Rotationsdiffusion, durch Bildung von Komplexen mit Lésungsmittelmolekiilen
oder anderen geltsten Stoffen negativ beeinfluit werden. Das Quenchen der Fluoreszenz
durch Sauerstoff ist dabei fiir die angewandte Mikroskopie mit am Bedeutensten. Wenn
ein Fluorophor im angeregten Zustand mit einem Sauerstoffmolekiil zusammenstoBt, re-
laxiert das Fluorophor ohne Lichtemission in den Grundzustand. Im Durchschnitt legt
ein Sauerstoffmolekiil innerhalb von 10™8s eine Weglinge von Ax=2D7 zuriick. Setzt
man den Diffusionskoeffizienten D den Wert fiir Sauerstoff ein (D=2,5x10"°cm?/s),
erhilt man Ax=70 A. Dies ist mit der Dicke einer Membran oder eines Proteins ver-

gleichbar.
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1 Einleitung

1.4.3 Confocal Laser Scanning Microscopy (CLSM)

Mit dem konfokalen Laserrastermikroskops (confocal laser scanning microscope, CLSM)
ist es moglich, nicht-invasiv dreidimensionale Bilder biologischer Strukturen zu erzeu-
gen. Die konfokale Mikroskopie mit inkohdrenten Licht wurde von Minsky entwickelt
und 1961 patentiert [59]. Erst die Einfithrung von Laserlicht als Quelle der Anregung
von Fluoreszenz machte die breite Anwendung der konfokalen Mikroskopie in der Bio-
logie moglich [15]. In der praktischen Anwendung in der Biologie erreicht man mit dem
CLSM eine Auflésung von lateral ca. 250 nm und axial ca. 600 nm. Die Besonderheit
des konfokalen LSM gegeniiber beispielsweise eines Weitfeldmikroskops ist die fokussier-
te Beleuchtung und die Unterdriickung von Streulicht und Licht auflerhalb des Fokus.
[73] Abbildung 1.8 zeigt den Aufbau eines konfokalen Mikroskops [84].

Detektor (PMT)

Emissionsfilter
< Konfokale Blende

Farbteiler .
Strahlaufweitung

Fokusebene
Hintergrund ~

Detektionsvolumen

Abbildung 1.8: Prinzip des konfokalen Laser-Scanning-Mikroskop
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Die fokussierte Beleuchtung und Beobachtung der Probe kann, selbst bei korrigierten
Systemen, punktférmige Objekte nicht als Punkt abbilden, sondern nur als verwaschenes
Objekt. Die Verwaschung des Objektes bzw. Punktbildes ist quantitativ {iber die Point
Spread Function (PSF) zu beschreiben. Die PSF spiegelt die Intensitdtsverteilung im
Bildraum wider. Fiir die konfokale Mikroskopie mufi die PSF des Beleuchtungs- und
Beobachtungsstrahlengangs beriicksichtigt werden. Die Gesamt-PSF, welche hinter der

Blende vorliegt, ergibt sich aus:

PSFgesamt(r) - PSFBeleuchtung(r) : PSFBeobachtung(r) (14)

wobei r die x- ,y- und z-Position darstellt [58]. Die Abbildung 1.8 veranschaulicht den
Strahlengang des konfokalen Mikroskops. Das Laserlicht mit der Anregungswellenlénge
A Absorption Wird vom Farbteiler (dichroitischer Spiegel) reflektiert und anschliefend auf
die Ebene der biologischen Probe fokussiert. Die Fokussierung erfolgt durch ein Objektiv

hoher numerischer Apertur VA, welche definiert ist als:

NA=n-sin (%) (1.5)

wo n der Brechungsindex des Immersionsmediums ist und a der Offnungswinkel des
Objektivs. Eine hohe numerische Apertur ergibt einen grofien Winkel und damit sowohl
eine hohe Lichtstérke als auch ein hohes Auflésungsvermogen mit gutem Kontrast in
z-Richtung. Nach Erzeugung der Fluoreszenz wird das von der Probe emittierte Licht
(ABmission) durch das selbe Objektiv zuriick geleitet und vom Farbteiler zum Detektor
durchgelassen. Vor dem Detektor befindet sich ein Emissionsfilter, der den Wellenléngen-
bereich selektiert, der von Interesse ist. Vor dem Filter befindet sich die Blende, wodurch
Licht aus dem nicht-fokussierten Bereich der Probe nicht auf den Detektor trifft und da-

durch nicht zur Bildentstehung beitrdgt. Die Blende hat einen variablen Durchmesser,
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1 Einleitung

der im Idealfall unendlich klein sein kann. Bei kompletter Offnung kann allerdings nicht
mehr von konfokaler Abbildung geredet werden. Die Anordnung der konfokalen Blende
in einer zur Zwischenbildebene und somit auch zur Objektebene des Mikroskops kon-
jugierten Ebene hat den Vorteil, dass nur Licht detektiert wird, welches diese Blende
passiert. Da beim CLSM der Beleuchtungs- und Beobachtungspunkt ineinander abgebil-
det werden (konjugierte Ebene) spricht man vom konfokalen Strahlengang. Das Scannen
der Probe erfolgt zunichst in der lateralen Ebene (xy). Nach Abschluss der lateralen
Rasterung wird die nichste Ebene abgerastert. Aus den gescannten Bildstapeln ist dann

eine dreidimensionale Darstellung der biologischen Probe moglich.

1.4.4 Spatially Modulated lllumination (SMI) Microscopy

Da die Auflésungsgrenze eine Funktion der Wellenléinge ist, verwendet man fiir hohere
Auflésungen kleinere Wellenléngen mit héherer Energie. Da ein Teil dieser Energie bei
der Interaktion mit dem Objekt an dieses abgegeben wird, steigt bei hoherer Energie
vermutlich auch der Einfluss auf die Struktur des Objektes (naher UV-Bereich). Eine
Moglichkeit bei Strahlung niedriger Energie auf eine Auflésung unter 200 nm zu kom-

men, bietet die Wellenfeldmikroskopie.

Das Spatially Modulated Illumination Mikroskop ist ein Spezialfall der Wellenfeld-
mikroskopie und basiert auf dem Prinzip der rdumlich strukturierten Beleuchtung [5],
wobei sich die strukturierte Beleuchtung nur auf die axiale (optische) Achse konzentriert.
Die Vernachlédssigung der lateralen Strukturierung erméglicht eine hohere Mefigenauig-
keit in axialer Richtung. Diese Art der Beleuchtung wird dadurch erreicht, dass zwei
kollimierte, kohdrente Laserstrahlen gleicher Intensitdt und Polarisation in zwei, sich
gegeniiberliegende Objektive, eingekoppelt und zur Interferenz gebracht werden (siehe
Abbildung 1.9). Dadurch bildet sich eine stehende Lichtwelle aus, die einzelne Objekt-
bereiche selektiv zur Fluoreszenz anregt. Charakteristisch fiir diese Technik ist, dass
die dquidistanten Intensitdtsmaxima der stehenden Welle normalerweise senkrecht zur
optischen Achse des Objektivs ausgerichtet sind, das zur Detektion des Fluoreszenzsi-
gnals verwendet wird. Vor der Detektionskamera befindet sich ein Block-Filter, der das

Anregungslicht der Laser blockiert und das Emissionslicht der Fluorophore idealerweise
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vollstdndig transmittiert. [58] [81] Die Intensitét der stehenden Welle in der z-Richtung
(optische Achse) kann durch:

A¢

Ag _ 2mn - cos(0)
2

I(2) = Iycos*(k.z + —2) mit k.

)‘Beleuchtung

beschrieben werden, wobei n der Brechungsindex, 6 der Winkel und A¢ die Phasendif-
ferenz zwischen den interferierenden Strahlen. Apeicuchtung ist in diesem Fall die Wel-
lenléinge des Laserlichts im Vakuum. Die laterale Beleuchtung ist, wie beim Epifluores-
zenzmikroskop, in den jeweiligen Ebenen konstant. Unter Beriicksichtigung der Intensitét
der stehenden Lichtwelle I(z) in Abhéngigkeit und das Einbeziehen der Normierungs-
konstante PSFy fiir die PSF der Beleuchtung ergibt sich somit die Gesamt-PSF des
SMI-Mikroskops wie folgt: [58]

PSFSMI(r> = PSFSMI,Beleuchtung(r) : PSFDetektion(r) (17)

A
= PSFocos2(k:zz + 7¢) - PS Fpetektion(T) (1.8)

Mit dieser Mikroskopietechnik ist es moglich, die axiale Ausdehnung von sphérischen
Objekten bis zu 40 nm mit einer Genauigkeit von bis zu 10 nm zu messen [81]. Die
obere Grenze, der mefibaren axialen Ausdehnung bzw. Grofie mittels SMI liegt momen-
tan bei ca. 180 nm (empirisch), deutlich unterhalb der axialen PSF des CLSM. Daher

ist diese Mikroskopietechnik gerade fiir die Groflenmessung kleinerer Objekte interessant.
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hintere fokale
Ebene

Objektiv

d = A/(2n cosV)

Abbildung 1.9: Objektraum des SMI-Mikroskops

n...Brechungsindex des Mediums im Objektraum, A...Anregungswellenlidnge, ¥...Winkel des ausfallenden Laser-
strahls, d...Abstand der Intensitdtsmaxima im Wellenfeld. [58]

1.4.5 Weitere Mikroskopietechniken

4Pi Microscopy FEine Weiterentwicklung der konfokalen Mikroskopie stellt das 4Pi Mi-
kroskop dar [15] [72] [36] [37]. Ahnlich wie bei dem SMI-Mikroskop werden zwei ge-
geniiberliegende Objektive verwendet, durch die ein 1- oder auch ein 2-Photonen-Laser
eingekoppelt werden kann. Detektiert wird dann ein spezifisches Interferenzmuster mit ei-
nem Hauptmaxima und zwei Nebenmaxima (side-lobes). Eine Moglichkeit, die side-lobes
zu entfernen bietet die mathematische Bearbeitung. Dazu benttigt man die Kenntnis
von Hohe und Ort der Neben-Maxima. Dies ist ab einer reltiven Hohe von unter 50
% moglich. Selbst bei Objektiven héchster numerischer Apertur (NA) war dies bis vor
kurzem mit 1-Photonenanregung nicht der Fall (Signalverhéltnis 60 % bis 70 %). Eine
weitere Moglichkeit ist die 2-Photonenanregung mit konfokaler Detektion. Hier macht
man sich die quadratische Abhéingigkeit der Anregungseffizienz von der Beleuchtungsin-
tensitdt zu Nutze. Die doppelte Wellenldnge bewirkt eine stirkere Beugung und schiebt
die Nebenmaxima weiter nach auflen. Durch die Detektions-PSF, welche vom Pinhole

abhingig ist, kann auch eine Abschwichung der Nebenmaxima erreicht werden.

Momentan gibt es drei 4Pi-Mikroskopie-Typen. Beim Typ A erfolgt die kohérente

Beleuchtung mit zwei Objektiven. Die Detektion ist aber eine gewchnliche konfokale
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Detektion mit einem Objektiv. Der Typ B benutzt die kohdrente Detektion iiber beide
Objektive, aber die Beleuchtung wird nur iiber ein Objektiv durchgefiihrt. Beim Typ C
erfolgt die Beleuchtung kohiirent und die Detektion mit beiden Objektiven. Eine Uber-
sicht iiber die Punktbildfunktion des CLSM mit 1- und 2-Photonenanregung sowie der
PSF des 2-Photonen 4Pi-Typ A sind in der Abbildung 1.10 dargestellt.

CLSM 1-Photon 4Pi Typ A
2-Photonen
z z
Xy = Xy FEr

—— CLSM 1-Photon
--| — 4Pi Typ A 2-Photonen
****** CLSM 2-Photonen

ffffffffffffffffffffffffffffffffffffffff

normierte Intensitat

-%.8 -0.6 -0.4 -0.2 0 0.2 0.4 0.67 0.8
z-Position [um]

Abbildung 1.10: Theoretische Punktbildfunktionen des CLSM und des 4Pi Typ A

Die theoretischen PSFs des CLSM und des 4Pi Typ A mit den dazugehorigen Intensitiatsplots wurden
von David Baddeley simuliert, wobei fiir das CLSM 1-Photon fiir NA=1.3, n=1.46, A apsorption =488 nm,
AEmission=015 nm, Pinhole=0.7 angenommen wurde und fiir die 2-Photonenanregung beim CLSM und

4Pi X Absorption auf 790 nm erhoht wurde.

33



1 Einleitung

Stimulated Emission Depletion Eine weitere Methode zur Erhéhung der efektiven
Auflésung ist die Mikroskopie mit Unterdriickung der Fluoreszenz durch stimulierte
Emission (Stimulated Emission Depletion, STED). Bei diesem Mikroskopiesystem, das
ebenfalls auf dem konfokalen Prinzip mit Fokussierung der Anregung auf die Probe be-
ruht, wird zusétzlich zum Anregungsstrahl ein zweiter, gepulster und rotverschobener
Laserstrahl in die Probe eingestrahlt. Dieser STED-Strahl wird durch optische Elemente
so geformt, dass sich um den Anregungsfokus ein dreidimensionaler Ring ausbildet. In
diesem Bereich findet in unmittelbarer Umgebung des Anregungsfokus eine stimulierte
Emission statt, mit der die Fluoreszenz unterdriickt wird. Bei dieser Mikroskopiemethode
wird folglich die Breite der Anregungs-PSF durch eine stimulierte Fluoreszenzemission
von Farbstoff im Randbereich der PSF vor der eigentlichen Fluoreszenzdetektion deut-
lich verringert. Mit dieser Methode konnte bisher eine Auflésung bis zu 30 nm erreicht

werden.

Total Internal Reflection Fluorescence (TIRF) Microscopy Mit Hilfe der TIRF-Mikros-
kopie kann, verglichen mit der konfokalen Mikroskopie, eine Verbesserung der z-Diskrimi-
nierung erreicht werden. Dies ist vor allem fiir die Detektion von Zellmembranen als
auch Strukturen innerhalb dieser Membranen (z.B. Kanalproteine, Porenkomplexe) und
Oberflichen von Netzwerken, wie z.B. Aktin [64], von Interesse. Allerdings ist man da-
bei auf die Grenzflache zwischen Objekttrager bzw. Deckglas und Probe begrenzt, da
der z-Fokus nur bedingt durch Veréinderung des Einfallswinkels des anregenden Lichts
verstellbar ist. Grundlegendes Prinzip der TIRF-Mikroskopie ist die Totalreflektion des
eingeleiteten Laserstrahls an einer ebenen Grenzfliche zwischen zwei Medien mit den
Brechzahlen ny und ng, wobei nq = mo ist. An der Reflektionsstelle bildet sich eine eva-
neszente® Welle aus, die beim Vorhandensein von Fluoreszenzfarbstoffen 100 bis 200 nm
oberhalb der Grenzschicht ihre Energie auf eigene Kosten an diese abgibt. Laut [48]
sind fiir die TIRF-Mikroskopie folgende Werte typisch: A\g = 488 nm, ny = 1.518, ny
= 1.33 — a4 = 61.2°, wobei \g die Angegungswellenlinge und o, der Grenzwinkel fiir
Totalreflektion ist. [48]

Slat. evanescere = dahinschwinden
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1.5 Zielsetzung

Um nicht nur genetische Abberationen als Krankheitsursache zu detektieren, sondern
ihr Zustandekommen zu verstehen, wurden, basierend auf elekronen- und lichtmikrosko-
pischen Studien, verschiedene Modelle zur Beschreibung der Organisation des Genoms
im Zellkern entwickelt. Den meisten Modellen gemeinsam ist die Vorstellung, dass die
DNA im Zellkern nicht zufillig organisiert ist und, dass ein funktioneller Zusammenhang
zwischen der Grofle und der Position von subchromosomalen Doménen bzw. Genen im
Kern und deren Aktivitdt besteht. Die Aktivitdt von Genen soll sich demnach nicht nur
in einer Anderung der Position im Zellkern sondern auch in einem Wechsel der Chroma-
tinkondensation in Abhéngigkeit der Aktividt und damit in einer Gréflenéinderung wi-
derspiegeln. Eine deutlich unterschiedliche Kondensation von Chromatin wird vor allem
im Vergleich zwischen Chromatin im Interphasezellkern und mitotischen Chromosomen

beschrieben.

Die Fluoreszenz in situ Hybridisierung (FISH) stellt bei der Untersuchung der Zellkern-
und Chromatinorganisation eine bedeutende Markierungsmethode dar, wobei diese haupt-
séchlich in fixierten Praparaten angewendet wird. Die Analyse der Grofle und der Po-
sition von subchromosomalen Bereichen in fixierten Préparaten hat den groflien Vorteil,
dass die Phototoxizitat des Laserlichtes auf die Zellen und die Bewegungen der Doménen

bei der Auswertung nicht berticksichtigt werden miissen.

Ziel dieser Arbeit ist es, den Einfluss der Fixierung auf die Morphologie von Zellker-
nen und subchromosomalen Doménen zu quantifizieren. Dazu soll mittels standardisier-
ter FISH das Centromer von Chromosom 8 und die 8q24/c-myc Domine als Beispie-
le subchromosomaler Bereiche in Methanol/Eisessig- und Formaldehyd-fixierten Zellen
markiert und mit dem konfokalem Laserrastermikroskop und dem Spatially Modulated
Hllumination Mikroskop visualisiert werden. Als Zellen stehen normale humane Vorhaut-
fibroblasten und die androgen-senitive Prostatakrebszelllinie LNCAP zur Verfiigung. Zur
anschlieBenden Bildauswertung sollen Programme verwendet werden, die in dieser Ar-
beitsgruppe entwickelt wurden, wobei auch Vorschlidge gemacht werden sollen, welche

Parameter aus den Bilddaten aus biologischer Sicht sinnvoll extrahiert werden kénnten,
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die von der Bildauswertungsgruppe in geeigneter Weise in den Programmen umgesetzt
werden. Im Mittelpunkt der Bildauswertung soll jedoch das von David Baddeley ent-
wickelte multi point model stehen, welches ohne Schwellwertsetzung die lateralen Aus-
dehnung und die Anisotropie subchromosomaler Doménen abschitzt. Die Genauigkeit
dieser Abschiitzung der Grofie von Objekten soll an Beads bekannter Grofle untersucht
werden und der Algorhythmus anschlieflend auf die biologischen Objekte in konfokalen

Bildstapeln angewendet werden.

Am Beispiel der Hybridisierung der subchromosomalen Doménen in Metaphasechro-
mosomen und Interphasechromatin soll ein méglicher Unterschied der lateralen Ausdeh-

nung zwischen kondensiertem und nicht-kondensiertem Chromatin quantifiziert werden.

Weiterhin soll die Anwendbarkeit des multi point models zur lateralen Groflenmessung
auf in Gewebe markierten Doménen iiberpriift werden. Dazu soll ein Protokoll zur Ge-
webehybridisierung etabliert werden. Fiir diese Untersuchung steht eine einzelstringige
Sonde bekannter Sequenz zur Verfiigung. Die Spezifitit dieser Sonde soll an, aus Vollblut

isolierten, Lymphozyten erfolgen.
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2.1 Biologische Objekte

Die Markierung der ausgewéhlten Doménen erfolgte in verschiedenen biologischen Spe-
zies. Nach Vollblutabnahme eines ménnlichen Spenders (46,XY) konnten Lymphozy-
tenpriparate hergestellt werden, die unter anderem als Kontrolle fiir die Spezifitéit der
Sonden herangenommen wurden. Da sie einen normalen Karyotyp besitzen, waren sie
besonders gut geeignet. Die verwendete priméren humanen Vorhautfibroblasten VH7
embryonalen Ursprungs besitzen ebenfalls einen normalen Karyotyp und dienen hier
als Kontrolle und zum Vergleich zwischen gesunden Fibroblasten und der Krebszelllinie
LNCAP. Die VH7 Zellen wurden unserem Labor vom Deutschen Krebsforschungszen-
trum (DKFZ, Heidelberg) bereitgestellt. Die LNCAP Zelllinie wurde von der Deutschen
Sammlung von Mikroorganismen und Zellkultur GmbH (DSMZ) erworben. Letzteres ist
eine humane Prostatakarzinomzelllinie, welche 1977 von der linken supraklavikuldren
Lymphknotenmetastase eines 50-jahrigen Mannes mit Prostatakarzinom etabliert wur-
de. Das Wachstum der fibroblastoiden LNCAP Zellen erfolgt adhirent als Aggregate
oder auch als einzelne Zellen. Zytogenetische Angaben des Vertreibers DMSZ weisen auf
einen hypotetraploiden Karyotype mit 6 % Polyploidie (88(84-93)<4n>XXYY) hin. M-
FISH Untersuchungen von Strefford et al. (2001) bestétigen die Tretraploidie beziiglich
dem Chromosom 8 (c-myc) [77].

Von den drei Zelltypen wurden, je nach Zielsetzung, hypotone (Lymphozyten, LN-
CAP) und nicht-hypotone (VH7) Metaphasesuspensionen, hypotone (Lymphozyten, LN-
CAP) und nicht-hypotone Interphasesuspensionen (VH7) sowie Formaldehyd-fixierte
Préaparate hergestellt.
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Weiterhin wurde formalin-fixiertes paraffin-eingebettetes Prostatakrebsgewebe (PCa)
verwendet. Die Gewebeproben sowie das histopathologische Grading des Karzinoms in
G2 mit dem Gleason Score 6(3+3) und die klinische Klassifikation in pT2c, pNO, pMx,
Pnl wurden freundlicherweise von der Arbeitsgruppe Professor Grone (DKFZ, Heidel-
berg) zur Verfiigung gestellt.

2.2 Physikalische Objekte (Beads)

Beads oder auch fluorescent microspheres sind Polystyrolkugeln mit definiertem Durch-
messer, welche mit Fluoreszenzfarbstoffen innerlich markiert sind und die in dieser Arbeit
als Kalibrationsobjekte bei der Messung von Grofien verwendet werden. Bei den SMI-
Messungen wurden ausschliefllich 100 nm Beads verwendet (Duke Scientific “s Corporati-
on, Palo Alto, California). Fiir die Messungen mittels CLSM wurden Beads mit Grofien
zwischen 100 nm und 560 nm der selben Firma verwendet. Letzteres als so genann-
te TetraSpeck-beads (markiert mit vier verschiedenen Fluorochromen). Die Praparation
der Beads auf Objekttriagern erfolgte in Verdiinnung mit 100 % Ethanol in Konzentratio-
nen zwischen 1:10 bis 1:10000, je nach Verwendung (CLSM, SMI) und Grofie der Beads.
Nach entsprechender Verdiinnung wurden die Beads im zugedeckten Ultraschallbad fiir
5 bis 10 min behandelt, um eventuelle Klusterungen zu reduzieren. Anschlieend wur-
den ca. 20 pl auf einen gereinigten Objekttrager verstrichen und vollsténdig trocknen
gelassen. Dann mit Vectashield tiberschichtet und als Dauerpriaparat mit Deckglas und

Nagellack verschlossen.

2.3 Fluorochrome und verwendete Sonden

Fiir die Markierung der subchromosomalen Doménen 8q24/c-myc und der alpha-Satelliten-
Region von Chromosom 8 wurde eine dual colour probe von Qbiogene verwendet. Die
jeweils verwendeten Fluorochrome mit ihren Spektren sind in der Tabelle 2.1 aufgezeigt.
Die Sonde fiir die 8q24-Region deckt laut Hersteller einen Bereich von 220 kbp ab und
ist zwischen den Markerregionen D8S1128 und D8S490 lokalisiert.

Auflerdem wurde eine Oligonukleotid-Sonde fiir das Centromer 9 verwendet, welche
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Fluorochrom max. A\gz. max. A\gm. Sonde

Fluorescein 495 nm 525 nm CENS8 (Dual Color probe, Qbiogene)
CEN9 (Thermo Electron Cooperation,
Heidelberg)

Rhodamin 565 nm 590 nm 8q24 (Dual Color probe, Qbiogene)
PAINTO09 (Qbiogene)

TO-PRO-3 iodide 642 nm 661 nm Chromatinfarbung

(1ImM in DMSO, Molecular Probes)

Tabelle 2.1: Fluorochrome und verwendete Sonden

(siehe Tabelle 2.1) von Thermo Electron Cooperation, Heidelberg, synthetisiert wurde.
Dabei handelt es sich um einen einzelnen Strang mit einer Lénge von 18 Basen mit
der Sequenz 5 -AAT CAA CCC GAG TGC AAT-"3, welcher mit Fluoreszein doppelt
markiert wurde. Ein Aliquot wurde lyophilisiert geliefert und zur Verwendung mit nu-
kleasefreies Wasser resuspendiert. Ein weiteres wurde gelost angefordert. Beide Aliquote
haben ein Losungsvolumen von 100 uM. Die Schmelztemperatur Tm betriagt 47,3 °C.
Zum Nachweis der Chromosomenspezifitit wurde ein whole chromosome paint fiir das
Chromosom 9 verwendet. Als Zellkerngegenfirbung wurde TO-PRO-3 iodide verwendet,
welcher bevorzugt an AT-reiche DNA-Bereiche bindet.

2.4 Adhérente Zellen (LNCAP, VH7)

2.4.1 Kultur adharenter Zellen

Streng adhérente Zelllinien wachsen in der Regel nicht weiter, wenn der Zellkulturfla-
schenboden vollstéindig eingenommen worden ist. Tumorzellen und transformierte Zellen
wachsen meistens unter sinkender Proliferationsrate weiter. Um Stress und ein Abster-
ben der Zellen zu vermeiden, ist es notwendig, die Zellen nach erreichter Maximaldichte
zu verdiinnen. Dies wird durch das so genannte Passagieren erreicht, bei dem die Zellen
in verdiinnter Form (LNCAP und VH7 z.B. 1:2, 1:3) in neue Kulturflaschen tiberfiihrt

werden.

Reagenzien
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2 Material und Methoden

Trypsin/EDTA (PAA Laboratories GmbH, Pasching)
Trypanblau 0,4 % solution (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim)

Kulturmedium VHT:
Dulbeccos Medium w/o Phenol red (Invitrogen GmbH, Karlsruhe)
+ 1 % Penicillin/Streptomycin (100x; PAA Laboratories GmbH, Pasching)
+ 1 % L-Glutamin (100x; PAA Laboratories GmbH, Pasching)
+ 10 % FCS (PAA Laboratories GmbH, Pasching)

Kulturmedium LNCAP:
RPMI 1640 with L-Glutamine (PAA Laboratories GmbH, Pasching)
+ 1 % Penicillin/Streptomycin (100x; PAA Laboratories GmbH, Pasching)
+ 1 % L-Glutamin (100x; PAA Laboratories GmbH, Pasching)
+ 10 % FCS (PAA Laboratories GmbH, Pasching)

Einfriermedium VHT:
Dulbeccos Medium w/o Phenol red (Invitrogen GmbH, Karlsruhe)
+ 30 % FCS (PAA Laboratories GmbH, Pasching)
+ 10 % Dimethylsulfoxid DMSO (Carl Roth GmbH, Karlsruhe)

Einfriermedium LNCAP:
RPMI 1640 with L-Glutamine (PAA Laboratories GmbH, Pasching)
+ 30 % FCS (PAA Laboratories GmbH, Pasching)
+ 10 % Dimethylsulfoxid DMSO (Carl Roth GmbH, Karlsruhe)

Passagieren von Zellen Die am weitesten verbreitete Methode, adhérente Zellen zu

subkultivieren, ist der Gebrauch von Trypsin/EDTA. Dabei sollte man darauf achten,

daf} die Zellen nicht zu lange dem aktiven Trypsin ausgesetzt sind, da eine lange Einwirk-

zeit die Lebensfahigkeit der Zellen irreversibel schiddigen kann. Prinzipiell werden alle

Pipettierungen fiir die Passagierung nicht direkt auf die Zellen durchgefiihrt, sondern
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2.4 Adhérente Zellen (LNCAP, VH7)

durch Drehen der Flasche auf die zellfreie Oberseite. Das Aussden der Zellen in neue
Kulturflaschen erfogt nach einem Verdiinnungsfaktor, dessen Optimum fiir jede Zelllinie

vorher bestimmt werden muss.
Protokoll

e Trypsin und frisches Medium auf ca. 37 °C vorwérmen
o Altes Medium absaugen

e Je nach Konfluenz der Zellen und Zellkulturflasche 2 ml (T25') bzw. 3-4 ml (T752)
Trypsin dazu geben

e Flasche im Brutschrank bei 37 °C 1 bis 3 min inkubieren

e Abkugeln der Zellen im Lichtmikroskop kontrollieren

e Trypsin bis auf kleinen Rest absaugen und nachinkubieren bei 37 °C ca. 1 min
e Zellen abklopfen, dabei zu starke Schaumbildung meiden

e In definierte Menge vorgewédrmtes Medium aufnehmen, je nach Bedarf in neue
Flaschen iiberfiihren und mit Medium auf insgesamt 5 ml (T25) bzw. 15 ml (T75)

auffiillen

e Je nach Zelldichte alle 2 bis 3 Tage Mediumwechsel

Einfrieren von Zellen Wenn eine Zelllinie nicht permanent genutzt wird, ist es iiblich
Zellen bei -150 °C zur langfristigen bzw. bei -86 °C zur kurzfristigen Lagerung einzufrie-
ren. Diese Lagerung bewahrt die Zellen vor Kontamination und vor allem vor Variabilitat
bei Subkultivierung. Als Schutzsubstanz wird Dimethylsulfoxid (DMSO) verwendet, um
zu verhindern, daf es zu Kristallbildung innerhalb und auflerhalb der Zelle kommt. Wei-
terhin wird durch DMSO das Zytoplasma partiell dehydriert, indem es das Zellwasser
bindet.

195 ¢cm?-Flasche mit einer maximalen Zellausbeute von normalerweise 5x10° Zellen, je nach Zelllinie
275 cm?-Flasche mit einer maximalen Zellausbeute von normalerweise 5x10° bis 2x10” Zellen, je nach

Zelllinie
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2 Material und Methoden

Protokoll

e Einfriermedium, Kulturmedium und Einfrierréhrchen kalt stellen
e Zellen trypsinieren, in kaltes Kulturmedium aufnehmen und Zellzahl bestimmen
e Zentrifugieren 200 g 5 min 4 °C

e Zellzahl einstellen auf 1 x 10 Zellen pro ml Einfriermedium, dabei gut resuspen-

dieren, ziigig und ab jetzt auf Eis arbeiten
e Je 1 ml pro Einfrierréhrchen pipettieren

e Bei -150 °C bzw. -86 °C lagern

Auftauen von Zellen

Protokoll

e Ampulle ziigig auftauen und iiberfithren der Zellen in ein 15 ml Zentrifugenrohr-

chen
e Vorgewirmtes Medium im Uberschuss zugeben und vorsichtig mischen
e Aliquot entnehmen fiir Bestimmung der Vitalitéit
e Zentrifugieren bei 200 g 5 min und Uberstand verwerfen
e Resuspendieren des Pellets in Medium und Uberfithren in T25/T75 und Inkultur-

nahme

Zellzahlbestimmung und Vitalitatstest Fiir die Wachstumsgeschwindigkeit der meis-
ten adhérenten Zellen ist die anfianglich zugesetzte Zellzahl von grofler Bedeutung. Zu
diinn ausgeséte Zellen wachsen sehr langsam, zu dicht ausgeséite Zellen miissen demge-
geniiber zu oft subkultiviert werden. Dies kann unter Umsténden die Gesamtlebensdauer
der Zelllinie verkiirzen. Die Neubauerkammer, auch Hédmocytometer genannt, besteht

aus neun GroBquadraten. Jedes Grofquadrat hat eine Fliche von 1 mm?. Dies ergibt bei
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2.4 Adhérente Zellen (LNCAP, VH7)

einer Tiefe von 0,1 mm ein Volumen von 0,1 pl. Zur Testung der Lebensfihigkeit von
Zellen allgemein sowie vor und nach dem Auftauen wird eine Vitalfarbung durchgefiihrt.
Das dazu verwendete Trypanblau ist ein saurer Farbstoff, der tote Zellen blau anfirbt,

wobei lebende (vitale) Zellen ungefirbt bleiben.
Protokoll

e Zellen trypsinieren und in definierte Menge vorgewédrmtes Medium aufnehmen
e 20 ul aus Zellsuspension entnehmen und mit 20 ul Trypanblau mischen

e Deckglas der Zahlkammer leicht anfeuchten (anhauchen) und auf die Kammer le-
gen, das Erscheinen sog. Newtonringe zeigt an, daf§ das Deckglas richtig aufgelegt

und die Tiefe der Zahlkammer richtig eingestellt (0,1 mm) ist

e Zellsuspensionslésung vorsichtig unter das Deckgldschen der Neubauer-Zahlkam-
mer pipettieren, wobei die Kapillarkrifte die Suspension selbst in den Zwischen-

raum saugen

e Im Lichtmikroskop die Fokusebene einstellen; vier GroBquadrate auszihlen und
den Mittelwert errechnen, dabei darauf achten, dafl Zellen, die auf den Auflenlinien

liegen, nicht zweimal gezdhlt werden; somit nur zwei Linien zdhlen

e Berechnung der Zellzahl Mittelwert aus den vier Grofquadraten mit 10 mul-
tiplizieren, dies ergibt die Zellkonzentration in ml; die Gesamtzellzahl ergibt sich
aus dem Volumen der Zellsuspension mal der Zellzahl pro ml (Verdiinnungsfaktor

der Zellsuspension berticksichtigen)

e Berechnung der Vitalitdt Der Prozentsatz an lebenden Zellen errechnet sich

nach folgendem Schema:

ungefirbte Zellen

% lebende Zellen = 100

X
ungefirbte Zellen + gefirbte Zellen
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2 Material und Methoden

2.4.2 Hypotone und nicht-hypotone Suspension

Die Priparation einer hypotonen und einer nicht-hypotonen Methanol/Eisessig-Zell-
suspension von adhérenten Zellen unterscheidet sich nicht wesentlich von der der Suspen-
sionszellen. Dazu muss zum Einen die Behandlung mit Colcemid dem Zelltyp angepafit
werden (1 bis 6 h) und zum Anderen miissen die Zellen geerntet und in Methanol/Eisessig

aufgenommen werden.
Reagenzien

Kulturmedium

Trypsin/EDTA (PAA Laboratories GmbH, Pasching)
Colcemid (10 p/ml; Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim)
Kaliumchlorid (Merck, Darmstadt)

Methanol (Merck, Darmstadt)

Eisessig (Fluka Biochemica GmbH, Buchs CH)

Protokoll

Medium absaugen und 2 bis 3 ml Trypsin/EDTA-Losung zugeben

e Ca. 1 min im Brutschrank inkubieren

Medium im UberschuB zugeben und alles in ein 50 ml Zentrifugenrchrchen iiberfiihren

5 min 200 g 4 °C zentrifugieren

Uberstand absaugen bis auf ca. 5 ml und Pellet darin resuspendieren

Je nach Préparation: KCl-Behandlung und Aufnahme in eiskaltes Methanol /Eisessig
(3:1) oder direkt Aufnahme in eiskaltes Methanol/Eisessig-Fixativ
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2.5 Suspensionszellen

2.4.3 Formaldehydfixierung

Paraformaldehyd (fest) ist das kurzkettige Polymer des Formaldehyds (fliissig) und
wird bei niedrigem pH-Wert sowie unter Erhitzung in Formaldehyd aufgespalten. Diese
Formaldehyd-Losung wird zur Fixierung von Geweben oder Zellkulturen verwendet. Es

wirkt, indem es Proteine reversibel vernetzt.

Reagenzien

PBS (10x Konzentrat; Fluka Biochemica, Buchs CH)
Paraformaldehyd (Fluka Biochemica, Buchs CH)
Vectashield Mounting Medium (Vector Laboratories, USA)

Fixogum (Marabu, Gelsenkirchen)

Protokoll

Aussaat der Zellen mit geringer Zellzahl auf sterile Slides

Inkulturnahme bis Konfluenz der Zellen

Absaugen des Mediums; Waschen mit 1xPBS (ab hier kein steriles Arbeiten nétig)

mindestens 10 min mit frischem 4 % PFA/1xPBS inkubieren

Waschen mit 1xPBS

Uberschichten mit Vectashield und Versiegeln mit Fixogum

2.5 Suspensionszellen

2.5.1 Isolierung mononuklearer Zellen (MNC) aus Vollblut mittels

Dichtegradientenzentrifugation

Bei der Dichtegradientenzentrifugation entstehen vier Phasen. Die oberste Schicht enthélt
das Plasma, danach eine opaque weiflliche Schicht mit den Lymphozyten, dann das Lym-

phozytentrennmedium und als Pellet die restlichen Erythrozyten mit den Granulozyten.
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2 Material und Methoden

Reagenzien

FicoLite-H (Linaris, Bettingen)
RPMI 1640 mit L-Glutamin (PAA Laboratories GmbH, Pasching)
FCS (PAA Laboratories GmbH, Pasching)

Chromosomenmedium B (Biochrom KG, Berlin)

Protokoll

e In einem 50 ml Zentrifugenrohrchen 20 ml FicoLite-Dichtegradienten-Losung (1,077
g/ml) vorlegen und mit 30 ml Vollblut vorsichtig {iberschichten

e 20 min bei 1000 g zentrifugieren (ohne Bremse)

e Den hellen Ring der Interphaseschicht mit den mononukledren Zellen in ein neues

50 ml Zentrifugenrohrchen iiberfithren, den Rest verwerfen

e Die gewonnene Interphaseschicht mit RPMI/FCS (1:1) auf 50 ml auffiillen, gut

resuspendieren und 10 min bei 1000 g zentrifugieren (ohne Bremse)
e Uberstand abpipettieren, Pellet erneut in RPMI/FCS (1:1) waschen

e Uberstand abpipettieren, Pellet in 10 ml Chromosomenmedium B (1-5 x 10° Zel-
len/ml) aufnehmen und Inkulturnahme fiir maximal 72 h im Brutschrank — weite-
re Verwendung: Herstellung einer hypotonen oder nicht-hypotonen Methanol /Eisessig-

Zellsuspension oder Formaldehydfixierung

Lymphozyten konnen iiber mehrere Teilungsschritte (bis zu 5) in Kultur gehalten
werden. Um allerdings eine Teilung der normalerweise nicht proliferierenden Zellen zu
erreichen, miissen die Zellen mit bestimmten Mitogenen stimuliert werden. Das hier
verwendete Chromosomenmedium B enthélt bereits das stimulierende Mitogen Phy-

tohdmaglutenin (Pflanzenlecitin).
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2.5 Suspensionszellen

2.5.2 Kultur mononuklearer Zellen (MNC)

Eine Kultivierung von MNC langer als 2-3 Tage ist mittels Interleukin-2-Zugabe mdoglich.
In dieser Arbeit allerdings wurden die isolierten Zellen nach 48 h Kultur im Chromoso-
menmedium B (mit Phytohdmaglutenin, Biochrom KG, Berlin) als Methanol/Eisessig-
(2.5.3) und Formaldehyd-Préparat (2.5.4) fixiert. Das entnommene Vollblut wurde unter

sterilen Bedingungen noch am selben Tag verwendet.

2.5.3 Hypotone und nicht-hypotone Suspension

Zum Nachweis der Spezifitdt der Oligo-Sonde fiir das Centromer 9 wurde ein Meta-
phasenpriparat (hypotone Suspension) von Lymphozyten (MNC) hergestellt. Um die
Ausbeute an mitotischen Zellen zu erh6hen, wurde Colcemid verwendet, welches Zellen
in der Metaphase des Zellzyklus in der Regel reversibel blockiert. Parallel dazu wurde
auch eine nichthypotone Zellsuspension angefertigt, die einen geringen Anteil an Me-
taphasen beinhaltet und hauptséchlich fiir die Hybridisierungen in Interphasezellkernen
Verwendung findet. Die Aufbewahrung der Methanol/Eisessig-Zellsuspension erfolgte bei
-20 °C iiber mehrere Wochen.

Reagenzien

Chromosomenmedium B (Biochrom KG, Berlin)

Colcemid (10 p/ml; Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim)
Kaliumchlorid (75 mM; Merck, Darmstadt)

Methanol (Merck, Darmstadt)

Eisessig (Fluka Biochemica GmbH, Buchs CH)

Protokoll

e 50 ml Chromosomenmedium B auf 37 °C erwidrmen und auf 2 T25 verteilen

e 8 ml Vollblut auf vorbereitete T25 tropfenweise verteilen und bei 37 °C fiir 72 h

im Brutschrank inkubieren

e In eine der beiden T25 nach 70 h Zugabe von 200 ul Colcemid
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2 Material und Methoden

e 2 h bei 37 °C im Brutschrank weiterinkubieren — Metaphasepréparat

e Nach 72 h beide Zellsuspensionen jeweils in ein 50 ml Zentrifugenréhrchen iiberfithren

(vorher vorsichtig schwenken fiir eine homogene Suspension)

e 10 min 200 g bei RT zentrifugieren, Uberstand bis auf 4 bis 5 ml vorsichtig abneh-

men und gut aufschiitteln

e 25 ml 37 °C-warme 75 mM KCI-Losung unter schwenken vorsichtig auf das gut
geloste Pellet geben und 25 min bei 37 °C inkubieren

e 10 min 200 g bei RT zentrifugieren, Uberstand bis auf 4 bis 5 ml vorsichtig abneh-

men und gut aufschiitteln

e Vorsichtig tropfenweise ca. 30 ml eiskaltes Methanol/Eisessig (3:1) unter schwenken

zugeben und 1 h bei RT inkubieren

e 10 min 200 g bei RT zentrifugieren, Uberstand bis auf 4 bis 5 ml vorsichtig abneh-

men und gut aufschiitteln

e Tropfenweise ca. 30 ml frisches eiskaltes Methanol/Eisessig (3:1) unter schwenken

zugeben und 1 h bei RT inkubieren

e 10 min 200 g bei RT zentrifugieren, Uberstand bis auf 4 bis 5 ml vorsichtig abneh-

men und gut aufschiitteln
e Waschschritte wiederhohlen bis Pellet fast weif} ist

e Je nach Zelldichte in einem Endvolumen von 2 bis 3 ml frischem eiskaltem Metha-

nol/Eisessig (3:1) aufnehmen

2.5.4 Formaldehydfixierung

Die Fixierung mittels Formaldehyd dient der sogenannten dreidimensionalen Konservie-
rung von Zellen inklusive der Zellkerne. Diese Technik soll zu einer besseren Erhaltung

der natiirlichen Kernarchitektur fithren und es dadurch erlauben, genauere Aussagen
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2.5 Suspensionszellen

iiber die Anordnung von Chromosomenterritorien sowie iiber die Organisation subchro-

mosomaler Doméanen zu machen.

Reagenzien

Ethanol (Merck, Darmstadt)

Polylysinhydrobromid (1 mg/ml; Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim)
Paraformaldehyd (Fluka Biochemica GmbH, Buchs CH)

PBS ohne Ca?t/Mg?* (steril)

Natriumazid (Riedel-deHaén, Seelze)

Protokoll

e Objekttriager mit 70 % Ethanol reinigen, 1 ml Polylysin-Losung mittig draufpipet-

tieren und 1 h inkubieren
e Vorsichtig mit Aqua dest. spiilen und lufttrocknen lassen

e Zellen in Chromosomenmedium B aufnehmen in einer Konzentration von ca. 3 x
10 Zellen/ml

e 0,3 ml dieser Zellsuspension auf den Polylysin-beschichteten Bereich der Objekt-

tréger pipettiern
e 10 bis 60 min bei 37 °C im Brutschrank inkubieren
e Absetzen der Zellen im Lichtmikroskop kontrollieren
e Absaugen des Mediums und {iberfithren der Objekttrager in 0.3xPBS fiir 1 min
e 4 % PFA/0.3xPBS fiir 10 min inkubieren und waschen 3 x 5 min in PBS

e Lagerung fiir max. einen Monat in PBS/0,04 % Natriumazid bei 4 °C
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2 Material und Methoden

2.6 Proteinnachweis

Der Proteinnachweis in den PFA-fixierten VH7- und LNCAP-Zellen erfolgt mittels Im-
munozytochemie nach der indirekten zwei-Schritt-Methode. Bei dieser Methode bindet
zuerst ein unkonjugierter Primérantikorper an das Antigen. Danach wird ein zweiter
fluorochromierter Sekundérantikérper aufgetragen, der gegen den Primérantikorper ge-
richtet ist. Da die verwendeten priméren Antikorper aus der Maus stammen, ist auch

der senkundére Antikorper entsprechend gegen Mausimmunglobuline gerichtet.

Ki-67 Der monoklonale Antikérper Ki-67 wurde 1983 von Gerdes et al. entdeckt, nach-
dem murine Myelomazellen mit Spleen-Mauszellen fusionierten, welche mit Kernen der
L 428% Zelllinie immunisierte wurden. Ki-67 Protein (MIB-1) ist ein nukleires nicht-
Histon Protein, das ubiquitdr in allen Phasen der Mitose (Gi, S, G2 und M-Phase)
auftritt. In ruhenden Zellen (Go-Phase) fehlt das Ki-67 Protein. Wahrend der Interpha-
se kann das Ki-67 als spezifisches Farbemuster nur im Nukleus nachgewiesen werden.
Bei der Mitose dagegen wird der iiberwiegende Teil des Proteins auf der Oberfliche
der Chromosomen angelagert. Der Abbau des Proteins erfolgt schnell, wenn die Zelle in
den nicht proliferiernden Zustand iibergeht. Wahrend Reparaturprozessen scheint keine
Ki-67 Expression stattzufinden. Besonders hdufig gelingt der Nachweis deshalb in stark
proliferierenden Geweben, wie z.B. Embryonalgewebe und in schnell wachsenden Tumo-
ren. Das pKi-67 besitzt zwei Isoformen mit einem Molekulargewicht von 395 und 345
kDa. Der hier verwendete MIB-1-Antikorper zeigt im Western-Blott die selben Banden
wie das pKi-67 und reagiert iiber das gleiche Epitop mit dem Ziel-pKi-67 wie ein pKi-67
Antikorper. [49] [45] [71] [24]

c-Myc Der Anti-myc Antikorper erlaubt die Detektion rekombinanter Proteine, die die

c-Myc Epitope besitzen. Der Anti-myc Antikorper erkennt folgende Aminosiduresequenz:
-Glu-Gln-Lys-Leu-Ile-Ser-Glu-Glu-Asp-Leu-

[25].

3 human Hodgkin lymphoma; etabliert aus einer pleuralen Effusion einer 37 Jahre alten Frau mit Hodgkin

Lymphom (stage IVB, nodular sclerosis, refractory, terminal) 1978
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Der verwendete Antikérper ist ein mouse monoclonal IgGi_pappe antibody Klon 9E10
(Invitrogen) und liegt in einer Ausgangskonzentration von 1 mg/ml in PBS, 1 % BSA
mit 0,001 % Natriumazid als Konservierungsmittel vor. Die Kurzzeitlagerung erfolgt bei
4 °C, die Langzeitlagerung bei -20 bis -80 °C. Die Spezifitidt dieses Antikorpers wurde
von Invitrogen mittels Immunoblotting und ELISA getestet. Es wird ein spezifisches

Farbemuster im Kern erwartet.

AMACR Um eine zusétzliche Kontrolle des Protokolls als auch fiir den Vergleich des
Féarbemusters zwischen dem nukleédren c-Myc und einem zytosolischen Protein zur Ver-
fiigung zu haben, wurde das peroxisomale und mitochondriale Protein alpha-Methylacyl-
CoA Racemase (AMACR, P540S) immunologisch markiert. Zur Detektion des AMACR-
-Proteins in den biologischen Proben wurde der monoklonale Maus anti-AMACR, An-
tikérper Klon ZA003 vom Isotyp IgGi_keppa verwendet. Das 200 ul Aliquot hat ei-
ne Konzentration des Antikérpers von 0,5 mg/ml PBS (pH 7.4) mit 0,1 % Sodium
Azid. Die Reaktivitét dieses Antikorpers wurde an humanen HepG2 Zelllysaten mittels
Western Blot und in Formalin-fixiertem paraffin-eingebetteten humanem Prostatakrebs-
gewebe und im Hase getestet. Fiir den Einsatz in der Immunohistochemie wurden in
Abhéngigkeit von der Affinitét des sekundéren Antikorpers, der Antigenkonzentration,
Sensitivitdt der Detektionsmethode, Temperatur, Linge der Inkubation etc. eine Kon-
zentration von 3-5 ug/ml empfohlen. Die Lagerungsbedingungen entsprechen denen des

c-myc-Antikorpers.
Reagenzien

Maus anti-myc Klon 9E10 (1mg/ml; Invitrogen, Karlsruhe) (1:500)

Maus anti-AMACR Klon ZA003 (0,5mg/ml; Invitrogen, Karlsruhe)

Maus anti-human Ki-67 Antigen Klone MIB-1 (80mg/ml; DakoCytomation, Hamburg)
(1:100 (Gewebe), 1:150 (Zellen))

PBS (1x aus 10x Konzentrat; Fluka Biochemica, Buchs CH)

Triton-X100 BSA (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim)

sekundérer anti-Mouse IgG Antikorper, Alexa488 (Invitrogen, Karlsruhe) (1:150)
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2 Material und Methoden

Protokoll

e zum Entfernen des Eindeckmediums bzw. nach Fixierung der Zellen 2x5 min mit
PBS waschen

e 0,2 % Triton-X100/PBS fiir 3 min

e Blocking Losung (PBS/ 2 % BSA) fiir 20 min inkubieren bei RT zur Reduzierung

unspezifischer Bindung des Antikoérpers

e Blocking Losung entfernen, Antikoérper entsprechend der Verdiinnung in PBS/ 2 %
BSA -Losung geben und fiir 1 h inkubieren bei RT oder 30 min bei 37 °C (feuchte

Kammer)
e waschen 2x5 min mit PBS

e fluorochromierten sekunddren Antikorpers in entsprechend der Verdiinnung in PBS/
2 % BSA-Losung geben und fiir 1 h inkubieren bei RT oder 30 min bei 37 °C

(feuchte Kammer, dunkel)

e waschen 2x5 min mit PBS, Kontrolle im CLSM, Kerngegenfirbung

2.7 Fluoreszenz in situ Hybridisierung (FISH)

Die Fluoreszenz In Situ Hybridisierung (FISH) ist eine iiber 20 Jahre alte Technik zur
molekularbiologischen Markierung spezifischer Nukleinséduresequenzen mittels fluoreszie-
render Sonden im natiirlichen Kontex. Im Jahre 1969 zeigten Pardue and Gall erstmals
eine in situ Hybridisierung von radioaktiv-markierter Sonden-DNA mit Satelliten DNA
in murinen Metaphasechromosomen [12]. Im Laufe der Zeit haben verschiedene Modifi-
kationen dieser Methode zu einer Verbesserung der Markierung von DNA als auch RNA

gefiihrt.
Das grundlegende Prinzip der DNA-Markierung ist aber gleich geblieben. Die dop-

pelstriangige Ziel-DNA wird normalerweise mittels Hitze denaturiert, so dass die Ziel-

DNA einzelstringig vorliegt. Die Sonden-DNA wird, wenn sie als doppelstrangige Sonde
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2.7 Fluoreszenz in situ Hybridisierung (FISH)

vorliegt, ebenfalls durch Hitze denaturiert. Einzelstriangige Ziel- und fluorochromierte
Sonden-DNA werden anschliefend zusammengebracht, wobei dann eine Renaturierung
stattfindet, bei der sich Hybride aus Ziel- und Sonden-DNA bilden.

2.7.1 Vorbehandlung der Zellen

Methanol /Eisessig-fixierte Zellen als auch PFA-fixierte Zellen wurden mit dem selben
Protokoll behandelt. Unterschiede in der Behandlung ergeben sich allerdings in der Dau-
er der Pepsinbehandlung. Pepsin entfernt iiberschiissiges Zytoplasma und verringert da-
durch den Hintergrund fiir ein besseres Signal-zu-Rausch-Verhéltnis. Die Behandlungs-
dauer muss abhingig vom Zytoplasmagehalt an den jeweiligen Zelltyp als auch an die
Fixierungsmethode angepasst werden. Ca. 15 ul von der Methanol /Eisessig-Suspension
wird auf einen mit 4 °C Aqua dest. angefeuchteten Objekttrager aufgetropft und trock-
nen gelassen. Die PFA-fixierten Zellen werden in 1xPBS 5 min gewaschen und ohne

auszutrocknen weiterverwendet.

Reagenzien

Ethanol (Merck, Darmstadt)

SSC (10x Konzentrat; Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim)

PBS (10x Konzentrat; Fluka Biochemica, Buchs CH)

RNase (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim)

Pepsin Chrystallin (4,230 U/mg; Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim)
Pepsin-Stock (100 mg/ml in 0.01 N HCI, pH 2.3) Formamid (AppliChem, Darmstadt)
HCI1 (Merck, Darmstadt)

Protokoll

e Objekttrager 5 min in 2xSSC waschen
e 1 h 200 pl RNase (1:100 aus RNase-Stock in 2xSSC)

e 2 x 5 min in 2xSSC waschen
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e 5 min in 1xPBS waschen

e 1 bis 2 min Pepsin-Losung (70 ml Aqua dest./700 pl 1M HC1/21 pl Pepsin-Stock)
bei 37 °C

e 1 x 5 min 1xPBS bei RT

e Objekttriger je 3 min durch eine aufsteigende Ethanolreihe (70 %, 90 %, 100 %)

ziehen und lufttrocknen lassen
e Zytoplasmaverdau im Lichtmikroskop kontrollieren
e (evtl. Aufbewahrung der Objekttriger in 70 % Ethanol im Kiihlschrank)
e Objekttréager 5 min bei 75 °C in 70 % Formamid/2xSSC denaturieren

e Objekttréger je 3 min durch eine aufsteigende eiskalte Ethanolreihe (70 %, 90 %,

100 %) ziehen und luftrocknen lassen

2.7.2 Vorbehandlung von Gewebe

Zur Hybridisierung Formalin-fixiertem Paraffingewebe (oft Archivierungsgewebe) wur-
den in dieser Arbeit Schnitte mit einer Dicke von 5 pm verwendet. Der Vorteil dickerer
Schnitte ist, dass die Zellkerne eher unbeschédigt sind als bei diinnen Schnitten. Die
verwendeten Prostatakrebsgewebeschnitte hatten den Vorteil, dass sie gesundes und pa-
thologisches Gewebe enthielten und dadurch die Bedingungen der Hybridisierung gesun-
der und pathologischer Areale gleich waren. Da die Denaturierung des Gewebes mittels
Mikrowelle bei Temperaturen um den Siedepunkt durchgefithrt wurden, war es beson-
ders wichtig, dass die Schnitte sehr fest auf den Objekttrager fixiert wurden. Dies wurde
durch das vorherige Auftragen von APES* auf den Objekttriger realisiert. Weiterhin
ist die Deparaffinisierung mittels Xylol ein kritischer Schritt, da Reste an Paraffin den

sowieso schon starken Hintergrund erhohen.

43-aminopropyltriethoxysilane
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2.7 Fluoreszenz in situ Hybridisierung (FISH)

Reagenzien

Xylol (Merck, Darmstadt)

Isopropanol (AppliChem, Darmstadt)

PBS (10x Konzentrat; Fluka Biochemica, Buchs CH)

Citratpuffer pH 6.0 (Griissing, Filsum)

Pronase E from Streptomyces griseus (Fluka Biochemica, Buchs CH)
Formamid (AppliChem, Darmstadt)

SSC (10x Konzentrat; Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim)
Ethanol (Merck, Darmstadt)

Protokoll

e 2 x 15 min in 100 % Xylol waschen zur Entfernung des Paraffins

e Schnitte je 5 min durch eine absteigende Isopropanolreihe (100 %, 96 %, 70 %)

ziehen
e Spiilen in 1xPBS

e Schnitte 5 bis 15 min im Citratpuffer (pH 6.0) vorsichtig kochen (Mikrowelle);

Schnitte konnen abschwimmen
e Schnitte sofort in 1xPBS ca. 2 min auskiihlen lassen
e 3 min 0,05 % Pronase E/1xPBS bei 37 °C (Wasserbad) inkubieren
e Gut spiilen mit 1xPBS
e Spiilen in 50 % Formamid/2xSSC
e 15 min in 70 % Formamid/2xSSC bei 75 °C denaturieren

e Schnitte je 5 min durch eine aufsteigende eiskalte Ethanolreihe ( 70 %, 90 %,

100 %) ziehen und lufttrocknen lassen
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2.7.3 Vorbehandlung der Sonden

Denaturierung der kommerziellen Sonden Die Denaturierung der kommerziellen Son-

den richtet sich nach dem Hersteller Qbiogene. Eine Ubersicht gibt die Tabelle 2.2.

Sonde Ansatz [pl]  Temperatur [°C]  Zeit [min]

Chromosome 8q24 (c-myc)/
Alphasatellite 8 Cocktail Probe, 5-10 75 10
Dual-Colour direct labelled

Total Chromosome DNA Probe,
Direct-labelled Red 5-10 75 10

Tabelle 2.2: Denaturierung kommerzieller Sonden

Vorbereitung der Oligo-Sonde Da diese Sonde einstringig vorliegt, ist keine Denatu-
rierung erforderlich. Die lyophilisierte Sonde wurde in nuklease-freiem, sterilem Wasser
mit einer Konzentration von 100 pmol/ul gelost, auf Eis zu gleichen Teilen gemischt,
aliquotiert und bei -20 °C gelagert. Nach Austesten der Konzentration wurden 300 ng
Sonde fiir die Hybridisierung eingesetzt. Das entspricht einer 1:20 Verdiinnung mit dem
Hybridmix (50 % Formamid, 10 % Dextransulfat, 2xSSC). Fiir einen Bereich von 24x24

mm wurden 10 pl eingesetzt.

2.7.4 Hybridisierung und Nachbehandlung

Die Hybridisierung der kommerziellen Sonden und der Oligo-Sonde erfolgt iiber ein bis
zwel Néachte bei 37 °C in der feuchten Hybridisierungskammer. Die Nachbehandlung
(Waschen) ist abéngig von der Sonde (WCP, Dual colour probe), der Zellen bzw. Gewebe

sowie von der Fixierungsmethode und ist somit variabel.
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2.8 Hiamatoxylin/Eosin-Fédrbung

Reagenzien

20XSSC (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim)

PBS (10x Konzentrat; Fluka Biochemica, Buchs CH)
TO-PRO-3 iodide (1mM in DMSO, Molecular Probe)
Vectashield Mounting Medium (Vector Laboratories, USA)

e Waschen der kommerziellen Sonden in 2xSSC spiilen; 5 min 65 °C 1xSSC

waschen

e Waschen der Oligo-Sonde in 2xSSC spiilen; 5 min 42 °C 2xSSC waschen; 5 min
1xPBS

Nach dem Waschen sollte die Hybridisierung am Leica TCS kontrolliert werden. Bei
erfolgreicher Hybridisierung 30 s mit TO-PRO-3 iodide 1:1000 in 1xPBS (1 M) inku-
bieren, 5 min mit 1xPBS waschen (Gegenfiarbung), mit Vectashield iiberschichten und

einbetten (evtl. Dauerpriparat).

2.8 Hamatoxylin/Eosin-Farbung

Die Farbung von Gewebeschnitte mittels Himatoxylin-Losung ist eine der gebriuch-
lichsten histologischen Fiarbung. Sie beruht darauf, dass Himatoxylin durch Oxidation
in den eigentlichen Farbstoff Hiamatein tiberfithrt wird. Dieser Farbstoff bildet dann
mit Aluminium-Ionen eine positiv geladene Komplexverbindung, die mit den negativ
geladenen Phosphatgruppen der DNA reagiert. Eosin ist ein saurer Farbstoff, der alle
azidophilen/eosinophilen /basischen Zellplasmaproteine rot firbt. Die Kerne erscheinen

somit blau, das Zytoplasma rot.
Reagenzien

Hématoxylin-Losung, Gill Nr. 3 (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Pasching)
Eosin-Stammlésung: 1g Eosin in 100 ml A.dest. (Lagerung 4°C)
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2 Material und Methoden

Protokoll

e Entparaffinisierung der Schnitte mittels 100 % Xylol (2x15 min) mit anschliefender
Isopropanol-Reihe je 5 min 100 %, 96 %, 70 % und mit A. dest. spiilen

e Himatoxylin-Losung 3 min auf Schnitt geben und mit Leitungswasser kurz spiilen
e differenzieren in 1 % HCl in 70 % Ethanol, kurz eintauchen

e unter flieBenem Leitungswasser 5 min spiilen, anschlieend mit A. dest. kurz spiilen
e Eosin-Arbeitslosung: 1:10 mit A.dest aus Stammlosung (frisch)

o falls Farbung nicht kraftig genug: auf 100 ml Eosin-Arbeitslosung 0,5 ml Eisessig

dazu geben und mit A.dest. spiilen
e mittels aufsteigender Ethanol-Reihe (30 %, 70 %, 96 %) Schnitte entwéssern

e zur Klirung des Schnittes waschen in Xylol 100 % und Dauerpriparat herstellen

2.9 Detektion

2.9.1 Confocal Laser Scanning Microscop (CLSM)

Die dreidimensionale Aufnahme der biologischen Objekte und der Beads erfolgte mit-
tels konfokalem Laser-Rastermikroskop TCS NT SP1 von Leica (Mannheim). Dieses
konfokale Mikroskop ist mit einem Argon/Krypton-Laser ausgestattet, der 488-, 568-
und 647 nm Anregungswellenlingen besitzt. Die drei Laserlinien werden durch einen
akustisch-optisch steuerbaren Filter geteilt. Es wurde ausschlieflich das 63x/NA 1.4 Ol-
Immersions-Objektiv verwendet (Immersol-518F, Zeiss). Die Bildstapel wurden in einer
axialen Schrittweite von 203 nm. Die lateralen x/y-Pixelgrofie richten sich nach dem

verwendeten Zoom und betragen bei einem digtalen Zoom von 4 78 nm.

2.9.2 Spatially Modulated lllumination (SMI) Microscop

Der zu untersuchende Objekttrager wird fiir die Messung in einer Aluminiumhalterung

befestigt, welches auf einem piezoelektronisch-verstellbaren Tisch befestigt wird. Dieser
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2.10 Bildauswertung

Tisch befindet sich wiederum auf einer temperaturstabilen Objekttisch-Verschiebeeinheit.
Der pietzotisch-verstellbare Tisch hat die Aufgabe, das Objekt zwischen den einzelnen
Aufnahmen mit hoher Prézision um jeweils einer definierten Strecke exakt zu verschie-
ben. Dieses optical sectioning ermoglicht die Erstellung eines dreidimensionalen Bild-
stapels, in dem in axialer Richtung aufeinanderfolgend und mit definiertem Abstand
zweidimensionale Bilder des mit Fluorophoren markierten Objekts aufgenommen wer-

den. Alle Pixel in den jeweiligen Bildebenen werden gleichzeitig gemessen.

Fir die Aufnahmen am SMI wurde das Programm PySMI (von David Baddeley)
verwendet. Es wurden die Laserlinien 488 nm und 568 nm in die gegeniiberliegenden
100x/NA 1.4 Ol-Objektive eingekoppelt. Die Schrittweite der axialen Bildaufnahme be-
trug 40 nm. Die Integrationszeiten wurden den Objekten angepaft und lagen im Bereich
von 100 ms bis 300 ms. Zur Verringerung der Datengréfie wurde mit binning gemessen
(Pixel x/y = 107 nm). Zur Kalibrierung der Modulationstiefe des Wellenfeldes wurden

zu Beginn jeder Messung 100 nm Beads der jeweiligen Laserlinie aufgenommen.

2.10 Bildauswertung

Die Algorithmen zur Auswertung der konfokalen Bilddaten hinsichtlich der Zellkernvo-
lumina und Ausdehnungen entsprechend der drei Achsen wurden von Dr. Gregor Kreth
entwickelt und ausgefiihrt. Die verwendeten Sripte zur Auswertung der lateralen Aus-
dehnung und Anisotropie basierend auf konfokalen Daten sowie die Bestimmung der
Modulationstiefe MT und der axialen Ausdehnung von Beads und subchromosomalen
Doménen basierend auf SMI-Bilddaten wurden von David Baddaley entwickelt und in
MatLabTM 7.01 implementiert. Die radialen Positionen und die Distanzen der Doménen

wurden von Stefan Stein ausgewertet [76].

2.10.1 Volumen und Ausdehnung von Zellkernen

Der Messung des Volumens, der axialen (z-Achse) und der lateralen (bei Fibroblasten
x=kurze Achse, y=lange Achse) Ausdehnung der Zellkerne liegt eine 3D-Segmentierung

nach iterativer Bestimmung des Schwellwertes der Zellkern-Gegenféarbung zugrunde. Vor
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2 Material und Methoden

der Segmentierung wurde zur Reduzierung des Rauschens und zur Verringerung aus-
gefranzter Rénder ein 1x3 und ein 3x1 Binomialfilter in lateraler Richtung auf jeden
konfokalen Schnitt des Bildstapels angewendet. Die Segmentierung erfolgte dann unter
Ausnutzung der 26er-Nachbarschaft, wobei alle Voxel des Bildstapels mit Intensitédten
grofler als ein globaler Schwellwert auf ihre Verbindung zu anderen Voxel iiberpriift und
zur 3D-Rekonstruktion des Zellkerns zusammengesetzt wurden. Voxel mit Intensitédten

kleiner als dem Schwellwert werden auf Null gesetzt und dem Hintergrund zugeordnet.

Die Ermittlung des entsprechenden Schwellwertes erfolgte fiir jeden Bildstapel au-
tomatischen durch einen iterativen Prozess [16]. Dabei wird als erster Schitzwert des
Schwellwertes, der Mittelwert des Intensititshistogramms des 3D-Bildstapels oder min-
destens eins angenommen. Anschliefend wird der Mittelwert zwischen null und dem
ersten Schitzwert (mindestens 1) als dem Hintergrund zugehérig betrachtet. Der Mit-
telwert zwischen diesem ersten Schitzwert und 255 wird dem Objekt zugeordnet. Der
zweite Schitzwert wird dann durch ein bestimmtes Verhéltnis zwischen Hintergrund
und dem Mittelwert des Objektbildes berechnet. Die Konvergenz dieses Verfahren ist
erreicht, wenn der darauffolgende Schéitzwert sich innerhalb eines bestimmten Intervalls
nicht von dem vorherigen unterscheidet. Die Segmentierung des Zellkerns erfolgt dann

mit diesem Schwellwert.

In dieser Arbeit wurden die Zellen als Suspensionspriparat auf die Objekttrager ge-
tropft bzw. sind adhérent gewachsen, woraus sich eine nahezu parallele Orientierung der
kiirzesten Symmetrieachse der Zellen mit der optischen Achse (z-Richtung) ergibt. Damit
konnte die axiale Ausdehnung (z-Achse) der Zellkerne durch Bestimmung des maxima-
len Abstandes, den zwei Ebenen in dieser Richtung aufweisen, berechnet werden. Das
Kernvolumen ergibt sich aus der Anzahl der segmentierten Voxel multipliziert mit dem
Volumen eines Voxels. Da die xy-Orientierung (lateral) der Zellen auf dem Objekttriger
beliebig sein kann, wurde zur Bestimmung der kleinsten und groffiten Ausdehnung ent-
lang der Symmetrieachse des Zellkerns die Haupttréigheitsachsen in 2D ermittelt. Dazu

wurde die folgende Matrix der axialen Projektion des segmentierten Kerns bestimmt:
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2.10 Bildauswertung

TS 0
I'= Z —yiri T 0 (2.1)
' 0 0 a?+y?

Die Eintrége aller segmentierten Voxel werden summiert. Die Koordinaten werden re-
lativ zum Schwerpunkt bestimmt. Nach Diagonalisierung der Matrix entsprechen die
ersten beiden Diagonaleintrage den Haupttriagheitsmomenten I, und I, des segmentier-
ten Objekts in 2D. Bis auf einen Normierungsfaktor ergeben sich damit die Halbachsen

a,b des Tragheitsellipsoids zu:

konst. konst. a
_ b= tio = — 2.2
B/ VI T 22

Mit dem Verhéltnis der beiden Halbachsen und der aus der Projektion bestimmten
Fliche A des segmentierten Objektes ergibt sich mit der Gleichung fiir die Fliache eines
Ellipsoids die Halbachse b zu:

A
b=y ——— (2.3)
T * ratio

Die andere Halbachse ergibt sich dann aus ratio Gleichung 2.2.

2.10.2 Laterale Ausdehnung und Anisotropie subchromosomaler Domanen

Zur Bestimmung der Volumina grofler Objekte, wie beispielsweise Zellkerne, ist das Set-
zen von globalen Schwellwerten eine sehr gute Methode zur Diskriminierung des Ob-
jektes, vor allem wenn es, wie bei 2.10.1 automatisiert erfolgt. Schwellwertsetzungen

fithren immer zu einer reduzierten Genauigkeit der GroBlenmessung. Fiir Objekte, deren
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2 Material und Methoden

Grofle im nm-Bereich liegen, werden die Daten durch Schwellwertsetzung unbraubar.
Hinzu kommt, dass das Setzen von Schwellwerten starker Subjektivitédt unterworfen ist.
Bei diesen kleinen Objektgrofien ist es aulerdem nétig, die PSF bei der Auswertung zu
beriicksichtigen, die bei dem hier verwendeten CLSM lateral mit 250 nm und axial mit

600 nm angenommen wurden.

Das hier verwendete multi point model wurde von David Baddeley entwickelt und
wird bei [4] und [3] im Detail beschrieben. Dieses nicht-Schwellwertbasierte Model zur
Groflenabschitzung sieht das Objekt als Summe einer finiten Anzahl diskreter, gleich
heller Punkte. Jeder der Punkte wird als Kopie der geritespezifischen PSF (Abbildung
2.2) abgebildet:

I(r) = Z A-Ipgp(r —s;) (2.4)

Die Intensitdat des Voxels am Ort r wird durch dem Ausdruck 2.4 beschrieben, wobei A
die Intensitéit der einzelnen Punkte, s; die Position der jeweiligen Punkte und Ipgp die
Punktbildfunktion darstellen. Wenn man eine Gauf-férmige PSF annimmt, erhdlt man

aus 2.4 folgenden Ausdruck:

I(z,y,2) =AY e 5 23 22 4c (2.5)

wobei 0, und o, die laterale und axiale Breite représentieren. Fiir das verwendete CLSM
wurde eine laterale Auflésung von 250 nm und eine axiale von 600 nm angenommen bei
488 nm Anregungswellenldnge. Fiir andere Wellenléngen erfolgt eine Skalierung. Die Orte
(24, Yi, z;) werden ermittelt, indem man die Gleichung 2.5 an die Bilddaten angepaft.
Die freien Parameter des Fitmodels sind in dem Faktor A, dem konstanten offset ¢ und

den Positionen der individuellen Punkte (z;,y;,z;) enthalten. Aus den durch den Fit
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2.10 Bildauswertung

berechneten Positionen der Punkte im Objekt wird dann der geometrische Schwerpunkt
des Objekts ermittelt und die mittlere Distanz der Punkte zu diesem Objektschwerpunkt
durch

1 N
r:NZ;|ri| (2.6)

kalkuliert, wo r; die Distanz zwischen den einzelnen Objekten und dem Objektschwer-
punkt ist. Da die mittlere Distanz nicht mit géngigen Grofien vergleichbar ist, werden
diese berechneten mittlere Distanzen der Punkte zum Objektschwerpunkt mit der Stan-
dardabweichung einer Gauf-féormigen Verteilung in Zusammenhang gebracht. Fiir den

eindimensionalen Fall wird dieses wie folgt berechnet:

o0 12
[ x-e 22dx
¥ 0 20 (2.7)
T"Gauss = == .
}Oe_z% ~dx Vor
0

Da Tgquss(0) in Bezug zu o(Tgauss) steht, kann aus der ermittelten mittleren Distanz
der Punkte aus der Gleichung 2.6 die Standardabweichung der angenommenen Gauf}-
Verteilung berechnet werden, indem T in die Gleichung 2.7 eingesetzt und nach o auf-
gelost wird. In zwei bzw. drei Dimensionen gibt es ein dhnliches Verhéltnis. Allerdings
verdndert sich der resultierende Faktor geringfiigig. Die in diesem Arbeit prisentierten
Ergebnisse, werden zweidimensional berechnet. Jedoch wurde ein irrtiimliches Verhéltnis
von ¢ = 7 benutzt. Dies kam durch ein Versehen im benutzte Programmcode zu stande.
Das korrekte Verhéltnis wire o ~ 1.1287 gewessen, was aber nur eine kleine Skalierung
der Ergebnisse zu Folge haben wiirde und nur beim Vergleich mit externen Messun-
gen, wie z.b. die Grofle von Beads, Bedeutung hat. Aus der, unter Verwendung von T,
ermittelten Standardabweichung der angenommenen Gauss-Verteilung erfolgt dann die
Berechnung des FWHM wie folgt:
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2 Material und Methoden

1
FWHM =2/ -2In(3) 0= 23550 (2.8)

Die Anzahl der verwendeten Punkte fiir das Modell richtet sich nach der Grofle des
Objektes. Prinzipiell erhoht sich mit der Anzahl der Punkte auch die Dauer der Berech-
nung und der Einfluss von Rauscheffekten tritt mehr in den Vordergrund. Fiir kleine
Objekte, wie z.B. Beads und einige Gene, sind fiinf Punkte ausreichend. Zehn Punk-
te sind fiir groflere Objekte, wie z.B. subchromosomale Doménen, besser geeignet und
wurden in dieser Arbeit eingesetzt. Da fiir die Berechnung der FWHM fiir biologische
Objekte die Annahmen des Models eingeflossen sind, wird im Folgenden die Bezeichnung
TP-FWHM anstelle der theoretischen FWHM fiir ein GauB-formiges Objekt verwendet.
TP-FWHM stellt somit einen Parameter fiir die laterale Ausdehnung des Objektes dar,

was mittels des ten point models ermittelt wird.

Zusétzlich wurde als Parameter der Form die Anisotropie des Objektes bestimmt. Da-
zu wurde die Positionsverteilung der Haupt- und die Nebenachse des Objekts bestimmt
und in diese zwei Achsen projeziert. Die Anisotropie ist dann das Verhiltnis aus der

Standardabweichung der Position entlang der beiden Achsen (xy).

f(x) ¢
FWHM
-—
frnax T
s Wy Ll PO OO . —

Abbildung 2.1: full width at half mazimum
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2 Material und Methoden

2.10.3 Relative radiale Position subchromosomaler Domanen

Zur Messung der Topologie von mittels FISH markierter subchromosomaler Doménen
innerhalb des Interphase-Zellkerns wurde der Parameter der relativen radialen Position
(RRP) verwendet. Ublicherweise erfolgt die Ermittlung der radialen Position schwer-
punktbasiert, vom Kernschwerpunktinneren zum Rand, was bei optimal sphérischen Ker-
nen, wie Lymphozyten, sehr gut anwendbar ist. Nachteil dieser Methode ist, dass, wenn
die Objekte nicht sphérisch sind, die radialen Streckenverhiltnisse trotzdem auf einer
Einheitskugel abgebildet und berechnet werden. Dadurch ergeben sich unter Umstédnden
falsch-positive Unterschiede. Aulerdem kommt es bei sehr flachen Zellkernen, was bei
Fibroblasten der Fall ist, zu einer Verzerrung der Position entlang der grofien Halbachse,
was folglich den Abstand zum Schwerpunkt vergroflert. In dieser Arbeit wird deshalb eine
von Dr. S. Stein neu eingefiihrte randbasierte, radiale Positionsbestimmung verwendet,
da hauptséchlich Fibroblasen-Zellkerne auszuwerten waren und diese ellipsoid geformt
sind. Ein Vorteil bei dieser Methode ist, dass sie auch auf runde Objekte anwendbar ist,
dh. universell einsetzbar ist. Bei der randbasierten Positionierung wird der Zellkernrand

als Bezugspunkt gewahlt.

In der Abbildung 2.3 ist das grundlegende Prinzip dargestellt. Die radial (orthogo-
nal) von einem Punkt P; auf der Oberfliche ausgehenden Strecken werden in Segmente
A npy, mit m=1,...,j unterteilt. In dieser Arbeit ist m=35, also jeweils 20 %. Die Linge
der Segmente ist in alle Richtungen gleich A ny = A n;. Damit haben Segmente mit
dem gleichen m den gleichen Abstand zum Rand (a). Verbindet man die vom Rand
dquidistanten Punkte, dann ergeben sich Isolinien bzw. Isoflichen, die alle Punkte mit
gleichem Abstand zum Rand beinhalten (b). dist,q, ist die maximale Minimaldistanz
und entspricht der Normierung auf 100 %. Daraus ergibt sich dann eine radiale Position

von 0 % fiir die innere und 100 % fiir die randsténdige Position. [76]
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2.10 Bildauswertung

Abbildung 2.3: Randbasierte relative radiale Position
[76]

2.10.4 Distanz zwischen subchromosomalen Domanen

Die Berechnung der absoluten euklidischen Distanz zwischen zwei subchromosomalen
Regionen erfolgt anhand der Intensitétsschwerpunkte der beiden segmentierten Chro-

matinregionen, hier als P und O bezeichnet.

disteuriid(P | O) = \/(Py — O1)%2 + (Py — 02)2 + (P3 — 03)2 (2.9)

Wird zusétzlich der Schwerpunktswinkel zwischen den beiden Regionen ermittelt, so sind
auflerdem die absoluten euklidischen Distanzen der beiden Intensitédtsschwerpunkte zum
Schwerpunkt des Zellkernes zu berechnen. Aus den drei Distanzen 148t sich nun mittels

Kosinussatz der Schwerpunktswinkel berechnen.
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Bei der Verwendung von absoluten Distanzen ist zu beachten, dass eine Verdnderung
der Zellkernform eine Verdnderung der Lage der Objekte und somit eine Verdnderung
der absoluten Distanzen hervorrufen kann. Aus diesem Grund sind Anderungen der
absoluten Distanzen immer in Zusammenhang mit einer Verdnderung der Zellkernform
zu betrachten. Werden die Distanzen in Zellkernen mit gleicher Form untersucht, so
kann aus einer Verdnderung der absoluten Distanz ein direkter Zusammenhang mit der

biologischen Funktion hergestellt werden.

2.10.5 Modulationstiefe und axiale Ausdehnung

Bei der SMI-Mikroskopie wird ein, durch Interferenz einer stehenden Welle angereg-
tes, Fluoreszenzsignal ausgewertet, welches im Belichtungsfeld (Objektraum) von zwei,
durch gegeniiberliegende Objekte, eingekoppelte (aufeinander zulaufende) Laserstrahlen
entsteht. Durch diese Mikroskopietechnik kénnen ObjektgroBen bis annidhernd 1/20 der
Anregungswellenldnge bestimmt werden. Vorraussetzung ist allerdings, dass die Objekte
ausreichend klein und sphérisch sind sowie eine homogene Fluorophorverteilung auf-
weisen. Wird das zu untersuchende Objekt im Anregungsfeld zwischen den Objektiven
entlang der optischen Achse in bestimmten Abschnitten (hier 40 nm) durchfahren, wird
Fluoreszenz mit sinkender und steigender Intensitét detektiert. Diese axiale Intensitéts-
schwankungen infolge des interferierenden Anregungslichtes im Objektraum resultiert in
einer sogenannten axialen Intensitéitsverteilung (AID, azial intensity distribution). Aus
der Verteilung der detektierten Fluoreszenz ist es moglich, Informationen, zum Beispiel
iiber die Grofle von Objekten, zu extrahieren. Die AID eines Objekts im SMI-Mikroskop

wird durch

AID(z) = sinc? (z—Bz[)) . {Al - cos® <Z —021> + Ag] + I (2.10)

beschrieben [33]. Dabei geben A; die Amplitude der Modulation und Ay den Maximal-
wert der inneren, eingehiillten Amplitude an. B und zg geben die Breite und die Position
der duBeren Amplitude an, wihrend z; mit der Phase (Position des Wellenzuges) und
C mit dem Wellenfrontabstand verbunden sind. Iy beschreibt die Intensitit des Hin-

tergrundes. Aus dem Intensitétsverhéltnis der inneren und der dufleren Amplitude der
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2.10 Bildauswertung

AID kann dann die Modulationstiefe MT wie folgt bestimmt werden:

MT =1 — Imzn _ Ima:c - Imzn (211)

Imaz Imacc

wobei I,,,;, das Maximum der inneren und I,,,,,; das Maxiumum der dufleren einhiillen-
den Kurve darstellt. In der Abbildung 2.4 ist die Modulationstiefe gegen die Grofie ku-
gelformiger, homogen gefirbter Objekte mit bekanntem Durchmesser aufgetragen, die
ihr Anregungsspektrum bei 488 nm haben. Aus dieser (Kalibrations-)Kurve kann, bei
bekannter Modulationstiefe, die axiale Ausdehnung der Farbstoffverteilung fiir homogen-

gefirbte, sphérische Objekte unbekannter Ausdehnung berechnet werden.

Modulationstiefen fir eine homogene, spharische
Farbstoffverteilung

o
©

o
)
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n

Modulationstiefe
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[

,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,

1
'S
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w

dw

F 3

0 50 100 150 200 250 300 350
Objektdurchmesser [nm]

Abbildung 2.4: Zusammenhang zwischen Modulationstiefe und einer kugelférmigen, ho-

mogenen Farbstoffverteilung (A psorption=488nm)
nach [39]

Der Zusammenhang zwischen axialer Gréfle und der Modulationstiefe wird ebenfalls
in der Abbildung 2.4 sichtbar. Links von der Modulationskurve ist beispielhaft ein klei-
nes (a) und ein groBes (b) Objekt gezeigt, wobei der Objektdurchmesser in (a) die Hélfte
(@ = dy/2) und in (b) gleich (@ = d,,) die Breite des Wellenfeldes ist. In Anbetracht von
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2 Material und Methoden

Inae und I, bedeutet dies fiir (a), dass dieses Objekt eine Modulationstiefe von ~ 0.7
hat, was der Grofle eines 100 nm Bead entspricht. Groflere Objekte, wie beispielsweise
(b), zeigen eine geringe Modulationstiefe, was sich in einer gréfieren Grofie wiederspiegelt.
Ab einer Modulationstiefe von 0.1 kdnnen keine vertrauenswiirdigen Groflenmessungen
durchgefiihrt werden, da Objekte dann mehreren Stellen der Modulationskurve zugeord-

net werden konnen.

2.11 Statistik

Zur statistischen Auswertung der Verteilung von zwei Datensétzen wurde der sogenann-
te Kolmogorov-Smirnov-Test (Kolgoroff-Smirnoff-Test, KS-Test) verwendet. Dieser
Test priift die Ubereinstimmung zweier Wahrscheinlichkeitsverteilungen. Das kann ein
Vergleich der Verteilungen zweier Stichproben sein, aber auch der Test darauf, ob eine
Stichprobe einer zuvor angenommenen Wahrscheinlichkeitsverteilung folgt. Ein grofer
Vorteil dieses Tests besteht darin, dass die zugrundeliegende Zufallvariable keiner Nor-
malverteilung folgen muf}. Um zwei empirische CDF's (cumulative distribution function)
Sar(x) und Sy(x) mit den StichprobengréBen M und N miteinander zu vergleichen,

benutzt der Kolmogorov-Smirnov Test die Distanz Dasn:

SM(CC) _ SN(.T) |
M N

Dy = maxy | (2.12)

Die statistische Auswertung der Datensétze erfolgte mittels MatLab7.0.1.
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3 Ergebnisse

3.1 Morphologie der Zellkerne in Abhdngigkeit von der

Fixierungs- und Hybridisierungsprozedur

Der Einfluss der Fixierung und der Hybridisierung auf die Morphologie von Interphase-
Zellkernen wurde an Lymphozyten, normalen humanen Vorhautfibroblasten VH7 sowie
an der fibroblastoiden Prostatakrebszelllinie LNCAP untersucht. Dazu wurde das Vo-
lumen, die axiale Ausdehnung sowie die Anisotropie (Parameter fiir die laterale (x/y)

Ausdehnung) der Kerne statistisch ausgewertet.

3.1.1 Lymphozyten

Die Tabelle 3.1 gibt eine Zusammenfassung der ermittelten Werte der Parameter zur
Charakterisierung der Lymphozytenkerne nach der Fixierung sowie nach der FISH-
Behandlung wieder. In der Abbildung 3.1 sind Beispiele der Kerne vor und nach FISH
der beiden Fixierungen gezeigt. In der Abbildung 3.2 sind die kumulativen Haufigkeiten
der Volumina der Zellkerne aufgetragen. Die hypotonen (+KCl) MAA-fixierten Zellkerne
vor FISH haben ein mittleres Volumen von 624 4+ 228 pum?3, signifikant um den Faktor
1.22 kleiner als die nicht KCl-behandelten Kerne der MA A-Préparation (p=0.0111). Das
mittlere Volumen der MAA-fixierten Zellkerne ohne KCI und ohne Hybridisierung be-
trigt 764 + 286 um?. Das Volumen der beiden Varianten der MA A-Fixierung verringert
sich jeweils signifikant durch die Hybridisierungsprozedur, mit KCl um den Faktor 1.22
auf 511 + 94 pm?® (p=0.0014) und ohne KCI um den Faktor 1.12 auf 681 + 156 pum?
(p=0.0095) im Vergleich zu vor der Hybridisierung. Das Volumen der Kerne der nicht-
hypotonen MA A-Fixierung nach FISH ist, wie bei den Kernen der MAA+KCI und der
MAA-KCI vor FISH, um den Faktor 1.25 gréfer als bei der hypotonen MAA-Fixierung.
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3 Ergebnisse

FISH MAA MAA PFA SD (Faktor)

v/n +KCl1 MAA+4+KCI/MAA MAA+KC1/PFA MAA/PFA

Volumen [pm?]

vor 624 + 228 764 £+ 286 444 + 143 p=0.0111 p=38.8787e-004 p=1.8951e-007
0.82 1.4 1.72

nach 511 + 94 681 + 156 190 + 21 p=1.8891e-007 p=6.1544e-023 p=3.229e-025
0.75 2.69 3.58

Faktor (v/n) 1.22 1.12 2.34

SD p=0.001/ p=0.0095 p=1.7189¢-017

Axiale Ausdehnung (z) [pm]

vor 4,11 + 0,6 4,1 + 0,83 9,11 + 1,29 p=0.084 p=5.1564e-01/ p=3.7438e-01}
1 0.45 0.45

nach 4,63 + 0,37 4,74 + 0,69 5,61 4 0,53 p=0.1489 p=8.9830e-015 p=4.9799¢-012
0.98 0.82 0.84

Faktor (v/n) 0.89 0.87 1.62

SD p=1.0605e-007 p=0.0227 p=38.9483e-017

Anisotropie (xy)

vor 1.07 £ 0.08 1.05 £ 0 1.05 + 0.07 p=0.1868 p=0.0184 p=0.0554
1.02 1.02 1

nach 1.06 £+ 0.1 1.07 £ 0.1 1.06 £ 0.07 p=8.1156e-004 p=0.2301 p=0.3001
0.99 1 1

Faktor (v/n) 1.01 0.98 0.99

SD p=0.0543 p=0.1464 p=0.0279

Laterale Ausdehnung (x) [pum]

vor 17,28 + 3,32 19,12 + 3,01 9,68 + 1,18 p=0.1868 p=2.3603e-011 p=2.6175e-013
0.9 1.78 1.97

nach 15,14 + 1,75 19,58 + 2,56 8,5 + 0,7 p=1.1438¢-015 p=4.7935¢-022 p=3.2290¢-025
0.77 1.78 2.31

Faktor (v/n) 1.14 0.98 1.14

SD p=1.6894e-005  p=0.7353 p=4.3185¢-008

Laterale Ausdehnung (y) [pm]

vor 16,06 + 2,81 18,3 + 2,88 9,23 £+ 0,92 p=0.0229 p=38.7379e-012 p=38.7438e-014
0.88 1.74 1.99

nach 14,37 £ 1,52 18,41 & 2,56 7,98 & 0,47 p=4.2482¢-013 p=6.1544¢-023 p=3.2290¢-025
0.78 1.8 2.3

Faktor (v/n) 1.12 0.99 1.16

SD p=2.9865e-005 p=0.6096 p=1.2755e-009

Tabelle 3.1: Mittelwerte und Standardabweichungen der gemessenen Werte der Kerne

von Lymphozyten

(Anzahl der Kerne siehe Abbildungen 3.2 bis 3.4)
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3.1 Morphologie der Zellkerne in Abhéngigkeit von der Fixierungs- und Hybridisierungsprozedur

Bei Formaldehyd-fixierten Zellkernen verringert sich das Volumen im Vergleich von
vor FISH (444 + 143 pm?) zu nach FISH (190 £ 21 ym?) signifikant um den Faktor
von 2.34 (p=1.7189e-017) deutlich stérker als bei den beiden MAA-fixierten Zellsuspen-
sionen. Die mittleren Volumina der Lymphozytenzellkerne beider MA A-Fixierungen vor
FISH sind grofler als die der PFA-Fixierung vor FISH (siehe Tabelle 3.1). Das Gleiche
gilt fiir die Kerne nach der Hybridisierung, wobei auch deutlich wird, dass die Zellkerne
der Lymphozyten, die mit Formaldehyd fixiert wurden, stédrker an Volumen durch die

Hybridisierungsschritte verlieren als die Methanol/Eisessig-fixierten Zellen.

Die Hé&ufigkeiten der axialen Ausdehnung der Zellkerne von Lymphozyten sind in
der Abbildung 3.3 zu sehen. Die mittlere axiale Zellkernausdehnung der MAA+KCI-
fixierten Kerne vor der Hybridisierung betrigt 4,11 + 0,6 um. Diese Ausdehnung ent-
spricht der mittleren axialen Ausdehnung der nicht hypotonen Kerne vor der Hybridi-
sierung von 4,1 + 0,83 pm. Der KS-Test zeigt, dass keine signifikanten Unterschieden
zwischen den beiden Fixierungen vor FISH bestehen (p=0.084). Die PFA-fixierten Ker-
ne vor FISH sind axial mit 9,11 £ 1,29 um doppelt so ausgedehnt wie die Kerne der
MAA+KCI- (p=5.1564e-014) und der MAA- (p=3.7438¢-014) Fixierungen. Bei den
MAA+KCl-fixierten Zellen als auch bei den MAA-fixierten Kernen erhéht sich das Vo-
lumen nach der Hybridisierung signifikant im Vergleich zu vorher (MAA+KCl1 4,63 +
0,37 pm, p=1.0605e-007; MAA 4,74 + 0,69 pm, p=0.0227). Nur bei der PFA-Fixierung
kommt es zu einer Verringerung der axialen Ausdehnung um den Faktor 1.62 auf 5,61 +
0,53 pm (p=3.9483e-017). Die Anisotropie der Lymphozytenzellkerne vor und nach FISH
sind in der Abbildung 3.4 dargestellt. Unabhéngig von der Fixierung sind die Kerne mit
einer mittleren Anisotropie von 1.07 + 0.08 fiir die MAA+KCl-fixierten Zellen, 1.07 +
0.08 fir die MAA-fixierten Zellen und 1.05 4+ 0.07 fiir die PFA-fixierten Zellen rund.
Die Hybridisierung verdndert das Verhéltnis zwischen den beiden lateralen Achsen bei
den MAA-fixierten Kernen nicht. Beim Vergleich der Anisotropie zwischen den einzelnen
Fixierungen wird ein signifikanter Unterschied zwischen der MAA+KCI- und der PFA-
Fixierung nur vor der Hybridisierung deutlich (p=0.0184 ). Die Kerne der PFA-Fixierung
sind sphérischer als die der MAA+KCl-Fixierung.
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Abbildung 3.1: Visualisierung reprisentativer Zellkerne von Lymphozyten als Vergleich

vor und nach FISH der MAA- und PFA-Fixierung

A Vergleich der MAA- mit der PFA-Fixierung vor der Hybridisierung; B Vergleich der MAA-
mit der PFA-Fixierung nach der Hybridisierung.
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3.1 Morphologie der Zellkerne in Abhéngigkeit von der Fixierungs- und Hybridisierungsprozedur
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3 Ergebnisse

3.1.2 VH7

Tabelle 3.2 zeigt die Mittelwerte sowie die Standardabweichungen inklusive der Berech-
nung der Signifikanz der Parameter zur Bestimmung der Form der Kerne der VH7 Fi-

broblasten.

Abbildung 3.5 zeigt die dreidimensionale Rekonstruktion von VH7 Zellkernen in Abhéingig-
keit von der Fixierung und Hybridisierung. In der Abbildung 3.6 sind die Héufigkeiten

der Volumina dargestellt.

Das mittlere Kernvolumen von Formaldehyd-fixierten Fibroblasten ohne FISH von
769 + 234 pm? ist signifikant kleiner (p=0.012) mit einem Faktor von 1.2 als bei der
Methanl/Eisessig-Fixierung, bei der ein mittleres Volumen von 918 + 280 ym? bestimmt
wurde. In Bezug auf die Beeinflussung der Hybridisierungsprozedur auf das Volumen der
Kerne konnten signifikante Unterschiede festgestellt werden. Das mittlere Volumen der
mit FISH behandelten Kerne der MAA-Suspension betrigt 708 + 304 pm3.

Die MAA-fixierten Kerne sind signifikant 1.3 mal kleiner nach der Hybridisierung
(vor/nach FISH p=0.001) im Vergleich zu vorher. Diese Beeinflussung durch die Hybri-
disierung trat in PFA-fixierten Kernen stirker auf. Diese hatten nach FISH ein mitt-
leres Volumen von 442 + 99 pum?, welches 1.7 mal kleiner war als in den Kernen ohne
FISH (p=5.4295e-013). Vergleicht man beide Fixierungen nach FISH, dann wird deut-
lich, dass die Formaldehyd-fixierten Kerne stidrkeren Verdnderungen unterliegen. PFA-
und MAA-fixierte Zellkerne nach der FISH-Behandlung unterscheiden sich signifikant
(p=2.0898¢-009) um den Faktor 1.6.

Die kumulativen Hiufigkeiten der axialen Ausdehnung der Interphasekerne in Abhéngig-
keit von der Fixierung und der Hybridisierung sind in der Abbildung 3.7 dargestellt. Die
mittlere axiale Ausdehnung der MA A-fixierten Kerne der VH7 Fibroblasten betrégt 5,3
+ 0,5 pm. Es wurde eine signifikante Reduktion der axialen Ausdehnung durch die Hy-
bridisierung mit einem mitteren Betrag von 4,4 + 0,7 um gefunden. Die VH7 Zellkerne,
fixiert mit Methanol /Eisessig, sind signifikant 1.2 mal flacher als die Kerne vor FISH
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3.1 Morphologie der Zellkerne in Abhéngigkeit von der Fixierungs- und Hybridisierungsprozedur

(p=9.5345e-008). Dies ist vergleichbar mit den Messungen der Kernvolumina zuvor.

Die mittlere axiale Ausdehnung von PFA-fixierten Kernen ohne FISH-Behandlung
betriagt 4,4 + 0,4 pm. Dagegen sind die behandelten PFA-fixierten Zellkerne mit einer
mitteleren Ausdehnung von 2,7 £+ 0,5 um) signifikant (1.6 mal) flacher (p=9.6352¢-019).
Wenn man die Kerne hinsichtlich des Einflusses der Fixierung betrachtet und die Hybri-
disierung auflen vorldsst, so sind die MAA-fixierten Kerne um den Faktor 1.2 dicker als
die PFA fixierten (p=1.6017e-009). Vergleicht man die Kerne der beiden Fixierungen
miteinander nach der FISH-Behandlung, dann kann man feststellen, dass die Kerne der
PFA-Fixierung 1.6 mal diinner sind als die der MAA-Fixierung (p=4.5012e-016).

Ein weiterer Parameter zur Charakterisierung der Kernform stellt die Anisotropie, das
Verhéltnis von langer zu kurzer lateraler Achse, dar. Fiir die VH7 Fibroblasten sind die

kumulativen Haufigkeiten in der Abbildung 3.8 gezeigt.

Die mittlere Anisotropie der Methanol /Eisessig-fixierten Zellkerne ohne Hybridisie-
rung betriagt 1.49 £+ 0.16 und ist damit signifikant unterschiedlich (p=0.0101) zu den
Kernen der selben Fixierung nach FISH mit einem Mittelwert von 1.61 £ 0.25. Damit
sind die Fibroblastenkerne ohne Behandlung weniger ellipsoid als die mit Behandlung.
Kerne, welche mittels Formaldehyd fixiert wurden, zeigen die selbe Tendenz. PFA-fixierte
Kerne ohne FISH mit einer mitteren Anisotropie von 1.47 + 0.22 sind ebenfalls lateral
ellipsoid ausgedehnt. Der KS-Test zeigt signifikante Unterschiede (p=0.0306) zwischen
den PFA-fixierten Kernen vor mit denen nach FISH mit einem mittleren Anisortopie-
wert von 1.69 £ 0.4. Bei dem Vergleich der beiden Fixierungen ohne FISH zeigen sich
keine signifikanten Unterschiede (p=0.1125). Auch beim Vergleich der beiden Fixierun-
gen nach der Hybridisierung konnte kein signifikanter Unterschied festgestellt werden
(p=0.5833). Damit hat die Hybridisierungsprozedur Einfluss auf die laterale Form von

VH7 Fibroblasten, aber nicht die Art der verwendeten Fixierungsmethode.

79
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FISH MAA PFA Faktor SD
vor/nach (MAA/PFA)

Volumen [pm?]

vor 918 £ 280 769 £ 235 1.19 p=0.0120
nach 708 + 304 442 £ 99 1.6 p=2.0898e-009
Faktor (vor/nach) 1.3 1.74

SD p=0.001 p=5.4295e-013

Axiale Ausdehnung (z) [pm]

vor 5,3 £0,5 4,4 + 0,4 1.2 p=1.6017e-009
nach 4,4 +£0,7 2,7+ 0,5 1.63 p=4.5012e-016
Faktor (vor/nach) 1.20 1.63

SD p=9.58/5¢-008 p=9.6352¢-019

Anisotropie (xy)

vor 1.49 £ 0.16 1.47 £ 0.22 1.01 p=0.1125
nach 1.61 £ 0.25 1.69 + 0.4 1.05 p=0.3833
Faktor (vor/nach) 1.08 1.15

SD p=0.0101 p=0.0306

Laterale Ausdehnung (x) [pm)]

vor 24,3 + 4 21,6 + 3 1.13 p=5.5238¢-00/
nach 229+ 4 22,8 £ 2,8 1 p=0.7251
Faktor (vor/nach) 1.06 1.05

SD p=0.0858 p=0.0351

Laterale Ausdehnung (y) [pm)]

vor 16,4 + 2,8 14,9 + 2,3 1.1 p=9.0892¢-00/
nach 14,3 £ 1,9 13,9 £ 24 1.03 p=0.4628
Faktor (vor/nach) 1.15 1.07

SD p=3.8395¢-004  p=0.0986

Tabelle 3.2: Mittelwerte und Standardabweichungen der gemessenen Werte der Kerne
von VH7 Fibroblasten

(Anzahl der Kerne siche Abbildungen 3.6 bis 3.8)
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3.1 Morphologie der Zellkerne in Abhéngigkeit von der Fixierungs- und Hybridisierungsprozedur
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Abbildung 3.5: Visualisierung repriisentativer Zellkerne von VH7 Fibroblasten als Ver-
gleich vor und nach FISH der MAA- und PFA-Fixierung

A Vergleich der MAA- mit der PFA-Fixierung vor der Hybridisierung; B Vergleich der
MAA- mit der PFA-Fixierung nach der Hybridisierung
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3.1 Morphologie der Zellkerne in Abhéngigkeit von der Fixierungs- und Hybridisierungsprozedur

3.1.3 LNCAP

Die fibroblastoiden LNCAP Zellen wurden als Methanol/Eisessig-Suspension mit und
ohne KCl-Losung (75mM) als auch als PFA-fixiertes Priparat verwendet. Eine Ge-
geniiberstellung der Mittelwerte sowie der Standardabweichungen sind in der Tabelle

3.3 zu sehen.

Die in der Abbildung 3.9 dargestellten Zellkerne der verschiedenen Fixierungen vor
und nach der Hybridierung machen die im Folgenden beschriebenen Anderungen der
Volumina, der axialen Ausdehnung sowie der Anisotropie deutlich. Das Volumen, die
axiale Ausdehnung sowie die Anisotropie der Zellkerne der fibroblastoiden Zelllinie LN-
CAP sind in den Abbildungen 3.10 bis 3.12 als kumulative Haufigkeiten dargestellt.

Das Volumen der Zellkerne, welche mit MAA fixiert und mit KCIl hypotonisiert wur-
den, ist mit 1188 4 381 pum? signifikant 1.27 mal gréfer als die MAA-fixierten Kerne
ohne KCI mit einem mittleren Volumen von 933 + 338 um?3 (p=0.0138). Durch die
Behandlung der Kerne bei der Hybridisierung werden die Kerne beider Suspensionen
signifikant kleiner im Volumen (siehe Abbildung 3.10). Die Verringerung des Volumens
durch die Hybridisierung ist allerdings bei den KCl-behandelten Kernen grofier (Faktor
1.38) im Vergleich zu den nicht KCl-behandelten Kernen (Faktor 1.17). Die PFA-fixierten
Kerne sind mit 1734 + 306 xm? signifikant deutlich groBer als die nicht-hypotonen MAA-
fixierten (p=1.3934e-010) und die hypotonen MA A-fixierten Zellkerne (p=>5.1828¢-000).
Das Volumen der PFA-fixierten Kerne verringert sich durch die Hybridisierungsprozedur
ebenfalls um den Faktor 1.49 auf 1161 + 247 pm3. Im Vergleich zu den MAA-fixierten
nach FISH betehen signifikante Unterschiede (siehe Tabelle 3.3). Das mittlere Volu-
men der Kerne der PFA-Fixierung nach FISH entspricht dem mittleren Volumen der
MAA+KCl-fixierten Kerne vor FISH.

Die axiale Ausdehnung der Zellkerne der MAA + KCI-Zellsuspension vor der Hy-
bridisierung (3,4 £+ 0,58 pm) ist signifikant geringer (p=1.7847e-008) im Vergleich zu
den nicht-hypotonen Kernen der LNCAP Zellen (4,58 + 0,63 pm). Der Vergleich zwi-
schen den MAA + KCI fixierten Kernen vor FISH mit nach FISH zeigt signifikant keine
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3 Ergebnisse

Unterschiede (p=0.9995). Bei den MAA nicht-hypotonen Zellen nach FISH liegt eine
signifikante Verringerung der axialen Ausdehnung von 4,58 + 0,63 pym auf 3,36 + 0,43
pum (p=1.2983e-010) vor. Die mittlere axiale Ausdehnung von MAA + KCI vor FISH
und nach FISH entsprechen der Ausdehnung von MAA ohne KCIl nach FISH.

Die PFA-fixierten LNCAP Zellkerne sind signifikant axial ausgedehnter als bei den
MAA-fixierten Kernen beider Varianten. Im Vergleich zu den nicht hypotonen um den
Faktor 2.88 und im Vergleich zu den hypotonen MAA-fixierten Kernen um den Faktor
3.88. Passend zu der gravierenden Reduktion des Volumens durch die Hybridisierung ist
auch die axiale Ausdehnung signifikant stark reduziert um den Faktor 1.69 (p=1.34606e-
011). Die Unterschiede zwischen den PFA-fixierten Kernen nach FISH zu den MAA-
fixierten ebenfalls nach FISH sind gleichermaflen signifikant (siehe Tabelle 3.3). Die Ver-
ringerung der axialen Ausdehnung der PFA-Kerne nach FISH ist zwar stark, aber nicht
so grof}, dass sie der axialen Ausdehnung der MA A+KCl-fixierten Kerne von 3,32 4+ 0,37
pm bzw. der MAA-KCl-fixierten Kerne von 3,36 4+ 0,43 pm entspricht.

Basierend auf der Bestimmung der Anisotropie der Zellkerne konnte bei der MA A+KCI-
Fixierung eine sphérische Ausdehnung der Kerne vor (1.09 £+ 0.05) als auch nach (1.08
+ 0.07) FISH festgestellt werden. Im Vergleich dazu sind die nicht-hypotonen Kernen
vor FISH eher elisoid mit einer Anisotropie von 1.32 4+ 0.23. Bei den MAA-fixierten
Kernen nimmt die Anisotropie nach FISH signifikant auf 1.49 + 0.21 zu(p=2.4911e-
004). Die PFA-fixierten Zellkerne sind mit einer mittleren Anisotropie von 1.64 + 0.28
signifikant um den Faktor 1.55 mehr ellipsoid als die Kerne der MAA+KCI-Fixierung
(p=2.9941e-013) und um den Faktor 1.28 mehr ellipsoid als die MAA-KCI-Fixierung
(p=8.6174e-005). Die mittlere Anisotropie der PFA-LNCAP Kerne nach FISH ist nicht
signifikant veriindert (p=0.9914). Die mittleren Werte der Berechnung der Anisotropie
zugrundeliegenden lateralen x- und y-Ausdehnung sind ebenfalls in der Tabelle 3.3 zu-

sammengefaflt.
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3.1 Morphologie der Zellkerne in Abhéngigkeit von der Fixierungs- und Hybridisierungsprozedur

FISH MAA MAA PFA SD (Faktor)
v/n +KCl MAA+KCl/ MAA+KCl/ MAA/PFA
MAA PFA

Volumen [pum?]

vor 1188 + 381 933 + 338 1734 £ 306 p=0.0138 p=5.1828e-006 p=1.3934e-010
1.27 0.68 0.54

nach 860 + 178 795 £ 151 1161 £ 247 p=0.0951 p=2.1010e-007 p=1.1879e-010
1.08 0.74 0.68

Faktor (v/n) 1.38 1.17 1.49

SD p=2.2502¢-005 p=0.0419 p=1.6959¢-008

Axiale Ausdehnung (z) [pm)]

vor 3,4 + 0,58 4,58 + 0,63 13,2 + 1,59 p=1.7847e-008  p=2.9941e-013  p=4.6233¢-013
0.74 0.25 0.35

nach 3,32 + 0,37 3,36 4 0,43 7,8 + 1,35 p=0.8409 p=7.9959¢-018  p=7.9959¢-018(!)
0.98 0.43 0.43

Faktor (v/n) 1.02 1.36 1.69

SD p=0.9995 p=1.2983¢-010  p=1.3466¢-011

Anisotropie (xy)

vor 1.09 £ 0.05 1.32 + 0.23 1.64 + 0.28 p=1.0203e-007 p=2.9941e-013 p=8.6174e-005
0.82 0.66 0.80

nach 1.08 + 0.07 1.49 + 0.21 1.59 + 0.23 p=2.0685e-017 p=38.9069e-017 p=0.2548
0.72 0.68 0.94

Faktor (v/n) 1 0.88 1.03

SD p=0.0092 p=2.4911e-004  p=0.9914

Laterale Ausdehnung (x) [pm]

vor 26,88 + 5,12 23,52 £ 4,67 21,14 £ 2,82 p=0.0056 p=2.3489e-006 p=0.0074
1.14 1.27 1.11

nach 24,48 + 2,52 26,93 £ 3,60 21,37 £ 2,61 p=4.2318e-004 p=2.0557e-006 p=4.0999e-009
0.9 1.14 1.26

Faktor (v/n) 1.10 0.87 0.99

SD p=0.0135 p=1.7731e-004  p=0.7251

Laterale Ausdehnung (y) [um]

vor 24,60 + 4,46 17,92 + 2,93 13,04 £ 1,55 p=0.6743¢-008  p=6.1511¢-008  p=2.0749¢-012
1.37 1.89 1.37

nach 22,56 + 2,47 18,19 + 2,17 13,47 £+ 1,19 p=5.3094e-013 p=7.9959e-018 p=1.7108e-013
1.24 1.67 1.35

Faktor (v/n) 1.09 0.99 0.97

SD p=0.0014 p=0.2/88 p=0.2996

Tabelle 3.3: Mittelwerte und Standardabweichungen der gemessenen Werte der Kerne
von LNCAP Fibroblasten

(Anzahl der Kerne siche Abbildungen 3.10 bis 3.12)
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Abbildung 3.9: Visualisierung représentativer Zellkerne von LNCAP Fibroblasten als
Vergleich vor und nach FISH der MAA- und PFA-Fixierung

A Vergleich der MAA- (mit und ohne KCIl) mit der PFA-Fixierung vor der Hybridi-
sierung; B Vergleich der MAA- (mit und ohne KCI) mit der PFA-Fixierung nach der

Hybridisierung.
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3 Ergebnisse

3.2 Bestimmung der Zellzyklusphase

Das Ki-67 Protein ist ein spezifischer Marker fiir proliferierende Zellen. Die Verteilung

des Proteins im Zellkern ist zellzyklusabhéngig (Zellzyklusmarker).

3.2.1 VH7

Das Ki-67 Protein wurde in PFA-fixierten VH7 Fibroblasten nach Konfluenz mittels spe-
zifischem priméren Antikérper markiert und nach Bindung des Alexa 488 gekoppelten
sekundéren Antikorpers sowie der DNA-Gegenfarbung mit TO-PRO 8 iodide am CLSM

aufgenommen.

Primére Fibroblasten besitzen die Eigenschaft, bei Platzmangel bzw. Konfluenz in der
Go-Phase zu arretieren. Diesen Arrest in der Gg-Phase wurde mittels Ki-67 Immunopro-
teinmarkierung {iberpriift. Nach Auswertung mehrer Ubersichtsaufnahmen konnte eine
Go-Synchronisation durch konfluentes Wachstum zu 83 % erreicht werden. Die iibrigen
Prozent stellen Gi- (9,5 %) und S-Phasen (7,5 %) dar. In der Abbildung 3.13 ist eine
Ubersichtsaufnahme eines konfluenten Bereichs (A) (2D Projektion) mit Zellkernen in
Go- (ohne Ki-67) und Gi-Phase (mit Ki-67) und einige Beispiele verschiedener Zellzy-
klusphasen gezeigt. Das Bild B in dieser Abbildung zeigt eine Prometaphaserosette mit
markiertem Ki-67 Protein, welches sich um die Chromosomen lagert. Eine Serie der in B
dargestellten Metaphaserosette in Absténden von zwei Schnitten entlang der z-Achse ist
in C dargestellt. In D ist eine sehr frithe G;-Phase (links) sowie eine mittlere Gi-Phase

(rechts) und in E ein Beispiel fiir die S-Phase zu sehen.

3.2.2 LNCAP

Im Gegensatz zu den durch konfluentes Wachstum in Gg-Phase synchronisierbaren VH7
Zellen wachsen die LNCAP auch bei Platzmangel iibereinander weiter. Deshalb wurden
diese Zellen in den weiteren Untersuchungen als gemischtes Zellzyklusphasen-Praparat
verwendet. Mittels pKi-67-Markierung wurden trotzdem die Anteile der Zellzykluspha-
sen bestimmt. 30 % der LNCAP Zellen befinden sich in der Gg-Phase, 25 % in der
G1-Phase und 42 % in der S/Gg-Phase sowie 3 % in der M-Phase.
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3.2 Bestimmung der Zellzyklusphase

Abbildung 3.13: Detektion des Ki-67 Proteins mittels CLSM in VH7
Balken = 10 pm
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3 Ergebnisse

Abbildung 3.14: Detektion des Ki-67 Proteins mittels CLSM in LNCAP
Balken = 10 um
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3.3 Bestimmung der c-Myc-Expression in VH7 und LNCAP

3.3 Bestimmung der c-Myc-Expression in VH7 und LNCAP

VH7 In der Abbildung 3.15 ist das c-Myc-Protein nach Antikérperbindung in Zellker-
nen konfluenter als auch nicht konfluenter Bereiche PFA-fixierter VH7 Zellen dargestellt.
Eine erfolgreiche Markierung zeichnet sich durch ein spezifisches, klusterartiges Féarbe-

muster im Kern aus, was im Fall der VH7 Zellen nur in 9,5 % der Kerne sichtbar war.

In der ersten Spalte A1 bis D1 der Abbildung 3.15 ist der 488 nm-Kanal zur Detek-
tion des mit Alexad488 markierten c-Myc in Falschfarbe als 2D-Projektion dargestellt.
Die Kerngegenfirbung mit TO-PRO-3 iodide (647 nm-Kanal) ist in der zweiten Spal-
te A2 bis D2 ebenfalls als 2D-Projektion gezeigt. Die letzt Spalte A3 bis D3 zeigt
die beiden vorherigen als Uberlagerungsbild. C-Myec-positive Zellkerne sind im Bild A1,
C1 und D1 in konfluenten und in nicht-konfluenten Bereichen zu erkennen, wobei der
Anteil an positiven Kernen konfluenter Areale geringer ist als in den nicht-konfluenten.
Auflerdem wird, unter Betrachtung des Bildes C2, deutlich, dass das Kernvolumen in
c-Myc-positiver Kerne grofier erscheint, als dass derer ohne c-Myc, wie im Bild B2 (glei-
cher Zoom), was dafiir spricht, dass diese Zelle in der Ga-Phase vorliegen kénnte. Diese
Vermutung wird allerdings nur bei gleichzeitiger Verwendung des Ki-67-Markers nach-

weisbar.

LNCAP Im Gegensatz zu den konfluent gewachsenen VH7 Fibroblasten mit einem
klusterartigen Farbemuster von c-Myc im Zellkern, konnte bei den LNCAP Fibroblas-
ten auch nach Erhohung der Konzentration des priméren (bis zu 1:100) und sekundéiren
Antikorpers (1:50) sowie nach Verldngerung der Inkubationszeiten (priméren Antikorper
16h, 24h, 48h; sekunddren Antikoérper 1h, 2h) in unterschiedlichen Kombinationen dieses
Muster nicht reproduziert werden. Stattdessen war eine schwache homogene Kernfirbung
in nahezu allen Kernen sowie vereinzelt Akkumulationen im Cytoplasma (ohne DNA-

Gegenfiarbung) detektierbar.
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Abbildung 3.15: c-Myc-Expression in VH7
Balken = 10um
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3.3 Bestimmung der c-Myc-Expression in VH7 und LNCAP

Abbildung 3.16: c-Myc-Expression in LNCAP
Balken = 10um
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3.4 Bestimmung der AMACR-Proteinexpression in VH7 und
LNCAP

VH7 Das mittels Antikorper markierte pAMACR ist in VH7 Zellen im Zytoplasma
aller Zellen detektierbar. Es gibt keine Unterschiede in der Haufigkeit der Proteinexpres-
sion, wenn man konfluente Bereiche (Bilder A und B) mit denen von nicht-konfluenten
(Bilder C und D) vergleicht (siche Abbildung 3.17). Bei der Betrachtung der Kontrollen
K1 und K2 rechts der Abbildung 3.17 (ohne priméren Antikorper) wird deutlich, dass
es nur in den Versuchen mit priméren Antikérpern zur Bildung der auffilligen Kluster

im Zytoplasma kommt.

Abbildung 3.17: pAMACR-Expression in VH7
Balken = 10um
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3.4 Bestimmung der AMACR-Proteinexpression in VH7 und LNCAP

LNCAP Das peroxisomale und mitochondriale AMACR-Protein scheint nicht homo-
gen und nicht in allen LNCAP Zellen exprimiert zu werden (Abbildung 3.18). Aus der
Abbildung 3.18 wird deutlich, dass in einigen Zellen keine Expression erfolgt. Im Bild
A ist beispielsweise eine Metaphase mittig zu erkennen ohne markiertes Protein in der
Umgebung, wie auch zahlreiche Interphasekerne ohne Expression. Im grofiten Teil der
Zellen aber erfolgt eine Expression des AMACR-Proteins wie erwartet lokalisiert im

Cytoplasma.

Abbildung 3.18: pAMACR-Expression in LNCAP
Balken = 10um

FEine Kontrolle der Sperzifitdt des priméren AMACR-Antikorpers ist in den Bildern
K1 und K2 der Abbildung 3.18 zu sehen. Das auffillige Farbemuster im Cytoplasma
fehlt. Um die Eigenfluoreszenz des Cytoplasma und die darin fehlende Markierung des
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Proteins anschaulich zu machen, wurde die Helligkeit der 2D-Bildprojektion erhoht.
Ein moglicher Zusammenhang zwischen Zellzyklusphase und Expression kann aber nur
nach simultaner Markierung des pKi-67 und des pAMACR ermittelt werden. Bei der
Immunfarbung des pAMACR der VH7 Zellen wurde doppelt so viel primére Antikorper
(2 png/250 ml) eingesetzt und doppelt so lange inkubiert (60 min) im Vergleich zu der
Féarbung in den LNCAP Zellen. Die Bindungsfiahigkeit des sekundéren Anitkorpers in
VH7 Zellen ist geringer als in LNCAP Zellen.

3.5 Laterale Ausdehnung und Anisotropie von Beads

Zur Validierung des verwendeten multi point model und zur Kalkulation der lateralen
Ausdehnung und Anisotropie fluoreszierender Objekte, welche als CLSM-Bilddateien
vorliegen, wurden Beads verschiedener Groflien mit bekanntem Durchmesser verwendet.
In der Tabelle 3.4 sind die Werte des theoretischen FWHM und des experimentell ermit-
telten TP-FWHM sowie die Anisotropie der gemessenen Beads jeweils mit den entspre-

chenden Differenzen zwischen theoretischem und experimentellem Wert(A) dargestellt.

Durchmesser [nm] FWHM [nm] TP-FWHM [nm] A FWHDMp.,/ Anisotropie A Anisotropie
theo. exp. TP-FWHMezp exp. theo.=1/exp.

Absorption A = 488nm

100 (n=107) 71 142 + 35 -71 1.8 £ 0.69 0.8
200 (n=81) 141 125 £+ 27 16 228 £0.75 1.28
290 (n=>53) 205 159 £ 13 46 1.69 £0.19 0.69
390 (n=97) 276 207 £ 11 69 1.3 £0.1 0.3
560 (n=93) 396 306 £ 10 90 1.18 £ 0.09 0.18

Absorption A = 568nm

560 (n=92) 396 277 £ 14 119 1.24 £0.09 0.24

Tabelle 3.4: Laterale Ausdehnung (FWHM, TP-FWHM) und Anisotropie unterschied-
lich grofler Beads
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3.5 Laterale Ausdehnung und Anisotropie von Beads

Die 560 nm Beads waren TetraSpeck-Beads, welche bei 488 nm und 568 nm gleichzeitig
anreghbar und detektierbar sind. Dadurch war es moglich, im griinen und gelben Kanal
das gleiche Objekt zu vermessen. Die theoretische Anisotropie sphérischer dreidimensio-
naler Objekte, wie die verwendeten Beads, betrigt idealerweise 1. Die Bestimmung der
theoretischen lateralen halbmaximalen Ausdehnung der Beads erfolgte nach der Glei-

chung:

FW H M, = ®ff/6%d$

100nm 200nm 290nm 390mn S60nm

Abbildung 3.19: Beads mit steigendem Durchmesser

obere: konfokales Pixelbild der Beads, untere: mittels 10-point model gefittetes Bild

Die Tabelle 3.4 zeigt die relativ hohe Standardabweichung bzw. die Abbildung 3.20
die breite Verteilung der ermittelten Werte fiir 100 nm (142 + 35 nm) und 200 nm
(125 + 27 nm) Beads. Mit steigender GroBle der Objekte nimmt die Standardabwei-
chung ab, die Kurve der kumulierten Haufigkeitsverteilung wird steiler. Fiir 290-, 390-
und 560 nm nimmt zwar die Differenz zwischen theoretischer und experimenteller la-
teraler Ausdehnung zu, die Vertrauenswiirdigkeit der Werte steigt aber. Die Messung
der lateralen Ausdehnung der 560 nm TetraSpeckBeads am selben Priaparat mit den
zwel verschiedenen Wellenléingen zeigt signifikante Unterschiede zwischen den Kanélen
(p=4.1149e-036). Im 488 nm-Kanal (306 £ 10 nm) werden die selben Beads als grofier
erkannt als im 568 nm-Kanal (277 + 14 nm).
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Abbildung 3.20: TP-FWHM von Beads unterschiedlichen Durchmessers
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Abbildung 3.21: Anisotropie von Beads unterschiedlichen Durchmessers
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3.6 Laterale Ausdehnung und Anisotropie von Centromer 8 und 8q24/c-myc

Die Bestimmmung der Anisotropie der unterschiedlich groflen Beads zeigt dhnliche
Tendenz. Mit steigender Grofie der Beads sinkt die Standardabweichung der gemessenen
Anisotropie, mit Ausnahme der 100 und 200 nm Beads. Fiir 100 nm Beads wurde eine
mittlere Anisotropie von 1.8 4+ 0.69 und fiir 200 nm Beads von 2.28 + 0.75 gemessen. Im
Vergleich zu den gréfleren Beads sind die Abweichungen der Anisotropie der 100 nm und
200 nm Beads vom Mittelwert deutlich stédrker. Die 290 nm Beads weisen hinsichtlich
der Anisotropie zwar eine relativ geringe Standardabweichung auf, der Mittelwert weicht
aber mit 1.69 um 0.69 vom theoretischen Wert von 1 ab. Beadgréfien von 390 nm (1.3
+ 0.1) und 560 nm (488 nm: 1.18 £+ 0.09; 568 nm: 1.24 + 0.09) zeigen eine sehr gute
Annédherung an den theoretischen Wert von 1 fiir sphéarische Objekte durch ihre gerin-
ge Standardabweichung. Die Messung der Anisotropie der 560 nm TetraSpeckBeads am
selben Préiparat (identische Beads) und den zwei verschiedenen Wellenléngen zeigt signi-
fikante Unterschiede zwischen den Kanélen (p=1.8637e-00/). Im 488 nm-Kanal werden

die selben Beads eher als sphérische erkannt als im 568 nm-Kanal.

3.6 Laterale Ausdehnung und Anisotropie von Centromer 8

und 8924 /c-myc

Im Folgenden werden die Signale der mittels FISH markierten Centromer 8 Region sowie
der 8q24-Region von Metaphasen- mit denen von Interphasechromosomen verglichen.
Dazu wurde die laterale Ausdehnung (TP-FWHM) als auch die laterale Form (Ani-
sotropie) basierend auf konfokalen Datensiitze bestimmt. Da das Metaphasenpriparat
mittels Methanol/Eisessig fixiert wurde, wurde neben Formaldehyd-fixierten Zellen in
Interphase auch eine Interphasen-Methanol/Eisessig-Suspension verwendet. Diese dient
als Kontrolle fiir den Einfluss der MAA-Fixierung auf die ermittelten Werte in PFA-

Interphasenchromosomen.

3.6.1 VH7

Das Besondere an dieser Metaphasensuspension ist, dass hier kein KCI eingesetzt wurde
und die Metaphasen daher nicht hypoton sind. Auflerdem konnten Metaphasen detektiert

werden, bei denen die Chromatiden zusammen als auch getrennt (aber noch benachbart)
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waren. Es flieBen aber nur die Centromere in die Auswertung ein, die automatisiert als
getrennt erkannt wurden. Die Tabelle 3.5 fafit die mittleren Werte der lateralen Ausdeh-

nung sowie die der Anisotropie vom Centromer 8 und der 8q24 Doméne zusammen.

laterale Ausdehnung Anisotropie
(TP-FWHM)
Zellstadium  Centromer 8  8q24/c-myc Centromer 8 8q24/c-myc

Metaphase 300 £32nm 407 £ 81 nm 1.36 + 0.34 1.47 £ 0.37
(MAA) (n=53) (n=126) (n=53) (n=126)

Interphase 354 £ 59 nm 367 £ 82nm 1.45 £ 0.42 1.7+ 0.6
(MAA) (n=117) (n=90) (n=117) (n=90)

Interphase 326 + 46 nm 348 £ 75 nm  1.47 £+ 0.35 1.55 £+ 0.47
(PFA) (n=129) (n=79) (n=129) (n=79)

Tabelle 3.5: Mittlere laterale Ausdehnung (7'P-FWHM) und Anisotropie von Centromer
8 und 8q24/c-myc in VH7 Fibroblasten

Abbildung 3.22 zeigt die normierte kumulative Haufigkeitsverteilung der Metaphasen-
und Interphasensignale vom Centromer 8 in den unterschiedlichen Prédparationen von
VHT Zellen und Abbildung 3.23 die der 8q24 Doméne. In den Abbildungen 3.24 und
3.25 sind Beispiele fiir die jeweiligen Fixierungen zu sehen. Wie schon hervorgehoben,
wurde die Metaphasensuspension nicht mit KCl behandelt und die Centromere liegen
getrennt vor. Die mittlere laterale Ausdehnung bzw. TP-FWHM betragt fiir die einzel-
nen Metaphasesignale 300 + 32 nm und sind damit signifikant kleiner (p=1.587e-009)
als die Signale von Centromer 8 markiert in Interphasezellkernen der MAA-Fixierung

mit einer mittleren lateralen Ausdehnung von 354 + 59 nm.

Im Vergleich zu den Formaldehyd-fixierten Kernen in der Interphase mit einer lateralen
Ausdehnung von 326 + 46 nm sind die Signale der Interphasekerne der MA A-Fixierung
signifikant grofer (p=0.004 ). Die mittlere Ausdehnung in xy-Richtung der einzelnen Me-
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3.6 Laterale Ausdehnung und Anisotropie von Centromer 8 und 8q24/c-myc

taphasesignale (1.36 £ 0.34) unterscheidet sich nicht signifikant (p=0.5919) von der der
Interphasesignale (1.45 4 0.42). Auch der Vergleich der Anisotropie von Interphasesi-
gnalen der MAA- mit der PFA-Priparation zeigt keine signifikanten Unterschiede (1.47
+ 0.35; p=0.3656).

TP-FWHM von Centromer 8 in VH7 Fibroblasten Anisotropie von Centromer 8 in VH7 Fibroblasten
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Abbildung 3.22: Laterale Ausdehnung (TP-FWHM) und Anisotropie von Centromer 8
in VH7 Fibroblasten
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Abbildung 3.23: Laterale Ausdehnung (7P-FWHM) und Anisotropie von 8q24 in VH7
Fibroblasten
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Abbildung 3.24: Centromer 8 und 8q24/c-myc in Metaphase (1) und Interphase (2) der

MAA-Fixierung von VH7 Zellen

A CLSM-Aufnahme von VHT7 Zellen mit markiertem Centromer 8 (griin,1), 8q24/c-myc (rot,2) und DNA-
Gegenfirbung (blau); B Detektierte Objekte der CLSM-Aufnahme, gespiegelt und gedreht; C,D Originale (links)

und gefittete (rechts) Signale.
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3.6 Laterale Ausdehnung und Anisotropie von Centromer 8 und 8q24/c-myc

Signal 1 original Signal 1 gefittet Signal 2 original Signal 2 gefittet

Abbildung 3.25: Centromer 8 und 8q24/c-myc in PFA-fixierten VH7 Zellen

A CLSM-Aufnahme von VH7 Zellen mit markiertem Centromer 8 (griin,1), 8q24/c-myc (rot,2) und DNA-
Gegenfirbung (blau); B Detektierte Objekte der CLSM-Aufnahme, gespiegelt und gedreht; C,D Originale (links)
und gefittete (rechts) Signale.

Die 220kb grofie 8q24 Doméine, welche die 5kb grofie c-myc Genregion beinhaltet, zeigt
eine laterale Ausdehnung in Metaphasechromosomen von 407 + 81 nm. Dies ist signifi-
kant grofler als in MA A-fixierten Interphasechromosomen von 367 + 82 nm (p=0.0062).
Im Vergleich zu den Signalen in PFA-fixierten Interphasen mit einer mittleren lateralen
Ausdehnung von 348 + 75 nm sind die Interphasesignale der MA A-Suspension in einem
5% Konfidenzintervall signifikant (p=0.0411) kleiner.

Die Anisotropie der markierten Gendoméne zeigt signifikante Unterschiede zwischen
Markierungen von Metaphasechromosomen mit einem Mittelwert von 1.47 £ 0.37 ver-

glichen mit Markierungen in Interphasechromosomen ebenfalls einer MAA-Praparation
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von gemittelt 1.7 £ 0.6 (p=0.0208). Die markierte 824 Doméne in Interphasen der
beiden Fixierungen (MAA und PFA) zeigt keine Unterschiede (p=0.1277). Die mittlere
anisotrope Ausdehnung von 8q24 in PFA-fixierten Interphasen betriagt 1.55 £ 0.47.

3.6.2 LNCAP

Im Gegensatz zu der MAA-Suspension der VH7 Fibroblasten wurden die LNCAP Fi-
broblasten unter anderem auch mit KCIl behandelt. Daher werden im Folgenden vier
verschiedene Priaparationen verglichen: (1) hypotone MA A-fixierte Metaphasensuspensi-
on, (2) hypotone MAA-fixierte Interphasensuspension, (3) nicht-hypotone MAA-fixierte
Interphasensuspension, (4) nicht-hypotone adherent und konfluent gewachsene PFA-
fixierte Fibroblasten in Interphase. Die Tabelle 3.6 zeigt die mittleren lateralen Aus-
dehnungen sowie die der Anisotropie der verschiedenen Praparate. In der Abbildung
3.26 sind die gemessenen Werte als kumulative Hiufigkeit der Ausdehnung und der Ani-
sotropie des Centromer 8 sowie in Abbildung 3.27 die der Genregion dargestellt. Die

Abbildungen 3.28 bis 3.30 zeigen jeweils Beispiele der verschiedenen Fixierungen.

Die Centromere der Metaphasechromosomen der LNCAP Zellen sind in diesem Préapa-
rat nicht getrennt und zeigten sich als Einzelspots. Es wurde eine mittlere laterale
Ausdehnung von 352 4+ 33 nm bestimmt. Das Centromer 8 in Metaphasen ist signi-
fikant lateral grofler als in den Interphasekernen, mit einem Mittelwert von 341 4+ 46
nm, der gleichen MAA-Suspension (p=0.0017). Der Vergleich der lateralen Ausdeh-
nung des Centromer 8 in Interphasekernen der beiden MA A-Suspensionen mit und ohne
KCl-Behandlung zeigt keine signifikanten Unterschiede (p=0.4742). Die mittlere laterale
Ausdehnung des Centromer 8 in Interphasekernen der MA A-KCI-Fixierung betrigt 346
+ 45 nm. Das Centromer 8 in den PFA-fixierten Inerphasekernen hat eine Ausdehnung
von 326 + 41 nm und ist damit signifikant kleiner als das Centromer 8 in der MAA+KC1
(p=0.00196) und der MAA-KCI (p=6.5563¢-004) Fixierung.

Die mittlere laterale Ausdehnung der 8q24/c-myc-Doméne ist in Metaphasechromo-
somen mit 379 4+ 82 nm signifikant kleiner als in Interphasekernen mit 418 £+ 79 nm,
die mit MAA+KCI fixiert wurden (p=0.0019). Die 8q24-Gendoméne in MAA-fixierten
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Abbildung 3.26: Laterale Ausdehnung (TP-FWHM) und Anisotropie des Centromer 8
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Abbildung 3.27: Laterale Ausdehnung (TP-FWHM) und Anisotropie der 8q24 Doméne

in LNCAP Fibroblasten
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laterale Ausdehnung Anisotropie

(TP-FWHM)

Zellstadium Centromer 8  8q24/c-myc Centromer 8  8q24/c-myc
Metaphase 352 £ 33nm 379 £ 82nm 1.52 + 0.47 1.56 £+ 0.45
(MAA+KCl) (n=164) (n=63) (n=164) (n=63)
Interphase 341 £ 46 nm 418 £ 79 nm 1.42 £+ 0.35 1.64 £ 0.61
(MAA+KCl)  (n=163) (n=124) (n=163) (n=124)
Interphase 346 + 45 nm 397 £ 90 nm  1.34 + 0.33 1.48 + 0.39
(MAA) (n=199) (n=156) (n=199) (n=156)
Interphase 326 + 41 nm 1.40 £ 0.35

(PFA) (n=124) (n=124)

Tabelle 3.6: Mittlere laterale Ausdehnung (7'P-FWHM) und Anisotropie von Centromer
8 und 8q24/c-myc in LNCAP Zellen

Interphasekernen ohne KCIl-Behandlung hat eine mittlere laterale Ausdehnung von 397
+ 90 nm. Mittels KS-Test wurde festgestellt, dass die Unterschiede zwischen der late-
ralen Ausdehnung der 8q24-Domiine in den beiden MAA-Fixierungen (mit KCl, ohne
KCl) im 95 % Konfidenzintervall mit p=0.0388 signifikant sind. Die Ausdehnung des
c-myc-Signals in Metaphasen ist signifikant gleich der Ausdehnung in Interphase der
MAA-KCIl-Préparation (p=0.1856).

Die mittlere Anisotropie des Centromer 8 in Metaphasechromosomen betrigt 1.52
+ 0.47 und ist im Vergleich zu den Centromer 8-Signalen in Interphasekernen der
MAA+KCI-Suspension mit 1.42 + 0.35 nicht signifikant unterschiedlich (p=0.2173).
Zwischen der Anisotropie des Centromer 8 in MAA+KCI und denen in MAA-KCI (1.34
+ 0.33) konnten auch keine signifikanten Unterschiede gefunden werden (p=0.0676). Die
Anisotropie der Centromerregion in PFA-fixierten Zellen (1.40 & 0.35) ist signifikant mit
der MAA-KCI (p=0.0677) und der MAA+KCI (p=0.7901) gleich.
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3.6 Laterale Ausdehnung und Anisotropie von Centromer 8 und 8q24/c-myc

Signal 1 original Signal 1 gefittet Signal 2 original Signal 2 gefittet

Abbildung 3.28: Centromer 8 und 8q24/c-myc in Metaphasen (MAA + KCl) von LN-
CAP Zellen

A CLSM-Aufnahme mit markiertem Centromer 8 (1, griin), 8q24 Gendoméne (2, rot) und DNA-Gegenfirbung
(blau) in Metaphase; B Detektierte Objekte der CLSM-Aufnahme, gespiegelt und gedreht; C,D Originale und
gefittete Signale von Centromer 8 (1) und 8q24 (2).

Signifikante Unterschiede in der Anisotropie konnten bei den Vergleichen zwischen
der Metaphasenpréparation und der PFA-Interphasen-Fixierung (p=0.0400) sowie der
Metaphasenpréiparation und der Interphase-MAA-KCl-Fixierung (p=0.0063) festgestellt
werden. Insgesamt ist das Centromer 8 in den LNCAP Fibroblasten in allen Phasen aus-
gedehnt und zeigt in keiner Priparation eine sphérische Form (siehe unter 3.6.1 Tabelle
3.5).
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Abbildung 3.29: Centromer 8 und 8q24/c-myc in MAA + KCl fixierten LNCAP Zellen

A CLSM-Aufnahme mit markiertem Centromer 8 (1, griin), 8q24 Gendoméne (2, rot) und DNA-Gegenfirbung
(blau); B Detektierte Objekte der CLSM-Aufnahme, gespiegelt und gedreht; C,D Originale und gefittete Signale
von Centromer 8 (1) und 8q24 (2).

Die mittlere Anisotropie der 8q24-Doméine ist in allen Préaparationen ausgedehnter als
1 und damit ebenfalls nicht sphérisch. Es wurden keine signifikanten Unterschiede in der
Stéarke der Ausdehnung fiir die 8q24-Doméne festgestellt. Die c-myc-Doméne ist in den
Metaphasechromosomen mit 1.56 £ 0.45 im Mittel weniger ausgedehnt im Vergleich zu
der c-myc-Doméne in MAA-fixierten KCl-behandelten Signalen mit 1.64 + 0.61. Dies
ist aber mit p=0.87722 nicht statistisch signifikant. Ebenfalls signifikant gleich sind die
Signale in den beiden MAA-Suspensionen (IP MAA-KCI: 1.48 + 0.39; p=0.4108).
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3.6 Laterale Ausdehnung und Anisotropie von Centromer 8 und 8q24/c-myc
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Abbildung 3.30: Centromer 8 und 8q24/c-myc in MAA- (oben, 1) und PFA- (unten, 2)
fixierten Interphasekernen von LNCAP Zellen

Oben,1 - A CLSM-Aufnahme mit markiertem Centromer 8 (1, griin), 8q24 Gendomine (2, rot) und DNA-
Gegenfirbung (blau), B Detektierte Objekte der CLSM-Aufnahme, gespiegelt und gedreht, C,D Originale und
gefittete Signale von Centromer 8 (1) und 8q24 (2); unten,2 - A CLSM-Aufnahme mit markiertem Centromer 8
(1, griin), 8q24 Gendoméne (2, rot) und DNA-Gegenfirbung (blau), B Detektierte Objekte der CLSM-Aufnahme,
gespiegelt und gedreht, C Originale und gefittete Signale von Centromer 8, D Intensitdtsplot von 8q24 (2).
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3.7 Hamatoxylin/Eosin-Farbung von Prostatakrebsgewebe

Die Aufnahmen der Hématoxylin/Eosin-gefarbten Schnitte wurden freundlicherweise
von Dr. C. Boxler in Kooperation mit der Universitét Karlsruhe gemacht. Die linke Seite
der Abbildung 3.31 veranschaulicht einen gesunden Bereich im Prostatakarzinomschnitt.
Das Stroma ist leicht transparent und nur mit einer geringen Zahl an Bindegewebs- und
Muskelzellen durchsetzt. Die Azini sind durch eine diinne Schicht gleichférmiger kubi-

scher Zellen mit nicht auffilligen Nukleoli begrenzt.

Abbildung 3.31: Himatoxylin/Eosin-Farbung  von  Formalin-fixierten,  Paraffin-

eingebetteten Prostatakrebsgewebeschnitt

In der rechten Seite der Abbildung 3.31 sind Ausschnitte aus dem malignen Areal

des Schnittes gezeit. Die Azini sind unregelméfig im Schnitt verteilt und zeigen neben
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3.8 Bindungsspezifitit der Oligo Centromer 9 Sonde in Lymphozyten und PCa-Gewebe

einfachen Schichten von relativ gleichférmigen kubischen Zellen auch zahlreiche Zell-
ballen. Jeder der grofien runden Zellkerne enthilt einen auffallend grofien, eosinophilen
Nukleolus. Das Stroma zwischen den Azini besteht aus Bindegewebe und wenigen Mus-
kelfasern. Eine Infiltration des eosinopholen Stromas mit soliden Stréngen grofier Zellen
mit hellem, schaumigen Zytoplasma sind nicht zu erkennen. Letzteres 148t auf ein nicht
stark differenziertes Karzinom schlieen. Kernkorperchen und Mitosefiguren fehlen. Die

orangen Objekte stellen Reste von Erythozyten in den Blutgefaflen dar.

3.8 Bindungsspezifitit der Oligo Centromer 9 Sonde in
Lymphozyten und PCa-Gewebe

Die einzelstréngige Oligonukleotid-Sonde fiir das Centromer 9 stellt ein einfaches Beispiel
fiir die Methode der kombinatorischen Oligonukleotid-Fluoreszenz in situ Hybridisierung
dar und dient hier der Etablierung der Methodik in Lymphozyten als auch erstmals im
Gewebe. Dazu wurde vorerst ausgetestet, ob nukleasefreies Wasser als Losungsmittel
geeignet ist, da aufgrund fritherer Experimente angenommen werden konnte, dass ly-
ophilisierte Sonden, resuspendiert in Wasser, zur Klusterbildung neigen. Die Spezifitit
der Oligonukleotidsonde fiir das Centromer 9 ist in der Abbildung 3.32 und der Tabelle
3.7 gezeigt.

Zelltyp Fixierung Sonde Signale n von n Zellen [%)]

Lymphozyten M/AA CENO9sol
Lymphozyten M/AA CENO9lyo
PCa (gesund) FFPE CENO9sol
PCa (krank) FFPE CEN9sol

87 von 88 [98,9]
124 von 129 [96,1]
79 von 99 [78,2]
118 von 127 [92,9]

NN

Tabelle 3.7: Bindungsspézifitdt der Oligo-Sonde fiir das Centromer 9
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Fir die in geloster Form verwendete Sonde (OligoCEN9sol) konnte eine Bindung
von 98 % nachgewiesen werden. Bei der Sonde, die nachtriglich mit nukleasefreiem
Wasser resuspendiert wurde (OligoCEN9lyo), erfolgte die Bindung zu 96 %. Die rest-
lichen Prozent stellen Kerne dar, bei denen nur ein Spot erkannt wurde bzw. die Kerne
beschidigt waren. Die verwendeten Sondenaliquote OligoCEN9sol und Oligo CEN9lyo
zeigen anndhernd gleiche Bindungsspezifitdt mit vernachléssigbarer Klusterbildung. Im
weiteren wird trotz der ebenfalls sehr gut geeigneten OligoCEN9lyo Sonde die Oligo-
CEN9sol Sonde verwendet. Die Spezifitit der Sonde wurde mittels whole chromosome
paint iiberpriift. Da die Sonde eine Schmelztemperatur von 47,3 °C hat, konnte der who-

le chromosome paint nicht nach den Angaben des Herstellers (65 °C) gewaschen werden.

Weiterhin wurde die Bindung der Sonde im Prostatakrebsgewebe (Abbildung 3.32,
Tabelle 3.7) iiberpriift. In der Abbildung 3.32 ist ein gesunder Bereich des PCa-Gewebe-
schnittes als Rohdaten (E) und nach Schwellwertsetzung (G) sowie ein pathologischer
Bereich des PCa-Gewebeschnittes als Rohdaten (F) und nach Schwellwertsetzung (H)
dargestellt.

Beim Erstellen der Statistik wurde nicht beriicksichtigt, dass unterschiedliche Zellty-
pen im Gewebeverband vorliegen. Von den ausgezéhlten 99 Kernen im gesunden Be-
reich des Gewebes waren 6 (5,9%) ohne Spot und 14 Kerne (13,9%) mit einem Spot.
Zuséatzlich wurden 33 Kerne erkannt, die nur einen Spot aufwiesen und der Zellkern
nicht vollstédndig war. Im malignem Bereich des Gewebeschnittes wurde ein Kern mit
drei (0,8%) Signalen, drei Kerne mit einem Spot (2,3%) und weitere 23 Kerne mit einem
Spot sowie beschéddigtem Zellkern detektiert. Im gesunden als auch im malignem Gewebe

des Prostatakarzinoms liegt das Centromer 9 diploid vor.
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3.8 Bindungsspezifitit der Oligo Centromer 9 Sonde in Lymphozyten und PCa-Gewebe

Abbildung 3.32: Bindungsspezifitit der Oligo-Sonde fiir das Centromer 9 in Lymphozy-
ten (A-D) und Gewebe (E-H)
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3.9 Laterale Ausdehnung und Anisotropie von Centromer 9 in

Lymphozyten

Die Tabelle 3.8 fafit die mittleren Werte fiir die laterale Ausdehnung und die Aniso-
tropie zusammen. Die Abbildung 3.33 zeigt die kumulativen Héufigkeiten der lateralen
Ausdehnung und der Anisotropie von Centromer 9 in Lymphozyten. Das Centromer
9 in Metaphasen von Lymphozyten liegt, im Gegensatz zu den Centromeren in VHT-
Metaphasen, verbunden vor. In den Abbildungen 3.34 und 3.35 sind Beispiele fiir die
detektierten Signale in Abhéngigkeit der Fixierung und Zellzyklusphase gezeigt.

laterale Ausdehnung (TP-FWHM)  Anisotropie

Metaphase (MAA+KCl) n=104 556 + 67 nm 1.95 £ 0.67
Interphase (MAA+KCI) n=92 429 + 44 nm 1.22 £ 0.18
Interphase (MAA) n=60 416 + 38 nm 1.21 + 0.21
Interphase (PFA) n=59 448 + 54 nm 1.29 £ 0.27

Tabelle 3.8: Mittlere laterale Ausdehnung (T'P-FWHM) und Anisotropie von Centromer
9 in Lymphozyten

Das Centromer 9 in MAA und KCI behandelten Metaphasen zeigt eine mittlere late-
rale Ausdehnung von 556 + 67 nm, welche signifikant grofler ist als die Ausdehnung in
MAA und KCI behandelten Interphasen von 429 + 44 nm (p=1.4805e-026). Auch die
Anisotropie zeigt, trotz hoher Standardabweichung, signifikante Unterschiede zwischen
diesen beiden Préaparationen (p=5.2212¢-018), wobei die Signale der Metaphasenhybri-
disierung um den Faktor 1.6 ausgedehnter vorliegen als die der Interphasenhybridisie-

rung.
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3.9 Laterale Ausdehnung und Anisotropie von Centromer 9 in Lymphozyten

TP-FWHM von Centromer 9 in Lymphozyten Anisotropie von Centromer 9 in Lymphozyten
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Abbildung 3.33: Laterale Ausdehnung (TP-FWHM) und Anisotropie von Centromer 9 in Lym-
phozyten

Die KCl-Behandlung vor der Fixierung mit Methanol/Eisessig hat keinen signifikanten
Einfluss auf die laterale Ausdehnung von Centromer 9 in MA A-fixierten Préparaten (T'P-
FWHM(praa+kc1)=416 £ 38 nm; p=0.0895). Centromer 9, markiert in PFA-fixierten
Zellkernen, ist signifikant 1.08 mal grofler im Vergleich zu der Markierung mit MAA
ohne KCl (p=0.0138).

Der Vergleich der PFA-Fixierung mit der MAA+KCI-Fixierung hingegen zeigt keinen
signifikanten Unterschied in der lateralen Ausdehnung von Centromer 9 in Interphaseker-
nen (p=0.5312). Hinsichtlich der Anisotropie von Centromer 9 in den drei verschiedenen
Praparationen der Interphasekerne konnten keine signifikanten Unterschiede festgestellt

werden. In allen drei Fillen sind die Signale annihernd sphérisch (siehe Tabelle 3.8 ).
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Abbildung 3.34: Centromer 9 Oligo-Sonde in Metaphasechromosomen (oben,1) und In-
terphasekern (unten,2) von Lymphozyten (MAA, 75 mM KCl)

A CLSM-Aufnahme mit markiertem Centromer 9 und DNA-Gegenfiarbung; B Detektierte Objekte der CLSM-
Aufnahme, gespiegelt und gedreht; C,D Originale (links) und gefittete (rechts) Signale
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3.9 Laterale Ausdehnung und Anisotropie von Centromer 9 in Lymphozyten
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Abbildung 3.35: Centromer 9 Oligo-Sonde in Interphasekernen von Lymphozyten fixiert
mit MAA ohne KCI (oben,1) und PFA (unten,2)

A CLSM-Aufnahme mit markiertem Centromer 9 und DNA-Gegenfirbung; B Detektierte Objekte der CLSM-
Aufnahme, gespiegelt und gedreht; C,D Originale (links) und gefittete (rechts) Signale
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3.10 Laterale Ausdehnung und Anisotropie von Centromer 9 in
PCa-Gewebe

Fiir die folgenden Messungen werden nur die Bindegewebszellen (Fibroblasten) ausge-
wertet, da sich der Hauptanteil der Zellexperimente ebenfalls auf Fibroblasten bezieht. In
der Abbildung 3.37 ist jeweils ein Beispiel fiir Fibroblasten mit dem markierten Centro-

mer 9 im gesunden und pathologischen (malig) Bereich des Gewebeschnittes dargestellt.

laterale Ausdehnung (TP-FWHM)  Anisotropie

gesunder Bereich n=71 398 + 57 nm 1.58 + 0.48
kranker Bereich n=112 360 £ 45 nm 1.55 + 0.45
Faktor gesund/pathologisch  1.11 1.02

SD p=3.2258e-005 p=0.8518

Tabelle 3.9: Mittlere laterale Ausdehnung (T'P-FWHM) und Anisotropie von Centromer

9 im PCa
TP-FWHM von Centromer 9 in Gewebe Anisotropie von Centromer 9 in Gewebe
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Abbildung 3.36: Laterale Ausdehnung (TP-FWHM) und Anisotropie von Centromer 9
im PCa
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3.10 Laterale Ausdehnung und Anisotropie von Centromer 9 in PCa-Gewebe

Die Abbildung 3.36 zeigt die kumulativen Héufigkeiten der lateralen Ausdehnung (7'P-
FWHM) sowie die Anisotropie des Centromers 9 in Fibroblasten als Vergleich zwischen
Zellen aus gesunden mit denen aus pathologischen Arealen des Schnittes. Die Unter-
scheidung zwischen normalen und pathologischen Bereichen des Gewebeschnittes wurde
zu Beginn der Arbeit von Prof. Grone vom Deutschen Krebsforschungszenter (DKFZ)
in Heidelberg getroffen und mittels Himatoxylin/Eosin-Féarbung im Kapitel 3.7 visuali-
siert. Die mittlere laterale Ausdehnung des Centromer 9 im Prostatakrebsgewebe betrigt
im gesunden 398 £ 57nm und im kranken Bereich 360 + 45nm. Der KS-Test zeigt, dass
die Unterschiede signifikant sind (p=3.2258e-005). Das Centromer 9, markiert mit ei-
ner Oligo-Sonde, ist im gesunden Areal des Schnittes um den Faktor 1.11 géfler als im
kranken Bereich. Die Anisotropie des markierten Centromer 9 zeigt keine signifikanten
Unterschiede zwischen den Fibroblasten der entsprechenden Bereiche (p=0.8518). In
beiden Féllen ist das Centromer 9 leicht ausgedehnt mit 1.58 4+ 0.48 im gesunden und
mit 1.55 4+ 0.45 im kranken Teil des Gewebeschnittes.
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Abbildung 3.37: Centromer 9 Oligo-Sonde in Fibroblasten des normalen (obere Box) und
pathologischen (untere Box) Bereichs des PCa

A CLSM-Aufnahme mit markiertem Centromer 9 und DNA-Gegenfarbung; B Detektierte Objekte der CLSM-
iAélZnahme, gespiegelt und gedreht; C,D Originale (links) und gefittete (rechts) Signale



3.11 Laterale Ausdehnung subchromosomaler Doménen vs. laterale Ausdehnung der Zellkerne

3.11 Laterale Ausdehnung subchromosomaler Domanen vs.

laterale Ausdehnung der Zellkerne

Im Folgenden sind die mittleren lateralen Ausdehnungen der subchromosomalen Doménen
(Centromer 9, Centromer 8, 8q24/c-myc) in Bezug auf die mittlere laterale Ausdeh-
nung der dazugehorigen Zellkerne korrelativ dargestellt. Bei den runden Zellkernen der
Lymphozyten (Abbildung 3.40) wurde die mittlere laterale Ausdehnung aus der x- und
y-Ausdehnung gemittelt (siche Tabelle 3.1, Kapitel 3.1.1). Bei den ellipsoiden Fibroblas-

tenzellkernen wurde aus dem Volumen V der Kerne der Aquivalenzradius r fiir eine

/ 3
r= ¥ VEllipsoidE (31)

berechnet und in Bezug zur lateralen Ausdehnung von Centromer 8 und 8q24/c-myc

Kugel aus

gesetzt. Die mittleren Werte fiir die Zellkernausdehnung von VH7 Fibroblasten sind im
Kapitel 3.1.2, die von den LNCAP Fibroblasten im Kapitel 3.1.3 ausfiihrlich dargestellt.

Laterale Ausdehnung Laterale Ausdehnung

10 10

91 L e
T 87 o B T
=z 7+ g Sl
m 2
3 67 3 64 JMAA
E e £ g
$ 4+ £ 4] PFA
S R T e T T
N 2 oo IS

T T T T T T
200 250 300 350 400 450 500 550
Centromer 8 [nm]

200 250 300 350 400 450 500 550
8q24/c-myc [nm]

Abbildung 3.38: Korrelation der lateralen Ausdehnung (TP-FWHM) von Centromer 8
und 8q24/c-myc mit dem lateralen Aquivalenzradius der Zellkerne von
VHY7 Fibroblasten
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Abbildung 3.39: Korrelation der lateralen Ausdehnung (TP-FWHM) von Centromer 8
und 8q24/c-myc mit dem lateralen Aquivalenzradius der Zellkerne von

LNCAP Fibroblasten

Laterale Ausdehnung

W
o

N
(6]
L

MAA-KCI 1

n
o

Zz
MAA+KCI -

Zellkern [pm]
o

-
o

PFA

(6]
L

o

300 350 400 450 500 550
Centromer 9 [nm]

Abbildung 3.40: Korrelation der lateralen Ausdehnung (TP-FWHM) von Centromer 9

mit der lateralen Ausdehnung der Zellkerne von Lymphoyten

3.12 Modulationstiefe von 100 nm Beads

Mittels des SMI-Mikroskops sind Groflenmessungen von sphérischen Objekten moglich,
die kleiner sind als die Auflésung des konfokalen Mikroskops. Grundlage dieser Grofien-
messungen ist die Bestimmung der Tiefe der Modulation. Die Modulationstiefe der Signa-

le betrigt Null, wenn keine Modulation vorliegt und steigt mit sinkender Objektgrofie
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3.12 Modulationstiefe von 100 nm Beads

bis anndhernd eins an. Zur Kalibration des Wellenfeldes des SMI-Mikroskops wurden
Beads verwendet, die laut Hersteller einen Durchmesser von 100 nm besitzen und damit
unterhalb der Auflosung des CLSM liegen. Da bei der Hybridisierung eine Dual Colour
Probe fiir das simultane Markieren des Centromer 8 und der 8q24-Gendoméne verwendet
wurde, wurden entsprechend der Wellenldngen Beads pripariert, die ihr Absorptions-
spektrum bei 488 nm (Centromer) und 568 nm (Gendomine) haben. Die hier vorge-
stellten Auswertungen der beiden Wellenlidngen stellen jeweils Einzelmessungen dar, die
zufillig aus zahlreichen Messungen ausgewéhlt wurden. Die Tabelle 3.10 zeigt die Mit-
telwerte fiir die Messungen der Modulationstiefe und der axialen Ausdehnung der 100
nm Beads beider Wellenlédngen. In den Abbildungen 3.41 und 3.43 sind auf der linken
Seite die schwarz/wei-SMI-Bilder (oben) mit den erkannten Objekten (unten, mit Farb-
kodierung) sowie auf der rechten Seite die Modulationstiefen (oben) und die ermittelten
axialen Ausdehnungen (unten) dargestellt. Die dazugehérigen axialen Intensitéitsvertei-
lungen sind beziiglich der Wellenldngen beispielhaft in den Abbildungen 3.42 und 3.44
gezeigt.

)\Abso7'ption:488nm /\Abso7'ption:568nm

Modulationstiefe 0.64 4+ 0.08 0.77 + 0.07
Axiale Ausdehnung in nm 107 + 15 97 + 14
erfolgreich gefittet in % 89 76

Tabelle 3.10: Mittlere Modulationstiefe und axiale Ausdehnung von 100 nm Beads bei

)‘Absorption =488nm und )‘Absorption =568nm

Die Modulationstiefen der 100 nm Beads beider Wellenléingen unterscheiden sich signi-
fikant mit p=7.0935e-011. Die Beads mit A gpsorption=568nm modulieren in diesem Fall
stirker als die Beads mit A gpsorption=488nm. Die ermittelten axialen Gréfien unterschei-
den sich ebenfalls signifikant (p=2.8238e-004), trotz gleichem Durchmesser, wobei die
Grofie der 100 nm Beads bei A gpsorption=488nm iiberschitzt und bei A apsorption=568nm
unterschétzt wurden (siehe Tabelle 3.10).
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100 nm Beads
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3.12 Modulationstiefe von 100 nm Beads
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Abbildung 3.44: Axiale Intensititsverteilung zweier 100 nm Beads bei A gpsorption=568nm



3 Ergebnisse

3.13 Modulationstiefe von Centromer 8 und 8q24/c-myc in
VH7

Um nachzuweisen, dass die subchromosomalen Doménen grofler als das Limit der op-
tischen Auflésung des CLSM sind, wurden Messungen mittels SMI-Mikroskopie durch-
gefithrt. Alle Signale, welche nicht gefitet haben, wurden gleich null gesetzt. Ursachen fiir
ein Nicht-fitten der Objekte liegen beispielsweise im schlechten Signal/Rausch-Verhélt-
nis. Auch zu kleine oder zu grofle Objekte werden nicht gefittet. In der Abbildung 3.46
sind, entsprechend der Praparationen, Beispiele der Centromer 8 Markierung mit exem-
plarischen Modulationskurven gezeigt. Die Abbildung 3.45 vergleicht die Modulations-

tiefen (MT) von Centromer 8 in VH7 Zellen in Metaphasechromosomen mit denen in

Interphasechromatin.
Zellstadium Centromer 8 8q24/c-myc
(erfolgreich gefittet in %)  (erfolgreich gefittet in %)
Metaphase (MAA) 0.09 £ 0.04 0.25 £+ 0.07
(32) (42)
Interphase (MAA) 0.23 £ 0.11 0.36 + 0.17
(87) (77)
Interphase (PFA)  0.14 + 0.05 0.32 £ 0.11
(44) (62)

Tabelle 3.11: Mittlere Modulationstiefen von Centromer 8 und 8q24/c-myc in VH7

Die mittlere Modulationstiefe des markierten Centromer 8 in Metaphasechromoso-
men (MAA) betrdgt 0.09 £ 0.04 und ist signifikant geringer als die Modulationstiefe des
Centromer 8 in Methanol/Eisessig fixierten Interphasekernen mit einem mittleren Wert
von 0.23 £ 0.11 (p=5.0568e-011). Das Centromer 8 in PFA-fixierten Interphasekernen
zeigt mit 0.14 + 0.05 eine signifikant geringere Modulationstiefe im Vergleich zu den
MAA-Préparat (Interphase) (p=1.0589¢-004 ). Auffillig ist, dass bei dem Metaphase-
MAA-Préparaten (32 %) und bei dem Interphase-PFA-Priparat (44 %) weniger als die

Hilfte der detektierten Signale modulieren.
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Abbildung 3.45: Modulationstiefe von Centromer 8 und 8q24 in VH7

In der Abbildung 3.46 C ist zu erkennen, dass bei den PFA-fixierten Zellen der Hin-
tergrund sehr hoch ist. Bei den MAA-fixierten Proben ist ein reduzierter Hintergrund
zu erkennen, was mit einer hoheren Fitrate in Beziehung gesetzt werden kann. Bei den
Metaphasesignalen wurden die, die nicht als getrennt detekiert worden sind, aus der Ana-
lyse ausgeschlossen und als nichtfittend deklariert, ebenso wie die zu kleinen Objekte.
In den gleichen Préparaten wurde auch hier die Modulationstiefe der 8q24 Gendoméne
bestimmt. Von insgesamt 50 Signalen der markierten c-myc Region in Metaphasen ha-
ben 21 (42 %) mit einer durchschnittlichen Modulationstiefe von 0.25 £ 0.07 erfolgreich
gefittet. Im Vergleich zu den Signalen der ebenfalls MA A-fixierten Interphasekernen ist
die Modulationstiefe von 0.36 £ 0.17 signifikant hoher (p=1.4431e-004) als bei den
Metaphasesignalen. Entsprechend der Ergebnisse des Centromer 8 in MA A-fixierten In-
terphasekernen konnte auch fiir die Genregion eine hohere Rate der erfolgreichen Fits
festgestellt werden (77%). Bei den PFA-fixierten Kernen haben von insgesamt 112 Si-
gnalen 70 (62 %) erfolgreich gefittet. Die mittlere Modulationstiefe der Signale der 8q24
Genregion in PFA-fixierten Interphasen betridgt 0.32 £ 0.11 und ist signifikant gleich
verglichen mit den MAA-fixierten Interphasekernen (p=0.0731). In der Abbildung 3.47
ist auch ein erhohter Hintergrund bei der PFA-Fixierung und ein geringer bei den MAA-

Praparationen (Metaphase, Interphase) zu erkennen.
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Abbildung 3.46: Centromer 8 markiert in Metaphasechromosomen und Interphasezell-

kernen (MAA, PFA) von VH7 Zellen

A Centromer 8 in Metaphase (MAA) mit Fit (1) und ohne Fit (2). B Centromer 8 in Interphase

1) und ohne Fit (2).

(

(MAA) mit zwei Fitkurven. C Centromer 8 in Interphase (PFA) mit Fit

132



3.13 Modulationstiefe von Centromer 8 und 8q24/c-myc in VH7

0.18(2)

Kein Fit (1)

Fit MT:

60

40
Anzahl der Schnitte (axial)

40 60

Anzahl der Schnitte (axial)

0

Fit MT=0.18 (2)

FitMT=0.31 (1)

40

30

60

50

20

Anzahl der Schnitte (axial)

Fit MT=0.33 (2)

Anzahl der Schnitte (axial)

Kein Fit (1)

Metaphase (MAA)

300

Pixel
Interphase (MAA)

1xd

Pixel
Interphase (PFA)

Anzahl der Schnitte (axial)

Anzahl der Schnitte (axial)

Pixel

Abbildung 3.47: 8q24/c-myc Gendoméne markiert in Metaphasechromosomen und In-

terphasezellkernen (MAA, PFA) von VH7 Zellen

und mit Fit (2). B 8q24 in Interphase (MAA) mit

) ohne Fit (1) und mit Fit (2).

A 8q24 in Metaphase (MAA) ohne Fit (1)
zwei Fitkurven. C 824 in Interphase (PFA
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3 Ergebnisse

3.14 Radiale Lage und Distanz von Centromer 8 und
8g24 /c-myc

Zur Bestimmung der relativen radialen Position wurden die Zellkerne in fiinf Schalen
eingeteilt, die jeweils eine Grofle von 20 % besitzen und von 0 % bis 100 % auf den

Radius skaliert sind.

3.14.1 VH7

In der Tabelle 3.12 sind die Mittelwerte und Standardabweichungen der Bestimmung der
radialen Lage und der Distanz der markierten Doménen der beiden Fixierungen zusam-
mengefafit. Die Abbildungen 3.48 und 3.49 stellen die Ergebnisse grafisch als kumulative
H#ufigkeiten dar.

Relative radiale Position [%)] Distanz [pm]
Fixierung Centromer 8 8q24/c-myc  SD Centromer 8 8q24/c-myc  SD
MAA 59,6 + 28,7 60,4 + 258 p=1.0000 6,80 + 3,66 894 + 451 p=0.0994
(n=>51) (n=46) (n=26) (n=23)
PFA 49,6 £+ 20,1 55,7 £ 19,3 p=0.0112 6,84 + 3,86 9,93 £ 4,34  p=1.7052¢-004
(n=132) (n=108) (n=66) (n=54)
SD p=0.0438 p=0.4936 p=0.9452 p=0.2501

Tabelle 3.12: Mittlere relative radiale Position und Distanz zwischen den Homologen von

Centromer 8 und 8q24/c-myc in VH7 Fibroblasten

Die radiale Position des Centromer 8 in VH7 Zellen, welche mittels Methanol /Eisessig
fixiert wurden, liegt mit 59,6 + 28,7 % signifikant weiter aufen als das Centromer 8
in PFA-fixierten Kernen mit einer radialen Lage von 49,6 + 20,1 % (p=0.0438). Keine
signifikanten Unterschiede zwischen den Fixierungen sind bei der Betrachtung der radia-
len Lage der Genregion 8q24 zu verzeichnen (p=0.4936). Die mittlere radiale Position
von 8q24 der MAA-Fixierung liegt im Mittel bei 60,4 & 25,8 % des Kernradius, die der
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3.14 Radiale Lage und Distanz von Centromer 8 und 8q24/c-myc

PFA-Fixierung bei 55,7 & 19,3 %. Bei beiden Fixierungen liegt die markierte Genregi-
on 8q24 weiter zum Rand hin als das Centromer, wobei diese Feststellung nur bei der

PFA-Fixierung signifikant unterschiedlich ist (p=0.0112).

Relative radiale Position von Centromer 8 in VH7 Zellen Distanz zwischen den homologen Centromer 8 in VH7 Zellen
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Abbildung 3.48: Relative radiale Position und Distanzen von Centromer 8 in Interpha-
sezellkernen (MAA, PFA) von VH7

Die mittlere Distanz zwischen den beiden Centromer 8 Signalen unterscheidet sich
nicht signifikant zwischen den Fixierungen (p=0.9452). Bei der MAA-Fixierung haben
die homologen Centromere eine Distanz von 6,80 + 3,66 um und bei den PFA-fixierten
Kernen eine Distanz von 6,84 4+ 3,86 um. Die Distanz der c-myc-Homologen in den bei-

den Fixierungen ist mit p=0.2501 signifikant gleich.
Innerhalb der Fixierungen ist die Distanz zwischen den c-myc-Homologen griéfler als

die Distanz zwischen den Centromeren, wobei wieder nur bei der PFA-Fixierung signi-

fikante Distanzunterschiede vorliegen (p=1.70523-004).
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3 Ergebnisse

Relative radiale Position von 8q24 in VH7 Zellen Distanz zwischen den homologen 8924 in VH7 Zellen
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Abbildung 3.49: Relative radiale Position und Distanzen von 8q24 in Interphasezellker-
nen (MAA, PFA) von VH7

3.14.2 LNCAP

Aufgrund der Tetraploidie der LNCAP Zellen hinsichtlich Chromosom 8 wird an dieser
Stelle nur die radiale Lage ausgewertet. Zusétzlich zu den Fixierungen mit MAA und
PFA (siehe VH7 Préparate) wurde bei den LNCAP Fibroblasten zusétzlich eine hypo-
tone MAA-Zellsuspension (75mM KCl) verwendet.

Das Centromer 8 in LNCAP Fibroblasten der MAA+KCIl-Suspension liegt mit 45,2
+ 22,9 % nahe der zweiten Schale und unterscheidet sich signifikant von der weiter zum
Rand hin verlagerten Position des Centromer 8 markiert in MAA-fixierten Kernen (52,7
+ 21,4 %; p=0.0734). Das Centromer 8 in PFA-fixierten Zellen befindet sich mit 65,9
+ 22,0 % in der Nihe der dritten Schale und ist damit am weitesten auflen lokalisiert.
Zwischen der Position von Centromer 8 in MAA-fixierten Zellen und der Position in
PFA-fixierten Zellen gibt es signifikante Unterschiede (p=1.3439¢-006), wie auch beim
Vergleich zwischen MAA+KCI-Fixierung und PFA-Fixierung (p=1.2172e-008).
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3.14 Radiale Lage und Distanz von Centromer 8 und 8q24/c-myc

Relative radiale Position [%]  SD

Fixierung Centromer 8 8924 /c-myc

MAA+KCI 45,2 + 22,9 55,8 £ 20,3 p=8.4820e-004
(n=170) (n=161)

MAA 52,7+ 214 57,1 £ 18,7 p=0.0296
(n=153) (n=145)

PFA 65,9 £ 22,0
(n=95)

SD (MAA+KCI/MAA)  p=0.073 p=0.7118

SD (MAA/PFA) p=1.8439e-006

SD (MAA+KCI1/PFA) p=1.2172e-008

Tabelle 3.13: Mittlere relative radiale Position von Centromer 8 und 8q24/c-myc in LN-
CAP Fibroblasten

Relative radiale Position von Centromer 8 in LNCAP Zellen
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Abbildung 3.50: Mittlere radiale Position von Centromer 8 und 8q24/c-myc in LNCAP
Fibroblasten
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3 Ergebnisse

Die markierte Genregion 8q24 ist in den beiden MAA-Fixierungen jeweils signifikant
weiter zum Rand hin positioniert als die Centromere der entsprechenden Suspensionen
(siehe Tabelle 3.13). Diese, teils signifikante Verlagerung, wurde schon bei den VH7 Zel-
len festgestellt (siehe 3.14.1). Die radiale Lage von 8q24 in MAA+KCl-fixierten (55,8
+ 20,3 %) und die der MAA-fixierten Zellen (57,1 £+ 18,7 %) unterscheidet sich nicht
signifikant (p=0.7118). Beide sind etwas unterhalb der 60 % Schale zu finden.

3.15 Radiale Lage und Distanz von Centromer 9 in

Lymphozyten

Die Tabelle 3.14 fafit die Werte fiir die mittlere radiale Position sowie die Distanz zwi-
schen den homologen Centromer 9 in Lymphozyten unterschiedlicher Fixierung zusam-
men. In der Abbildung 3.51 sind die Datensétze als kumulative Héufigkeiten der Mes-

sungen der radialen Lage und der Distanzen der verschiedenen Fixierungen aufgetragen.

Fixierung Relative radiale Position [%] Distanz [pm]
MAA+KCI 44,8 £ 27,5 (n=T5) 6,5 + 2,4 (n=36)
MAA 37,7 + 23,6 (n=52) 6,3 + 2,2 (n=25)
PFA 67,4 £ 16,6 (n=54) 42 + 1,4 (n=29)
SD (MAA+KCI/MAA)  p=0.4128 0=0.997

SD (MAA/PFA) p=6.0279¢-011 p=".6601¢-004
SD (MAA+KCI/PFA)  p=1.1907¢-007 p=2.15/7e-004

Tabelle 3.14: Mittlere relative radiale Position und Distanz zwischen den Homologen von

Centromer 9 in Lymphozyten
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3.15 Radiale Lage und Distanz von Centromer 9 in Lymphozyten

Das Centromer 9 ist in den Lymphozyten der MAA+KCI- (44,8 + 27,5 pum) als auch
in der MAA-Fixierung (37,7 £+ 23,6 um) signifikant gleich in der 40 % Schale lokalisiert
(p=0.4128). Auch bei der Betrachung der Distanz konnten keine signifikanten Unter-
schiede zwischen diesen beiden Fixierungen festgestellt werden (p=0.997). Die homolo-
gen Centromer 9 Markierungen der MAA+KCI-Fixierung haben eine mittlere Distanz
von 6,5 £ 2,4 um und die der MA A-KCl-Fixierung eine mittlere Distanz von 6,3 4+ 2,2
pm. Deutliche Unterschiede liegen im Vergleich zur PFA-Fixierung vor. Die mittlere ra-
diale Position von Centromer 9 in PFA-fixierten Lymphozyten liegt mit 67,4 + 16,6 %
oberhalb der 60 % Schale und damit weiter zum Rand als das Centromer 9 in den beiden
MA A-fixierten Priparaten. Diese Verschiebung nach auflen hin ist signifikant, wie aus
der Tabelle 3.14 zu entnehmen ist. Die Distanz zwischen den Homologen ist in der PFA-
Fixierung mit 4,2 + 1,4 pm signifikant geringer als in der MAA+KCI- (p=2.1547e-004)
und der MAA-KCl-Fixierung (p=7.6601e-004).

Relative radiale Position von Centromer 9 in Lymphozyten Distanz zwischen den homologen Centromer 9 in Lymphozyten
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Abbildung 3.51: Mittlere relative radiale Position und Distanz zwischen den homologen

Centromer 9 in Lymphozyten
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3 Ergebnisse

3.16 Topologie der subchromosomalen Domanen vs.

Zellkernvolumen

An dieser Stelle steht die Frage im Vordergrund, ob es Hinweise auf einen moglichen Zu-
sammenhang zwischen dem Zellkernvolumen und der radialen Lage sowie der Homolog-
Distanzen in den unterschiedlichen Praparationen gibt. Verdnderungen der Position von
Chromatinbereichen in Abh#ngigkeit der Fixierung wird bei Kozubek et al. 2000 be-
schreiben [47]. Fiir die verwendeten Lymphozyten, VH7- und LNCAP-Fibroblasten! der
verschiedenen Fixierungen sind die Mittelwerte der Zellkernvolumina gegen die Mittel-
werte der radialen Postition bzw. der Distanzen zwischen den Homologen graphisch in
den Abbildungen 3.54 bis 3.53 aufgezeigt, um eine Zusammenfassung moglicher Tenden-

zen zu geben.
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Abbildung 3.52: Korrelation der radialen Position und der Distanz zwischen Homologen

mit dem Zellkernvolumen von VH7

!Bei den LNCAP sind aufgrund der Tetraploidie nur die radiale Postition fiir das Centromer 8 und die
8q24-Gendoméne dargestellt.
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Abbildung 3.53: Korrelation der radialen Position mit dem Zellkernvolumen von LNCAP
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mit dem Zellkernvolumen von Lymphozyten
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4 Diskussion

4.1 Einfluss der Fixierungs- und Hybridisierungsprozedur auf

die Morphologie von Zellkernen

Quantitative Messungen der Grofie von subchromosomalen Regionen im Zellkern in vivo
sind zum jetzigen Zeitpunkt nur begrenzt moglich. Die grofiten Schwierigkeiten liegen
dabei in der spezifischen Markierung der Zielsequenzen ohne Beeinflussung der nativen
DNA-Struktur. Versuche, mittels Peptidnukleinsiuren (PNA) eine Markierung in vivo
mit hoher Spezifitét zu erreichen, sind vielversprechend [76]. Weiterhin werden zur quan-
titativen Bildauswertung beziiglich der subchromosomalen Gréflen Aufnahmen benétigt,
die qualitativ hochwertig sind. Dazu sollten sich die zu untersuchenden Doménen wérend
der Aufnahmen nicht verdndern. Fiir einige Centromere in humanen Zellen wurde bei-
spielsweise eine gelegentliche Motilitdt von 7-10 ym/h beschrieben [7] [50], wobei sich
die Bewegung von Chromatin auf einen Bereich von ca. 0,4 pm beschriankt, sich aber
auch auf bis zu 1,5 pm ausdehnen kann [9]. [50] Eine rdumliche Stabilisierung der Struk-
turen kann nur durch eine Fixierung erreicht werden. In vivo Gréflenmessungen sind
auch dadurch limitiert, dass die Beleuchtung der Objekte mittels Laserlicht, vor allem
im UV-Bereich, phototoxisch wirkt. Eine Reduzierung der Laserintensitéit wiirde aber

zu einer Verminderung der Photonenausbeute fithren (in Abhéngigkeit des Fluorophors).

Um grundsétzliche Fragen des Einflusses der Fixierung und der Hybridisierungspro-
zedur zu untersuchen, wurden in dieser Arbeit die Zellkerne von Lymphozyten, VH7
und LNCAP, welche mittels Methanol/Eisessig (z.T. mit und ohne KCl) und Formal-
dehyd fixiert wurden, vor und nach der Hybridisierung (Proteolyse, Hitzedenaturieung)

quantitativ vermessen. Die Ergebnisse zeigen nicht in allen Parametern eine einheitliche
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Tendenz. Beispielsweise sollten Zellkerne mit einer hypotonen Behandlung (MAA mit
KCl) ein groBeres Volumen aufweisen als nicht-hypotonisierte Zellkerne. Entgegen die-
sen Erwartungen sind bei den Lymphozyten die hypotonen Zellkerne signifikant kleiner
als die nicht-KCl-behandelten Kerne. Bei den LNCAP entspricht das mittlere Volumen
der mittels Formaldehyd nach Adhérenz fixierten Kerne nicht den allgemeinen Annah-
men, dass diese immer kleiner sind als MAA-fixierte Kerne (mit bzw. ohne KCI) [47].
Betrachtet man die PFA-fixierten Zellkerne vor und nach der Hybridisierungsprozedur
wird einheitlich sichtbar, dass das Kernvolumen durch die Hybridisierung stéarker redu-
ziert wurde als bei den Methanol/Eisessig-fixierten Zellkernen. Grundsétzlich wurde bei
allen untersuchten Fixierungen das Volumen durch die Hybridisierungsprozedur (RNase-,

Pepsin- und Hitzebehandlung) statistisch signifikant kleiner.

Fiir die Hybridisierungen der beiden Fixierungen wurde das gleiche Protokoll verwen-
det, wobei bei den PFA-fixierten Kernen der Proteinverdau erhéht werden muf3te, um ein
besseres Signal-zu-Rausch-Verhéltnis zu erreichen. Der Proteinverdau und eine mogliche
hohere Sensitivitdt gegeniiber der Dehydrierung wahrend der Ethanol-Reihen kénnten
Griinde fiir die starken Verdnderungen in den Formaldehyd-Priparaten sein. Weiter-
hin kénnen bei einer Dehydrierung und einer gleichzeitigen unvollstdndigen Vernetzung
der Proteine mit Aldehyd-Fixativen die stark basischen Histon-Proteine des Chromatins
koagulieren und Faser-, Klumpen- und Granula-artige Strukturen ausbilden [44]. Diese
Verklumpungen der Proteine wurde auch schon bei der Verwendung von Eisessig bei der
Fixierung mit Methanol beschrieben [44]. Trotz Denaturierung und Prizipitation von
Proteinen (Histone) bei der Verwendung von Methanol und Eisessig als Fixativ wird die
DNA durch den niedrigen pH-Wert von ca. pH 3.0 gegeniiber mechanischer Schidigung
stabilisiert [41]. Eine ausreichende Formaldehyd-Fixierung ist dagegen dadurch gekenn-
zeichnet, dass das Chromatin eine auffallend glatte Textur zeigt, was laut Kiernan (2000)
moglicherweise eher der Struktur im lebenden Zellkern entspricht [44]. Um den Einflufl
der Dehydrierung auf die Zellkernmakrostruktur wéihrend und nach der Hybridisierung
zu untersuchen, wiren Experimente mit dem bei [75] und [74] beschriebenen Protokoll

mittels Stickstoffaufschluss ohne Dehydrierung naheliegend.
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Die axialen Ausdehnungen der Zellkerne der verschiedenen Fixierungen entsprechen
fast vollstindig den Erwartungen. Methanol /Eisessig-fixierte Zellkerne sind flacher als
Formaldehyd-fixierte Zellkerne [47] [38]. Bei den Lymphozyten gibt es keinen signifikan-
ten Einfluss der Hypotonisierung auf die axiale Ausdehnung vor der Hybridisierung. Bei
den LNCAP sind die hypotonen Zellkerne signifikant flacher als die nicht-hypotonen Zell-
kerne (vor FISH). Durch die Hybridisierungsprozedur allerdings scheinen die Zellkerne
eine minimal zu erreichende axiale Ausdehnung anzunehmen. Der Verlust der axialen
Ausdehnung bei den Formaldehyd-fixierten Zellkernen ist in allen Versuchen signifikant
hoher als bei den Methanol/Eisessig-fixierten Zellkernen, was sich mit den Beobachtun-
gen der Verdnderung des Volumens der Zellkerne deckt. Die scheinbar bessere Konser-
vierung der Zellkernmorphologie (kein Anschwellen und Abflachen der Kerne) bei der
PFA-Fixierung im Vergleich zur MAA-Fixierung kann im Verlauf der Hybridisierung
nicht aufrechterhalten werden. Auffallig ist auch, dass beispielsweise das Volumen der
VH7-Zellkerne, welche mit Formaldehyd fixiert und noch nicht denaturiert wurden, ein
dghnliches Volumen haben wie die denaturierten MA A-fixierten Zellkerne. Die axiale Aus-
dehnung verhlt sich ebenfalls so. Die mittlere axiale Ausdehnung der Zellkerne von den
VHT7 Fibroblasten, welche PFA-fixiert wurden (vor FISH), entspricht der Ausdehnung
der Zellkerne, welche MA A-fixiert wurden, nach der Hybridisierung.

Die sphérische, dreidimensionale Form der Lymphozyten wurde in axialer Richtung
durch die Fixierung mit Methanol/Eisessig und dem Auftropfen der Zellen auf den Ob-
jekttréger annidhernd halbiert (verglichen mit der Formaldehyd-Préparation). Lateral
betrachtet sind die Lymphozyten weiterhin rund, sowohl vor als auch nach der Hybridi-
sierung. Bei den ellipsoid-férmigen Fibroblasten VH7 und LNCAP konnte nur bei den
LNCAP der hypotonen MAA-Fixierung eine anndhrend runde Morphologie festgestellt
werden, was ebenfalls eine Verdnderung der Kernmorphologie darstellt. Somit wird ge-
rade bei den ellipsoiden Zellkernen der destruktive Einflufl der hypotonen Losung sehr
deutlich. Weiterhin sind die Kerne der LNCAP Fibroblasten bei der MAA-Fixierung
runder als bei der PFA-Fixierung. Eine mogliche Ursache kénnte sein, dass die Zellen
fiir die Formaldehyd-Fixierung adhéirent am Objekttriger wuchsen und ohne Trypsini-

sierung fixiert wurden, wodurch die Zellkdrper gestreckt vorlagen. Dagegen werden die
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adhérent gewachsenen Zellen fiir die Methanol/Eisessig-Fixierung trypsiniert. Dies hat
ein Abkugeln der Zellen von der Oberfliche zur Folge, was in der Methanol/Eisessig-
Suspension beibehalten wird. Fibroblasten in Suspension verlieren somit teilweise ihre

langestreckte Form, was auch Auswirkungen auf die Zellkernmorphologie hat.

Grundlegend konnte durch die Betrachtung des Einflusses der Fixierung und der an-
schliefenden Hybridisierung hinsichtlich der Morphologie von Zellkernen Unterschiede
festgestellt werden, die jedoch nicht vollstindig den Erwartungen entsprachen. In dieser
Arbeit erfolgte eine umfangreiche quantitative dreidimensionale Betrachtung der Zell-
kerne in Form der Messung des Volumens (um?) und der axialen Ausdehnung (pm)
sowie die Beriicksichtigung der lateralen Anisotropie (Verhéltnis der x/y-Ausdehnung)
als Parameter der Rundheit von makroskopischen Objekten (Zellkerne). Durch das Ein-
beziehen der Volumina und der lateralen Anisotropie der Zellkerne stellen die Daten
dieser Arbeit eine umfangreichere Quantifizierung der Kernmorphologie dar als die Dar-
stellung bei Hepperger et al. (2007) [38], wo auerdem nur die sphérische Zelllinie MEL
(mouse erythroleukemia) und die ebenfalls sphérische murine embryonale Stammzellinie
CCE hinsichtlich der Hohe und Breite sowie das daraus resultiernde Verhéltnis unter-
sucht wurden. Beiden Untersuchungen gemeinsam ist die Beobachtung einer hohen intra-
und interexperimentellen Variabilitdt. Trotz der enormen Sensitivitéit der Formaldehyd-
fixierten Zellkerne gegeniiber der hier verwendeten Hybridisierungsprozedur scheint diese
Fixierung unter nicht-dehydrierenden Bedingungen eine Methode zur guten Konservie-
rung der Morphologie von Zellkernen zu sein. Diese allgemein etablierte Annahme wurde
von Hepperger et al. (2007) am Beispiel eines transgenen Plasmids unter in vivo Verhélt-
nissen und dem entsprechenden BACPAC!-Klon fiir die in situ Hybridisierung bestétigt
[38].

! Bacterial Artificial Chromosome, P1-derived Artificial Chromosome
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4.2 c-Myc-Expression in Abhangigkeit des
Synchronisierungsstatus von VH7 und LNCAP

Das Protoonkogen c-myc ist an der normalen Proliferation von Zellen beteiligt und wird
oft im Zusammenhang mit der Genese verschiedener Tumore genannt. Es kodiert fiir zwei
nukledre Proteine, die mit hoher Affinitdt ohne Sequenzspezifitit an die DNA binden. Die
Expression von c-myc korreliert mit der zelluldren Proliferation und ist in ruhenden und
differenzierenden Zellen unterdriickt [23]. Hanicarova et al. (2006) stimulierten beispiels-
weise Zellen der humanen Adeno-Colonkarzinomzelllinie HT29 mit Natriumbutyrat, so
dass diese sich differenzierten. Es wurde eine Abnahme des c-Myc-Proteinniveaus in den
sich differenzierenden Enterozyten (HT29) nachgewiesen, welches nach Ausdifferenzie-
rung der Zellen auf das Ausgangsniveau zuriickkehrte [35]. Die Expression von c-Myec ist
z.B. beim Astrozytom mit der Proliferation (mitotischen Index) assoziiert und nimmt
mit der Progression des Tumors zu [28]. Fiir die verwendeten adhérenten VH7 und LN-
CAP Fibroblasten wurde nach Formaldehyd-Fixierung mittels pKi-67 Antikorper die
Zellzyklusphasen bestimmt und das Vorkommen des c-Myc-Proteins und die damit zu-

sammenhéingende Aktivitdt des c-myc-Gens untersucht.

Durch konfluentes Wachstum der normalen Vorhautfibroblasten VH7 in Kultur konnte
eine Synchronisation in der Gyp-Phase zu 83 % erreicht werden. Somit liegt der Grof3-
teil der verwendeten VH7 Fibroblasten im nicht-proliferierenden Zustand vor und ist
ruhend. Damit sollte auch eine c-myc-Expression bzw. -Aktivitiat zum Grofiteil ausge-
schlossen sein. Die Detektion des Proteins mittels Antikorperdetektion bestéitigt diese
Annahme. Da die c-Myc-Proteine nukledre Proteine sind, wurde eine Farbung im Zell-
kern erwartet. Eine Farbung im Zellkern trat in konfluenten Bereichen nur vereinzelt
auf und blieb auch nach Erhohung der Antikérperkonzentration und Inkubationszeiten
unverdndert. Die Haufigkeit der Zellkerne mit c-Myc-Antikérpermarkierung war in den
nicht-konfluenten Bereichen etwas erhoht, was sich wiederum mit der Zellzyklusbestim-
mung deckt. In Bereichen mit Zellproliferation ist der Anteil c-Myc-positiver Zellker-
ne hoher. Eine Synchronisation der fibroblastoiden Prostatakrebszelllinie LNCAP durch

konfluentes Wachstum war nicht moglich, da die Zellen generell bevorzugt in Aggregaten
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tibereinander wachsen und ein Platzmangel keinen Einfluss hat. Der Anteil an Zellen in
der Gy-Phase betrug nur 30 %. Ab einer bestimmten Zellzahl kam es aulerdem zu einem
Ablosen der Zellhaufen vom Zellkulturflaschenboden bzw. vom Objektriger/Deckglas.
Der geringe Anteil an ruhenden Zellen 146t vermuten, dass der Anteil der c-Myc-positiven
Zellkerne entsprechend ansteigt. Dies wurde tatséchlich beobachtet, obwohl eine aus-
reichend intensive Antikérpermarkierung in den LNCAP Fibroblastenkernen schwierig
war. Klusterartige Signale im Kern, wie bei den VH7 Fibroblasten, konnten nicht de-
tektiert werden. Dafiir jedoch klusterartige Akkumulationen des Antikorpers bzw. der
Fluorophore im Zytoplasma einiger Zellen. Nach der Erhchung der Permeabilisierung
der Zellen, der Konzentration der verwendeten priméren und sekundéren Antikorper
sowie der Inkubationszeiten konnte eine homogene Farbung der meisten Zellkerne be-
obachtet werden. Dies spricht, im Gegensatz zum Fiarbemuster in den VH7 Zellkernen,
flir eine homogene Verteilung des c-Myc-Proteins in den Zellkernen der LNCAP Fibro-
blasten. Ob diese Verteilung des Proteins im Zellkern darauf basiert, dass es sich bei
den LNCAP um Krebszellen handelt, ist fraglich. Auflerdem kann ein Zusammenhang
zwischen Zellzyklusphase und Proteinexpression in dieser Arbeit nur vermutet werden.
Um genaue Aussagen machen zu konnen, wére eine gleichzeitige Markierung des pKi-67
und c-Myc-Proteins nétig. Eine Arretierung der LNCAP in der Gp-Phase ist, laut ersten

Versuchen, durch Serumentzug ebenfalls sehr gut moéglich.

Um die Methode der Immunofluoreszenzmarkierung zu validieren, wurde ergédnzend
zum nukledren Protein c-Myc das zytoplasmatische Protein AMACR (pAMACR) mar-
kiert. Die in den Peroxisomen und Mitochondrien vorkommende AMACR (alpha-Methyl-
acyl-CoA Racemase) ist ein Enzym zur Konvertierung verzweigtkettiger Fettsduren von
der - in die a-Konformation. Nur in dieser Form kénnen verzweigtkettige Fettsduren
(z.B. Pristanséure, Phytansidure) via (-Oxidation in ihre Acetyl-Gruppen zerlegt und
verstoffwechselt werden [30] [80]. In den gesunden VH7 Fibroblasten war ein spezifisches
Féarbemuster im Zytoplasma aller Zellen detektierbar. Bei den LNCAP scheint es, dass
in einem geringen Teil der Zellen kein pAMACR vorhanden ist. Die Interpretation der
Bilddaten hinsichtlich des Auftretens des Proteins in LNCAP gestaltete sich schwierig,

da die Zellen in Haufen wachsen und das Zytoplasma der Zellen teilweise nicht von den
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Nachbarzellen abzugrenzen war. Bei den VH7 als auch bei den LNCAP handelt es sich
bei dem spezifischen Farbemuster um sphérische Signale, welche vereinzelt oder aggre-
giert vorkommen. Diese Beobachtung deckt sich mit dem Ort des Wirkens des Proteins.
Die Kolokalisation des Enzyms mit den Peroxisomen und Mitochondrien wird in zahl-
reichen Publikation beschrieben [30], [80], [2] und beispielhaft fiir Fibroblasten bestétigt
[2] [80].

Eine Synchronisation von Zellen allein durch konfluentes Wachstum ist nur bei nor-
malen primédren Fibroblasten zu erreichen. Immortalisierte Zellen, wie beispielsweise
Krebszellen, benttigen den Entzugs von Serum oder anderen wachstumsstimulierenden
Bestandteilen des Zellkulturmediums, um Zellen in der Gyp-Phase zu arretieren. Dass ru-
hende Zellen kein c-myc exprimieren, scheint auch auf die VH7 Fibroblasten zuzutreffen.
Bei der Krebszelllinie LNCAP scheint das ¢-Myc in fast allen Zellkernen vorhanden zu
sein. Damit stehen fiir die weiteren Untersuchungen Priparate zur Verfiigung, die je-
weils ein Beispiel fiir aktive (LNCAP) als auch inaktive (VH7) Zellkerne darstellen. Ein
direkter Vergleich zwischen VH7 und LNCAP liefert darum keine vertrauenswiirdigen

Ergebnisse.

4.3 GroBen der subchromosomalen Domanen unter

Beriicksichtigung der Fixierung

Um makroskopische Objekte, wie es die Zellkerne darstellen, optisch aufzulésen, bedarf
es keinen groflen technischen Aufwand. Epifluoreszenz- und konfokale Mikroskope sind
hervorragend geeignet, um schnell hochwertige Bilddaten zu produzieren, die anschlie-
Bend hinsichtlich der Intensitdten der Pixel bzw. Voxel quantitativ ausgewertet werden
konnen. Bei Objekten kleiner als 1 pum, wie beispielsweise spezifische Gene, stofit man
schnell an die durch die Punktbildfunktion begrenzte optische Auflésungsgrenze der Mi-
kroskope. Messungen von kleinen Objekten und Strukturen werden nicht nur durch die
Mikroskop-spezifische Punktbildfunktion, sondern auch durch vibratorische und therma-

le Effekte, durch Brechungsindexénderungen zwischen dem Medium und dem Zellkern-
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inneren als auch durch die Stabilitét der Fluorophore (Ausbleichen, Photonenausbeute)
beeinflut. Da subchromosomale Doménen in vivo auflerdem noch mobil sind und die
Markierung mit fluoreszierenden Molekiilen aufwendig ist, ist fiir einige grundlegende
Fragestellungen eine Markierung in fixierten Priparaten ausreichend. Daraus stellt sich
wiederum die Frage, wie grofi der Einflufl der Fixierung auf die Struktur von Objekten

im Nanometerbereich ist.

Um den Einflu} der Fixierung zu quantifizieren wurde in dieser Arbeit, dass von
David Baddeley entwickelte ten point model verwendet und auf konfokale Bilddaten an-
gewendet. Als Parameter fiir die Beeinflussung der subchromosomalen Doménen wurde
die Halbwertsbreite einer Gau-Verteilung als Synonym fiir die laterale Grofle verwen-
det. Mit diesem Model erfolgt eine Abschitzung der Grole durch die Bestimmung der
Verteilung von zehn gleich-hellen Punkten in dem Objekt, wobei die mittlere Distanz
zwischen den Punkten und dem Objektschwerpunkt die gleiche sein sollte wie die Halb-
wertsbreite einer Gaufl-Verteilung. Der verwendete Fit wurde an die dreidimensionale
PSF des konfokalen Mikroskops angepasst, jedoch wird die z-Position der Punkte bei der
Groflenbestimmung nicht beriicksichtigt, um eine durch die schlechtere axiale Auflésung

bedingte Minderung der Qualitdt der Messungen zu verhindern.

Durch die Messungen an unterschiedlich grofien Beads konnte in dieser Arbeit die Sen-
sitivitdt dieses neuen Models untersucht werden. Dabei wurde nachgewiesen, dass diese
Methode der Gréflenmessung nicht fiir Objekte kleiner/gleich 200 nm Durchmesser ge-
eignet ist. Vor allem die 100 nm Beads stellen Beispiele fiir kleine, beugungsbegrenzte
Objekte dar. Die gemessene Halbwertsbreite (TP-FWHM ) der 100 nm Beads von 142 nm
lag um 71 nm deutlich iiber dem theoretischen Wert und wurde somit durch diese Me-
thode iiberschétzt. Die 200 nm Beads liegen relativ nah an dem theoretischen FWHM
und damit an der Grenze der lateralen Auflésung des konfokalen Mikroskops von ca.
250 nm. Ab einem Durchmesser von 200 nm werden die lateralen Ausdehnungen etwas
unterschétzt. Die Hohe der Unterschéitzung der Groflen steigt mit der Grofle der Beads
an. Dagegen werden die Standardabweichungen mit steigender Grofle der Beads gerin-

ger, die Kurve der kumulativen Darstellung wird steiler. Zudem ist der Zusammenhang
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zwischen den experimentel ermittelten TP-FWHM und den vom Hersteller angegebenen

Durchmesser der Beads linear.

Durch die Verwendung der 560 nm Beads mit Anregung bei A=488 nm und A=568 nm
konnte aulerdem der Unterschied zwischen den hier verwendeten Anregungswellenldngen
bei den Groflenmessungen quantifiziert werden. Im griinen Kanal sind die selben 560 nm
Beads um 29 nm im Vergleich zum gelben Kanal lateral grofler. Fiir biologische Studien
mit dem Ziel, Gréfen quantitativ zwischen den beiden Kanélen zu vergleichen, miifite
dies beriicksichtigt werden. Da aber die Sequenzen und die exakten Wiederholungen
der alpha Satelliten-Regionen des Centromers von Chromosom 8 nicht bekannt sind,
spielt der Einfluss der Wellenlénge keine grofie Rolle. Im Fall, dass diese Informationen
zur Verfiigung stehen wiirden, hitte man mit diesem Model auch die Moglichkeit, die
Grofle hinsichlich der Kompaktierung in Abhéngigkeit der markierten DNA-Lénge zu
messen als Vergleich zwischen alpha-Satelliten-Chromatin (Centromer 8) und Euchro-
matin (8q24/c-myc) in der selben Probe. Die Unterschitzung der lateralen Ausdehnung
und die Unterschiede zwischen den beiden Kanélen resultieren daraus, dass zur Berech-
nung eine geschitzte Punktbildfunktion verwendet wurde statt einer am selben Gerit
experimentell gemessenen. Die Ermittlung der PSF von Beads kann zur Korrektur der
geschitzten PSF vorgeschlagen werden. Allerdings wiren die Beads, streng genommen,
nur zur Korrektur bzw. als Kalibrationsobjekte geeignet, wenn sie nah benachbart zu
den zu messenden biologischen Objekten im Zellkern positionierbar wiren. Allein ein
leicht verénderter Brechungsindex innerhalb der Zelle bzw. des Zellkerns gegeniiber dem
Einbettungsmedium wiirde Einfluss auf die Punktbildfunktion und damit auf die Grofle
nehmen. Mit einer Abweichung der gemessenen lateralen Gréfie vom theoretischen Wert
im Bereich von minimal 16 nm bei den 200 nm und maximal 90 nm bei den 560 nm
(A=488 nm) Beads scheint die angenommene PSF von 250 nm grofer als die Mikroskop-
spezifische PSF zu sein. Im Folgenden wird sich hauptséchlich auf den Vergleich der
GroBen einer der subchromosomalen Doménen (Centromer 8 und 9, 8q24/c¢-myc) in un-
terschiedlichen Praparationen konzentriert, die jeweils mit der gleichen Sonde markiert

und im gleichen Kanal detektiert werden.
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Ein weiterer Parameter, der zur Charakterisierung von Objekten in dieser Arbeit her-
angezogen wird und vom ten point model berechnet wird, ist die Anisotropie. Sphérische
Objekte sollten keine laterale Ausrichtung besitzen und eine Anisotropie von eins zei-
gen. Die kleineren Beads (100 nm, 200 nm) zeigen eine Anisotropie iiber 1, wobei sie
anndhernd doppelt so breit wie lang sind. Die Standardabweichungen von + 0.7 lassen
eine hohe Inhomogenitét der Messungen vermuten. Ab einer Beadgréfie von 290 nm wird
die Standardabweichung um den Faktor 7 geringer und die Datensétze vertrauenswiirdi-
ger. Dass eine Anisotropie von 1 (£ 0.1) nur bei den Beads mit ausreichend grofien
Durchmesser gemessen werden konnte, liegt hochstwahrscheinlich an der Asymmetrie
der PSF des verwendeten konfokalen Mikroskops, an der geringen Photonenausbeute
bzw. an Rauscheffekten thermischen und elektronischen Ursprungs, die sich bei kleinen
Objekten (100 nm, 200 nm) deutlicher auswirken als bei den groferen Objekten. AuBer-
dem konnte das Vorhandensein von Beadkluster ein Grund fiir die hohe Anisotropie der

100 nm Beads, trotz Vereinzelung im Ultraschallbad, sein.

Durch Simulationsexperimente wurde ermittelt, dass mit Hilfe der SMI-Mikroskopie
Objekte im Bereich von 30 bis 200 nm hinsichtlich ihrer Grofle sensitiv vermessen wer-
den konnen. Die Ergebnisse der Simulation lassen auch einen Zusammenhang zwischen
Struktur des Objektes und erfolgreicher Detektion (Modulation) vermuten, wobei es
sich bei Objekten mit einer Modulationstiefe von 0.3 eher um die Detektion von Sub-
strukturen handeln kénnte. Vorraussetzungen fiir die Groflenmessungen basierend auf
SMI-Bilddaten sind, dass die Objekte ausreichend klein, von einander optisch isolierbar
sind und dass das Objekt eine homogene Fluorophorverteilung aufweist. Die in dieser
Arbeit beispielhaft vermessenen 100 nm Beads zeigen deutlich eine Modulationstiefe von
0.64 fiir A=488 nm (89 %) und 0.77 fiir A=568 nm (76 %>). Damit konnte eine axiale
Ausdehnung von 107 + 15 nm bzw. 97 + 14 nm bestimmt werden. Die Grélenmessungen
der 100 nm Beads bei A=568 nm sind identisch mit den Angaben des Herstellers zu den
mittels Transmission Electron Microscopy (TEM) zertifizierten mittleren Durchmessers,

wobei die Standardabweichung mit + 5 nm angegeben wird. Messungen mit verschie-

2umode = 0.06
3umode = 0.11
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denen BeadgroBen wurden schon bei Mathée (2006) [58], Wagner et al. (2005) [81] und
Failla et al. (2003) [26] ausfiihrlich beschrieben. Der Nutzen der SMI-Mikroskopie fiir
die Bestimmung der axialen Ausdehnung (Grofie), der in dieser Arbeit markierten sub-
chromosomalen Doménen 8q24/c-myc und Centromer 8, ist leider wenig aussagekriiftig.
Es konnten keine axialen Groflen gemessen werden. Zum FEinen ist der Anteil der er-
folgreich gefitteten Signale mit unter 50 % sehr gering und zum Anderen liegen die
Modulationstiefen der gefitteten Signale an der Grenze der Vertrauenswiirdigkeit der
Messungen. Mit Sicherheit kann gesagt werden, dass die hier markierten Doménen fiir
die axiale Groflenmessungen zu grof3 sind, d.h. iiber 200 nm Ausdehnung aufweisen. Die
Kalkulation der Grolen scheint zu dem stark vom Hintergrund abhéingig zu sein. Die
Formaldehyd-Préparation zeigt in den beiden Wellenldngen einen hohen Hintergrund,
was sich auch in einer verringerten Fitrate wiederspiegelt. Die Signale fiir das Centro-
mer 8 und die 8q24-Region der Methanol /Eisessig-Fixierung werden mit 87 % bzw. mit
77 % eher erfolgreich detektiert als die der Formaldehyd-Fixierung mit 44 % bzw. 62 %.
Fiir die Markierungen in Metaphasechromosomen waren die Anteile der gefitteten Si-
gnale noch geringer, 32 % fiir die Centromere der getrennten Chromatide und 42 % fiir
die 8q24-Gendoméne. Auch in diesen Praparaten war vermutlich der ungewodhnlich hohe

Hintergrund der nicht KCl-behandelten Metaphasen urséchlich.

In vergangenen SMI-Messungen, publiziert bei Hildenbrand et al. (2005), wurde ne-
ben der p53- (45 kb) und der p58- (85 kb) Domine, die c-myc-Region in humanen
Lymphozyten (Methanol/Eisessig) mit einer 120 kb-langen Sonde markiert. Die ermit-
telte Halbwertsbreite dieser Markierung betrug 103 + 12 nm [39]. Diese Grofien wurden
mir einem fritheren Modell berechnet, bei dem das Objekt ein GauB-formiges Objekt
war. Um diese Grofien mit den hier gemessenen, unter der Annahme, dass das Objekt
sphirisch ist, vergleichbar zu machen, ist eine Multiplizierung mit v/2 erforderlich. Da
die Fluorophore bei der 220 kb-Sonde direkt an den Sonden-DNA-Strang gebunden sind
und nicht wie bei [39] FITC-gelabellte Digoxigenin-Antikérper verwendet wurden, sind
die Daten nicht vergleichbar. Zusétzlich ist die in dieser Arbeit verwendete Sonde fiir die
c-myc-Doméne mit 220 kb doppelt so lang. Aulerdem wurden die Gréflenmessungen an

unterschiedlichen Zelltypen durchgefiihrt.

153



4 Diskussion

Die hier markierten subchromatischen Doménen sind deutlich zu grof§ fiir die SMI-
Messungen und stellen daher ideale Objekte fiir die Gréflenmessung mittles CLSM dar.
Es ist jedoch denkbar, dass unter Umsténden bei solchen groflen Objekten eine von der
Fluorophorverteilung abhéingige axiale Modulationsstruktur detektierbar ist, von der auf
die Homogenitéat und damit auf die Struktur (offen, geschlossen/kompakt) des markier-
ten Objektes geschlossen werden konnte. Fiir die 8q24/c-myc Doméne konnte dies bedeu-
ten, dass die geringere Modulationstiefe dieser Region (0.25 £ 0.07) in Metaphasechro-
mosomen der VH7 Fibroblasten im Vergleich zu dieser Region in Interphasechromatin
(0.36 £ 0.17) eine breitere Fluorophorverteilung zeigt. Diese unterschiedliche Fluoro-
phorverteilung kénnte moglicherweise mit einer offeneren Struktur dieser Doméne in der
Metaphase verglichen mit der Interphase zusammenhéngen. Fiir diese Vermutung spre-
chen die Messung der lateralen Ausdehnung mittels CLSM, bei der die 824 Doméne
in der Metaphase ausgedehnter vorliegt als in der Interphase. Die Modulationstiefe als
Parameter fiir die Struktur von Objekten bietet eine hervorragende Moglichkeit, Fragen
zur Zellkernarchitektur zu untersuchen. Denkbar sind dazu Studien, die den Unterschied
zwischen aktiven und inaktiven Chromatinbereichen in Hinblick auf mogliche Struk-
turverdnderungen untersuchen. Dies ist neben der Grundlagenforschung vor allem fiir
den Bereich der Tumorforschung von Interesse, wo Abberationen von Genen (Proto-
/Onkogene) beziiglich der Diagnose und Prognose (Aggressivitit) des Tumors beruteilt
werden konnten. Fiir nicht Chromatin-Bereiche, wie beispielsweise Transcription Facto-
ries (40 - 80 nm [57]), Ribosomen und Kernporenkomplexe, ist aus elektronenmikrosko-
pischen Studien bekannt, dass sie annédhernd eine sphérische Form besitzen, ausreichend

klein sind und somit ideale Objekte fiir die SMI-Mikrokopie darstellen.

Mit Hilfe des ten point models und der daraus resultierenden Gréflenmessung ba-
sierend auf konfokalen Bilddaten kann auflerdem die grundlegende Frage quantitativ
untersucht werden, wie gro8 der Unterschied zwischen kondensiertem (Metaphase) und
nicht-kondensiertem Chromatin (Interphase) ist. Beziiglich der Unterschiede in der Kom-
paktierung der DNA ermittelten Manders et al. (2003) eine Reduzierung der Kompak-
tierung von der Anaphase zur G1-Phase um den Faktor 2 [54]. Fiir die alpha-Satelliten

154



4.3 GroBen der subchromosomalen Doménen unter Beriicksichtigung der Fixierung

Region des Chromosom 8 in Methanol/Eisessig-fixierten VH7 Fibroblasten konnte in
dieser Arbeit ein Faktor fiir die unterschiedliche laterale Ausdehnung von 1.18 ermittelt
werden. Nur bei den VH7 Zellen war es moglich, Centromere zu untersuchen, die benach-
bart lagen, aber schon getrennt detektierbar waren. Das Centromer von Chromosom 8
in den LNCAP Fibroblasten und von Centromer 9 in Lymphozyten ist in Metaphasen
signifikant grofler als im Interphase-Zellkern. Dass in diesen Praparaten die Centromere
nicht getrennt sind und dadurch gréofler sind, wird aus der Bestimmung der Anisotropie
deutlich. Fiir das Centromer 8 in LNCAP liegt die Anisotropie bei 1.52 4+ 0.47 und fiir
das Centromer 9 in Lymphozyten bei 1.95 + 0.67. In Interphase-Zellkernen zeigen die
beiden Doménen in den entsprechenden Zellen jeweils eine einheitliche Anisotropie, die
eine nicht ganz sphérische Morphologie der Centromere beschreibt (Centromer 8 = 1.4,

Centromer 9 = 1.2).

Fiir die Genregion 8q24 in den synchronisierten VH7 Fibroblasten wurde in den mito-
tischen Chromosomen eine signifikant 1.1-fach grofiere laterale Ausdehnung ermittelt als
in den Interphasezellkernen. Somit zeigt die Centromer 8 Region ein anderes Verhalten
als die 8q24-Gendoméne im gleichen Priparat unter identischen Fixierungs- und Hybri-
disierungsbedingungen. Bringt man die laterale Ausdehnung mit einer moglichen Kor-
relation zur Kondensation von Chromatin in Zusammenhang, kann dies ein Hinweis auf
eine geringere Kompaktierung der 8q24/c-myc-Doméne in Metaphasechromosomen ver-
glichen mit Chromatin in Interphase-Zellkernen sein. Moglich ist aber auch, da es sich bei
dem Metaphasenpraparat um sich teilende bzw. sich geteilte Chromatiden handelt (ge-
trennte Centromere), dass sich die Genregion in dieser Phase beginnt zu relaxieren und
daher grofler wird. Aulerdem wurden die Metaphasen auf den Objekttréger aufgetropft,
wobei sich die Zellen abflachen (siche Kapitel 4.1). Eine Abflachung der Metaphasechro-
mosomen konnte in den Armen der Chromosomen deutlicher sichtbar sein als bei den
sphérischen Centromeren, da diese noch zusétzlich an stabilisierende Proteine des Spin-
delapparates gebunden sind. Gegen diese Abflachungstheorie spricht allerdings, dass die
8924/ c-myc Doméne in den Metaphasen der LNCAP-Préparation nicht grofier ist vergli-
chen mit dieser Doméne in Interphasechromatin. Da bei dem LNCAP Metaphasepripa-

rat KCl als hypotone Losung verwendet wurde, kénnen die Unterschiede auf dem Einfluss
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der KCl-Behandlung basieren und die geringere Kompaktierung der 8q24 Doméne in
Metaphasen der VH7 Fibroblasten eher den wirklichen Bedingungen entsprechen. Mes-
sungen der lateralen Ausdehnung von Centromeren in Interphasezellkernen der LNCAP
Fibroblasten und Lymphozyten unterstiitzen das Argument der KCIl-Behandlung nicht
(kein Einfluss). Der Einfluss von KCl auf die Genregion in LNCAP Interphasechromatin
ist dagegen signifikant, was fiir eine unterschiedliche Sensitivitdt von centromerer und
euchromatischer DNA spricht. In der Zytologie ist allgmein bekannt, dass durch eine Be-
handlung mit KCl die Metaphasechromosomen eine klarere stabformige Form erhalten
als ohne KCI. Die Vorstellung, dass gen-reiche Chromatinschleifen von 0,2 bis 2 Mbp
aus kondensierten, heterochromatischen Bereichen ausstrahlen [83] und dadurch mogli-
cherweise in Metaphasechromosomen zu einer gréfleren Ausdehnung fithren, kénnte auf
die Messungen der 8q24-Gendoméne der VHT7 Fibroblasten iibertragbar sein. Allerdings
muf} dies durch Kontrollexperimente (mit und ohne KCl in VH7 und LNCAP) bestétigt

werden.

Die Praparation von Chromosomen in der Metaphase/Anaphase mit Centromeren,
die sich von einander trennen, ist durch die Reversibilitdt des Colcemid-Blocks moglich.
Grundsétzlich kann die Isolierung von Metaphasen auf direkte Weise durch das so ge-
nannte Abklopfen ohne Colcemid-Behandlung erfolgen. Die abgekugelten Zellen (charak-
teristisch fiir sich teilende Zellen) gehen dabei durch mehr oder weniger starkes Schlagen
mit der Hand an den Zellkulturflaschenrand ins Medium iiber, welches dann abzen-
trifugiert, gewaschen und in Fixativ aufgenommen werden kann. Dies ist aber nur fiir
adhérente Zellen moglich und bietet eine, je nach Teilungsaktivitat der kultivierten Zellli-
ne, geringe Ausbeute an Metaphasen. Um die Zahl der mitotischen Zellen zu erhthen, ist
die Synchronisation der Zellen in der Routine mit dem Mitosegift Colcemid tiblich. Die-
ses Alkaloid der Herbstzeitlosen verhindert die Ausbildung des mikrotubuldren Systems
und des Spindelapparates der Zellen durch Hemmung der Polymerisierung von Proteinen
im Verlauf der Zellteilung und arretiert so die Zellen in der Metaphase. Mittels zweidi-
mensionaler Elektrophorese konnte nachgewiesen werden, dass die Colcemid-Behandlung
keinen signifikanten Einfluss auf die Proteinzusammensetzung von Metaphasechromoso-

men hat [79]. Kenntnisse iiber die Proteinzusammensetzung und deren mogliche Funk-
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tion bei der Strukturgebung von Metaphasechromosomen ist von grofler Bedeutung bei
der Interpretation der Grofenmessungen nach Fixierung und Denaturierung der Proben.
Von Vorteil ist es ebenfalls, dass sich das Proteinmuster zwischen verschiedenen Zellli-
nien, z.B. BALL-1* und K562°, nicht unterscheidet [79], da hier ebenfalls verschiedene
Zelllienien verwendet wurden. Nach Erneuerung des Zellkulturmediums (Entfernung des
Alkaloids) und weiterer Inkulturnahme der Zellen unter Standardbedingungen konnten
die mitotischen Zellen in die Anaphase tibertreten, was dadurch zu erkennen war, dass
sich die Centromere leicht getrennt haben, aber noch nah benachbart sind. Dadurch
war die Grolenmessung einzelner Centromere in kondensiertem, mitotischen Chromatin

vergleichend mit einzelnen Centromeren in relaxierten Chromatin méoglich.

Laut Darzynkiewicz et al. (1977) denaturiert DNA in mitotischen Zellen bei 8 bis
10 °C geringerer Temperatur als DNA in Interphasezellkernen [21]. Eine Ursache dafiir
konnte der Verlust von stabilisierenden Proteinen durch Hitze sein, der bei den gesprei-
teten Chromosomen grofler ist als bei dem im Kernplasma eingebetteten Chromatin der
Interphase. Da das Centromer des Chromosom 8 der VH7 Fibroblasten in der Metapha-
se kleiner ist als in der Interphase, die Genregion 8q24 jedoch in der Metaphase grofler
als in der Interphase, wiirde dies bedeuten, dass die Temperatursensitivitédt innerhalb
eines mitotischen Chromosoms nicht einheitlich ist. An dieser Stelle konnten ebenfalls
centromer-spezifische und Kinetochor-bildende Proteine stabilisierend auf die Struktur

der Centromere wirken [75].

Neben der Denaturierung der Proteine durch hohe Temperaturen, wird auch die
Protein-denaturierende und -ausfillende Wirkung des im MAA-Fixativ enthaltene Ei-
sessig beschrieben. Bei einer Metaphasen-Spreitung in der pathologischen Zytologie ist
diese Prézipitation teilweise sogar erwiinscht. Auflerdem liegt das Fixativ durch einen
Eisessig-Anteil von 30 % im saurer pH-Wertbereich, wodurch es zu einer Abschwichung
des Cytoplasmas kommt, so dass die Zellen beim Auftropfen leichter brechen. Dagegen

bewirken saure Bedingungen aber auch eine Stabilisierung der Chromosomen gegeniiber

*human leukemic B-cell line
Shuman erythromyeloblastoid leukemia cell line
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mechanischer Beanspruchung. [41] Bei einer Standard-Extraktion der Proteine aus iso-
lierten Chromosomen mittels Eisessig erhilt man aus 2.8 x 10% Zellen typischerweise
500 pg sdurelssliche Proteine [79]. Insgesamt sind laut Analyse mittels zweidimensiona-
ler Elektrophorese mehr als hundert Proteine in den isolierten Chromosomen enthalten,
wobei die Histone mengenméfig den grofiten Teil ausmachen [79]. Eine unterschiedliche,
sdureemfindliche Protein-DNA-Komplexbildung der beiden gemessenen Bereiche in mit-

otischen Chromosomen kénnte urséchlich fiir die gegensétzlichen Grolenmessungen sein.

Die Unterschiede der gemessenen lateralen Gréfien des Centromer 8 und der 8q24/c-
myc Doméne in mitotischen und in Interphasechromosomen sind mit A = 54 nm bzw.
A = 48 nm nicht sehr grof}. Ebenso gering ist der Einfluss der Fixierung auf die la-
terale Ausdehnung subchromosomaler Doménen. In den Fibroblasten VH7 und LN-
CAP sind die Signale des Centromer 8 der Formaldehyd-Fixierung kleiner als die der
Methanol/Eisessig-fixierten Kerne. Bei den VH7 Fibroblasten betréigt die Differenz 28 nm,
bei den LNCAP Fibroblasten unterscheiden sich die Signale zwischen Metaphase und In-
terphase in nur 20 nm. Die 8q24 Gendoméine der VH7 Fibroblasten ist in den Methanol /-
Eisessig-fixierten Zellen um 19 nm gréfler im Vergleich zu den Signalen in den Formaldehyd-
fixierten Kernen. In Verbindung mit den im Kapitel 3.1.2 ermittelten Ausdehnungen der
Zellkerne der VH7 Fibroblasten in Abhéngigkeit der Fixierung konnte ein Zusammen-
hang zwischen lateraler Ausdehnung des Centromer 8 und der 8q24 Doméine mit der late-
ralen Zellkernausdehnung festgestellt werden. Die Formaldehyd-fixierten Kerne zeigen ei-
ne geringere laterale Ausdehnung als die Methanol/Eisessig-fixierten. Dem entsprechend
ist die laterale Ausdehnung des Centromer 8 in Formaldehyd-fixierten Kernen gerin-
ger als in Methanol/Eisessig-fixierten. Die mittlere laterale Ausdehnung der 8q24/c-myc
Doméne korreliert ebenfalls mit der mittleren lateralen Ausdehnung der Zellkerne der
beiden Fixierungen. Das Centromer 9 in humanen Lymphozyten ist in den Formaldehyd-
fixierten Kernen um 32 nm gréfer als in den Methanol/Eisessig-fixierten Kernen und
zeigt keine Korrelation mit der lateralen Kernausdehnung. Eine Ursache koénnte sein,
dass die gemessenen Groflen fiir das Centromer 9 in Lymphozyten von 416 4+ 38 nm fiir
die Methanol/Eisessig-Fixierung und 448 4+ 54 nm fiir die Formaldehyd-Fixierung sehr
grof} sind. In den dazugehérigen Abbildungen 3.34 und 3.35 des Kapitels 3.9 sind die
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gefitteten Signale abgebildet, wobei die einzelnen Kugeln des ten point models zu erken-
nen sind. Moglicherweise liegt die Grenze fiir die Anwendbarkeit des ten point models in
der Groflenordung der TP-FWHM von ungefihr 400 nm. Anscheinend muss fiir grofiere
Objekte die Punktanzahl von 10 auf 15 oder 20 erhcht werden.

Weiterhin sind aus der Grofle des DNA-Molekiils, der Nukleosomen und der Zellkern-
volumina Angaben iiber das Volumen von subchromosomalen Domé#nen méglich (siehe
Kapitel 1.1), wobei genaue Grofienangaben nur durch direkte Messungen subchromo-
somaler Bereiche in situ realisierbar sind. Beziiglich der Messungen in dieser Arbeit
hinsichtlich der Unterschiede der verwendeten Fixierungen kann, unter der einfachen
Annahme, dass die ca. 6000 Mbp [46] im Zellkern homogen verteilt sind, unter Beriick-
sichtigung des in Kapitel 3.1.2 bestimmten Kernvolumens, das theoretische Volumen der
mittels 220 kbp Sonde markierten 8q24/c-myc Doméne berechnet werden. Demzufolge
hat die 8q24/c-myc Doméne in Methanol/Eisessig-fixierten VH7 Fibroblasten ein Vo-
lumen von 0,0259 pum?. In den Formaldehyd-fixierten Kernen der VH7 Fibroblasten ist

das Volumen der Doméne mit 0,016 um? geringer als in der Methanol /Eisessig-Fixierung.

Umgekehrt kann aus der lateralen Ausdehnung der Gendoméne das Volumen berech-
net werden, wenn man annimmt, dass es sich um eine Kugel handelt. Die 8q24/c-myc
Doméne in der Methanol/Eisessig-Fixierung der VH7 Fibroblasten hat eine mittlere late-
rale Ausdehnung von 367 nm und damit ein Kugelvolumen von 0.0258 pm?. Das Kugel-
volumen der Gendoméne mit einer lateralen Ausdehnung von 348 nm in Formaldehyd-
fixierten VH7 Fibroblastenkernen betrigt 0.022 um3. Beide Ansitze fithren zu sehr dhn-

lichen Volumina.

Unter den gleichen Annahmen, wie eben beschrieben, kann die Volumenkompaktie-
rung (Mbp/um?) berechnet werden. Fiir die Gendomiine bekannter Markierungslinge®
als auch fiir die gesamte DNA des humanen Genoms’ kann in Methanol /Eisessig-fixierten

Zellen eine Volumenkompaktierung von 8,5 Mbp/pum? ermittelt werden. In Formaldehyd-

50,22Mbp/0, 0258 um®
"6000Mbp/708um?
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fixierten Zellkernen betriigt die Volumenkompaktierung fiir die Genregion® 10 Mpb/um3
und die Gesamt-DNA im Kern 13,6 Mbp/um3?. Diese hohere Kompaktierung der DNA
in Zellkernen der Formaldehyd-Fixierung kénnte an der Préazipitation der Proteine durch
das Eisessig in dem Methanol/Eisessig-Fixativ liegen. Dies wiirde auch fiir eine bessere

Konservierung der Zellkerne bei der Formaldehyd-Fixierung sprechen.

Eine weitere Anwendung des ten point models ist die Grolenmessung von Doménen
in Gewebe. Dazu wurde die Hybridisierung in Gewebe am Beispiel des Centromer 8, der
8¢24 Gendomine sowie des Centromer 9 in Formalin-fixierten, Paraffin-eingebetteten
Prostatakrebsgewebe etabliert, wobei nur letzteres in die Auswertung eingeht und hier
vorgestellt wurde. Nach Etablierung der Himatoxylin/Eosin-Farbung konnte der gesun-
de vom pathologischen Bereich des Schnittes unterschieden werden und die Markierun-
gen hinsichtlich moglicher Unterschiede der lateralen Ausdehnung des Centromer 9 in
diesen Bereichen untersucht werden. Das Centromer 9 der Fibroblasten des gesunden
Bereichs des selben Schnittes ist statistisch signifikant um 38 nm gréfler als im patholo-
gischen Bereich. Eine Verdnderung der Anzahl der Chromosomen 9 (Aneuploidie), wie
bei [10] beschrieben, konnte nicht festgestellt werden. Brown et al. (1994) wiesen mittels
FISH den Verlust von Chromosom 9 in ein von 12 Prostatakrebsproben nach [10]. Eine
Aneuploidie von Chromosom 9 ist mit der Héufigkeit einer rezidiven Erkrankung verbun-
den. In wie weit die ermittelten GroBenunterschiede krankheitsrelevant sind, ist fraglich.
FEine automatisierte Detektion und Groflenmessung tumor-relevanter Gene ist jedoch
bei der schnellen Qunatifizierung amplifizierter Chromatinbereiche sehr hilfreich. Au-
Berdem hat die Charakterisierung subchromosomaler Doménen im Gewebe den Vorteil,
die Doménen in den Zellkernen im Verband mit anderen Zellen zu erfassen. Zusétzlich
bieten Gewebeschnitte die M6glichkeit subchromosomale Doménen in der selben Probe
unter identischen Bedingungen bzw. Behandlungen in verschiedenen Zelltypen, je nach
Art des Gewebes, vergleichend zu untersuchen. Um eine hohe Anzahl von Gewebepro-
ben unter gleichen Bedingungen zu untersuchen, kénnen so genannte Tissue Microarrays

durchgefiihrt werden [65]. Dabei lassen sich bis zu 500 Proben aus Stanzbiopsien in einen

80,22Mbp/0,022um?
96000 M bp/442pm®
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Paraffinblock zusammenbringen und als Schnitt definierter Dicke auf einen Objektréager

aufbringen.

Quantitative Studien zur Messung von Gréflen subchromosomaler Doménen sind rar
[39]. Mittels SMI-Mikroskopie kénnen Doménen zwischen 30 und 200 nm aufgelost und
gemessen werden. Groflenmessungen von Chromatinbereichen mittels ten point model
basierend auf CLSM-Bilddaten sind abhéngig von der Griéfle des Objektes, der damit
zusammenhingenden ausreichenden Photonenausbeute, das Signal-zu-Rausch-Verhilt-
nis und die Genauigkeit der PSF-Abschétzung. Bei der verwendeten lateralen PSF von
250 nm ermoglicht dieses Modell die vertrauenswiirdige Gréflenmessung oberhalb von
290 nm (Beads). Fiir Objekte groier als ca. 400 nm TP-FWHM sollte das Model zur
Auswertung der Grofien neu angepafit werden. Groflenmessungen mittels CLSM sind
nicht nur in fixierten Zellen moglich sondern auch in komplexen Gewebestrukturen.
Veranderungen der Morphologie durch die Fixierung werden bei den Zellkernen deutli-
cher sichtbar als bei den subchromosomalen Doménen im Nanometer-Bereich. Auf eine
Behandlung der Zellkerne mit hypotoner-Kaliumchlorid-Losung reagiert nur der 8q24/c-
myc Bereich mit einer signifikanten Zunahme der lateralen Ausdehnung. Die laterale
Ausdehnung der markierten Centromere bleibt unveréindert durch die Behandlung. In
den Fibroblasten haben die subchromosomalen Bereiche der Formaldehyd-Fixierungen
eine signifikant geringere Ausdehnung als in den Methanol /Eisessig-fixierten Zellen. Die
laterale Ausdehnung der Doménen hingt z.T. mit der lateralen Ausdehnung der Zell-
kerne zusammen. Die untersuchten Doménen haben in mitotischen Chromosomen und
Chromatin in Interphasekernen signifikant unterschiedliche laterale Ausdehnungen, wo-
bei das Centromer 8 in Metaphasechromosomen kleiner ist als in Interphasechromatin
und die 8q24 Doméne den umgekehrten Fall prasentiert. Die Unterschiede zwischen den

beiden Zustéinden des Chromatins betragen im Mittel jedoch nur 51 nm.
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4.4 Topologie subchromosomaler Domadnen unter

Beriicksichtigung der Fixierung

Modifikationen'® und die zeitlich-rdumliche Anordnung des Chromatins im Zellkern und
in den Chromosomenterritorien spielen wahrscheinlich eine wichtige Rolle in der Regu-
lation von Prozessen im Kern (siehe Kapitel 1.1.3). Die zwei Arten von Chromatin, Eu-
und Heterochromatin, sind beispielsweise in bestimmten Bereichen des Zellkerns zu fin-
den, wobei das transkriptions-aktive Euchromatin bevorzugt im Inneren des Zellkerns
vorkommt und das transkriptions-inaktive Heterochromatin nukleér peripher liegt. Da-
her wird vermutet, dass Gene, die vom inaktiven zum aktiven Status wechseln, auch
ihre Position im Zellkern verdndern. Am Beispiel des Mash1 Gens konnte dies schon ge-
zeigt werden [86]. Allerdings wurde auch gezeigt, dass nicht nur die Aktivitit eines Gens
eine Anderung der Position verursachen kann, sondern auch die Art der Priparation
der Zellen (Fixierung) [47]. Aus diesem Grund wurde in dieser Arbeit der Einfluss der
Fixierung (MAA+KCl, MAA-KCI, PFA) auf die radiale Position der subchromosomalen
Doménen 8q24/c-myc und Centromer 8 in VH7 und LNCAP sowie des Centromer 9 in
Lymphozyten in dreidimensionalen konfokalen Bilddaten untersucht. Auflerdem wurden
die Distanzen zwischen den homologen Doménen bestimmt, um eine Aussage iiber die
Verdnderungen der Doménen zu einander machen zu kénnen. Neu an dieser Stelle ist die
Quantifizierung der Lage der Doménen in ellipsoiden Zellkernen (Fibroblasten) mittels

einer randbasierten, relativen radialen Positionierung [76].

Aufgrund der unterschiedlichen Synchronisation der VH7, LNCAP und Lymphozyten
werden die Ergebnisse nur unter Vorbehalt vergleichend diskutiert. Die nicht-einheitliche
Synchonisation der Zellen in der Gp-Phase scheint der bedeutenste Grund fiir die inter-
experimentellen Schwankungen der Ergebnisse zu sein, wodurch nur wenige einheitliche
Tendenzen des Einflusses der Fixierung auf die radiale Position und die Distanzen von
subchromosomalen Doménen erkennbar werden. Die hohe Variabilitdt der Ergebnisse
der Bestimmung der Zellkernmorphologie spiegelt sich somit teilweise auch an dieser

Stelle wieder. Interessant ist allerdings, dass, obwohl sich beispielsweise das Volumen

Ywie z.B. DNA-Methylierung, Histonmethylierung, Histonazetylierung
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der Lymphozytenzellkerne der MA A+KCI-Fixierung im Vergleich mit denen ohne KCI-
Behandlung signifikant dndert, die radiale Position als auch der Abstand der Signale
(Centromer 9) hingegen unbeeinfluit bleibt. Bei den LNCAP Fibroblasten der beiden
MAA-Suspensionen (4/- KCI) konnte ebenfalls kein Einfluss der KCl-Behandlung auf
die Position und die Distanz der 8q24/c-myc Doméne sowie des Centromer 8 gemessen
werden. Dies deckt sich aber mit den signifikant gleichen Kernvolumina der LNCAP
Fibroblasten dieser Fixierungen (MAA +/- KCl) nach der Hybridisierung. Bei den Mes-
sungen der radialen Position der Chromatinbereiche in den Formaldehyd-fixierten Zell-
kernen der nichtsynchronisierten LNCAP Fibroblasten und der Lymphozyten zeigt sich
ein deutlicher Einfluss der Fixierung (MAA/PFA). Die markierten Regionen liegen bei
den Formaldehyd-fixierten Kernen signifikant weiter aufien im Vergleich zu den MAA-
fixierten Kernen. Dieser Effekt ist zudem unabhéngig davon, ob es sich um ellipsoide
(Fibroblasten) oder sphérische (Lymphozyten) Zellen handelt. Die Distanz der Centro-
mer 9 Homologen in PFA-fixierten Zellkernen von Lymphozyten ist signifikant geringer
verglichen mit der Distanz der Homologen in MAA-fixierten Kernen. Dieses Ergebnis
korreliert mit dem ebenfalls viel geringeren Zellkernvolumen der Formaldehyd-fixierten
Kerne. Fiir folgende Experimente ist es unter Umsténden von Interesse, die Distantz
zwischen dem Gen (8q24) und dem Centromer des entsprechenden Chromosomenterri-
toriums nach gleichzeitiger Markierung des ganzen Chromosomes zu bestimmen, um den
Einfluss der Fixierung auf die Lokalisation der subchromosomalen Doménen innerhalb

des Territoriums zu untersuchen.

Bei allen Messungen der verschiedenen Chromatinbereiche der unterschiedlichen Zel-
len und Fixierungen lagen alle Mittelwerte fiir die radiale Lage zwischen der 40 %- und
der 70 %-Schale des Zellkernradius. Um eine Aussage iiber die Lage (zentral, peripher) im
Zellkern machen zu kénnen, muf3 allerdings das Volumen der einzelnen Schalen bertick-
sichtigt werden. Die wird errreicht, indem die jeweiligen Ergebnisse normiert auf 1 und in
die dritte Potenz gesetzt werden. Fiir die Schalen bedeutet dies, dass erst die 80 %-Schale
den inneren vom #ufleren Kernbereich trennt (80 %/100=0,80; 0,803=0,51). Damit liegen
alle gemessenen radialen Positionen von Centromer 8, 9 und der 8q24/c-myc Doméne

im Inneren der Zellkerne von VH7 und LNCAP bzw. den Lymphozyten. Zudem liegt die
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8924/ c-myc Domine in allen Priaparationen weiter aulen, wobei dies nur bei der MAA-
Fixierung der ruhenden VH7 Fibroblasten nicht signifikant ist. Weiterhin ist auffillig,
dass bei den VH7 Fibroblasten die markierten 8q24-Homologen bei beiden Fixierungen
jeweils weiter von einander entfernt liegen als das Centromer 8 in den identischen Prépa-
raten. Ob sich das Gen in Gj-arretierten Fibroblasten beziiglich des Centromer 8 weiter
zum Inneren des Zellkerns hin verlagert, wére in einer weiteren Arbeit zu untersuchen.
Allerdings gibt es Hinweise darauf, dass die Aktivitit des c-myc nicht zwingend eine
signifikante Anderung der Position bewirkt. Dies wurde z.B. bei [35] beschrieben, wo die
Lokalisation von c-myc-Transkriptionsstellen (aktiv, inaktiv) in HT29 Zellen untersucht
wurde. Wéhrend der Zelldifferenzierung (inaktiv) verdnderte sich die Lokalisation des
c-myc Gens im Zellkern nicht signifikant im Vergleich zum aktiven Stadium des Gens
[35]. Das c-myc Gen lag in dieser Studie ebenfalls im Zellkerninneren bei einer radialen
Position von 46 % fiir das aktive Gen wihrend der Differenzierung (keine Expression)

und 51 % ohne Induktion der Differenzierung (Expression).

Laut Mahy et al. 2002 ist fiir die nukleéire Lokalisation von Chromatinbereichen neben
dem Transkriptionsstatus vor allem die Gendichte der Chromosomen ausschlaggebend
und weniger die Aktivitdt vereinzelter Gene [53]. Chromosomen mit einer hohen Gen-
dichte befinden sich bevorzugt im Inneren, wobei gen-arme Chromosomen eher in der
Peripherie der Zellkerne lokalisiert sind. Entgegen diese Annahme wurde fiir die 824/ c-
myc-Gendoméne als auch fiir die Centromere von Chromosom 8 und 9 unter Bertick-
sichtigung des Zellkernvolumens eine Lokalisation im Zellkerninneren ermittelt, was, wie
schon erwiihnt, den Daten von [35] entspricht. Das Chromosom 8 ist mit ca. 145 Mbp
grofer als das Chromosom 9 (ca. 109 Mbp) und mit 614 bekannten Genen gen-arm (5,6
Gene Mbp~1)! mit nahezu 50 % sich wiederholenden Sequenzen [61] [42]. Das c-myc
Gen befindet sich eher in heterochromatischen Bereichen des Chromosom 8 und ist nicht
in so genannte Genkluster involviert [35]. Die Abbildung 4.1 zeigt die Lokalisation des
c-myc Gens im langen Arm von Chromosom 8 mit den benachbarten proteinkodierenden
Bereichen (braun). Die 220 kb-Sonde fiir die Markierung des c¢-myc bindet zwischen den
Markern D8S1128 und D8S490 (Abbildung 4.1). Beim Chromosom 9 wurden dagegen

" durchschnittliche Gendichte im humanen Genom betrigt 10 Gene Mbp™*
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1149 Gene und 426 Pseudogene identifiziert. Es gilt als gen-reich mit einem hohen GC-
Anteil. Das markierte Centromer 9 ist aulerdem durch heterochromatische C-Banden
flankiert, die reich an Satelliten-Sequenzen sind. [42] Da in den meisten Publikationen
nicht klar definiert wurde, ab welcher radialen Lage es sich um eine zentrale oder periphe-
re Lokalisation der Chromosomen bzw. Chromatindoménen handelt, sind vergleichende
Aussagen iiber den Zusammenhang zwischen Gendichte und Lage schwierig. Weiterhin
sind die Algorhithmen der Bildauswertung laborspezifisch und eine mdogliche Ursache
fiir die inhomogenen Ergebnisse, die grolen Spielraum zur Interpretation der Daten und
zum Aufstellen neuer innovativer Modelle zur Zellkernarchitektur geben. Die bei Bartova
et al. (2002) verwendete FISH 2.0 Software des eigenen Laboratoriums scheint #hnlich
der hier verwendeten Bildanalyse zu sein, bei der die radiale Position als Euklidische
Distanz zwischen einem Gen und dem nihesten Punkt der Kerngrenze berechnet wird
[11]. Diese Herangehensweise eignet sich besonders fiir Zellkerne mit einer verénderten
Morphologie [11]. Allerdings wurden bei [11] die Distanzen zum Rand auf der Basis von

zweidimensionalen Projektionen berechnet.

Bei der Betrachtung der radialen Position der Centromere 8 und 9 konnte gezeigt
werden, dass die Fixierung einen Einfluss auf die Position heterochromatischer Bereiche
im Zellkern hat. Dabei scheint aber eher der Verlust der Proteine durch die Verwen-
dung von Eisessig [44] urséchlich zu sein, als mogliche Verinderungen der DNA durch
Denaturierung. Hinweise dazu gibt die Untersuchung von Petrova et al. (2005), bei der
humane primére Fibroblasten lysiert, permeabilisiert und mit RNase behandelt sowie das
Chromatin mittels DNase I und II aufgeschlossen wurden [63]. Anschlieflend erfolgte die
Formaldehydfixierung und Markierung der Centromere von Chromosom X, 1 und 19.
Das Hybridisierungsprotokoll beinhaltet ebenfalls zwei Ethanol-Reihen (Dehydrierung
der Kerne). Die radiale Position der markierten Centromere wurde durch die starke
Degradierung des Chromatins nicht beeinfluf3t, was fiir die Autoren ein Hinweis darauf
ist, dass Proteine der Kernmatrix die Organisation des Interphasezellkerns bestimmen
und weniger die elektrostatische Abstofung des negativ geladenen Chromatins. In dieser
Arbeit wurde Pepsin-Losung zum Proteinabbau (Reduzierung der Eigenfluoreszenz und

Erhohung des Signal-zu-Rausch-Verhiltnis) bei den Methanol /Eisessig- als auch bei den
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PFA-fixierten Zellen verwendet. Der Einfluss des Proteinverdaues auf die Zellkernstruk-
tur verhilt sich anscheinend nicht identisch. Es ist naheliegend, dass bei der Vernetzung
der Proteine durch Formaldehyd die Architektur des Zellkerns stabilisiert wird und ein
Proteinverdau verzogert stattfindet. Dies konnte auch eine Ursache fiir den erhhten
Hintergrund (Eigenfluoreszenz der Proteine) bei den Formaldehyd-Préparationen sein,
was bei den konfokalen und bei den Messungen mit dem SMI auffillig war. Bei den
Methanol /Eisessig fixierten Zellen findet zu dem, wie schon beschrieben, ein Ausfillen

der Proteine statt, was zu einem besseren Signal-zu-Rausch-Verhilnis fiihrt.
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5 Zusammenfassung und Ausblick

In der vorliegenden Arbeit wurde die GroBe (laterale Ausdehnung) und die radiale Po-
sition subchromosomaler Doménen sowie die Distanzen zwischen den Homologen der
Doménen im Zellkern quantitativ mit neuen und verbesserten Algorithmen der Bild-
auswertung gemessen. Um eine konventionelle Fluoreszenz in situ Hybridisierung durch-
zufiithren, eine Stabilisierung der Doménen zu erreichen und eine Mobilitdt der Doménen,
wie es bei in vivo Messungen der Fall ist, zu vermeiden, wurden die Préiparate fixiert. Da
die am verbreitesten Fixativa zum einen Methanol/Eisessig und zum anderen Formal-
dehyd sind, lag ein Schwerpunkt der Messungen auf der Quantifizierung des Einflusses
dieser Fixierungen auf die Morphologie der Zellkerne sowie auf der lateralen Ausdehnung
und Topologie der Doménen. Ein weiterer Schwerpunkt war die Bestimmung des Un-
terschiedes der lateralen Ausdehnung der Doménen in mitotischen Chromosomen und
in Interphasezellkernen. Eine Markierung der Doménen wurde durch die Fluoreszenz in
situ Hybridisierung erreicht, wobei auch der Einfluss der Hybridisierungsprozedur auf

die Zellkernmorphologie untersucht wurde.

In den normalen VH7 Fibroblasten und den fibroblastoiden LNCAP wurde das Centro-
mer von Chromosom 8 und die heterochromatische Proto-Onkogen-Doméne 8q24/c-myc
simultan markiert. Das Centromer von Chromosom 9 wurde in normalen Lymphozyten
und Prostatakrebsgewebe mit einer Oligonukleotid-Sonde bekannter Sequenz (18 nt) hy-
bridisiert. Die Detektion der préaparierten Zellkerne erfolgte mittels konfokalem Laser-

rastermikroskop und mit dem Spatially Modulated Illumination-Mikroskop.
Der besondere Wert, der hier vorgelegten Untersuchungen der Zellkernmorphologie

unter Beriicksichtigung der Fixierung, liegt in der Quantifizierung des Einflusses mit

Hilfe konfokaler Prézisionsmessungen und 148t folgende Schlussfolgerungen zu:
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Die Art der Fixierung und die anschlieBende Hybridisierung bewirken eine Verénde-

rung der Zellkernmorphologie. Die Verdnderungen sind nicht fiir alle Zellen gleich.
Methanol/Eisessig-fixierte Zellkerne sind flacher als Formaldehyd-fixierte Kerne.

Das Zellkernvolumen wird bei allen Préparaten unabhéngig von der Fixierung
durch die Hybridisierungprozedur kleiner, wobei der Effekt bei den Formaldehyd-

fixierten Zellen am Ausgeprégtesten ist.

Der Morphologieverédndernde Einfluss der KCl-Behandlung wird, vor allem bei den
Zellkernen der Fibroblasten, durch Verlust der ellipsoiden Form deutlich.

Die ellipsoide Form der Zellkerne von Fibroblasten néhert sich der Form von sphéri-

schen Zellkernen an, wenn Fibroblasten in Suspension aufgenommen werden.

In dieser Arbeit wurden weiterhin erstmals konfokale quantitative Hochprézisionsmes-

sungen mit Hilfe des von David Baddeley entwickelten ten point models durchgefiihrt,

deren Ergebnisse wie folgt zusammengefaf3t werden kénnen:
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Das zur Grofenmessung verwendete ten point model fithrt zu einer Uberschitzung
der Grofle von Objekten im 100 nm-Bereich und eine Unterschitzung der Grofie
ab 200 nm. Dies liegt an der physikalisch-begrenten lichtoptischen Auflésung des
CLSM (lateral ~ 250 nm, axial ~ 600 nm).

Das ten point model kann hervorragend auch auf Gewebeschnitte angewendet wer-

den.

Der Unterschied der lateralen Ausdehnung der subchromosomalen Doménen zwi-
schen mitotischen Chromosomen und Interphasechromatin ist mit einem Faktor
von 1.18 fiir das Centromer 8 und 1.11 fiir die 8q24/c-myc Doméne gering, wobei

die Genregion in Metaphase ausgedehnter ist als in Interphase.

Die Gegensitzlichkeit der lateralen Ausdehnung von Centromer 8 und der Genre-
gion in Meta- und Interphase in der selben Préparation lassen eine unterschiedliche
Sensitivitdt innerhalb mitotischer Chromosomen gegeniiber dem Fixativ, dem Pro-

teinverdau und/oder der hohen Temperatur vermuten.



e Die Fixierung der Zellkerne hat auf die laterale Ausdehnung der subchromoso-
malen Doménen im Interphasekern einen geringen Einfluss. Die Doménen sind in
Formaldehyd-fixierten Fibroblasten im Mittel um 22 nm kleiner als in Methanol /-

Eisessig-fixierten Fibroblasten.

e Die geringere laterale Zellkernausdehnung der Formaldehyd-fixierten Fibroblasten
steht mit der geringeren lateralen Ausdehnung der subchromosomalen Doménen

dieser Fixierung im Zusammenhang (verglichen mit Methanol /Eisessig).

Zusétzlich wurde der Einfluss der Fixierung auf die Topologie von Doménen im Zell-
kern quantifiziert, wobei das von Stefan Stein entwickelte Programm zur randbasierten,

relativen radialen Positionsbestimmung verwendet wurde und diese Folgerungen zuléf3t:

e Die radiale Position der subchromosomalen Doménen und die Distanz zwischen

den Homologen wird nicht durch die KCl-Behandlung beeinflufit.

e Bei den Zellkernen der Formaldehyd-Fixierung liegt das Centromer 8 (LNCAP)
bzw. 9 (Lymphozyten) bei den nicht-synchronisierten Zellen weiter auen als in

Methanol /Eisessig-fixierten Kernen.

Die quantitativen Messungen der subchromosomalen Doménen mit dem SMI-Mikroskop

lassen nur wenige Aussagen zu, die da wéiren:

e Signale in Methanol/Eisessig-fixierten Zellen zeigen ein besseres Siganl-zu-Rausch-

Verhiltnis als in Formaldehyd-fixierten Zellen.
e Die untersuchten Doménen sind alle deutlich grofler als 200 nm.

e Die 8q24 Doméne in VHT7 Fibroblasten zeigt im Zellkern eine hohere Modulations-
tiefe als in mitotischen Chromosomen, was auf Unterschiede in der Struktur dieser

Domaéne hinweisen konnte.

Um in zukiinfigen Arbeiten, Aussagen iiber den Zusammenhang zwischen Gréfle der
Doméne und Genaktivitit bzw. Position im Zellkern und Genaktivitdt machen zu kénnen,
sollten die Zellen in der Gy- als auch in der G1-Phase synchronisiert und mittels gleichzei-

tiger pKi-67 und Myc-Antikorpermarkierung identifiziert werden. Eine simultane Mar-
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kierung der mRNA- und der DNA sollte ebenfalls aussagekriftig hinsichlich der Akti-
vitét sein. Groflenmessungen in vivo beziiglich der Aktivitdt des Gens und damit zusam-
menhéngende mogliche Strukturverinderungen sind zum jetzigen Zeitpunkt nicht genau
moglich. Fiir die Groflenmessungen mittels SMI-Mikroskop wird eine Sonde benétigt, die
einen kleineren Bereich der DNA markiert bzw. die Messungen sollten sich auf Objekte
konzentrieren, bei denen man weif3, dass sie klein und sphérische genug sind. Die Un-
terschiatzungen der Gréflen mittels ten point model sollten reduziert werden, wenn statt
eines Schitzwertes fiir die PSF (basierend auf anderen Messungen) eine, den Untersu-
chungen direkt begleitend, experimentell-ermittelte PSF verwendet wird. Auflerdem soll-
te fiir zukiinftige Abschiatzungen der Groflen von Doménen mittels ten point models der
Zusammenhang zwischen mittlere Distanz und Standardabweichung einer GauB-férmi-
gen Verteilung, an Stelle des eindimensionalen Falls, der zwei- bzw. dreidimensionale Fall
verwendet werden. Der Korrekturfaktor von 1.128 wurde hier nicht mehr beriicksichtigt,

da zum jetzigen Zeitpunkt keine Vergleiche mit externen Daten durchgefiihrt werden.
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