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Zusammenfassung

1. Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurde zunachst untersucht, ob mittels eines kommerziell
erworbenen optischen Rasternahfeldmikroskops das Abbilden chromosomaler DNA
im optischen und topographischen Modus mdéglich ist oder ob Verdnderungen des
Setups vorgenommen werden missen. Weiterhin wurde Gberprift, ob in Fluoreszenz
in situ-Hybridisierungen eingesetzte DNA-Sonden optisch und topographisch
dargestellt werden koénnen, bis zu welcher kleinsten GrélRe Zielsequenzen
nachgewiesen werden koénnen und ob die Abbildungen mit denen aus der
konventionellen  Fluoreszenzmikroskopie = korrelieren.  AbschlieBend  wurde
untersucht, ob das optische Rasternahfeldmikroskop auch zur
Manipulation/Extraktion chromosomaler DNA geeignet ist.

Initial wurden Fluoreszenz in situ-Hybridisierungen mit einer Zentromersonde gegen
Chromosom 1, welche mit einer grof3en Zielsequenz von 440kb-1,51Mb hybridisiert,
durchgefiihrt. Es zeigte sich, dass das vorliegende Setup des optischen
Rasternahfeldmikroskops im Allgemeinen nicht fur die zu untersuchenden Proben
geeignet war. Durch Veranderungen bei der Positionierung der Mikroskopspitze, der
Detektionseinrichtung und der Abstandsregelung konnte das Setup so umgerustet
werden, dass die optische und topographische Abbildung von Metaphase-
chromosomen sowie der Zentromersonde gegen Chromosom 1 gelang. Im
Gegensatz zur konventionellen Fluoreszenzmikroskopie zeigten sich im
Zentromerbereich zwei Signale, was flr Telomersonden bereits beschrieben ist.
Durch den Einsatz eines Sondenmix gegen alle Zentromere wurde das Auffinden von
Sonden, die ebenfalls eine groRe Zielsequenz im Bereich mehrerer hundert kb bis
ca. 5Mb haben, erleichtert. Im Vergleich zu fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen
waren bei der Rasternahfeld-Analyse einige Zentromersignale in zwei oder mehrere
kleine Teile aufgetrennt. Aulerdem kamen mit dieser Technik auch wenig intensive
Sondensignale zur Darstellung.

Mit der c-myc-Sonde konnte eine Sonde abgebildet werden, die mit einer
mittelgroRen Zielsequenz von 80kb hybridisiert.

Kleinere, mittels Polymerase-Ketten-Reaktion selbst hergestellte Sonden, die eine
Lange von 1031, 718, 485, 243bp besallen, konnten dagegen nicht nachgewiesen
werden, was mdglicherweise durch eine verminderte Hybridisierungseffizienz der

Fluoreszenz in situ-Hybridisierungen bedingt war. Mit diesem Ansatz konnte folglich
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die untere Nachweisgrenze hinsichtlich der Auflésung des optischen
Rasternahfeldmikroskops nicht bestimmt werden.

Es konnte gezeigt werden, dass mit dem optischen Rasternahfeldmikroskop neben
dem abbildenden Modus auch die Manipulation chromosomaler DNA mdglich ist. Der
Beweis der Extraktion konnte bisher jedoch nicht erbracht werden.

Das optische Rasternahfeldmikroskop stellt fir die medizinische und biologische
Forschung ein vielversprechendes Werkzeug dar, da es die optische und
topographische Darstellung von sowohl chromosomaler DNA als auch darauf
lokalisierter Sonden erlaubt. Ebenso ist deren Manipulation im Nanometerbereich
mdglich. Dadurch kann es zum Bindeglied zwischen der molekularen Zytogenetik
und der Molekularbiologie werden. Technische Weiterentwicklungen versprechen
zukilinftig eine einfachere Bedienbarkeit sowie eine weitere Verbesserung der

Auflésung und erdffnen somit viele neue Perspektiven.
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Summary

This study was aimed at investigating whether a commercial scanning near-field
optical microscope (SNOM) was suitable for displaying chromosomal DNA in the
optical and topographic mode, or if technological changes in the setup must be
conducted. Furthermore, this study determined if DNA probes used in fluorescence in
situ hybridization (FISH) could be displayed optically and topographically. This study
was also aimed at identifying the smallest size target sequences that can be
detected, and aimed at determining if SNOM images correlate with those of a
conventional fluorescence microscope. Finally, it was investigated whether the
SNOM was suited for manipulation and extraction of chromosomal DNA.

Initially, FISH was performed with a centromere probe against chromosome 1, which
contains a large target sequence ranging from 440kb to 1.51Mb. It was shown that
the actual SNOM setup was not suitable for displaying the probes. After modifications
were conducted in the positioning of the microscope tip, the detection device and the
distance regulation, the setup could be used to display metaphase chromosomes
and the centromere probe against chromosome 1 in optical and topographic mode. In
contrast to conventional fluorescence microscopy, two distinct signals were detected
in the centromere region, which has already been described for telomere probes. By
application of a probe mix against all human centromeres, locating of these probes,
sized several hundred kb to about 5Mb, was facilitated. In comparison to
fluorescence micrographs, some centromere signals were split into two or more small
signals when applying the SNOM setup. Furthermore, using this technique, less
intense signals could be detected. By using the c-myc probe, midsized target
sequences of 80kb were also displayed. However, small probes with lengths of 1031,
718, 485 and 243bp respectively, produced by polymerase chain reaction (PCR),
could not be detected which maybe was caused by a low hybridization efficiency of
the FISH-experiments. Thus, using this approach it was not possible to determine the
detection limit in regard to the resolution of the SNOM.

It was shown that using the SNOM, in addition to its optical use, manipulation of
chromosomal DNA was achievable, although the evidence of extraction could not be
supplied yet.

The SNOM constitutes a promising tool for medical and biological research by

enabling the display of optical and topological information of chromosomal DNA and
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target sequences. Also, manipulation of chromosomal DNA in the nanometer range is
feasible. Thereby, SNOM can become a link between molecular cytogenetic and
molecular biology. Further technical advancements may lead to simpler operability,

improved resolution, and possibilities of novel applications.
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2. Einleitung

2.1 Fluoreszenz in situ-Hybridisierung (FISH)

Die Identifikation und das Kartieren von Genen sind in der Molekularbiologie, der
zytogenetischen Forschung und der medizinischen Diagnostik von besonderer
Wichtigkeit.

Die hier eingesetzte Fluoreszenz in situ-Hybridisierung (FISH) stellt eine Technik dar,
mit der Gene erkannt und Kkartiert werden koénnen. Das Prinzip der in situ-
Hybridisierung (ISH) beruht darauf, dass markierte einzelstrdngige DNA- oder RNA-
Sonden mit komplementéarer einzelstrangiger zellularer DNA oder RNA unter
geeigneten  Bedingungen  Hybride bilden. Die ISH ermdéglicht es,
Nukleinsduresequenzen in Geweben, Zellen, Zellkernen und Chromosomen zu
lokalisieren. Damit |&sst sich die Nukleinsdure direkt im biologischen Praparat in situ,
also vor Ort, nachweisen. Die ISH wurde 1969 von GALL und PARDUE und
unabhangig davon von JOHN et al. entwickelt. Sie verwendeten radioaktiv markierte
Sonden, deren Nachteile in dem zeitlichen Aufwand der Signaldetektion und einem
starken Hintergrund bestanden. Dadurch war die genaue 6rtliche Lokalisierung der
Zielsequenz eingeschrankt, was durch die mit der Zeit abnehmende Signalstabilitat
zuséatzlich erschwert wurde. Einen entscheidenden Fortschritt brachte die Erfindung
der nichtradioaktiven ISH (MANNING et al., 1975). In der Folge entstand eine
Vielzahl verschiedener Protokolle und markierter Sonden (LANGER et al., 1981;
TRASK, 1991), welche die schnelle, einfache und prézise Lokalisierung der
Zielsequenz ermdglichten. PINKEL et al. fihrten 1986 die FISH ein, bei der die mit
einem Reportermolekil markierte Sonde mit einem fluoreszenzmarkierten
spezifischen Bindungspartner detektiert wird, welcher mit einem
Fluoreszenzmikroskop sichtbar gemacht werden kann.

Die Anwendungsmdglichkeiten der FISH sind vielféltig: Fragestellungen der
biologischen und medizinischen Grundlagenforschung ebenso wie spezielle klinische
Probleme in den verschiedensten Bereichen der Medizin kénnen mit der FISH
angegangen werden - angefangen von der prd- und postnatalen
Chromosomenanalyse Uber die molekulare Pathologie und Hamatologie bis hin zur

Erforschung genetisch bedingter Erkrankungen.
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Hierfir stehen mittlerweile verschiedene Sondentypen zur Verfigung. Mit
chromosomen- oder chromosomenarm-spezifischen Sonden (,Painting Sonden®)
kénnen in der prd- und postnatalen Zytogenetik Markerchromosomen identifiziert
werden. Aullerdem kdnnen multiple Chromosomenrearrangements (PAl et al., 1980;
STANKIEWICZ et al.,, 1997), strahlenbedingte Chromosomenschaden sowie
Translokationen, die mit der klassischen Bénderungsmethode nicht zu erkennen
sind, sogenannte kryptische Translokationen, nachgewiesen werden (LEDBETTER,
1992). Fur die Darstellung von Telomertranslokationen hingegen sind die
chromosomen- oder chromosomenarm-spezifischen Sonden nicht geeignet. Dies
gelingt mit Subtelomer- bzw. Telomersonden, mit denen auch kleinere Deletionen der
Schlusssequenz sichtbar gemacht werden kénnen. Chromosomenverénderungen in
den Subtelomerregionen werden bei Patienten mit mentaler Retardierung,
Dysmorphiezeichen sowie Entwicklungsverzdgerungen beobachtet.
Zentromersonden ermdglichen die Identifizierung von Markerchromosomen in
Metaphasechromosomen. Ferner werden sie beim pranatalen Schnelltest an
Interphasezellen zur Markierung der Chromosomen 18, X und Y eingesetzt, wodurch
numerische Aberrationen, wie das Klinefelter-Syndrom (47,XXY), das Turner-
Syndrom (45,X0) und das Edwards-Syndrom (Trisomie 18) erkannt werden kdnnen.
,Dual color/dual fusion“-Sonden stellen eine Mischung zweier Einzelsonden (grin
und rot) dar, die jeweils einen bestimmten Bruchpunkt lberspannen, so dass bei
einer stattgefundenen Translokation das Fusionssignal auf beiden translozierten
Chromosomen zu finden ist. Sind diese Translokationen spezifisch fir eine
Erkrankung, kann dadurch die Diagnose gesichert werden. Dies ist bei der chronisch
myeloischen Leukamie der Fall, bei der mehr als 90% der Patienten eine
Translokation t(9;22) des c-abl-Protoonkogens von Chromosom 9 zu Chromosom 22
in die Region des bcr-Gens aufweisen. Mit einer ,Dual color/dual fusion“-Sonde kann
auch die reziproke Translokation beim Burkitt-Lymphom t(8;14) nachgewiesen
werden. ,Dual color/break apart-Sonden sind Zweifarbensonden, deren
Genregionen im Bruchpunktbereich zweifarbig markiert sind. Im Falle einer
Translokation werden die beiden Farben getrennt, womit z.B. 11923 Anomalien der
akuten lymphatischen Leukamie sichtbar gemacht werden kénnen.

Mit Locus-spezifischen Sonden k&énnen Amplifikationen von Onkogenen (z.B.
Her2/neu) sowie Deletionen von Tumorsuppressorgenen (z.B. p53) erkannt werden.

Auch kénnen Mikrodeletions-Syndrome, wie das DiGeorge Syndrom (SCHMICKEL,
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1986; SCAMBLER et al., 1992) nachgewiesen werden. Bei einigen Mikrodeletions-
Syndromen konnten mittels FISH zusatzliche aberrante Chromosomenabschnitte
neben den bereits durch Routine- oder High-Resolution-Untersuchungen bekannten
aufgedeckt werden (BETTIO et al., 1995).

Die Beispiele belegen, dass die FISH eine erganzende Methode zur klassischen
zytogenetischen Diagnostik darstellt und dartber hinaus eine Prazisierung
chromosomaler Aberrationen erlaubt. Dennoch scheinen die Grenzen der FISH noch
nicht erreicht, da es mittlerweile mit gentechnischen Methoden prinzipiell méglich ist,
jede DNA-Sequenz zu klonieren und somit auch kleinste Sonden herzustellen.
Jedoch wird die Darstellung kleinster Sonden und damit die Auswertung der FISH-
Experimente durch die Auflésung limitiert.

Dies gilt auch fur das Erstellen physikalischer Genkarten mittels FISH (GINGRICH et
al., 1993). Auf physikalischen Genkarten werden die Lage definierter Sequenzen auf
den Chromosomen und deren physikalische Abstédnde (in bp) vermessen. Somit
kann die Position einzelner Gene auf den Chromosomen bestimmt werden
(SCHNITTGER et al., 1992; ODA et al., 1997). Diese kann wichtige Aufschliisse tber
die Funktion des entsprechenden Gens liefern. Ist der Genort lokalisiert, so kénnen
durch den Vergleich eines auffalligen Phanotyps mit einer diese Region betreffenden
chromosomalen Aberration Rickschlisse auf die Funktion des Gens gezogen
werden.

Fur das physikalische Kartieren werden verschiedene Sonden benutzt, die mit Hilfe
von in Vektoren einklonierten genomischen DNA-Fragmenten hergestellt werden. Die
gréfliten genomischen DNA-Fragmente von mehreren hundert kb bis zu 2Mb kénnen
in kinstlichen Hefechromosomen (engl.: yeast artificial chromosomes, YACSs)
enthalten sein (BURKE et al., 1987; BRAY-WARD et al., 1996). Mittlerweile werden
jedoch vielfach  kunstliche bakterielle Chromosomen (bacterial artificial
chromosomes, BACs) verwendet, da sie stabiler als YACs sind (KIM et al., 1996) und
zudem mit einer InsertgréRe von 100-300kb Uber eine ausreichende Kapazitat fur
eine Grobkartierung verfigen (SHIZUYA et al.,, 1992). Auf dem Phagen P1
beruhende Chromosomen (P1 derived artificial chromosomes, PACs), die eine
InsertgréRe von 130-150kb besitzen (IOANNOU et al., 1994), und auf E. coli
basierende Cosmide, die DNA in einer GréRenordnung von 30-44kb enthalten
(COLLINS, HOHN, 1978), erlauben eine feinere Kartierung. Einzelkopiesequenzen,
wie z.B. das von SCHERTHAN et al. (1992) nach einmaliger Amplifikation noch
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nachweisbare single-copy Plasmid von 3,65kb ermdglichen eine noch exaktere
physikalische Kartierung. Jedoch gestaltet sich die Darstellung dieser
Einzelkopiesequenzen schwierig, da sie nur schwache Sondensignale erzeugen und
daher hochempfindliche optische Systeme der Fluoreszenzmikroskopie wie auch
entsprechend sensitive und hochauflésende Bildaufnahme- und Bildverarbeitungs-
verfahren erforderlich sind.

Die Aufldsung, d.h. der detektierbare Abstand zwischen zwei Zielsequenzen, wird
dabei auch vom Kondensationsgrad der  Ziel-DNA mitbestimmt.
Metaphasechromosomen sind stark kondensiert und erlauben nur eine relativ grobe
Kartierung mit einer Auflésung von 1-1,5Mb, d.h. dass zwischen den einzelnen
Sonden ein Abstand von 1-1,5Mb bestehen muss, damit sie getrennt voneinander
aufgelost werden koénnen (LAWRENCE et al, 1990; TRASK et al.,, 1991;
HEISKANEN et al, 1996). Somit kann nur eine Vorinformation Uber die
mutmallichen Positionen gewonnen werden, die durch eine hochauflésende FISH
erganzt werden muss. Durch Zentrifugation der isolierten Metaphasechromosomen
werden diese bis zu 20fach gestreckt und die stérende Kondensation der
Metaphasechromosomen damit Uberwunden. Die Technik wurde von HAAF und
WARD (1994) entwickelt, ihre Anwendbarkeit fur das physikalische Kartieren von
LAAN et al. (1995) demonstriert. Die so praparierten Chromosomen eignen sich
hervorragend, schnell und zuverlassig Sequenzen aufzufinden, die nur noch 200-
300kb voneinander getrennt sein missen (HEISKANEN et al, 1996). Jedoch
unterliegt das Strecken der einzelnen Chromosomen sehr starken Schwankungen
und folglich kénnen die Abstdnde zwischen den Signalen nicht genau reproduziert
werden. Im Gegensatz zu Metaphasechromosomen liefern Interphasekerne weniger
stark kondensiertes Chromatin und erméglichen eine Auflésung von ungefahr 50kb
bis 1Mb (TRASK, 1991; van den ENGH et al., 1992). Dieser breite Auflésungsbereich
stellt neben dem geringen Praparationsaufwand einen der Hauptvorteile des
Kartierens wahrend der Interphase dar; aullerdem kann im Vergleich zu den
mechanisch gestreckten Metaphasechromosomen eine Abstandsbestimmung
erfolgen (TRASK et al., 1989). Allerdings geht die Telomer-Zentromer Orientierung
bei den Interphasekernen verloren, so dass nur die relative Lage einer Reihe von
Sonden auf kirzerer Distanz ermittelt werden kann. Die gréfite Auflésung kann mit
der ,High-Resolution-FISH®, auch ,Fibre-FISH* genannt, erzielt werden. Bei dieser

Methode werden ausgestreckte DNA-Strange prapariert, was auf unterschiedliche
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Arten méglich ist. Eine Art, die so genannte ,Molecular-Combing-Methode®, erfordert
einen silanisierten Objekttrager (BENSIMON et al.,, 1994), eine andere benitzt in
Agarose eingebettete DNA-Strange, die geschmolzen und mechanisch gestreckt
werden (HEISKANEN et al., 1994). Die so entstandenen DNA-Fibers erlauben eine
Auflésung von ca. 1-500kb (HEISKANEN et al., 1996) und eine exakte
Abstandsbestimmung. Jedoch geht auch hier die Telomer-Zentromer Orientierung
verloren.

Somit kann die Aufldsung im Vergleich zur klassischen Chromosomenpréparation an
Metaphasechromosomen durch die Anwendung anderer Praparationstechniken
verbessert werden. Als nachteilig erweist sich dabei aber, dass dies teilweise mit
einem deutlich erhéhten Praparationsaufwand, einer unprazisen Abstandsbestim-
mung sowie dem Verlust der Telomer-Zentromer Orientierung verbunden ist, was die
physikalische Feinkartierung erschwert.

Folglich wére eine Auflésungsverbesserung winschenswert, die nicht mit diesen
Nachteilen behaftet ist und zusatzlich eine Auflésung unter 1kb ermdéglicht. Dadurch
kénnten auch kleinste Deletionen und DNA-Amplifikationen, die bislang
fluoreszenzmikroskopisch nicht darstellbar sind, nachgewiesen werden.

Daher wurde in der vorliegenden Arbeit ein anderer Ansatz gewahlt, um eine
Verbesserung der Auflésungsgrenze zu erreichen. Es wurde eine andere
Mikroskopiertechnik, die optische Rasternahfeldmikroskopie (engl.: scannning near-
field optical microscopy, SNOM) benutzt, die bislang vorwiegend in der Physik

eingesetzt wurde.
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2.2 Optische Rasternahfeldmikroskopie (SNOM)

Die SNOM gehért zur Gruppe der Rastersondenmikroskopie (engl.: scanning probe
microscopy, SPM), zu der auch die Rastertunnelmikroskopie (engl.: scanning
tunneling microscopy, STM) und die Rasterkraftmikroskopie (engl.: atomic force
microscopy, AFM) gezahlt werden. Gemeinsam ist diesen Mikroskopiertechniken,
dass eine scharfe Spitze verwendet wird, die gegeniber der Probenoberflache
verschoben wird, was mit Piezoelementen gesteuert wird.

Die SNOM entwickelte sich direkt nach dem Beginn der Rastertunnelmikroskopie
noch vor der Rasterkraftmikroskopie (POHL et al., 1984). Wa&hrend die
Rasterkraftmikroskopie sich relativ schnell als ein sehr gutes Instrument zur
Untersuchung biologischen Materials im Nanometerbereich erwiesen hat, wurde die
SNOM lange Zeit als akademische Methode angesehen. Nach dem Nachweis ihrer
Effizienz (BETZIG et al., 1991) und ihrer biologischen Anwendbarkeit (van HULST,
MOERS, 1996) hat die SNOM jedoch zunehmend an Aufmerksamkeit gewonnen.
Benutzt man herkémmliche optische Mikroskope, so erreicht man eine Auflésung, die
von der Wellenlange (L) des benutzten Lichts abhangig ist. Die Auflésungsgrenze
liegt bei ca. der halben Wellenldnge (A/2), auch als Abbé sches-Diffraktionslimit
bezeichnet. Grundlage hierfir ist die Heisenberg 'sche Unschéarferelation. Theoretisch
ware zwar eine 6rtliche Auflésung von 200-250nm méglich, doch wird in der Praxis
die Grenze von 0,5um nur mit konfokalen Mikroskopen mit Olimmersionsobjektiven
unterschritten.

Bei der SNOM hingegen ist die physikalische Gesetzmé&Rigkeit der Diffraktionsgrenze
aufgehoben. Ursache hierfur ist das Arbeiten im Nahfeld. Ist der Abstand des
Beobachters zur Lichtquelle geringer als die Wellenlange des eingesetzten Lichts, so
befindet sich der Beobachter im Nahfeld. Im Nahfeld ist die Auflésung nur noch von
der Grolde der Lichtquelle und ihrem Abstand zur Oberflache des zu untersuchenden
Materials abhangig (HEINZELMANN, POHL, 1994; POHL et al., 1996). Um eine
moglichst kleine Lichtquelle zu erhalten, wird das benutzte Licht durch eine sehr
kleine Offnung geleitet. Diese ist fiir gewdhnlich kleiner als 100nm und liegt damit
weit unterhalb der Wellenldnge des benutzten Lichts. In Bezug auf die Wellentheorie
ist dies nur moglich, wenn sich jenseits der Offnung neue Wellen bilden, deren
Wellenléange im GréRenbereich des Offnungsdurchmessers liegt. Man spricht von so
genannten evaneszenten Wellen. Der Abstand der Lichtquelle zur Oberflache des zu
untersuchenden Materials kann bis auf wenige Nanometer verringert werden.
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Dadurch wird eine Subwellenldngenaufldsung erreicht, die die Mdglichkeit bietet,
Untersuchungen im Nanometerbereich anzustellen.

Im Gegensatz zur AFM liefert die SNOM nicht nur Informationen Uber die
Oberflachenbeschaffenheit (topographischer Modus) der Probe, sondern kann auch
simultan optische Signale visualisieren (optischer Modus). Diese sind insbesondere
fur das Verstandnis biologischer Prozesse sehr wichtig. Durch den Vergleich der
optischen und topographischen Aufnahmen kann z.B. die Lokalisation einer Sonde
exakt bestimmt werden. Bisher bestand keine Mébglichkeit, verschieden gefarbte
DNA-Sonden auf denselben Chromosomen mit einer Auflésung im
Nanometerbereich zu unterscheiden, da sowohl bei der Elektronenmikroskopie als
auch bei der Kraftmikroskopie die optische Unterscheidung nicht méglich ist.

Ein weiterer Vorteil der SNOM ist, dass ein praparativer Aufwand, wie z.B. die
spezielle Vorbehandlung der Objekttrager mit einer Goldbedampfung oder die
Fixierung des zu untersuchenden Materials, nicht ndétig ist. Dadurch kann im

Gegensatz zur Elektronenmikroskopie Material zerstérungsfrei erforscht werden.

In der Vergangenheit wurde die SNOM uberwiegend zur Untersuchung spezieller
physikalischer Fragestellungen eingesetzt. Ferner wurde aber auch die prinzipielle
Eignung der SNOM fiir biologische Anwendungen gezeigt. Einige Beispiele dafir

sind im Folgenden aufgelistet:

- Untersuchung intrazellularer Strukturen (BETZIG et al., 1993; MURAMATSU
et al., 1996)

- Darstellung der Struktur von Myofibrillen (SEIBEL, POLLACK, 1997)

- Darstellung ungefarbter Bakterien (BEN-AMI et al., 1998)

- Nachweis von Partikeln des Tabakmosaikvirus (KELLER et al., 1998)

- Untersuchung von mit Plasmodium falciparum infizierten Erythrozyten
(ENDERLE et al., 1997)

- Untersuchung von Lipiden (HORIUCHI et al., 1999)

- Charakterisierung von Zelloberflachen (KIRSCH et al., 1998; SUBRAMANIAM
et al., 1998; JENEI et al., 1999; NAGY et al., 1999)

- Untersuchung von Drosophila-Chromosomen (KIRSCH et al., 1998; JENEI et
al., 1999)
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2.3 Ziele

In der vorliegenden Arbeit sollte die Anwendung des SNOM im Vergleich zur
konventionellen  Fluoreszenzmikroskopie bei der Auswertung von FISH-

Experimenten untersucht werden.

Im Detail sollten folgende Fragestellungen beantwortet werden:

1. Ist das kommerziell erworbene SNOM im vorliegenden Setup prinzipiell zum
Abbilden chromosomaler DNA geeignet oder miussen Modifizierungen des
Setups vorgenommen werden?

2. Koénnen in der FISH eingesetzte DNA-Sonden, die mit groRen Zielsequenzen
hybridisieren, im topographischen und optischen Modus dargestellt werden?
Wie ist die Korrelation des topographischen und des optischen Modus?

3. lIst reproduzierbares Arbeiten mdglich?

4. Kénnen DNA-Sonden, die mit mittelgroBen Zielsequenzen hybridisieren,
topographisch und optisch dargestellt werden?

Korrelieren der topographische und der optische Modus?

5. Kénnen mit dem SNOM auch DNA-Sonden topographisch und optisch
nachgewiesen werden, die mit Zielsequenzen hybridisieren, die kleiner als die
bislang mittels konventioneller Fluoreszenzmikroskopie nachweisbaren sind?
Korrelieren der topographische und der optische Modus? Bis zu welcher
kleinsten Grélle kénnen diese Zielsequenzen in FISH-Experimenten
dargestellt werden?

6. Korrelieren die SNOM-Abbildungen mit denen aus der konventionellen
Fluoreszenzmikroskopie?

7. Ist das SNOM auch zur Manipulation/Extraktion chromosomaler DNA

geeignet?

Zur Klarung dieser Fragen wurden FISH-Experimente mit einer Zentromersonde
gegen Chromosom 1, einem Sondenmix gegen alle Zentromere, einer c-myc-Sonde
sowie mittels Polymerase-Ketten-Reaktion hergestellten Sonden der Lange 1031,
718, 485, 243bp durchgeflhrt.
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3. Material und Methoden

3.1 Chromosomenpraparation

Vor der Durchfihrung der FISH musste zuerst das Ausgangsmaterial, die
Chromosomen, gegen die hybridisiert werden sollte, gewonnen werden. Hierzu
dienten im Rahmen der Versuche zwei unterschiedliche Zelltypen. Zum einen
wurden Metaphasechromosomen aus menschlichen Blutlymphozyten prapariert, zum
anderen aus der Zelllinie Colo 320 DM. Diese stammt von einem Colon-Karzinom ab
und enthalt Double minutes (DM), wobei es sich um extrachromosomale DNA
handelt.

Wichtige Voraussetzung fiir eine erfolgreiche und gute Chromosomenpréparation
war eine ausreichende Menge mitotischer Zellen. Daher wurde den Zellen ein
Néhrmedium (RPMI) zugeflgt, welches Faktoren enthélt, die die Zellen zur
Proliferation anregen. Durch die =zusatzliche Gabe von Colcemid, das ein
abgeschwachtes Derivat des Spindelgiftes Colchizin darstellt, werden die Zellen in
der Metaphase angehalten. Folglich sammeln sich wahrend der Einwirkdauer des
Colcemids nach und nach immer mehr Zellen in der Metaphase an.

Prinzipiell bestehen zwei Madoglichkeiten der Zellgewinnung: Entweder wird das
gesamte Zellmaterial zur Mitosengewinnung herangezogen, was bei der
Chromosomenpraparation aus menschlichen Blutlymphozyten so gehandhabt wurde,
oder nur ein Teil der mitotischen Zellen zur Mitosengewinnung benutzt und der
andere Teil zur Weiterkultivierung verwendet. Dies war bei der Chromosomen-

praparation aus der Zelllinie Colo 320 DM der Fall.

3.1.1 Chromosomenpréaparation aus menschlichen Lymphozyten

Bei der Praparation von Metaphasechromosomen aus menschlichen Lymphozyten
wurde dem Probanden Blut aus der Arteria brachialis entnommen. 0,8ml des Blutes,
8ml RPMI Nahrmedium (+ 10% FCS, 1% Penicillin/Streptomycin) und 0,4ml
Phytohdmagglutinin wurden in eine Kulturflasche gegeben und diese in den mit 5%
CO; begasten 37°C warmen Brutschrank (Fa. Heraeus) gestellt. Durch die Zugabe
des Mitogens Phytohdmagglutinin wird die Teilung der T-Zell-Fraktion der
Lymphozyten durch Permeabilitdtsverdnderungen der Zellmembran stimuliert,

wahrend die B-Zell-Fraktion und andere kernhaltige Zellen unbeeinflusst bleiben.
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3.1.1.1 Colcemidbehandlung

72h spater wurde Colcemid (Endkonzentration 0,1 pg/ml) unter der Sterilbank in das
Roéhrchen gegeben und hierdurch ein Mitosearrest erreicht. Die Dauer der
Colcemidbehandlung musste optimiert werden, um eine gute Beurteilung der
Metaphasen mit dem Fluoreszenzmikroskop zu gewabhrleisten. Ziel war es, eine
groke Anzahl von Metaphasen, die einen optisch gut auswertbaren
Kondensationsgrad aufwiesen, zu erhalten. War die Anzahl an Metaphase-
chromosomen zu gering, musste die Colcemidbehandlung verldngert werden; waren
die Chromosomen zu stark kondensiert, musste sie verkirzt werden. Es zeigte sich,
dass eine Colcemidbehandlung von 30min eine hohe Dichte an Metaphasen mit
Chromosomen eines mittleren Kondensationsgrades lieferte. Nach der Colcemid-
behandlung erfolgte fur 30min die Inkubation bei 37°C im Brutschrank. Um die
Mitosen zu gewinnen, wurde der Ansatz anschliefend in Zentrifugenréhrchen
umgefillt und fir 10min bei 1000U/min zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgesaugt

und verworfen. Als néchster Schritt fand die Hypotoniebehandlung statt.

3.1.1.2 Hypotonie

Die Hypotoniebehandlung fihrt zu einer Schwellung der Zellen, das Chromatin quillt,
die Chromosomen trennen sich voneinander und werden besser entwirrt. Dadurch
gelingt eine bessere Spreitung der Chromosomen bei der anschlieRenden
Préparation. AuRerdem kommt es zur Lyse der kernlosen Erythrozyten. Ein
vorzeitiges Zerplatzen der Lymphozyten, was aus einer zu langen Hypotoniezeit
resultiert, sollte vermieden werden. Als hypotone Ldsung diente 0,0375M KCL.
Davon wurden 5ml mit einer Pipette vorsichtig zu dem Zellpellet pipettiert und danach
langsam suspendiert, wobei es moéglichst nicht zur Bildung von Blasen kommen
sollte. Das Réhrchen wurde anschliel3end in den 37°C warmen Brutschrank gestellt.
Zur Optimierung der Methode wurden verschieden lange Hypotoniezeiten erprobt.
Bei einer Hypotoniezeit von 6min lagen die Mitosen noch in ihren Hiullen; eine
Hypotoniebehandlung Uber 9min flhrte zum vorzeitigen Zerplatzen der Zellen.
Weitgehend hillenlos waren die Mitosen bei einer Hypotoniezeit von 7min, so dass
diese Zeit fur die nachfolgenden Préparationen ibernommen wurde.

Es folgte ein zweiter Zentrifugierschritt tber 10min bei 1000U/min und das Absaugen

des Uberstandes.
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3.1.1.3 Fixierung

Die anschlieRende Fixierung soll die Gewebestruktur konservieren und den Verlust
von Nukleinsauren verhindern. Hierfur wurde ein -20°C kaltes Gemisch aus Methanol
und Essigsdure im Verhaltnis 3:1 als Fixans verwendet. Methanol denaturiert und
prazipitiert Proteine durch Dehydratation in saurer Umgebung, wahrend Essigsaure
Nukleoproteine koaguliert und in Verbindung mit Wasser aus der Luft eine
Zellschwellung bzw. ,Chromosomendehnung® bewirkt. Es musste darauf geachtet
werden, dass das Fixans nicht zu schnell zu den durch die Hypotoniebehandlung
geschwollenen und damit sehr sensiblen Zellen hinzugegeben wurde, da diese
vorzeitig zerplatzen kénnten. Insgesamt wurden 6ml Fixans hinzupipettiert, zuerst
tropfenweise, dann in gréReren Volumina.

Nach jeder Zugabe wurde direkt suspendiert. Eine Blasenbildung war auch hier
wieder zu vermeiden. FUr mindestens 1h lagerten die Rdhrchen bei -20°C. Im
Anschluss wurde erneut 10min lang bei 1000U/min zentrifugiert und der Uberstand
verworfen.

Die oben beschriebenen Schritte wurden insgesamt 3-mal durchgefihrt. Beendet
wurde die Fixierung durch Zugabe von 2 Volumen an Fixans zu dem
Sedimentvolumen. So resultierte eine gute Dichte der Mitosen beim spéateren

Auftropfen.

3.1.1.4 Auftropfen der Mitosen

Das Pellet wurde in dem zugegebenen Fixans suspendiert und auf Glasobjekttrager
aufgetropft, wodurch es zum Platzen der Kernmembran und zur Spreitung der
Chromosomen der mitotischen Zellen kommt. Wurden die Mitosen nicht direkt im
Anschluss an die Praparation aufgetropft, so konnten sie im Kihlschrank bei 4°C
gelagert werden. Diese Zellen mussten dann vor dem Auftropfen zuerst 10min bei
1000U/min zentrifugiert und das Pellet anschlieBend erneut im Fixans suspendiert
werden.

Fur die Technik des Auftropfens wurden verschiedene Bedingungen ausgetestet; die
Objekttragervorbehandlung, die Auftropfhéhe und das Pipettenmaterial wurden
variiert.

Die Mitosen wurden nach dem Auftropfen an der Luft angetrocknet und zum
vollstdndigen Trocknen auf eine 80°C heilRe Heizplatte gelegt. Mit einem Mikroskop

(Axiovert 25, Zeiss) wurde die Qualitat der Praparation Uberpruft.
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Die Qualitat der Praparate wurde mit Hilfe folgender Kriterien beurteilt:

- Anzahl der Mitosen

- Spreitung der Mitosen

- Vorhandensein von Hullen

- Kondensationsgrad und Fixierungszustand der
Chromosomen

- Verunreinigung des Praparates durch

Zellbestandteile

Ziel war eine mdglichst hohe Anzahl gut gespreiteter und fixierter Mitosen auf einem

mdglichst sauberen Objekttrager.

3.1.2 Chromosomenpréaparation aus der Zelllinie Colo 320 DM

Neben den Metaphasechromosomen, die aus menschlichen Blutlymphozyten
prapariert wurden, wurden auch Metaphasechromosomen aus einer Zelllinie Colo
320 DM prépariert. Auf diesen sollten mit der nachfolgenden FISH Amplifikationen
des c-myc Onkogens im Bereich von 8924 nachgewiesen werden. Ferner sollten sich
die Amplifikationen auch auf den auferhalb der Chromosomen gelegenen Double

minutes befinden.

3.1.2.1 Arbeitsbedingungen fiir die Zellkultur

Alle Zellkulturarbeiten fanden an einer sterilen Werkbank (Fa. Heraeus) statt. Die
Instrumente wurden ebenso wie die bereits steril angelieferten Zellkulturflaschen und
Zentrifugenréhrchen vor Gebrauch nochmals kurz abgeflammt. Die selbst

angesetzten Lésungen wurden autoklaviert.
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3.1.2.2 Zellkultivierung

Als Ausgangsmaterial diente die Zelllinie Colo 320 DM (Passage 10), die in flissigem
Stickstoff gelagert worden war. Angesetzt wurde die Zellkultur durch Zugabe des
Mediums RPMI 1640 (+ 10% FCS, 1% Penicillin/Streptomycin, 1% NEA). Das
Medium wurde langsam zu den eingefrorenen Zellen hinzupipettiert, bis diese
aufgetaut waren. Danach wurden die Zellen bei 1200U/min 3min lang abzentrifugiert
und der Uberstand verworfen. Das Pellet wurde mit 7ml Medium wieder
aufgenommen. Je 3,5ml wurden anschlieRend in zwei kleine Kulturflaschen (25cm?
Greiner T25) gegeben und kultiviert. Die Zellkultivierung erfolgte unter
Standardbedingungen (5% CO, 37°C).

Anfangs wurden die Zellen taglich, spater im Abstand von zwei Tagen mikroskopisch
begutachtet. Der erste Mediumwechsel fand nach zwei Tagen statt, nachdem ein
Anwachsen der Zellen beobachtet worden war. Danach wurde das Medium wahrend
der ersten Woche je nach Dichte der Zellcluster alle ein bis zwei Tage gewechselt.
Nach zwei Wochen waren genigend Zellen vorhanden, um eine

Chromosomenpraparation durchzufihren.

3.1.2.3 Unterkultivierung

Nach 28 Tagen war der Zellrasen nahezu konfluent, so dass die erste
Unterkultivierung notwendig wurde. Hierzu wurde das Medium abpipettiert, die
Kulturflasche zweimalig mit 5ml sterilem PBS gespult, welches verworfen wurde.
Danach wurden 3ml 37°C warmes Trypsin (0,25%) in die Kulturflasche
dazugegeben, um die adharenten Zellen vom Boden abzulésen. Anschlieliend wurde
fur 5min bei 37°C inkubiert.

Unter dem Umkehrmikroskop (Axioskop 25, Zeiss) wurde der Zeitpunkt des Ablésens
abgepasst. Das Ablésen wurde durch seitliches Beklopfen der in senkrechter
Position gehaltenen Kulturflasche erreicht. Zur Neutralisierung des Trypsins wurden
5ml  Medium hinzupipettiet und der gesamte Kulturflascheninhalt in ein
Zentrifugenréhrchen umpipettiert. AnschlieBRend wurde Uber 3min bei 1200U/min
zentrifugiert, der Uberstand verworfen. Das Pellet wurde mit 8ml Medium

aufgenommen, gut durchmischt und auf neue Kulturflaschen verteilt.
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3.1.2.4 Metaphasen-Praparation

Ein Tropfen Colcemid wurde in eine kleine Kulturflasche gegeben, die anschlief3end
im  Brutschrank inkubiert wurde. Auch hier musste die Dauer der
Colcemidbehandlung optimiert werden. Das beste Ergebnis wurde mit einer
Colcemidbehandlung von 3h15min erzielt. Nach der Colcemidbehandlung wurde das
Medium abpipettiert. Um das Ablésen der Zellen zu erreichen, wurden danach 3ml
Trypsin in die Kulturflasche pipettiert. Unter dem Umkehrmikroskop wurde der
Zeitpunkt des Ablésens abgepasst. Das Trypsin und die Mitosen wurden daraufhin
abpipettiert und in ein Zentrifugenréhrchen gegeben. Die Kulturflasche wurde mit 2ml
Medium gespult, welches in das Zentrifugenréhrchen mit den abtrypsinierten Zellen
gegeben wurde. Die Kulturflasche wurde mit 4ml frischem Medium versehen und
zurlck in den Brutschrank gestellt.

Die folgenden Schritte entsprachen vom Ablauf her denen der bereits bei der
Chromosomenpraparation aus den menschlichen Blutlymphozyten beschriebenen
(s. 3.1.1.1-3.1.1.4, S.17, 18), wobei hier eine Hypotoniezeit von 12min das beste
Ergebnis lieferte. Die Zentrifugation erfolgte mit 1200U/min tber 7min, fixiert wurde
zweimal. Die zweite Fixierung dauerte Uber Nacht. Auch hier wurden die Zellen direkt

im Anschluss aufgetropft.
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3.2 Polymerase-Ketten-Reaktion (engl.: polymerase chain reaction,
PCR)

3.2.1 Prinzip der PCR

Sie reicht auf Experimente zuriick, die von KLEPPE erstmalig 1969 auf der ,Gordon
Conference on Nucleic Acids® o6ffentlich vorgestellt wurden. Die moderne PCR-
Technologie wurde 1983 von MULLIS entwickelt. Sie erméglicht es, definierte DNA-

Bereiche zu amplifizieren.

Zu Beginn der PCR wird bei 94°C eine 5-minitige Denaturierung durchgefiihrt, die
gewabhrleisten soll, dass die gesamte DNA vollstandig denaturiert wird.
Danach folgen drei Hauptschritte, die n-mal (n=Anzahl der Zyklen) durchlaufen

werden:

e die Denaturierung
e das Annealing

e die Synthese

Im ersten Schritt wird die Matrizen-DNA bei 94°C denaturiert, das heil3t die
doppelstradngige DNA wird in Einzelstrange getrennt. Im zweiten Schritt lagert sich
pro Einzelstrang jeweils ein Oligonukleotid, der Primer, an. Das Anlagern, Annealing,
geschieht bei der fir den Primer spezifischen Temperatur. Diese hangt von der
Lange des Primers und seiner Basenzusammensetzung ab. Entsprechend liegt die
Temperatur zwischen 45-65°C und muss optimiert werden. Die beiden Primer
missen komplementar zu ihrer Bindungsstelle sein. Ein Primer lagert sich an das 3'-
OH-Ende des einen, der andere an das 5°-OH-Ende des anderen Einzelstranges an.
Im dritten Schritt erfolgt die Synthese der Komplementarstrange. Dazu sind eine
thermostabile Polymerase und ein Nukleotidmix aus den 4 Nukleotiden dATP, dTTP,
dCTP und dGTP nétig. Damit es zur Veresterung der Nukleotide durch die
Polymerase und damit zur Primerextension kommt, muss auch wiederum ein
enzymspezifisches Temperaturoptimum bestehen. Fir die im vorliegenden Protokoll

verwendete Tag-Polymerase liegt es bei 72°C.
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Nach Abschluss der gewilnschten Synthese werden die neu entstandenen Strange
wieder denaturiert und die Temperatur anschlielend auf die Annealingtemperatur
gesenkt. Die Primer kénnen wieder binden und es erfolgt eine erneute Synthese. Bei
n-Zyklen entstehen so 2" Kopien der Matrizen-DNA.

Am Ende der Kettenreaktion dient ein 5-mindtiger Syntheseschritt dazu, alle

begonnenen Polymerisationen fertigzustellen.
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Abb. 1: Prinzip der PCR
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3.2.1.1 Reaktionsansatz
Zuerst wurde fir jedes Primerpaar die Annealingtemperatur gesucht, welche umso
hoéher liegt, je héher der GC-Basengehalt der Primer ist. Es wurde ein Thermocycler
(Perkin Elmer, Gene Amp PCR System 2400) verwendet, der einen
Temperaturgradienten besall. 9 verschiedene Temperaturen konnten gleichzeitig
eingestellt werden:

= 51,7°C

= 53,2°C

= 545°C

= 56,0°C

= 57,5°C

= 59,1°C

= 60,4°C

= 61,5°C

= 62,4°C

Es wurden 4 verschiedene Primerpaare (alle MWG-Biotech GmbH) eingesetzt, die
sich innerhalb des c-myc Onkogens anlagern und PCR-Produkte mit einer Lange von
1031, 718, 485 und 243bp liefern sollten.

Primerpaar 1031: MYC 1031-A: 5°-CTC TGG AAC AGG CAG ACA CA-3°
MYC 1031-B: 5-TGC CTC TCG CTG GAA TTA CT-3°
Primerpaar 718: MYC 718-A: 5-TGG AAA ACC AGG TAA GCA CC-3’
MYC 718-B: 5"-GAT TCC AGG AGA ATC GGA CA-3’
Primerpaar 475: MYC 475-A: 5-GTC TTA GGT AAG AAT TGG CA-3°
MYC 475-B: 5-CGT TAG AAA GGT CTC TGG AC-3’
Primerpaar 243: MYC 243-A: 5-GGC ATT TAAATT TCG GCT CA-3°
MYC 243-B: 5"-GAT TCC AGG AGA ATC GGA CA-3’

Fur jedes Primerpaar wurde der folgende Reaktionsansatz 9-mal hergestellt. Um
eine Verunreinigung des Reaktionsansatzes mit Fremd-DNA zu vermeiden, wurde
unter der Sterilbank pipettiert. Die Reagenzien wurden auf Eis gelagert.
Zuerst wurden die DNA, der Puffer (10xPCR-Puffer, Pharmacia Biotech), das H,Odd
und die Nukleotide (Pharmacia Biotech) in ein PCR-Gefalk (Biozym)

24



Material und Methoden

zusammenpipettiert und durchmischt. Danach wurden die Primerpaare und zum

Schluss die Tag-Polymerase (Pharmacia Biotech) hinzugeflgt.

Tabelle 1: Pipettierschema fiir Mastermix 1

DNA 1l

Puffer 5ul

H,Odd 36,5ul
Nukleotide 5ul

Primer A 1ul (20uM)
Primer B 1ul (20uM)
Tag-Polymerase 0,5ul

2 50l

Der gesamte Ansatz wurde kurz mit dem Vortexgerdt durchmischt. Anschliel3end

wurden die PCR-Gefalde in den Thermocycler gestellt und die PCR gestartet.

3.2.1.2 PCR-Programm
Beginn: Denaturierung 94°C 5min

/
1. Schritt: Denaturierung 94°C 30-60s

30 Zyklen < 2. Schritt:  Annealing 45-65°C  30-60s

3. Schritt: Synthese 72°C 30-120s

~

Ende: Synthese 72°C 5min

So konnten fur jedes der 4 Primerpaare 9 verschiedene Annealingtemperaturen
simultan getestet werden. Welche Annealingtemperatur das beste Ergebnis lieferte,

konnte mit der Gelelektrophorese Uberprift werden.
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3.2.2 Verifizierung der PCR-Produkte mittels Gelelektrophorese

3.2.2.1 Herstellung des Agarosegels

Hierzu wurden 1,5g Agarose in 100ml 1xTAE-Puffer mit Hilfe eines Mikrowellenofens
geldst, so dass ein 1,5%-iges Agarosegel entstand. Die Entstehung von Schlieren
wurde durch Schitteln vermieden. Das Gel wurde in die zuvor grindlich gereinigte
Elektrophoresekammer (Easy Cast Elektrophoresis System, Owl Scientific) méglichst
ohne Luftblasenbildung gegossen, eine Spacerleiste fur die Slots eingelegt und die

Polymerisation des Gels abgewartet.

3.2.2.2 Auftragen der Proben

Je 25ul PCR-Produkt aus den 50ul Anséatzen fur die 4 verschiedenen Primerpaare
wurden mit je 3ul Ladepuffer versetzt und durchmischt. Anschlielend wurden diese
28ul-Ansétze in die Slots pipettiert. Die anderen 25ul des 50ul Ansatzes wurden im
Kihlschrank bei -4°C gelagert. Zur Bestimmung der Lange der PCR-Produkte diente
ein Molekulargewichtsmarker (Molekulargewichtsmarker VII, Boehringer Mannheim).
Hiervon wurden 2ul mit ebenfalls 3ul Ladepuffer zusammenpipettiert. Ein Volumen
von 28ul wurde durch Hinzupipettieren von 23ul H,Odd erreicht. Danach wurde die
Elektrophorese bei 110V gestartet. Mittels des im Ladepuffer enthaltenen Farbstoffs
Bromphenolblau konnte die Wanderung der DNA durch das Gel beobachtet werden.

Die Laufzeit betrug 30min.

3.2.2.3 Darstellung der PCR-Produkte

Um die PCR-Produkte sichtbar zu machen, wurden die Gele mit Ethidiumbromid
(EtBr, c=0,005%) in einer Wanne gefarbt. Spater wurde zwecks einer einfacheren
Handhabung EtBr in gleicher Konzentration direkt bei der Herstellung des
Agarosegels dazugegeben. Zur Dokumentation wurden die Gele unter UV-Licht
fotografiert.

Die Lange der PCR-Produkte konnte durch Vergleich mit dem
Molekulargewichtsmarker bestimmt werden. Die beste Annealingtemperatur war
diejenige, die eine mdglichst ,reine” Bande lieferte. Eine hohe Reinheit entspricht
einer hohen Spezifitit der PCR-Produkte. Es zeigte sich, dass bei
Annealingtemperaturen von 54,5°C (Abb. 2: Bahnen 4, 14 oben und unten) und
56,0°C (Abb. 2: Bahnen 5, 15 oben und unten) fir alle Primerpaare &hnlich gute
PCR-Produkte entstanden. Daher wurde bei den folgenden PCR aus

Praktikabilitdtsgriinden eine Annealingtemperatur von 55,0°C gewahlt.
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Auf Abb. 2 ist das Agarosegel, das zur Bestimmung der Annealingtemperatur
herangezogen wurde, zu sehen. Insgesamt sind 40 Bahnen zu erkennen. Die
Bahnen 1 links oben und links unten sowie die Bahnen 11 oben und unten zeigen
den Molekulargewichtsmarker. Die Bahnen 2-10 oben entsprechen den PCR-
Produkten des Primerpaares 243, die Bahnen 12-20 oben den PCR-Produkten des
Primerpaares 485, die Bahnen 2-10 unten den PCR-Produkten des Primerpaares
718, die Bahnen 12-20 unten den PCR-Produkten des Primerpaares 1031 bei den 9
getesteten Annealingtemperaturen. Diese nehmen fiur alle Primerpaare von links

nach rechts zu.

Abb. 2 zeigt das Agarosegel, mit dem die Annealingtemperatur bestimmt wurde. Die Bahnen 1 links oben und
links unten sowie die Bahnen 11 oben und unten entsprechen dem Molekulargewichtsmarker. Oben sind auf
den Bahnen 2-10 die PCR-Produkte des Primerpaares 243, auf den Bahnen 12-20 die PCR-Produkte des
Primerpaares 485 zu sehen. Unten kommen auf den Bahnen 2-10 die PCR-Produkte des Primerpaares 718,
auf den Bahnen 12-20 die des Primerpaares 1031 zur Darstellung. Die 9 getesteten Annealingtemperaturen
nehmen fir alle Primer von links nach rechts zu. Die Auswertung ergab, dass eine Annealingtemperatur von
54,5°C (Bahnen 4 und 14 oben und unten) bzw. von 56,0°C (Bahnen 5 und 15 oben und unten) &hnlich gute
PCR-Produkte flr die 4 verschiedenen Primerpaare lieferte.

Neben der Annealingtemperatur sind fur die Herstellung spezifischer PCR-Produkte
die eingesetzte Menge an DNA und Primer entscheidend, weshalb diese optimiert
werden mussten. Dazu wurden die urspringlichen Primer- und DNA-Mengen

zunachst auf 1:10 verdinnt, wodurch ein leichteres Pipettieren ermdglicht wurde.
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Somit entsprach in den folgenden Mastermixen die in 10ul enthaltene DNA- bzw.

Primermenge der urspriinglichen in 1ul enthaltenen Menge.

Fur jedes Primerpaar wurden 4 Mastermixe angesetzt:

Mastermix 1:

entsprach dem in Tab. 1 angegebenen Ansatz

Mastermix 2:

Es wurde nur 1/10 der urspringlichen DNA-Menge eingesetzt, d.h. 1ul (siehe
Tab. 2). Die Mengen an Primer, Nukleotiden, Tag-Polymerase und Puffer blieben
konstant. Das Ausgangsvolumen von 50ul wurde durch Anpassen der Wassermenge

auf 18,54l eingestellt.

Tabelle 2: Pipettierschema fir Mastermix 2

DNA 1l
Puffer S5ul
H,Odd 18,5l
Nukleotide 5ul
Primer A 10ul
Primer B 10ul
Taqg-Polymerase 0,5ul
> 50ul
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7/10 der urspriinglichen Primermenge wurde eingesetzt, d.h. 7ul (siehe Tab. 3). Bis

auf die Wassermenge blieben die Mengen der anderen Bestandteile des Ansatzes

unverandert.

Tabelle 3: Pipettierschema fir Mastermix 3

DNA 10ul
Puffer 5ul
H,Odd 15,50l
Nukleotide 5ul
Primer A 7ul
Primer B 7ul
Taqg-Polymerase 0,5ul
> 50ul
Mastermix 4 :

Sowohl die eingesetzte DNA- als auch die Primermenge wurden verandert, ndmlich
auf 1/10 der urspriinglichen DNA- und auf 7/10 der urspringlichen Primermenge

(siehe Tab. 4). Dadurch musste die Wassermenge auf 24,5ul angepasst werden. Die

anderen Bestandteile blieben gleich.

Tabelle 4: Pipettierschema fir Mastermix 4

DNA 1ul
Puffer 5ul
H,Odd 24,5l
Nukleotide Sul
Primer A 7ul
Primer B 7ul
Tag-Polymerase 0,5ul
> 50ul
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Danach wurde mit jedem Mastermix eine PCR mit einer Annealingtemperatur von
55,0°C durchgefihrt.

Die optimale Menge an DNA und Primer wurden auch hier wieder durch Uberpriifung
mit der Gelelektrophorese bestimmt. Mastermix 2 lieferte fur alle Primerpaare das
beste PCR-Ergebnis, was auf Abb. 3 zu sehen ist.

Das Agarosegel zeigt die PCR-Produkte der 4 Mastermixe fir die 4 Primer. Links
oben und unten kommt der Molekulargewichtsmarker zur Darstellung. Oben folgen
auf den Bahnen 2-5 die PCR-Produkte der 4 Mastermixe flr das Primerpaar 243,
beginnend mit dem PCR-Produkt des Mastermix 1. Die Bahnen 7-10 oben
entsprechen den PCR-Produkten der 4 Mastermixe des Primerpaares 718, ebenfalls
beginnend mit Mastermix 1. Unten sind auf den Bahnen 2-5 die 4 Mastermixe fiir das
Primerpaar 485, danach die PCR-Produkte der 4 Mastermixe fir das Primerpaar
1031 abgebildet, immer beginnend mit Mastermix 1. Das beste Ergebnis fir alle 4
Primerpaare liefert Mastermix 2. Da die Mastermixe des Primerpaares 485 schwierig
zu beurteilen waren, wurde der Versuch fiir das Primerpaar 485 wiederholt. Das

Ergebnis ist auf Abb. 4 zu sehen. Auch hier wurde mit Mastermix 2 das beste

Ergebnis erzielt.

Abb. 3 zeigt das Agarosegel mit den PCR-
Produkten der 4 Mastermixe fiir die 4 Primerpaare.
Auf der ersten Bahn links oben und auf der ersten
Bahn links unten kommt der Molekular-
gewichtsmarker zur Darstellung. Oben folgen die
PCR-Produkte der 4 Mastermixe des Primerpaares
243, eine freie Bahn und anschlieRend die PCR-
Produkte der 4 Mastermixe des Primerpaares 718.
Unten sind neben dem Molekulargewichtsmarker die
PCR-Produkte der 4 Mastermixe des Primerpaares
485, eine freie Bahn und danach die PCR-Produkte
des Primerpaares 1031 abgebildet.

Mastermix 2 (Bahnen 3 und 8 oben und unten)
liefert fur alle 4 Primerpaare das beste PCR-
Produkt, wobei die Mastermixe des Primerpaares

485 schwierig zu beurteilen sind.
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Abb. 4 zeigt auf Bahn 1 den Molekulargewichtsmarker.
Auf den Bahnen 2-5 sind die PCR-Produkte der 4
Mastermixe des Primerpaares 485 abgebildet, beginnend
mit Mastermix 1. Mastermix 2 zeigt von allen Mastermixen

die sauberste Bande.

Da die Uberprifung mit der Gelelektrophorese ergab, dass Mastermix 2 fur alle
Primerpaare das beste PCR-Ergebnis lieferte, wurde dieser Ansatz fir die folgenden

PCR Gibernommen.

3.2.3 Herstellung der Sonden

Hierzu wurden die im Kihilschrank gelagerten restlichen 25ul PCR-Produkt des

ursprunglichen 50ul Ansatzes weiterverarbeitet.

3.2.3.1 Aufreinigen der PCR-Produkte

Aufgereinigt wurde mit Hilfe des Qiaquick PCR Purification Kit (Qiagen).

Zu einem Volumen PCR-Produkt wurden 5 Volumen eines PB-Puffers gegeben, das
Ganze durchmischt und in eine Spin-Sdule pipettiert, die in ein Sammelréhrchen
gestellt wurde. Der PB-Puffer gewahrleistete mit einem speziellen Salzgehalt und
einem pH< 7,5, dass die PCR-Produkte wéhrend des folgenden Zentrifugiervorgangs
an eine Silicium-Gel-Membran binden konnten, die sich in der Spin-Saule befand.
Zentrifugiert wurde fur 30-60s bei 13 000U/min. Der Durchfluss wurde verworfen.
Zum Waschen wurden 0,75ml PE-Puffer in die Spin-Saule gegeben, wieder fir 30-
60s zentrifugiert und der Durchfluss mit den Verunreinigungen verworfen.
Verbliebener PE-Puffer wurde in einem anschlieBenden einminitigen

Zentrifugiervorgang entfernt.
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Danach wurde die Spin-Sdule in ein neues, sauberes 1,5ml Sammelréhrchen
gestellt. Um die gebundenen PCR-Produkte aus der Silicium-Gel-Membran
herauszuwaschen, wurden 50ul EB-Puffer in die Spin-Séaule pipettiert und fur 1min
zentrifugiert. Der EB-Puffer besal® im Gegensatz zum PB-Puffer einen niedrigen
Salzgehalt und einen pH von 8,5.

Die aufgereinigten PCR-Produkte wurden in einer Vakuumzentrifuge (Appligene)
getrocknet. Fir die abschliellende Markierung mit einem Nick Translations Mix wurde

ein Volumen von16ul mit H,Odd eingestellt.

3.2.3.2 Markierung der PCR-Produkte

Die PCR-Produkte wurden durch Nick Translation markiert. Hierzu sind zwei Enzyme
notwendig: zum einen die DNase | und zum anderen die DNA-Polymerase |. Die
DNase | erzeugt in Anwesenheit von Mg?*-lonen an statistisch verteilten Stellen der
DNA Einzelstrangbriiche, ,nicks“. Hier greift die DNA-Polymerase | an und baut mit
ihrer 5°3’-Exonukleaseaktivitdt Nukleotide in Syntheserichtung ab. Mit ihrer
Polymeraseaktivitdt ersetzt die DNA-Polymerase | gleichzeitig die entfernten
Nukleotide durch markierte und unmarkierte Nukleotide komplementar zum anderen
Strang. So entstehen Strange, die markierte Nukleotide enthalten. Diese kdénnen
radioaktiv oder mittels eines Haptens markiert sein. Die auf diese Weise markierte
DNA kann als Sonde in der FISH eingesetzt werden.

Fur die Markierung wurde ein gebrauchsfertiger Nick Translations Mix (Boehringer
Mannheim) mit Biotin als markierendem Hapten verwendet. Er enthielt DNase |,
DNA-Polymerase 1, 0,25mM dATP, 0,25mM dCTP, 0,25mM dGTP, 0,177mM dTTP
und 0,08mM Biotin-16-dUTP in einem optimierten Pufferkonzentrat mit 50% Glycerin.
Das vorgegebene molare Verhaltnis von Biotin-16-dUTP zu dTTP garantiert, dass
jedes 20.-25. Nukleotid der neu synthetisierten DNA markiert ist. Diese Haptendichte

liefert die ideale Sensitivitat fir die immunologische Detektionsreaktion.

Wahrend der folgenden Pipettierschritte waren die benutzten Reagenzien auf Eis
gestellt. Zu den 16ul, die am Ende des oben beschriebenen Aufreinigens vorlagen
und die das PCR-Produkt in H,Odd enthielten, wurden 4ul des Biotin-Nick

Translations Mix hinzupipettiert. Anschlielend erfolgte die Inkubation bei 15°C lber
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90min. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 1ul 0,5M EDTA (pH 8,0) und 10min
Erhitzen auf 65°C gestoppt. Damit war die eigentliche Markierung abgeschlossen.
Gefaéllt wurde die markierte Sonde durch Zugabe von 2ul 3M Na-Acetat und 60l
eiskaltem 100%-igem Ethanol. Der Ansatz wurde mit dem Vortexgerét durchmischt,
fur 30min bei -20°C inkubiert und danach bei 4°C wéhrend 30min mit 14 000U/min
zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet mit der markierten
Sonde mittels einer Vakuumzentrifuge getrocknet. Die Sonde wurde in 10ul 50%igem
Formamid, 2xSSC (pH 7,0) aufgenommen, 30min mit dem Vortexgerat durchmischt
und schliefl3lich wieder kurz zentrifugiert.

Somit entstand fur jedes Primerpaar eine Sonde der entsprechenden Lénge, die in

einer FISH eingesetzt werden konnte.
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3.3 Fluoreszenz in situ-Hybridisierung (FISH)

3.3.1 Prinzip

Die FISH ermdglicht es, DNA-Bereiche auf den Chromosomen mit Hilfe von Sonden
darzustellen. Bei den Sonden handelt es sich um Nukleinsduren in Form von DNA
oder RNA. Die Sonden lagern sich mit dem komplementdren DNA-Abschnitt des
Chromosoms zusammen. Voraussetzung fur das Binden der Sonden ist, dass der
DNA-Doppelstrang der Ziel- und Sonden-DNA zuerst in zwei Einzelstrange
aufgetrennt wird, was durch Hitzedenaturierung geschieht. Damit die Morphologie
der Préaparate beim Denaturieren nicht zerstért wird, gibt man Formamid hinzu, was
pro zugegebenem Prozentpunkt die Schmelztemperatur um 0,72°C absenkt. Die
Bindung der Sonden an die Ziel-DNA kommt durch Basenpaarung zustande und es
entsteht ein neuer Doppelstrang. Die neu gebildeten Hybride sind umso stabiler, je
gréRer die Ubereinstimmung der Basensequenz zwischen der Sonde und der Ziel-
DNA ist, d.h. je spezifischer die Sonde ist. AulRer den spezifisch gebundenen
Sondenmolekiilen entstehen immer auch unspezifische Bindungen, die weniger
stabil sind. Diese sollen mittels Stringenzwaschungen gelést werden. AnschlieRend
erfolgt die Detektion der Sonden.

Handelt es sich um Sonden, die durch eingebaute Fluoreszenzfarbstoffe direkt
markiert sind, so kdnnen diese unmittelbar nach der Hybridisierung mit einem
Fluoreszenzmikroskop sichtbar gemacht werden. Handelt es sich dagegen um
Sonden, die durch an sie gekoppelte Haptene, wie z.B. Biotin oder Digoxigenin
markiert sind, so missen zuerst diese Reportermoleklle detektiert werden. Hierflr
werden spezifische Bindungspartner benutzt, die wiederum mit einem
Fluoreszenzfarbstoff gekoppelt sind, welcher dann mit einem Fluoreszenzmikroskop
betrachtet werden kann. Ist das Fluoreszenzsignal zu schwach, so kann es verstéarkt
werden. Der fur die Detektion verwendete spezifische Bindungspartner wird hierbei
mit einem zweiten fir ihn spezifischen Bindungspartner markiert. An diesen zweiten
ist wieder ein Hapten gekoppelt, welches anschlielend detektiert werden kann. Zur
besseren Lokalisierung der Sonden kann die DNA der Chromosomen mit DAPI

gegengefarbt werden.
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Abb. 5: Prinzip der FISH

Die FISH wurde mit verschiedenen Sonden durchgefihrt, flir die unterschiedliche
Protokolle etabliert werden mussten. In einem ersten Schritt wurden Sonden
eingesetzt, die mit grol3en Zielsequenzen hybridisieren.

Die hierbei initial benutzte Sonde (a-satellite DNA probe for chromosome 1, Locus
D1Z5, Oncor) hybridisiert mit der Zentromerregion des gréfsten Chromosoms,
Chromosom 1, und besitzt eine Zielsequenz von 440kb bis 1,51Mb (WEVRICK,
WILLARD, 1989). Spater wurde ein Sondenmix verwendet, der mit den
Zentromerregionen aller Metaphasechromosomen (All human Centromeres, ao-
satellite, Oncor) hybridisiert, und dessen Zielsequenzen ebenfalls im Bereich
mehrerer hundert kb bis ca. 5Mb liegen (WAYE et al., 1987; WEVRICK, WILLARD,
1989; LEE et al., 1997). Sowohl fur die FISH-Experimente mit der Zentromersonde
gegen Chromosom 1 als auch fir die FISH-Experimente mit dem Sondenmix gegen
alle Zentromere wurden Metaphasechromosomen aus menschlichen Lymphozyten
benutzt.

In einem zweiten Schritt wurde eine c-myc-Sonde (Oncor) eingesetzt, die mit einer
mittelgroRen Zielsequenz von 80kb hybridisiert. Die Zielsequenz umfasst das c-myc

Onkogen der Zelllinie Colo 320 DM und flankierende Sequenzen.
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AbschlieRend wurden die mittels PCR hergestellten Sonden verwendet, die mit
Zielsequenzen von 1031, 718, 475 sowie 273bp innerhalb des c-myc Onkogens
hybridisieren.

Als Substrat fur die FISH-Experimente mit der c-myc-Sonde und den mittels PCR
hergestellten Sonden dienten die Metaphasechromosomen der Zelllinie Colo 320
DM.

3.3.2 Protokolle

Die FISH-Experimente wurden nach folgendem Grundprotokoll durchgefihrt, wobei

fur die verschiedenen Sonden Variationen eingefiihrt wurden.

3.3.2.1 Grundprotokoll

Chromosomenvorbehandlung

Die Objekttradger mit den aufgetropften Mitosen wurden 10min in eine Kuvette mit
1xPBS gestellt. Danach wurde ein RNA-Verdau vorgenommen, der Hybridisierungen
der Sonde mit RNA vermeiden sollte. Hierfir wurden 60ul 2xSSC, das RNase in
einer Endkonzentration von 100ug/ml enthielt, pro Objekttrager aufpipettiert, ein
grolRes Deckglas (24mm x 60mm) aufgelegt und fir 1h bei dem Wirkoptimum des
Enzyms, 37°C, im Brutschrank inkubiert. AnschlieBend wurden die Deckglaser
entfernt, die Objekttrager in 2xSSC gegeben und bei Raumtemperatur 2x5min
inkubiert. Fur weitere 5min wurden die Objekttrdger in 37°C warmes 2xSSC
Uberfuhrt, um sie auf den folgenden bei 37°C stattfindenden 5-minutigen Verdau mit
0,4% Pepsin in 0,00M HCL (pH 2,0) vorzubereiten. Der Verdau sollte die
Zuganglichkeit der Ziel-DNA verbessern. Nach dem Verdau wurden die Objekttrager

bei Raumtemperatur fur 2x5min in 1xPBS gestellt.

Nachfixierung

Die Nachfixierung erfolgte mit 4% Paraformaldehyd in 1xPBS. Sie dauerte 5min unter
Einsatz eines Schiuttlers (Celloshaker, Variospeed, Renner GmbH).

Dann wurden die Praparate fir 10min mit 1xPBS-Tween 20 (0,1%) bei
Raumtemperatur gewaschen, mit einer aufsteigenden Alkoholreihe (je 5min 70%,
80%, 96% Ethanol) dehydriert und luftgetrocknet.

36



Material und Methoden

Denaturierung

Bevor die Hybridisierung erfolgen konnte, musste die Doppelhelix der Ziel-DNA
zunachst in zwei Einzelstrdnge aufgetrennt werden, was durch Denaturierung
geschah. Hier kamen im Laufe der Versuche zwei unterschiedliche Verfahren zum
Einsatz. Zum einen wurde eine Codenaturierung, zum anderen eine getrennte

Denaturierung von Ziel-DNA und Sonden-DNA vorgenommen.

Codenaturierung

10ul Hybridisierungsmix wurden pro Objekttrager aufpipettiert, ein kleines Deckglas
(18mm x 18mm) unter Vermeidung von Blasenbildung aufgelegt, mit Fotokleber
(Fixogum, Marabuwerke) verschlossen und wahrend 5min auf einer 72°C heil3en

Heizplatte codenaturiert.

Getrennte Denaturierung

Bei der getrennten Denaturierung wurden 100ul eines Denaturierungsmix (70%
Formamid in 2xSSC, pH 7,0) auf den Objekttradger mit der Ziel-DNA aufgebracht, ein
grolies Deckglas aufgelegt, mit Fotokleber verschlossen und fir 2min auf einer 70°C
heilRen Heizplatte denaturiert. AnschlieRend wurden die Deckglaser entfernt und mit
einer eiskalten aufsteigenden Alkoholreihe (je 3min 70%, 80%, 96% Ethanol)
dehydriert.

Getrennt davon wurden pro Objekttrdger 10ul Hybridisierungsmix in ein
Sicherheitseppendorfgefal pipettiert und dieses fir 5min in ein 37°C warmes
Wasserbad gegeben. Der Hybridisierungsmix wurde kurz mit dem Vortexgerat
durchmischt und anzentrifugiert. Die Denaturierung erfolgte wahrend 5min im 70°C
heiRen Wasserbad. Sofort danach wurde der Hybridisierungsmix wieder
anzentrifugiert und auf Eis gestellt.

Der Objekttrager mit der denaturierten Ziel-DNA und ein kleines Deckglas wurden auf
eine 37°C warme Heizplatte gelegt. 10ul des Hybridisierungsmix mit der darin
enthaltenen, nun denaturierten Sonde bzw. dem denaturierten Sondenmix wurden
direkt vom Eis auf den Objekttrédger aufpipettiert, das Deckglas unter Vermeidung

von Blasenbildung aufgelegt und mit Fotokleber verschlossen.
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Hybridisierung
Die Hybridisierung fand Uber Nacht in einer feuchten Kammer im 37°C warmen
Brutschrank statt. Am nachsten Tag wurde der Fotokleber mit einer Pinzette entfernt,

das Deckglas vorsichtig in 2xSSC abgel6st.

Stringenzwaschung

Um die unspezifischen Hybride abzuwaschen, musste die Stringenzwaschung
optimiert werden. Anschlieend wurden die Objekttrager in 4xSSC-Tween 20
(0,05%) gestellt, da die spateren Waschschritte mit dem gleichen Puffer erfolgten.
Unspezifische Bindungsstellen wurden mit 4xSSC, 0,5% Blockierungsreagenz 30min
lang geblockt. Hierfir wurden 75ul pro Objekttrager aufgetragen und dieser mit
einem grofRen Deckglas versehen. Das Blocken erfolgte in einer feuchten Kammer im
Brutschrank bei 37°C.

Detektion

Zur Detektion des Haptens Biotin, mit dem die Sonde gegen das Zentromer von
Chromosom 1, der Sondenmix gegen alle Zentromere und die mittels PCR
hergestellten Sonden markiert waren, wurde Streptavidin eingesetzt. Streptavidin
wird von Streptomyces avidinii produziert und ist ein tetrameres Protein mit 4
Bindungsstellen  fir  Biotin. An das verwendete  Streptavidin  war
Fluoresceinisothiocyanat (FITC) als Fluoreszenzfarbstoff gekoppelt. Streptavidin-
FITC (Vector) wurde in 4xSSC-Blockierungsreagenz im Verhéltnis 1:200 gelst.
Jeweils 100ul wurden pro Objekttrager aufpipettiert und ein grolRes Deckglas
aufgelegt. Die Inkubation erfolgte fir 30min im 37°C warmen Brutschrank. Um ein
Ausbleichen des FITC zu vermeiden, wurden die folgenden Schritte
- soweit méglich - unter Lichtausschluss durchgefiihrt. Uberschissiges, nicht
spezifisch gebundenes Streptavidin wurde in anschlieBenden Waschschritten
entfernt. Hierzu wurden die Objekttrédger nach Entfernen des Deckglases fir 3x5min
in 4xSSC-Tween 20 (0,05%) bei Raumtemperatur gestelit.

Amplifikation
Wurde amplifiziert, so geschah dies mit einem Antikdrper gegen Streptavidin, der
seinerseits wieder biotinyliert war (Anti-Streptavidin, biotinyliert, Vector). Er wurde im

Verhdltnis 1:400 in 4xSSC-Blockierungsreagenz geldést. 100ul wurden pro
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Objekttréager aufpipettiert und dieser mit einem groRen Deckglas versehen. Die
Inkubation erfolgte fiir 30min im 37°C warmen Brutschrank. Ungebundene Antikérper
wurden durch 3x5-mindtiges Waschen mit 4xSSC-Tween 20 (0,05%) bei
Raumtemperatur entfernt.

Danach wurde wieder eine Detektion mit Streptavidin-FITC durchgefuhrt, wobei jetzt
nicht das Biotin der Sonde, sondern das Biotin des Anti-Streptavidins detektiert
wurde. Dadurch erhéht sich die Anzahl der FITC-Molekile und das Signal wird
starker. Anschliefend erfolgte ein erneutes 3x5-minitiges Waschen mit 4xSSC-
Tween 20 (0,05%) bei Raumtemperatur.

Es konnte mehrfach amplifiziert werden.

Um die Praparate optisch besser beurteilen zu koénnen, erfolgte die DNA-
Gegenfarbung durch Inkubation mit 240ng DAPI/mI 2xSSC fur 10min. Zum Schluss
wurden die Praparate mit einer aufsteigenden Alkoholreihe (je 5min 70%, 80%, 96%

Ethanol) dehydriert und bei Raumtemperatur getrocknet.

3.3.2.2 Variationen

Zentromersonde gegen Chromosom 1

Der Hybridisierungsmix musste selbst hergestellt werden und setzte sich aus 20%
Sonde (c=2-5ng/ul), 60% Formamid in 2xSSC zusammen. Die Stringenzwaschung
erfolgte mit 50% Formamid, 2xSSC (pH 7,0) bei 37°C fur 3x5min, in weiteren

Versuchen wurde der Formamidanteil auf 60% erhoht.

Sondenmix gegen alle Zentromere

Es lag ein gebrauchsfertiger Hybridisierungsmix vor, der neben den Sonden 50%
Formamid und 2xSSC enthielt. Im Verlauf wurde die von der Fa. Oncor empfohlene
Sondenmenge verdoppelt und auch eine Hybridisierungszeit von 3,5h getestet. Fir
die Stringenzwaschung wurden die zwei der Fa. Oncor angegebenen Methoden
ausprobiert. Methode | empfahl eine Waschung mit 1xSSC bei 72°C fur Smin,
Methode Il eine Waschung mit 65% Formamid, 2xSSC (pH 7,0) bei 43°C fir 15min
und anschliellend eine Waschung mit 2xSSC (pH 7,0) bei 37°C fir 8min. Bei der
Detektion wurde das Ld&sungsverhéltnis von Streptavidin-FITC in  4xSSC-
Blockierungsreagenz bis auf 1:100 gesteigert. Ebenso wurde bei der Amplifikation

das Ld&sungsverhéltnis von Anti-Streptavidin in 4xSSC-Blockierungsreagenz bis auf
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1:100 erhdht. Zudem wurden bei der Detektion und der Amplifikation jeweils

Inkubationszeiten von 15min getestet.

c-myc-Sonde

Zur Chromosomenvorbehandlung wurden die Objekttréager fur 30min in 37°C warmes
2xSSC (pH 7,0) gestellt. Danach wurden die Préparate in einer aufsteigenden
Alkoholreihe (je 2min 70%, 80%, 95% Ethanol) dehydriert. Die Denaturierung der
Ziel-DNA wurde wie bei der getrennten Denaturierung durchgefiihrt. Die c-myc-
Sonde (c=50-100ng/ul), die in einem gebrauchsfertigen Hybridisierungsmix vorlag,
der neben der Sonde 50% Formamid, 2xSSC und Blockierungs-DNA enthielt, wurde
entsprechend den Herstellerangaben nicht hitzedenaturiert, sondern lediglich fir
5min bei 37°C erwdrmt und kurz mit dem Vortexgerat durchmischt. Die zwei
empfohlenen Stringenzwaschungen wurden ausprobiert. Zunachst wurde mit 2xSSC
bei 72°C fur 5min gewaschen. Spater wurde eine Alternativwaschung mit 50%
Formamid, 2xSSC (pH 7,0) bei 43°C fir 15min, gefolgt von 2xSSC (pH 7,0) bei 37°C
fir 8min, durchgefihrt. Da die c-myc-Sonde mit Digoxigenin markiert war, wurde ein
aus der Maus gewonnener monoklonaler FITC-markierter Anti-Digoxigenin-
Antikérper (Dianova) zur Detektion benutzt. Er wurde in 0,5% Blockierungsreagenz-
TN-Puffer im Verhaltnis 1:100 gel6ést. Amplifiziert wurde mit einem digoxigenierten
Anti-Maus-Antikdrper (Dianova), der mit 0,5% Blockierungsreagenz-TN-Puffer im
Verhaltnis 1:100 gemischt wurde. Bei der zweiten Detektion wurde Anti-Digoxigenin-
FITC im Verhaltnis 1:25 mit 0,5% Blockierungsreagenz-TN-Puffer eingesetzt. Die
Waschungen wurden mit TN-Puffer/0,05%Tween durchgefihrt.

Mittels PCR hergestellte Sonden der Ldnge 1031, 718, 485, 243bp

Die Chromosomenvorbehandlung erfolgte analog zu der FISH mit der c-myc-Sonde.
Denaturiert wurde fir 10min auf einer 80°C heiBen Heizplatte. Die
Stringenzwaschung wurde zunachst mit 2xSSC bei 72°C fir 5min, im Verlauf
entsprechend oben beschriebener Methode Il (s. 3.3.2.2 Sondenmix gegen alle
Zentromere) durchgefiihrt, wobei auch Formamidanteile von 55% und 60% getestet
wurden. Ferner fanden die Waschungen mit 4xSSC-Tween 20 (0,05%) bei
Raumtemperatur und bei 42°C statt. Initial wurde auf eine Amplifikation verzichtet,

spater wurde 2-, 4- und 6-mal amplifiziert.
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3.4 Fluoreszenzmikroskopie

Die FISH wurde immer an mindestens zwei Praparaten parallel durchgefiihrt. Eines
davon wurde danach eingedeckt zwecks Uberprifung der FISH mit dem
Fluoreszenzmikroskop. Zum Eindecken wurden pro Objekttrager ein bis zwei Tropfen
eines Antibleichmittels (Antifade) aufgebracht, ein groRes Deckglas unter leichtem
Druck aufgelegt und der Uberschuss mit einem Tuch abgesaugt. Antifade sollte die
Signale vor dem Ausbleichen schitzen, das Aufbringen des Deckglases das
Betrachten des Préparates unter dem Fluoreszenzmikroskop mittels Olimmersion mit
einem 100-er Objektiv erméglichen.

Zur Qualitatsbeurteilung der FISH stand ein Fluoreszenzmikroskop (Axioskop |,
Zeiss) mit einem 10-er, 40-er und 100-er Objektiv zur Verfigung. Es wurde auf die
Spezifitat der Signale und das Signal/Hintergrundverhaltnis geachtet. Waren diese
Kriterien bei den eingedeckten Praparaten erfillt, wurden die referierenden, nicht

eingedeckten Praparate mit dem SNOM untersucht.

3.5 SNOM

3.5.1 Funktionsprinzip

Wie in der Einleitung beschrieben (s. 2.2, S.13, 14) ermdglicht die SNOM durch das
Arbeiten im Nahfeld eine Auflésung, die nicht mehr von der Wellenldnge des
benutzten Lichtes, sondern von der Grélie der Lichtquelle und ihrem Abstand zur
Oberflache des zu untersuchenden Materials abhangig ist.

Durch einen Argonlaser wird Licht der Wellenlange 488nm erzeugt, das Uber eine
Glasfaser geleitet wird und am anderen Ende der Glasfaser aus einer Spitze austritt.
Die Offnung der Spitze ist fir gewéhnlich kleiner als 100nm. Die Groke der
Spitzendffnung definiert die Grélie der Lichtquelle. Der Probentisch wird relativ zur
Spitze bewegt, so dass der optische Strahlengang unveréndert bleibt. Das von der
Probe reflektierte und gestreute Licht wird im Fernfeld von Objektiven hoher
numerischer Apertur entweder in Reflexion oder in Transmission gesammelt.
AnschlielRend passiert es mehrere Filter und trifft auf hochsensitive Detektoren.
Wahrend die Nahfeld-Spitze die Probenoberflaiche im Nahfeld scannt, wird der
Abstand zwischen beiden konstant gehalten. Dies kann mit verschiedenen Verfahren
erfolgen. Meist wird jedoch der hier benutzte Rickkopplungsschaltkreis verwendet,

der die Dampfung von Scherkraften zwischen Spitze und Probe misst (BETZIG et al.,
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1992; TOLEDO-CROW et al, 1992). Dazu wird die Nahfeld-Spitze auf ihrer
Eigenresonanzfrequenz zum Schwingen angeregt. Nahert sich die Spitze der
Probenoberfliche in eine Entfernung von 10-50nm, so sinkt die
Oszillationsamplitude. Die genauen Grinde dafur sind nicht vollstdndig geklart.
Gleichbleibende Scherkrafte bedeuten also einen gleichbleibenden Abstand.

Sobald die Dampfung der Scherkrafte einen Sollwert Uberschreitet, wird der
Piezostelltisch, auf dem die Probe gelagert wird, in der Vertikalen soweit bewegt, bis
die urspringlichen Scherkrafte wieder erreicht sind. Damit kann der Abstand
zwischen Nahfeld-Spitze und Probe konstant gehalten werden. Er betragt
gewdhnlich 10-50nm. Die vertikale Auslenkung des Piezoelementes entspricht dann
der Topographie der Probe.

Somit liefert die SNOM nicht nur eine optische Auflésung weit unter der

Diffraktionsgrenze, sondern gleichzeitig auch topographische Informationen.
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Abb 6: schematischer Aufbau der SNOM-Anordnung
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: : A
Abb. 7a-d zeigen das Setup des SNOM. In Abb. 7a ist die gesamte SNOM-Einheit zu sehen, in Abb. 7b die
Glasfaser, das Objektiv und der Laser. Abb. 7c zeigt die Kammer, die den SNOM-Kopf umgibt, Abb. 7d den
SNOM-Kopf sowie den Scantisch.

Zur Untersuchung der Praparate diente ein kommerziell erhéltliches SNOM (Aurora,
ThermoMicroscopes, Sunnyvale, USA). Der llluminations- und Transmissions-Modus
wurden angewendet. Im Verlauf der Arbeit wurden Modifizierungen vorgenommen,
die im Folgenden genannt sind.

Uber eine Glasfaser wurde Laserlicht, das von einem luftgekiihiten 488nm
Argonlaser (Uniphase, San Jose, USA) stammte, in die Nahfeld-Spitze geleitet. Die
Spitzen wurden durch Ziehen kommerzieller ,single-mode® Glasfasern (F-SA,
Newport, Irvine, USA) hergestellt. So entstanden sehr feine Spitzen, die
anschlieBend mit Aluminium in einer UHV-Kammer bedampft wurden. Die Offnung
der Spitzen war mit 50nm kleiner als die Wellenlange des eingesetzten Argonlasers,
der die Fluoreszenzfarbstoffe anregte. Das resultierende Fluoreszenzlicht wurde von
einem 0,7NA Obijektiv (60x, Nikon, Japan) geblindelt und gelangte anschliel3end in
einen Photonen Detektor. Um auch schwache Fluoreszenzsignale nachweisen zu

koénnen, wurde der Standard PMT Detektor durch eine Silicon Avalanche Photon
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Diode (APD, C30902S, EG&G OPTOELECTRONICS, Vaudreuil, Kanada), einen
selbstgebauten Preamplifier, ein Counting Modul und einen D/A Converter ersetzt.
Dadurch konnten auch einzelne Pulse, die man einem Photon zuordnen kann,
detektiert werden. Die APD wurde zur Reduktion von ,dark counts®, welche durch die
thermische Energie von Elektronen entstehen und ein Hintergrundrauschen
verursachen, auf 0°C heruntergekihlt. Zwischen das Sammelobjektiv und den
Detektor wurde ein 542nm Laser Line Filter (10nm FWHM, Newport, Irvine, USA)
eingebracht, um das Laserlicht des 488nm Argonlasers und des Lasers, der die
Scherkrafte kontrollierte, herauszufiltern. Die SNOM-Aparatur wurde durch eine sie

umgebende Kammer geschitzt.

3.5.2 Darstellung der Chromosomen

Da mit der SNOM aufgrund des begrenzten Scan-Bereiches keine
Ubersichtsdarstellung méglich ist, mussten die interessierenden Strukturen zundchst
mit einem Objektiv und einer CCD Kamera gesucht werden. Danach wurde die

Nahfeld-Spitze Uber diesem Areal positioniert.

Fur den Nachweis der zentromerspezifischen Sonde auf Chromosom 1 musste
dieses zuerst identifiziert werden. Dazu wurde das Areal mit der Metaphase komplett
topographisch gescannt. Der Anregungslaser blieb wahrenddessen ausgeschaltet.
War Chromosom 1 sicher identifiziert, so wurde der Anregungslaser zur Detektion

des Fluoreszenzsignals eingeschaltet.

Fur den Nachweis der Zentromersonden gegen alle Chromosomen wurde ebenso
wie fur den Nachweis der c-myc-Sonde und der mittels PCR hergestellten Sonden
nur die Mitose eingestellt, die Detektion erfolgte direkt im Anschluss.

Um eine ausreichende Signalstarke zu erhalten, wurde Uber jedem Pixel 10ms lang
gemessen und integriert. Folglich dauert das Anfertigen eines 30um x 30um grof3en

Bildes mit einer Auflésung von 500pixel x 500pixel ca. 42min.
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3.5.3 Manipulation/Extraktion chromosomaler DNA

Hinsichtlich der Manipulation, die letztendlich die gezielte Isolierung und Extraktion
chromosomaler DNA erlauben sollte, wurden erste Erfahrungen, die mittels AFM
erarbeitet wurden, benutzt: Zur Dissektion eines Chromosoms wurde eine AFM-
Spitze zwischen dem Anfangs- und Endpunkt eines Schnittes hin und her bewegt.
Die Kraft wurde dabei ausgehend von 2uN bei jeder Bewegung um 4uN erhdht, bis
40uN erreicht waren. In der Folge wurden die Krafte ermittelt, die zur Manipulation
am Chromosom nétig sind. Hierzu wurden mit FMR-W-Spitzen der Fa. Nanoworld

(K=2,8N/m, fr=75kHz) unterschiedliche Kréafte auf die Chromosomenoberflache

ausgelbt. Drickte die Spitze mit einer Kraft von 2,2uN auf die Chromosomen-
oberflache, resultierte eine Eindringtiefe von ca. 40nm; eine Kraft von 3,1uN fihrte zu
einem Eindringen bis in eine Tiefe von ca. 100nm.

Die gemachten Erfahrungen wurden auf das SNOM ubertragen. Durch vertikales
Eintauchen der SNOM-Spitze in das Chromosom wurde versucht, chromosomale
DNA zu manipulieren. Die Extraktion sollte durch Hangenbleiben der DNA in der
Offnung der SNOM-Spitze erfolgen. Daher wurden die SNOM-Spitzen vor und nach
der Manipulation mit einem REM abgebildet, um zu Uberprifen, ob DNA héngen
geblieben war. Ferner wurde eine DOP-PCR durchgefiihrt, welche die Amplifikation
unbekannter DNA-Sequenzen ermdéglicht. Hiermit sollte die DNA direkt

nachgewiesen werden.
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3.6.1 Zellmaterial

Material und Methoden

humane Lymphozyten eines gesunden ménnlichen Spenders

humane Colon-Karzinom Zelllinie Colo 320 DM

3.6.2 Chemikalien

Die verwendeten Chemikalien sind in alphabetischer Reihenfolge aufgelistet.

Chemikalie

Agarose
Blockierungsreagenz
Bromphenolblau
Colcemid
DABCO

DAPI

dATP

dCTP

dGTP

dTTP

EDTA
Essigsaure
EtBr

FCS

Fixogum
Formamid
Glycerin

HCL

H,Odd
Methanol
Na-Acetat
NasCitrat-2H,0

Firma

Peqglab

Boehringer Mannheim
Roth

Serva

Sigma

Sigma

Pharmacia Biotech
Pharmacia Biotech
Pharmacia Biotech
Pharmacia Biotech
Roth

Merck

Sigma

PAA
Marabuwerke
Roth

Roth

Roth

Delta Pharma
Merck

Merck

Roth



NaCl

NaN3

NEA

NEA
Paraformaldehyd
PBS
Penicillin/Streptomycin
Pepsin

RNase

RPMI 1640
Tag-Polymerase
Tris

Trypsin

Tween 20

3.6.3 Puffer und Lésungen

Die Auflistung wurde in alphabetischer Reihenfolge erstellt.

Antifade

2g DABCO in 90ml Glycerin bei 60°C I6sen
10ml 1M Tris (pH 7,0)

100pl 20% NaN3

Ladepuffer
0,25% Bromphenolblau
40% Glycerin

in 1xXTAE-Puffer I6sen
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Roth

Serva

PAA

PAA

Roth

Oxoid

PAA

Serva

Boehringer Mannheim
PAA

Pharmacia Biotech
Roth

PAA

Roth



PBS

8,0g/I NaCl
0,2¢g/1 KCI
1,159/ NayHPO,4
0,249/l KH2PO4

10 Tabletten PBS in 11 H,Odd auflésen
pH 7,3

SSC 20x (Stammlésung)

3M NaCl
300mM NasCitrat-2H,0
pH 7,0

TAE-Puffer

40mM Tris

40mM Essigséaure
1mM EDTA
TN-Puffer

0,1M Tris

0,15M NaCl

pH 7,6
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Ergebnisse

4. Ergebnisse

4.1 Auswertung der FISH-Experimente mittels Fluoreszenz-
mikroskopie

Nach der erfolgreichen Chromosomenpraparation und der Herstellung kleiner
Sonden mittels PCR wurden die FISH-Experimente mit den verschiedenen Sonden
durchgefuihrt. Auch hier mussten die Versuchsbedingungen optimiert werden. Die
Betrachtung der Metaphasechromosomen erfolgte mit einem Fluoreszenzmikroskop
(Axioskop I, Zeiss). Mit Hilfe eines DAPI-Filters konnte die mit DAPI gegengefarbte
DNA sichtbar gemacht werden. Im FITC-Filter kamen die grinen FITC Signale zur

Darstellung.

4.1.1 Zentromersonde gegen Chromosom 1

Es wurde eine Codenaturierung durchgefihrt. Eine Amplifikationsrunde war
ausreichend, um das Signal deutlich erkennen zu kénnen. Jedoch lagen bei der
anfanglichen Stringenzwaschung mit 50% Formamid, 2xSSC bei 37°C fur 3x5min
noch viele unspezifische Signale vor (Abb. 8). Eine Erhéhung des Formamidanteils
auf 60% hatte eine deutliche Reduzierung der unspezifischen Signale zur Folge, in
einigen Versuchen verschwanden sie ganz (Abb. 9). Die im DAPI-Filter sichtbaren
»oignale“ im Bereich der Zentromere kommen durch die héhere Affinitdt von DAPI zu
AT-reichen Regionen zustande (SCHWEIZER, 1976). Das Zentromer ist eine AT-
reiche Region, da es einen hohen Anteil an a-Satelliten-DNA besitzt, welche aus AT-
reichen Monomeren besteht (MANUELIDIS, 1978; ALEXANDROV et al., 2001).
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Abb. 8a und b zeigen fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen einer Metaphase nach einer FISH mit der
biotinylierten Zentromersonde gegen Chromosom 1. Die Stringenzwaschung erfolgte mit 50% Formamid,
2xSSC bei 37°C fiir 3x5min, die Detektion mit Streptavidin-FITC. Fir Abb. 8a wurde ein DAPI-Filter benutzt,
der die mit DAPI gegengefarbte DNA sichtbar macht. Fir Abb. 8b wurde ein FITC-Filter eingesetzt, der die
grinen FITC Signale erkennen lasst. In Abb. 8b sind neben den spezifischen Signalen im Bereich des

Zentromers von Chromosom 1 (Pfeile) auch mehrere unspezifische Signale zu erkennen.

Abb. 9a und b zeigen fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen einer Metaphase nach einer FISH mit der

biotinylierten Zentromersonde gegen Chromosom 1. Die Stringenzwaschung wurde hier mit 60% Formamid,
2xSSC bei 37°C fir 3x5min durchgefihrt, die Detektion mit Streptavidin-FITC. Sind im DAPI-Filter in 9a
noch mehrere ,Signale” im Bereich der Zentromere sichtbar, so kommen im FITC-Filter in 9b nur die

Zentromersignale von Chromosom 1 zur Darstellung (Pfeile); unspezifische Signale sind nicht zu erkennen.
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4.1.2 Sondenmix gegen alle Zentromere

Samtliche getesteten Bedingungen (s. 3.3.2.1, S.36 und 3.3.2.2, S.39) lieferten
einheitliche Ergebnisse. Die Signale kamen nach einer Amplifikation klar zur
Darstellung. Jedoch waren nie alle Zentromere sichtbar markiert. Die Zahl der

markierten Zentromere schwankte zwischen 25-35.

Abb. 10a und b zeigen fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen einer Metaphase nach einer FISH mit dem

biotinylierten Sondenmix gegen alle Zentromere. Die Stringenzwaschung erfolgte mit 65% Formamid,
2xSSC (pH 7,0) bei 43°C fir 15min und anschlieRend mit 2xSSC (pH 7,0) bei 37°C fir 8min. Detektiert
wurde mit Streptavidin-FITC. Es wurde 1x amplifiziert. Fir Abb. 10a wurde ein DAPI-Filter benutzt, der die
mit DAPI gegengeférbte DNA sichtbar macht. Im FITC-Filter in Abb. 10b zeigen sich die grinen FITC-
Signale im Zentromerbereich. Nicht alle Zentromere sind markiert.
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4.1.3 c-myc-Sonde

Bei Hybridisierungen der c-myc-Sonde zeigten sich viele Signale, die aulder auf dem

erwarteten Genlocus 8924 an mehreren Stellen der Chromosomen auftraten. Auch

auf den aulerhalb der Chromosomen gelegenen Double minutes waren Signale
sichtbar (Abb. 11). Die Variation der Versuchsbedingungen (s. 3.3.2.2, S.40) lieferte
keine Unterschiede.

Abb. 11a und b zeigen fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen einer Metaphase der Zelllinie Colo 320 DM
nach einer FISH mit der digoxigenierten c-myc-Sonde. Die Stringenzwaschung erfolgte Giber 5min mit 2xSSC
bei 72°C. Detektiert wurde mit einem FITC-markierten Anti-Digoxigenin-Antikérper. Es wurde einmal
amplifiziert. Fir Abb. 11a wurde ein DAPI-Filter benutzt, der die mit DAPI gegengefdrbte DNA sichtbar
macht. Es sind mehrere Double minutes zu erkennen, eines ist exemplarisch mit Pfeil gekennzeichnet. Fir
Abb. 11b wurde ein FITC-Filter verwendet. An mehreren Stellen der Chromosomen zeigen sich die griinen
FITC-Signale. AuRerdem sind Signale auf den Double minutes (z.B. s. Pfeil) nachweisbar. Auch die Kerne

zeigen zahlreiche Signale. Ferner findet sich eine unspezifische Hintergrundfarbung.
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4.1.4 Mittels PCR hergestellte Sonden der Lange 1031, 718, 485,
243bp

Mit der PCR wurden 4 verschiedene Produkte aus der c-myc Onkogensequenz
amplifiziert mit Langen von 1031, 718, 485 und 243bp. Durch die anschlielende
Markierung mit Biotin entstanden so Sonden, die fir eine FISH gegen die aus der
Zelllinie Colo 320 DM praparierten Metaphasechromosomen eingesetzt werden
konnten.

Initial wurde nicht amplifiziert (Abb. 12 und 13). Keine der 4 Sonden zeigte unter dem
Fluoreszenzmikroskop spezifische Signale, weder auf den Chromosomen noch auf
den Double minutes. Um die unspezifische Fluoreszenz auf den Chromosomen zu
minimieren, wurden bei der Stringenzwaschung Verédnderungen vorgenommen.
Anstatt mit 2xSSC bei 72°C fur 5min (Abb. 12) wurde mit 55% Formamid, 2xSSC bei
43°C far 15min, gefolgt von 2xSSC (pH 7,0) bei 37°C fir 8min, gewaschen (Abb. 13).
Die Veranderungen blieben ohne Auswirkung.

Aulerdem wurde schrittweise amplifiziert. FUr jede der 4 Sonden entstanden so
FISH mit 2 (Abb. 14), 4 (Abb. 15 und 16) und 6 (Abb. 17) Amplifikationsrunden.

Die Praparate lieferten ein einheitliches Bild: Spezifische Signale waren weder auf
den Chromosomen noch auf den Double minutes zu erkennen, stattdessen zeigte
sich eine unspezifische Fluoreszenzmarkierung der Chromosomen und der Double
minutes. Eine Erhdhung des Formamidanteils auf 60% bei der Stringenzwaschung
(Abb. 14, 15, 16, 17) brachte keine Verbesserung. Ferner wurden die Waschungen
mit 4xSSC-Tween 20 (0,05%) anstatt bei Raumtemperatur (Abb. 12, 13, 14, 15, 17)
bei 42°C (Abb. 16) ausgefuhrt, was auch zu keiner wesentlichen Veranderung fuhrte.
Im Folgenden sind die oben beschriebenen Variationsbedingungen und Ergebnisse
anhand der beiden gréReren Sonden (718, 1031bp) aufgezeigt. Auf die Darstellung
der kleineren Sonden (485, 243bp) wurde verzichtet, da keine relevanten

Unterschiede zu verzeichnen waren.
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Abb. 12a und b zeigen fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen einer Metaphase der Zelllinie Colo 320 DM
nach einer FISH mit der selbst hergestellten biotinylierten Sonde mit einer Lédnge von 718bp. Die
Stringenzwaschung erfolgte mit 2xSSC bei 72°C Uber 5min. Detektiert wurde mit Streptavidin-FITC. Es
wurde nicht amplifiziert. Die Waschungen mit 4xSSC-Tween 20 (0,05%) wurden bei Raumtemperatur
durchgefiihrt. Fir Abb. 12a wurde ein DAPI-Filter benutzt, der die mit DAPI gegengefarbte DNA sichtbar
macht. Fur Abb. 12b wurde ein FITC-Filter verwendet. Es sind keine spezifischen Signale zu erkennen. Die

Chromosomen sowie die Double minutes zeigen eine unspezifische Fluoreszenzmarkierung.

Abb. 13a und b zeigen fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen einer Metaphase der Zelllinie Colo 320 DM

nach einer FISH mit der selbst hergestellten biotinylierten Sonde mit einer Lange von 1031bp. Die
Stringenzwaschung erfolgte mit 55% FA, 2xSSC bei 43°C uber 15min und anschlieRend mit 2xSSC (pH 7,0)
bei 37°C uber 8min. Detektiert wurde mit Streptavidin-FITC. Es wurde nicht amplifiziert. Die Waschungen
mit 4xSSC-Tween 20 (0,05%) wurden bei Raumtemperatur durchgefiihrt. Fir Abb. 13a wurde ein DAPI-
Filter verwendet, der die mit DAPI gegengefarbte DNA sichtbar macht. Fir Abb. 13b wurde ein FITC-Filter
benutzt. Es zeigen sich keine spezifischen Signale. Die Chromosomen sowie die Double minutes weisen
eine unspezifische Fluoreszenzmarkierung auf. Die Anderung der Stringenzwaschung brachte keine

Reduktion der unspezifischen Signale.
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Abb. 14a und b zeigen fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen zweier Metaphasen der Zelllinie Colo 320 DM
nach einer FISH mit der selbst hergestellten biotinylierten Sonde mit einer Lange von 1031bp. Die
Stringenzwaschung erfolgte mit 60% FA, 2xSSC bei 43°C Gber 15min und anschlieend mit 2xSSC (pH 7,0)
bei 37°C lber 8min. Detektiert wurde mit Streptavidin-FITC. Es wurde 2x amplifiziert. Die Waschungen mit
4xSSC-Tween 20 (0,05%) wurden bei Raumtemperatur durchgefiihrt. Fir Abb. 14a wurde ein DAPI-Filter
benutzt, der die mit DAPI gegengeféarbte DNA sichtbar macht. Fur Abb. 14b wurde ein FITC-Filter verwendet.
Es finden sich keine spezifischen Signale. Die Chromosomen sowie die Double minutes zeigen eine

unspezifische Fluoreszenzmarkierung. Die Anderung der Stringenzwaschung lieferte keine Reduktion der
unspezifischen Signale.

Abb. 15a und b zeigen fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen einer Metaphase der Zelllinie Colo 320 DM
nach einer FISH mit der selbst hergestellten biotinylierten Sonde mit einer Lidnge von 1031bp. Die
Stringenzwaschung erfolgte mit 60% FA, 2xSSC bei 43°C Uber 15min und anschlieRend mit 2xSSC (pH 7,0)
bei 37°C Uber 8min. Detektiert wurde mit Streptavidin-FITC. Es wurde 4x amplifiziert. Die Waschungen mit
4xSSC-Tween 20 (0,05%) wurden bei Raumtemperatur durchgefiihrt. Fir Abb. 15a wurde ein DAPI-Filter
verwendet, der die mit DAPI gegengeférbte DNA sichtbar macht. Fur Abb. 15b wurde ein FITC-Filter benutzt.

Es sind keine spezifischen Signale zu erkennen. Die Chromosomen sowie die Double minutes zeigen eine
unspezifische Fluoreszenzmarkierung.
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Abb. 16a und b zeigen fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von Metaphasen der Zelllinie Colo 320 DM
nach einer FISH mit der selbst hergestellten biotinylierten Sonde mit einer Ldnge von 1031bp. Die
Stringenzwaschung erfolgte mit 60% FA, 2xSSC bei 43°C uber 15min und anschlieRend mit 2xSSC (pH 7,0)
bei 37°C Uber 8min. Detektiert wurde mit Streptavidin-FITC. Es wurde 4x amplifiziert. Die Waschungen mit
4xSSC-Tween 20 (0,05%) wurden bei 42°C durchgefiihrt. Fur Abb. 16a wurde ein DAPI-Filter verwendet, der
die mit DAPI gegengefarbte DNA sichtbar macht. Fir Abb. 16b wurde ein FITC-Filter benutzt. Es zeigen sich
keine spezifischen Signale. Die Chromosomen sowie die Double minutes weisen eine unspezifische
Fluoreszenzmarkierung auf.

Abb. 17a und b zeigen fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von Metaphasen der Zelllinie Colo 320 DM
nach einer FISH mit der selbst hergestellten biotinylierten Sonde mit einer Lange von 1031bp. Die
Stringenzwaschung erfolgte mit 60% FA, 2xSSC bei 43°C Uber 15min und anschlieBend mit 2xSSC (pH 7,0)
bei 37°C Uber 8min. Detektiert wurde mit Streptavidin-FITC. Es wurde 6x amplifiziert. Die Waschungen mit
4xSSC-Tween 20 (0,05%) wurden bei Raumtemperatur durchgefuhrt. Fir Abb. 17a wurde ein DAPI-Filter
benutzt, der die mit DAPI gegengefarbte DNA sichtbar macht. Fur Abb. 17b wurde ein FITC-Filter verwendet.
Es lassen sich keine spezifischen Signale nachweisen. Die Chromosomen sowie die Double minutes zeigen
eine unspezifische Fluoreszenzmarkierung.
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4.2 Auswertung der FISH-Experimente mittels SNOM

Wie unter 3.4 (S.41) beschrieben, wurden die FISH-Experimente immer an
mindestens zwei Praparaten parallel durchgefiihrt, d.h. die Auswertung der FISH-
Experimente mittels SNOM erfolgte parallel zur Auswertung mit dem
Fluoreszenzmikroskop an einem gleich behandelten Referenzpréaparat.

Zundachst sollte geklart werden, ob das kommerziell erworbene SNOM zum Abbilden
chromosomaler DNA geeignet ist oder ob Modifizierungen vorgenommen werden
muassen.

Es zeigte sich, dass das vorliegende Setup nicht fir die zu untersuchenden Proben
geeignet war. Es mussten Veranderungen bei der Positionierung der SNOM-Spitze,
der Detektionseinrichtung sowie der Abstandsregelung durchgefuhrt werden.
Aulerdem wurde eine Kammer zur Integration der SNOM-Bestandteile konstruiert,
die im Verlauf der Experimente an die Veranderungen angepasst wurde. Auch waren
einige sicherheitsrelevante Modifikationen nétig.

Zur Untersuchung der Fragestellung, ob DNA-Sonden, die mit gro3en Zielsequenzen
hybridisieren, im topographischen und optischen Modus dargestellt werden kénnen
und ob die Modi korrelieren, wurde initial eine Zentromersonde gegen Chromosom 1

und spéater ein Sondenmix gegen alle Zentromere benutzt.

4.2.1 Zentromersonde gegen Chromosom 1

Abb. 18a zeigt eine topographische, Abb. 18b eine optische Aufnahme von
Chromosom 1 nach einer FISH mit der zentromerspezifischen Sonde gegen
Chromosom 1. Es wurde 1x amplifiziert, die Stringenzwaschung erfolgte mit 60%
Formamid. Chromosom 1 ist als eine anndhernd zirkuldre Struktur mit der zentralen
»LAufhellung” in Abb. 18a zu erkennen. Helligkeitszunahmen in den topographischen
Aufnahmen weisen auf einen Héhenanstieg hin. Die ,Aufhellung® in Abb. 18a kommt
durch die Anlagerung der Zentromersonde zustande.

Auf der optischen Aufnahme in Abb. 18b ist das FITC-Fluoreszenzsignal der Sonde
sichtbar. Es weist dort die hdchste Intensitdt auf, wo sich in der topographischen
Aufnahme die ,Aufhellung” befindet, namlich im Zentromerbereich. Der Vergleich
beider Aufnahmen zeigt, dass sie miteinander korrelieren. Daher kann die Aufhellung

auf der topographischen Aufnahme sicher als angelagerte Sondenmolekile
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identifiziert und das Fluoreszenzsignal auf der optischen Aufnahme dem Zentromer
zugeordnet werden.

Die anderen Signale liegen an Orten, gegen die nicht hybridisiert wurde, und
stammen wahrscheinlich von verbliebenen Farbstoffmolekiilen oder unspezifisch
gebundenen Sondenmolekilen.

Nur auf den beiden Chromosomen 1 dieser Mitose waren spezifische
Zentromersignale (Pfeile) zu sehen, auf den anderen Chromosomen - wie erwartet -
keine (nicht gezeigt).

Abb. 18a und b haben eine ScangréRe von jeweils 7,3um x 7,3um bei einer
Pixelauflésung von 500 x 500. Die Entfernung der einzelnen Rasterpunkte betragt
ca. 14nm. Fir beide Aufnahmen wurde eine FWHM-Auflésung von weniger als
100nm erreicht. Das Anfertigen der Bilder dauerte ca. 42min.

Abb. 18c und 18d zeigen eine andere Perspektive. Im Vergleich zur Abb. 18a sind in
der topographischen Abb. 18c zwei Erh6éhungen im Zentromerbereich zu erkennen
und die Schwesterchromatiden kommen besser zur Darstellung. In Korrelation zu
den zwei Erhéhungen im Zentromerbereich sind in Abb. 18d zwei starke

Fluoreszenzsignale zu sehen (Pfeile).
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Abb. 18a-d zeigen SNOM-Aufnahmen von Chromosom 1 nach einer FISH mit der biotinylierten
Zentromersonde gegen Chromosom 1, die mit Streptavidin-FITC detektiert wurde. Abb. 18a und c stellen
die topographische, 18b und d die optische Aufnahme dar. Die zentrale ,Aufhellung® in 18a und c
entspricht der am Zentromer gebundenen Sonde. Abb. 18b und d zeigen das FITC-Signal. Bei den
anderen Signalen handelt es sich wahrscheinlich um verbliebene Farbstoffmolekiile.

Abb. 18c und d reprasentieren eine andere Perspektive, die zwei Signale im Zentromerbereich erkennen
lasst.
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Neben den Erhéhungen im Zentromerbereich war in anderen SNOM-Aufnahmen
oftmals eine weitere, zwischen den Chromatiden verlaufende Erhéhung zu sehen,

die mittels konventioneller Mikroskopie nicht nachzuweisen war (Abb. 19).

Abb. 19a stellt eine topographische Aufnahme von Chromosom 1 dar. AuBer den Erhéhungen im
Zentromerbereich verlauft zwischen den Chromatiden eine weitere Erhéhung (Pfeil), die in 19b durch eine

andere Perspektive besser zur Darstellung kommt.
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Beim Suchen nach Chromosom 1 wurden im Rahmen der Scans auch
topographische Aufnahmen von Kernen erstellt.

Abb. 20a zeigt eine topographische Aufnahme eines Kerns und mehrerer
Chromosomen. Abb. 20b zeigt einen anderen Kern, der 4 gréRere und eine kleinere
Aufhellung aufweist. Eine andere perspektivische Darstellung (Abb. 20c) lasst
erkennen, dass diese Strukturen entweder aus dem Kern herausragen oder

aufgelagert sind.

0 pm

0 pm 15 pm 30 pm

Abb. 20a zeigt eine topographische Aufnahme eines Kerns sowie mehrerer Chromosomen. Abb. 20b und 20c
zeigen unterschiedliche Perspektiven einer topographischen Aufnahme eines anderen Kerns. Es sind 4 groRere
und eine kleinere Aufhellung zu sehen.
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4.2.2 Sondenmix gegen alle Zentromere

In Abb. 21a-e ist ein Ausschnitt einer Mitose abgebildet. Es sind insgesamt 11
Chromosomen zu erkennen, gegen die mit dem fir alle Zentromere spezifischen
Sondenmix hybridisiert wurde. Es wurde eine Amplifikation durchgefthrt. Abb. 21a ist
die topographische, 21b die optische Aufnahme. Abb. 21c zeigt die Mitose in einer
anderen Perspektive. In Abb. 21d sind nur die FITC-Fluoreszenzsignale
herausgearbeitet. Die Ubereinanderprojektion in Abb. 21e verdeutlicht, dass auf 8
der 11 Chromosomen Signale im Zentromerbereich sichtbar sind. Hierbei kénnen mit
dem SNOM auch wenig intensive FITC-Signale nachgewiesen werden. Auf einigen
Chromosomen sind die Fluoreszenzsignale in 2 oder sogar mehrere kleine Teile
aufgetrennt. Drei Chromosomen weisen kein Signal auf, wobei das Zentromer des
Chromosoms, das sich in der Mitte des linken Bildrandes befindet, aulRerhalb des
hier gescannten Bereichs zu liegen scheint.

Die Bilder haben ein Scangréf3e von je 25um x 25um bei einer Pixelauflésung von
500 x 500. Die einzelnen Rasterpunkte liegen 50nm voneinander entfernt. Auch hier
wurde eine FWHM-Auflésung von weniger als 100nm erzielt. Die Aufnahmedauer

betrug ca. 42min.
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Abb. 21a-e zeigen SNOM-Aufnahmen eines Mitoseausschnitts mit insgesamt 11 Chromosomen. Es wurde eine
FISH mit dem fiir alle Zentromere spezifischen biotinylierten Sondenmix durchgefiihrt. Die Detektion erfolgte mit
Streptavidin-FITC.

Abb. 21a stellt die topographische, 21b die optische Aufnahme dar. Abb. 21c zeigt die Mitose in einer anderen
Perspektive. In Abb. 21d sind nur die Fluoreszenzsignale herausgearbeitet. In der Ubereinanderprojektion in
Abb. 21e weisen 8 der 11 Chromosomen Signale im Zentromerbereich auf. Einige dieser Signale sind in 2 oder
sogar mehrere kleine Teile aufgetrennt. 3 Chromosomen weisen kein Signal auf, wobei das Zentromer des
Chromosoms, das sich in der Mitte des linken Bildrandes befindet, auRerhalb des hier gescannten Bereichs zu

liegen scheint.
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Insgesamt konnte anhand der Versuche mit der Zentromersonde gegen Chromosom
1 und dem Sondenmix gegen alle Zentromere gezeigt werden, dass mit dem
modifizierten SNOM DNA-Sonden, die mit grol3en Zielsequenzen von mehreren
hundert kb bis ca. 5Mb hybridisieren, optisch und topographisch dargestellt werden
kénnen. Aullerdem konnte demonstriert werden, dass beide Modi korrelieren und
reproduzierbares Arbeiten moglich ist.

In einem nachsten Schritt sollte Uberprift werden, ob auch DNA-Sonden, die mit
einer mittelgrof3en Zielsequenz hybridisieren, topographisch und optisch dargestellt
werden kénnen und ob die Modi korrelieren. Hierfir wurde eine c-myc-Sonde

eingesetzt.

4.2.3 c-myc-Sonde

Abb. 22 zeigt Chromosomen der Zelllinie Colo 320 DM nach einer FISH mit der
c-myc-Sonde. Es wurde 1x amplifiziert. Bei den auf der topographischen Aufnahme
in Abb. 22a zwischen den Chromosomen liegenden kleineren Strukturen handelt es
sich um Double minutes (Pfeil). Fluoreszenzsignale befinden sich sowohl auf den
Chromosomen als auch auf den Double minutes (Abb. 22b). Die Bilder haben eine
ScangréfRe von je 25um x 25um. Bei einer Pixelauflésung von 500 x 500 betragt die
Entfernung der einzelnen Rasterpunkte 50nm. Es wurde eine FWHM-Aufldsung von

weniger als 100nm erzielt. Die Aufnahmedauer betrug ca. 42min.

25 um = 25 um

12.5 um 12.5 um
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T

T
0pm 12.5 um 25 um 0pm 12.5 um 25 um

Abb. 22a und b zeigen SNOM-Aufnahmen von Chromosomen der Zelllinie Colo 320 DM nach einer FISH mit
der digoxigenierten c-myc-Sonde. Die Detektion erfolgte mit einem FITC-markierten Anti-Digoxigenin-
Antikérper. Auf der topographischen Aufnahme in 22a sind Double minutes (Pfeil) zu erkennen.
Fluoreszenzsignale befinden sich in Abb. 22b sowohl auf den Chromosomen als auch auf den Double

minutes.
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Die Versuche mit der c-myc-Sonde belegen, dass das modifizierte SNOM fur die
topographische und optische Darstellung von DNA-Sonden, die mit einer
mittelgroRen Zielsequenz von 80kb hybridisieren, geeignet ist und dass auch hier die
beiden Modi korrelieren.

Im Folgenden wurden die FISH-Experimente mit den mittels PCR hergestellten
Sonden untersucht. Mit Hilfe dieser Sonden sollte Uberpruft werden, ob mit dem
SNOM Zielsequenzen dargestellt werden kénnen, die mit dem Fluoreszenzmikroskop
nicht sichtbar sind. Gleichzeitig sollte die untere Nachweisgrenze des SNOM

bestimmt werden.

4.2.4 Mittels PCR hergestellte Sonden der Lénge 1031, 718, 485,
243bp

Weder auf den Double minutes noch auf den Chromosomen waren spezifische
Signale zu erkennen. Amplifikationsrunden bei der FISH flhrten zu einer Zunahme
der unspezifischen Signale und damit zu einem verstérkten Signalrauschen, welches
die Auswertung erschwerte. Spezifische Signale lieRen sich jedoch weder optisch
noch topographisch nachweisen.

Abb. 23 zeigt exemplarisch Chromosomen und Double minutes (Pfeile) der Zelllinie
Colo 320 DM nach einer FISH mit der mittels PCR hergestellten Sonde der Lange
1031bp. Es wurde nicht amplifiziert. Die Chromosomen kommen auf der
topographischen Aufnahme (Abb. 23a) unscharf zur Darstellung. Urséachlich hierfir
ist die Einstellung der Regelparameter. Diese waren hier so eingestellt, dass die
SNOM-Spitze der weniger hohen Topographie der Double minutes besser folgte. Da
sich die Zielsequenz in x-facher Amplifikation auf den Double minutes befindet,
waren dort am ehesten Signale zu erwarten. Die optische Aufnahme (Abb. 23b) zeigt
ein Hintergrundrauschen und lasst keine spezifischen Signale erkennen. Die
Auswertung der FISH-Experimente mit den kleineren Sonden ergab keine relevanten
Unterschiede, weshalb auf eine Darstellung verzichtet wurde. Somit konnten mit dem
SNOM Zielsequenzen, die mit dem Fluoreszenzmikroskop nicht darstellbar sind,
ebenfalls nicht nachgewiesen werden. Eine erhdhte Sensitivitdt gegeniber der
Fluoreszenzmikroskopie konnte folglich nicht belegt werden. Die eigentliche untere
Nachweisgrenze des SNOM kann aufgrund des GroéRensprungs zwischen der
mittelgroRen Zielsequenz der c-myc-Sonde von 80kb und den kleinen Zielsequenzen

der mittels PCR hergestellten Sonden nicht sicher angegeben werden.
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Die Bilder haben eine Scangréf3e von je 10pum x 10pm. Die Auflésung betragt 500 x
500 Pixel, die Entfernung der einzelnen Rasterpunkte 20nm. Die FWHM-Auflésung

lag unter 100nm. Das Scannen der Bilder dauerte ca. 42min.

0 pm 5 pm 10 pm 0 pm 5 m 10 pm

Abb. 23a zeigt eine topographische, Abb. 23b eine optische SNOM-Aufnahme von Chromosomen und
Double minutes (Pfeile) der Zelllinie Colo 320 DM nach einer FISH mit der mittels PCR hergestellten
biotinylierten Sonde der Lange 1031bp. Die Detektion erfolgte mit Streptavidin-FITC. Es wurde nicht
amplifiziert. Die Chromosomen kommen in Abb. 23a wegen der Einstellung der Regelparameter unscharf zur
Darstellung. Spezifische Signale sind weder auf der topographischen Aufnahme noch auf der optischen, die
ein Hintergrundrauschen zeigt, zu erkennen.

AbschlieBend sollte untersucht werden, ob die Manipulation/Extraktion
chromosomaler DNA mit dem modifizierten SNOM mdoglich ist.
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4.2.5 Manipulation/Extraktion chromosomaler DNA

Zur Festlegung der Manipulationsmuster wurden Erfahrungen aus der
Rasterkraftmikroskopie auf das SNOM (Ubertragen. Durch eine vertikale Bewegung
wurde die SNOM-Spitze in das Chromosom eingetaucht. Ein derart manipuliertes
Chromosom ist in Abb. 24a zu sehen. Abb. 24b stellt den Bereich der Indentation
vergrélert dar. Der topographische Querschnitt (vgl. Linie in Abb. 24b) verdeutlicht
die Tiefe des Loches von ca. 80nm und seinen Durchmesser von ca. 250nm

(Abb. 24c).

0 um 0.5 um 1 um

ZData

Abb. 24a zeigt ein Chromosom (Kantenldnge 4pm), welches mit der SNOM-Sonde manipuliert wurde,
Abb. 24b zeigt die AusschnittsvergréRerung. Auf Abb. 24c sind die Abmessungen der Indentation zu

erkennen (Tiefe ca. 80nm, Durchmesser ca. 250nm).
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Eine andere Méglichkeit der Manipulation besteht darin, statt einer Vertikalbewegung
eine Horizontalbewegung mit der Spitze durchzufuhren, was in Abb. 25 dargestellt

ist.

5um

25 um

0pum

T
0 um 2.5 um 5m

Abb. 25 zeigt ein mittels SNOM-Spitze manipuliertes Chromosom.

Um zu Gberprufen, ob DNA an der Spitze haften geblieben war, wurde diese mittels
REM untersucht. Die REM zeigte hauptsachlich Veranderungen der
Aluminiumbeschichtung, meistens in Form einer Absplitterung, wodurch die
Identifikation verbliebener DNA unmdéglich wurde. Der Versuch, die DNA mittels
DOP-PCR nachzuweisen, war ebenfalls nicht erfolgreich. Bisher konnte der Beweis,

dass die Extraktion chromosomaler DNA gelungen war, nicht erbracht werden.
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4.3 Vergleich der Auswertungen der FISH-Experimente mittels
Fluoreszenzmikroskopie und mittels SNOM

Initial zeigte sich, dass das kommerziell erworbene SNOM sich nicht fir das Abbilden
chromosomaler DNA und die Auswertung von FISH-Experimenten eignete. Durch
Verdnderungen am Setup gelang es, das SNOM so umzubauen, dass ein
reproduzierbares Arbeiten mdglich wurde. Zwar blieb die Handhabung des SNOM im
Vergleich zur Fluoreszenzmikroskopie erschwert, jedoch wurde eine Aufldsungs-
verbesserung erzielt und eine Auflésung <100nm mdéglich. Im Laufe der Versuche
stellte sich heraus, dass vergleichende Untersuchungen nicht an denselben
Chromosomenpraparaten vorgenommen werden konnten, da die Préparate nach der
Untersuchung mit dem Fluoreszenzmikroskop fur eine Auswertung mittels SNOM
Tabelle

auf der

unbrauchbar wurden. Die in der folgenden aufgelisteten und

gegenubergestellten Ergebnisse beruhen daher Untersuchung von

Praparaten, die aus derselben Praparationsserie stammen.

Tabelle 5: Vergleich der Auswertungen der FISH-Experimente mittels Fluoreszenzmikroskopie und mittels SNOM

Fluoreszensmikroskopie

SNOM

Zentromersonde gegen
Chromosom 1

immer ein Signal im
Zentromerbereich

immer zwei Signale im
Zentromerbereich

Sondenmix gegen alle

ca. 25-35 Zentromere

ca. 25-35 Zentromere
markiert

Zentromere markiert einzelne Signale in 2 oder
mehrere kleine Teile
aufgetrennt
Signale auf 8g24 sowie Signale auf 824 sowie

c-myc-Sonde

anderen Chromosomen und
auf den Double minutes

anderen Chromosomen und
auf den Double minutes

mittels PCR hergestellte
Sonden der Lange 1031,
718, 485, 243bp

keine spezifischen Signale

keine spezifischen Signale

moglich
Topographie nicht méglich korreliert mit der optischen
Darstellung und liefert
zusatzliche Informationen
Manipulation . . .y
chromosc?maler DNA nicht mdglich madglich
Extraktion

chromosomaler DNA

nicht méglich

noch nicht gezeigt
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5. Diskussion

5.1 Methodische Aspekte

5.1.1 Probenherstellung

Die Herstellung geeigneter Metaphasechromosomen war die Grundlage fir die
nachfolgenden  FISH-Experimente und deren  Auswertung mit dem
Fluoreszenzmikroskop und mit dem SNOM.

Die Metaphasechromosomen sollten eine gute Spreitung besitzen, da bei schlechter
Spreitung durch Ubereinander liegende Chromosomen Signale verdeckt wirden oder
nur schwer zuzuordnen wdaren. Daher wurden beim Auftropfen verschiedene
Bedingungen getestet. Es wurden sowohl unbehandelte Objekttrager als auch
solche, die Gber Nacht in -20°C kalten 50%igen Alkohol gestellt wurden, verwendet.
Damit sollten die Objekttrdger zuséatzlich entfettet werden, um die
Hintergrundfluoreszenz bei der FISH zu reduzieren. Als Unterlage fiur die
Objekttrager wurden beim Auftropfen trockene und nasse Papiertiicher erprobt. Die
Nasse sollte die Spreitung der Chromosomen beglinstigen. Aufgetropft wurde aus
niedriger (20-30cm) und grofRer H6he (ca. 150cm). Pipettenspitzen aus Plastik und
Glas wurden eingesetzt. Es stellte sich heraus, dass sich nur die Hohe, aus der
aufgetropft wurde, auf die Qualitdt der Spreitung auswirkte. Die beste Spreitung
wurde bei der gréldten Hohe erreicht, weshalb diese Bedingung fir das Auftropfen
Ubernommen wurde. Die anderen Versuchsvariationen lieferten keine Unterschiede.
Fur die Auswertung mittels SNOM spielte vor allem die Anzahl bzw. Dichte der
Mitosen eine entscheidende Rolle, da das SNOM keine Ubersichtsdarstellung bietet
und das Auffinden der Mitosen erschwert ist. Ziel war es daher, eine hohe
Anzahl/Dichte an Mitosen zu erhalten, um das Auffinden zu erleichtern und damit das
Ausbleichen der Fluoreszenzsignale zu minimieren. Gerade im Hinblick darauf,
mdglichst kleine Sonden zu detektieren, kommt dem raschen Auffinden der zu
untersuchenden Strukturen eine grof3e Bedeutung zu.

Um eine hohe Anzahl an Mitosen zu erhalten, musste zunachst die Colcemidzeit
optimiert werden. Je langer die Einwirkzeit war, umso mehr Metaphasen lagen vor.
Gleichzeitig erhdhte sich aber die Zahl der Mitosen, deren Chromosomen einen
héheren Kondensationsgrad aufwiesen, was ein gedrungenes Erscheinungsbild der

Chromosomen zur Folge hatte. Dadurch wurde die mikroskopische Beurteilung der
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FISH-Experimente schwieriger. Bei der Chromosomenpraparation aus menschlichen
Blutlymphozyten wurde das beste Ergebnis mit einer Colcemidzeit von 30min, bei der
Chromosomenpraparation aus der Zelllinie Colo 320 DM mit einer Zeit von 3h15min
erreicht. Diese Zeiten wurden daher bei den anschlielenden Praparationen gewabhilt.
Auch die Hypotoniebehandlung hatte Einfluss auf die Anzahl/Dichte der Mitosen.
War die Hypotoniezeit zu lang, resultierte das vorzeitige Zerplatzen der Zellen und
folglich eine zu geringe Anzahl/Dichte der Mitosen; war sie zu kurz, lagen die Mitosen
noch in ihren Hullen. Diese erschwerten einerseits das Vordringen der Sonde zu den
Chromosomen und verursachten andererseits einen starkeren ,Hintergrund®, was
sich letztlich negativ auf die Qualitdt der FISH-Praparate auswirkte. Bei der
Chromosomenpraparation aus menschlichen Blutlymphozyten zeigte sich, dass mit
einer Hypotoniezeit von 7min das beste Ergebnis erzielt wurde, bei der
Chromosomenpréaparation aus der Zelllinie Colo 320 DM mit einer Zeit von 12min.

Letztlich konnte die Dichte der Mitosen durch Zentrifugieren und Verringerung der
Fixansmenge bzw. durch Hinzugabe von Fixans und Resuspendieren des Pellets

optimiert werden.

5.1.2 PCR

Mit der PCR wurden Sonden hergestellt, die mit Zielsequenzen hybridisieren, die
deutlich kleiner als die Zielsequenzen der Zentromersonde gegen Chromosom 1, des
Sondenmix gegen alle Zentromere und der c-myc-Sonde sind. Durch immer kleiner
werdende Zielsequenzen sollte Uberprift werden, ob mit dem SNOM Zielsequenzen
dargestellt werden koénnen, die kleiner als die bislang mittels konventioneller
Fluoreszenzmikroskopie nachweisbaren sind, und wo die untere Nachweisgrenze
des SNOM liegt. Hierflir wurden Primerpaare verwendet, die PCR-Produkte mit einer
Lange von 1031, 718, 485 und 243bp liefern sollten. Um spezifische PCR-Produkte
zu erhalten, musste zunachst die Annealingtemperatur, spater die Menge an Primer
und DNA optimiert werden. Beim Finden der Annealingtemperatur war ein
Thermocycler hilfreich, der die Einstellung eines Temperaturgradienten erlaubte. Zur
Optimierung der Menge an Primer und DNA wurden verschiedene Mastermixe
(s. 3.2.2.3, S.26) hergestellt. Die Auswertung mittels Gelelektrophorese ergab, dass
alle Mastermixe fir alle Primerpaare PCR-Produkte der erwarteten Grélie lieferten.
Mastermix 2 zeigte die scharfsten Banden, d.h. die wenigsten unspezifischen

Produkte, und wurde deshalb fur die nachfolgenden PCR tibernommen.
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5.1.3 FISH

Bei den anschlieBenden FISH-Experimenten musste fur jede Sonde die geeignete
Versuchsbedingung ermittelt werden. Die Bedingungen der einzelnen
Versuchsabschnitte (Chromosomen-Vorbehandlung, Nachfixierung, Denaturierung,
Hybridisierung, Stringenzwaschung, Detektion, Waschung, Amplifikation) wurden

hierflr - wie in Material und Methode beschrieben — variiert.

5.1.3.1 Zentromersonde gegen Chromosom 1

Die FISH mit der zentromerspezifischen Sonde gegen Chromosom 1 zeigte
unspezifische Signale (s. Abb. 8, S.50). Durch Erhéhung des Formamidanteils von
50% auf 60% bei der Stringenzwaschung konnten die unspezifischen Signale

deutlich reduziert, teilweise sogar ganz vermieden werden (s. Abb. 9, S.50).

5.1.3.2. Sondenmix gegen alle Zentromere

Die fluoreszenzmikroskopische Auswertung der FISH zeigte, dass sich nicht auf allen
Zentromeren Signale nachweisen lieBen. Daher wurden - wie unter Material und
Methoden beschrieben (s. 3.3.2.1, S.36 und 3.3.2.2, S.39) - bei der Denaturierung,
der Hybridisierung, der Stringenzwaschung, der Detektion und der Amplifikation
verschiedenste Bedingungen ausgetestet. Trotz all dieser Verdnderungen gelang es
nicht, alle Zentromere zu markieren. Die Anzahl der markierten Zentromere
schwankte zwischen 25-35.

Hierfr kdnnen folgende Grunde in Frage kommen:

Einerseits ist nicht auszuschlieBen, dass die optimalen FISH-Bedingungen nicht
gefunden wurden. Andererseits koénnte der benutzte Sondenmix, der mit
a-Satelliten-DNA hybridisiert, selbst ursachlich sein. Zwar ist a-Satelliten-DNA die
haufigste Form repetitiver DNA in Zentromeren und kommt in jedem menschlichen
Zentromer vor (WARBURTON, WILLARD, 1996), jedoch kann die Kopienzahl
individuell betrachtlich variieren (YUROV et al., 1987). Im Zentromerbereich von
Chromosom X beispielsweise finden sich Variationen zwischen 1,38Mb und 3,73Mb
(MAHTANI, WILLARD, 1990), im Zentromerbereich von Chromosom 16 zwischen
430kb und 2Mb (GREIG et al., 1989; WEVRICK, WILLARD, 1989). Eine extreme
Reduktion von a-Satelliten-DNA kénnte in einem sehr schwachen bzw. nicht mehr
nachweisbaren Fluoreszenzsignal resultieren, was fir das Zentromer von
Chromosom 21 (MIZUNOE, YOUNG, 1992; WEIER, GRAY, 1992; BOSSUYT et al.,
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1995; LO et al., 1999) und fur das Zentromer von Chromosom 22 (LIEHR et al.,
1998) beschrieben ist.

Obwohl sich nicht alle Zentromere markieren lielen, konnte mit dem Sondenmix im
Vergleich zur Zentromersonde gegen Chromosom 1 ein Fortschritt erzielt werden, da
die héhere Anzahl markierter Zentromere das Auffinden eines Fluoreszenzsignals

mittels SNOM erleichterte und damit das Ausbleichen verringerte.

5.1.3.3 c-myc-Sonde

Die FISH-Experimente mit der c-myc-Sonde zeigten Signale, die sowohl auf
Chromosomen als auch auf den aullerhalb der Chromosomen gelegenen Double
minutes lagen (s. Abb. 11, S.52). Bei den Double minutes handelt es sich um
extrachromosomale, paarweise vorliegende Chromatinfragmente, die in Gré3e und
Anzahl pro Zelle stark variieren. Sie enthalten zirkuldre DNA aus meist mehreren
Kopien der amplifizierten Sequenz und werden bei Zellteilungen als azentrische
Elemente zufallig verteilt. Double minutes sind bei der menschlichen
Promyeloidzelllinie HL-60 (COLLINS, GROUDINE, 1982; DALLA-FAVERA et al.,
1982), akuter myeloischer Leukdmie (OHYASHIKI et al., 1987) sowie zahlreichen
soliden Tumoren (BIGNER et al., 1990; BLOCK et al., 1999) beschrieben und
scheinen mit einer schlechteren Prognose einherzugehen. Die Signale auf den
Double minutes der Zelllinie Colo 320 DM waren zu erwarten, da c-myc amplifiziert
auf den Double minutes vorliegt (ALITALO et al.,1983).

Ferner sollten sich Signale auf dem Genlocus 8g24 zeigen. Jedoch waren in allen
Versuchen immer mehrere Signale zu sehen, die sich auflerhalb des Genlocus
befanden. In der Literatur finden sich zwar Hinweise, dass c-myc auch auf
Chromosom 9, 10 und 18 vorkommen kann (GOLOVLEVA et al., 2002), allerdings
werden diese Amplifikationen nicht bei einer Zelllinie Colo 320 DM, sondern bei
Zellen einer akuten myeloischen Leukdmie beschrieben und die Amplifikationen
liegen als homogen gefarbte Chromosomenregionen (homogeneously staining
regions, HSRs) vor. HSRs stellen ausgedehnte intrachromosomale
Chromosomensegmente dar, die zahlreiche, nacheinander angeordnete Kopien der
amplifizierten DNA-Sequenz enthalten. Die auf den Chromosomen der Zelllinie Colo
320 DM zu beobachtenden Signale imponierten jedoch nicht als HSRs. Aul3erdem
treten HSRs und Double minutes in der Regel nicht zusammen auf, wobei aber auch
ein gleichzeitiges Auftreten bei einem Neuroblastom beschrieben ist (YOSHIMOTO

et al., 1999). Da es sich bei c-myc um ein Onkogen handelt und Onkogene oft in
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amplifizierter Form vorkommen, sind Amplifikationen auf anderen Chromosomen der
Zelllinie Colo 320 DM prinzipiell denkbar, obwohl es in der Literatur diesbezlglich
bislang keine Anhaltspunkte gibt. Letztlich kann nicht sicher beantwortet werden, ob
die aulRerhalb des Genlocus 8924 gelegenen Signale ebenfalls Amplifikationen von

c-myc oder unspezifische Signale sind.

5.1.3.4 Mittels PCR hergestellte Sonden der Ldange 1031, 718, 485, 243bp

Die mittels PCR hergestellten Sonden waren kleiner als das von SCHERTHAN et al.
(1992) nach einmaliger Amplifikation noch nachweisbare single-copy Plasmid
(3,65kb), so dass davon ausgegangen werden musste, dass die Sonden ohne
Amplifikation mit dem Fluoreszenzmikroskop nicht zu detektieren sind. Da die
Sonden jedoch mit Zielsequenzen auf dem c-myc Gen hybridisieren, welches
amplifiziert auf den Double minutes der Zelllinie Colo 320 DM (ALITALO et al., 1983)
vorliegt, wurde zunéchst auf eine Amplifikationsrunde verzichtet. Keine Sonde lieferte
spezifische Signale. Trotz vielfaltiger Veranderungen bei der Stringenzwaschung und
den Waschungen mit 4xSSC-Tween 20 (0,05%) lieRen sich letztlich auch nach
mehrfachen Amplifikationsrunden (max. 6) keine spezifischen Signale erkennen. Die
Auswertbarkeit war dabei durch eine mit den Amplifikationsrunden steigende Anzahl
unspezifischer Signale bzw. eine unspezifische Hintergrundmarkierung, welche bei
Tumorzelllinien aufgrund eines vermehrten Proteindetritus haufig beobachtet wird,

eingeschrankt.

5.1.4 SNOM

Bei der Auswertung der FISH-Experimente mittels SNOM zeigte sich, dass das
schnelle Auffinden der zu untersuchenden Strukturen ein grof3es Problem des
kommerziell erworbenen SNOM war. Ursache hierfir ist, dass das durch die kleine
Sondenspitze  austretende  Licht nur einen sehr kleinen Teil der
Objekttrageroberflache beleuchtet und daher keine Ubersichtsdarstellung méglich ist.
Eine geringe Dichte der Chromosomen auf dem Objekttrdger erschwerte das
schnelle Auffinden. Deshalb wurden fiir die FISH auch nur Objekttrager ausgewabhlt,
die eine hohe Dichte an Metaphasen aufwiesen.

Dennoch blieb das Auffinden erschwert, so dass von unserer Arbeitsgruppe
Modifikationen vorgenommen wurden. Das SNOM wurde mit einem
Phasenkontrastobjektiv und der entsprechenden Kondensoroptik ausgertistet, wobei

die bauartbedingten Gegebenheiten des SNOM beriicksichtigt werden mussten.
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Mit dem Phasenkontrastobjektiv konnten die Probe und die Spitze konventionell
abgebildet und die Positionierung der SNOM-Spitze optisch kontrolliert werden.
Durch Verschieben des Probentisches gelang es, die Probe unter der SNOM-Spitze
zu positionieren. Danach wurde die SNOM-Spitze ins Nahfeld eingebracht und die
Probe gescannt. Da der maximale Scanbereich des SNOM 30um x 30um betragt,
erforderte das Abbilden einer kompletten Mitose je nach Spreitung 5-9 Scans. Daher
wurden zundchst orientierende topographische Scans mit einer niedrigeren
Auflésung von 100 x 100 Pixel durchgefiihrt, wodurch die Scandauer auf ein Funftel
reduziert werden konnte. Dennoch wurden zum Scannen der kompletten Mitose noch
ca. 45-80min benétigt. Um das Ausbleichen der Fluoreszenzsignale zu minimieren,
wurde der Anregungslaser wahrend dieser Zeit ausgeschaltet.

Die initial eingesetzte Zentromersonde gegen Chromosom 1 sollte das Auffinden
erleichtern, da Chromosom 1 in der Topographie sicher als das gré3te Chromosom
identifiziert werden konnte. Erst nach der Identifizierung wurde der Anregungslaser
zur Detektion des Fluoreszenzsignals eingeschaltet und das Chromosom mit einer
héheren Pixelauflésung von 500 x 500 gescannt, was ca. 42min dauerte.

Da das Auffinden der Zentromersonde gegen Chromosom 1 schwierig war und zum
Teil bis zu 2h erforderte, wurde auf einen Sondenmix gegen alle Zentromere
gewechselt. Durch die héhere Anzahl vorhandener Zentromersignale konnte das
Suchen nach Chromosom 1 umgangen werden. Nach Einstellen der Mitose konnte
direkt mit einer Auflésung von 500 x 500 Pixel gescannt und direkt detektiert werden.
Es resultierte ein schnelleres Auffinden der Fluoreszenzsignale, wodurch ein
mogliches Ausbleichen reduziert wurde.

Bei der Auswertung der FISH-Experimente mit der c-myc-Sonde und den mittels
PCR hergestellten Sonden konnte analog zu den Versuchen mit dem Sondenmix
gegen alle Zentromere vorgegangen werden, da die Signale auf den Double minutes
erwartet wurden, welche zahlreich in der Mitose vorhanden waren.

Eine hohe Signalstabilitdt und das schnelle Auffinden der interessierenden Region
sind fur die Qualitdt der Darstellung und damit auch fur die sichere Beurteilung ein
wesentlicher Faktor. Eine bessere praktische Handhabung und ein schnelleres
Auffinden der zu untersuchenden Strukturen wird mit inversen Mikroskopen erreicht,
bei denen ein konventionelles optisches Mikroskop in das SNOM integriert ist.
Nachteil sind die hohen Kosten (Fa. Veeco, Preis ca. 220.000-250.000 Euro).
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Da die Auflésung des SNOM durch das Arbeiten im Nahfeld umso hdher ist, je
kleiner die Lichtquelle und deren Abstand zur Probenoberflache ist, kommen den
verwendeten Spitzen, die die Grélke der Lichtquelle definieren, und der
Abstandsregelung eine grof3e Bedeutung zu. Fir die hohe Qualitat einer Spitze sind
ein hoher Lichtdurchsatz, eine definierte kreisférmige Offnung am Spitzenende, kein
seitliches Austreten von Licht durch den Metallfilm sowie eine hohe Festigkeit
mafigebend. In der vorliegenden Arbeit wurden daher nur Spitzen benutzt, die durch
adiabatisches Ziehen (BETZIG et al.,, 1991; VALASKOVIC et al., 1995)
kommerzieller ,single-mode* Glasfasern (F-SA, Newport, Irvine, USA) hergestellt und
anschlielend in einer UHV-Kammer mit Aluminium bedampft wurden. Beim
Bedampfen musste darauf geachtet werden, eine mdéglichst homogene
Aluminiumschicht aufzutragen, um ein seitliches Austreten von Licht zu verhindern.
AulBerdem sollte die Schicht nicht Uber das Spitzenende hinausragen, da sich das
Zentrum der Apertur sonst um einige nm verschiebt, was zu Fehlern in der optischen
und topographischen Darstellung und letztlich zu Fehlinterpretationen der SNOM-
Daten flihren kann. Die gefertigten Spitzen wurden mit einem Rasterelektronen-
mikroskop (REM) liberpriift. So konnten Spitzen hergestellt werden, deren Offnungen
bei ca. 50nm lagen.

Auler dem adiabatischen Ziehen gibt es eine Reihe anderer Methoden zur
Herstellung guter SNOM-Spitzen. Bei einer dieser Methoden wird eine Atztechnik
eingesetzt (HOFFMANN et al.,, 1995). Die auf diese Weise gefertigten Spitzen
besitzen einen hdheren Lichtdurchsatz als die gezogenen Spitzen, da ihr
Offnungswinkel gréRer ist (ZEISEL et al., 1996; YATSUIA et al., 1998). Jedoch
gestaltet sich die Herstellung schwierig und ist mit einem hohen Anteil an Ausschuss
verbunden. Eine Abwandlung dieser Atztechnik stellt das ,tube etching“ dar, bei dem
der Polymermantel der Glasfaser vor dem Atzen nicht entfernt wird (STOCKLE et al.,
1999). Dadurch ist die Spitze wahrend des Atzvorgangs vor Erschiitterungen und
Temperaturschwankungen geschiitzt. Sehr gute Spitzen mit grolem Kegelwinkel und
glatter Oberflache sind das Ergebnis. Die glatte Oberflache erleichtert das Auftragen
einer homogenen Aluminiumschicht.

Eine weitere Mdéglichkeit SNOM-Spitzen herzustellen, bietet die Mikrofrastechnik, die
einen fokussierten lonenstrahl nutzt (VEERMAN et al., 1998). Auch kann man
winzige Glassplitter als tetraedische SNOM-Spitzen verwenden (KOGLIN et al.,
1996).
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Die Vielfalt der verschiedenen Verfahren zur Herstellung von SNOM-Spitzen
verdeutlicht, dass im Streben um eine héhere Auflésung der Entwicklung noch
besserer SNOM-Spitzen in Zukunft eine wichtige Rolle zukommt.

Bei der Abstandsregelung der SNOM-Spitze mussten im Laufe der Versuche
Veranderungen vorgenommen werden, da die Detektion mittels einer Laserdiode
starkes Streulicht erzeugte. Daher wurde auf eine Abstandsreglung auf Basis eines
Schwingquarzes gewechselt (Abb. 6, S.42). Hiermit konnte ein Abstand von <10nm
zur Probenoberfléache erreicht werden.

Auch bei der Detektionseinheit mussten Modifizierungen durchgefiihrt werden, weil
der detektierbare Flux einen limitierenden Faktor fir die minimale Spitzenéffnung und
damit die Auflésung darstellt. Da das von den FISH-Préaparaten transmittierte Licht
nur eine sehr geringe Intensitat besal®, kam eine ,single-photon-counting“-taugliche
Avalanchephotodiode zum Einsatz. Mit ihr wurde eine so hohe Detektor-
empfindlichkeit erreicht, dass das transmittierte Licht nachgewiesen werden konnte.
Zur Wandlung der von der Photodiode abgegebenen TTL-Impulse in eine von der
Steuerungselektronik aufzuzeichnende Eingangsspannung wurde eine Zahlelektronik
gebaut und in das System integriert.

Ferner waren einige sicherheitsrelevante Umbaumaflnahmen nétig, da die sensiblen
Photodioden durch den Einfall intensiven Laserlichts hatten zerstért werden kénnen.
Durch einen Schalter am Schieber der Detektionseinheit wurde beim Offnen des
Schiebers der Stromkreis zur Beleuchtungseinheit unterbrochen, so dass danach
kein Licht mehr einfallen konnte. Zuséatzlich wurde die Umgebung des gesamten
Strahlengangs mit schwarzem Samt ausgekleidet, um den Einfall von Streulicht zu
vermeiden. AulRerdem wurde ein kontinuierlich variierbarer Graufilter verwendet, der
die Intensitat des zur Justage der Photodioden bendétigten Diodenlasers so anpasste,
dass die Justage von unterschiedlich stark emittierenden SNOM-Spitzen mdglich
war. Uberschritt hierbei die Zahlrate den Wert von 4 Megacounts pro Sekunde,
welche kurzzeitig noch unkritisch ist, wurde dies durch eine Warnleuchte signalisiert.

Um die Integration der SNOM-Komponenten zu ermdglichen, musste die selbst
entwickelte Kammer (Abb. 7, S.43) geringfligig modifiziert werden. Hierbei wurde auf
eine einfach zu handhabende Dekontaminiationsméglichkeit geachtet, da speziell im
Hinblick auf die Extraktion chromosomaler DNA eine méglichst DNA- und DNase-

freie Umgebung von Bedeutung ist.
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5.2 Ergebnisse

Mit dem modifizierten SNOM sollte tUberprift werden, ob DNA-Sonden, die in FISH-
Experimenten eingesetzt werden, topographisch und optisch dargestellt werden
kbnnen und ob beide Abbildungsmodi korrelieren. Ausgehend von der
Zentromersonde gegen Chromosom 1, die mit einer grof3en Zielsequenz hybridisiert,
soliten die Zielsequenzen schrittweise reduziert und somit die untere
Nachweisgrenze bestimmt werden. Weiterhin sollte untersucht werden, ob die
Ergebnisse reproduzierbar sind und ob die mittels SNOM gemachten Abbildungen
mit denen aus der konventionellen Fluoreszenzmikroskopie Ubereinstimmen oder
das SNOM zusatzliche Informationen liefert. Abschliel3end sollte geklart werden, ob

das SNOM auch zur Manipulation oder Extraktion von DNA geeignet ist.

5.2.1 Abbilden

Der Nachweis der Zentromersonde gegen Chromosom 1 zeigte, dass das
modifizierte SNOM DNA-Sonden abbilden und somit fur die Beurteilung von FISH-
Experimenten eingesetzt werden kann. Eine genaue GréRenangabe der Zielsequenz
ist nicht moéglich, da die Sonde mit a-Satelliten-DNA hybridisiert. Diese besitzt einen
Polymorphismus und liegt im Locus D1Z5 in einer Gréflenordnung von 440kb-
1,51Mb vor (WEVRICK, WILLARD, 1989).

Durch die Auflésung im Nanometerbereich kamen im Zentromerbereich zwei Signale
(s. Abb. 18, S.59) zur Darstellung. Denkbar wére, dass es sich hierbei um jeweils ein
Signal auf den beiden Schwesterchromatiden handelt, was mit der konventionellen
Fluoreszenzmikroskopie nicht auflésbar ist. Durch die verdrehte Lage des in Abb. 18
dargestellten Chromosoms kommt es zum raumlichen Versatz der beiden
Schwesterchromatiden. Die Signale scheinen hintereinander zu liegen.

Denkbar ware auch, dass durch die Anlagerung nicht verdauter Proteine an
a-Satelliten-DNA, wie z.B. CENP-A, CENP-B (EARNSHAW, ROTHFIELD, 1985)
bzw. a-Protein (STRAUSS, VARSHAVSKY, 1984) ein ,homogenes Binden“ der
Sonde verhindert wird. Dass hierbei stets exakt zwei Signale entstehen, ist hingegen
eher unwahrscheinlich. Dagegen spricht auch, dass in den von OHTANI et al. (2002)
durchgefuhrten Untersuchungen an Gerstechromosomen im Telomerbereich
ebenfalls zwei Signale im Abstand von 100-200nm zu erkennen sind, wohingegen

mit konventionellen Lichtmikroskopen nur ein Signal zu beobachten war. Zum
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gleichen Ergebnis gelangte OBERRINGER et al. (2003) an Telomeren humaner
Chromosomen. Auch hier konnten Signale nachgewiesen werden, die mit der
konventionellen Fluoreszenzmikroskopie nicht mehr sichtbar waren.

AuBerdem konnten in unseren Versuchen auch kleine Farbstoffmolekile bzw.
unspezifische Fluoreszenzsignale dargestellt werden (s. Abb. 18b, d, S.59), welche
auf den fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen nicht zu sehen waren. Dies belegt
das groRe Potential des SNOM, kleinste Mengen an Fluoreszenzfarbstoff zu
detektieren.

Den hohen Grad der topographischen Auflésung dokumentieren neben den zwei
Peaks im Zentromerbereich die zwischen den Chromatiden sichtbare Erhdhung
(s. Abb. 19, S.60) sowie die in Abb. 20 (S.61) aus dem Nucleus herausragenden
bzw. ihm aufgelagerten Strukturen. Die Erhdhungen zwischen den Chromatiden
kénnten angelagerten Proteinen entsprechen. Bei den aus dem Nucleus
herausragenden bzw. ihm aufgelagerten Strukturen kénnte es sich beispielsweise
um m-RNA, die im Moment der Aufnahme aus den Kernporen ausgeschleust wird,
oder um verbliebene Strukturen des Endoplasmatischen Retikulums bzw. des
Zytoskeletts handeln. Denkbar wére auch, dass es Nucleoli sind, wobei es in der
Literatur diesbeziglich bislang keine Anhaltspunkte gibt.

Nach dem Nachweis der Zentromersonde gegen Chromosom 1 konnte auch mit dem
Sondenmix gegen alle Zentromere gezeigt werden, dass das modifizierte SNOM zum
Abbilden von DNA-Sonden, die mit grol3en Zielsequenzen hybridisieren, geeignet ist.
Eine exakte Groflenangabe der Zielsequenzen ist auch hier nicht méglich, da der
Sondenmix ebenfalls mit a-Satelliten-DNA hybridisiert, welche in den einzelnen
Zentromerregionen in einer GréRenordnung von mehreren hundert kb bis ca. 5Mb
vorkommt (WAYE et al., 1987; WEVRICK, WILLARD, 1989; LEE et al., 1997).

Auf den meisten Chromosomen waren im Zentromerbereich Fluoreszenzsignale zu
erkennen, wobei wesentliche Unterschiede in der Intensitdt der einzelnen Signale
bestanden. Ursachlich hierfir kénnte die Organisation von a-Satelliten-DNA sein.
a-Satelliten-DNA besteht aus Monomeren, die eine Konsensussequenz von ca.
171bp besitzen (WILLARD, WAYE, 1987). Diese Monomere kénnen ungeordnet
vorliegen oder in Ubergeordneten Einheiten organisiert sein (WILLARD, 1991;
WARBURTON, WILLARD, 1996; ALEXANDROV et al., 2001). Die Ubergeordneten
Einheiten bestehen aus multiplen tandemférmig angeordneten Kopien von

Grundeinheiten, die sich aus 2-35 Monomeren zusammensetzen (ROSENBERG et
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al., 1978; WU, MANUELIDIS, 1980). Wé&hrend die einzelnen Monomere eine
Sequenzdivergenz bis zu 35% aufweisen (CHOO, 1997), zeigen benachbarte
Grundeinheiten eine Ubereinstimmung von 97-100% (RUDD, WILLARD, 2004). Da
der Sondenmix an den verschiedenen Zentromeren entsprechend dem Vorkommen
der Zielsequenz unterschiedlich oft bindet, kénnten somit Unterschiede in der
Intensitat der verschiedenen Zentromersignale zustande kommen. Die geringe
Intensitat einiger Signale kénnte der Grund dafir sein, dass mit dem
Fluoreszenzmikroskop nicht alle Zentromersonden nachweisbar waren. Aufgrund der
Méglichkeit der Einzel-Photon-Detektion (BETZIG, CHICHESTER, 1993; XIE, DUNN,
1994) hatten mit dem SNOM theoretisch mehr Signale als mit dem
Fluoreszenzmikroskop sichtbar sein missen. Praktisch konnte dies jedoch nicht
Uberpruft werden, da die FISH-Praparate fiur die Auswertung mittels Fluoreszenz-
mikroskopie eingedeckt werden mussten. Dadurch wurden die FISH-Praparate fur
nachfolgende Untersuchungen mittels SNOM unbrauchbar, so dass nie dasselbe
Praparat verglichen werden konnte.

Dass auch mit dem SNOM nicht auf allen Zentromeren Signale darstellbar waren, ist
mdglicherweise einerseits darauf zuriickzufihren, dass im Rahmen der FISH nicht
alle Zentromere markiert wurden, zumal von Seiten des Herstellers eine
eingeschrankte Sondenqualitat eingerdumt wurde. Andererseits kénnten durch eine
extreme Reduktion von a-Satelliten-DNA (s. 5.1.3.2, S.72) oder einen geringen Anteil
zum Sondenmix komplementdrer Sequenzen sehr schwache Fluoreszenzsignale
resultieren. Nicht auszuschliel3en ist, dass diese bis zum Auffinden der jeweiligen
Zentromerregion schon verblasst waren, so dass der Nachweis mittels SNOM
misslang.

Im Unterschied zu den fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen waren auf einigen
Chromosomen die Fluoreszenzsignale in mehrere kleine Teile aufgetrennt
(s. Abb. 21, S.63), was die hohe Auflésung des SNOM demonstriert. Durch die
Auflésung im Nanometerbereich ist es vorstellbar, dass diese Substrukturen den
Bindungsstellen des Sondenmix an komplementare Sequenzen entsprechen, welche
durch nicht komplementére a-Satelliten-DNA unterbrochen werden. Aulierdem
kénnten die Unterbrechungen auch durch Alu-Elemente entstehen, die in die a-
Satelliten-DNA eingestreut sind (LEE, 1997). Alu-Elemente sind kurze, verstreut
liegende, repetitive Elemente mit einer Durchschnittsl&énge von ca. 280bp und z&hlen

zu den SINEs (short interspersed nuclear elements). Ferner kénnten auch hier nicht
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verdaute Proteine wie CENP-A, CENP-B bzw. a-Protein, die eine Bindungsaffinitat
zu a-Satelliten-DNA besitzen, ein ,homogenes Binden“ der Sonden verhindert haben.
Da die Zentromer- und Perizentromerregion beim Human Genome Project (COLLINS
et al., 1998) ausgespart wurden, ist der exakte Aufbau dieser Regionen noch nicht
bekannt. Worum es sich bei den Substrukturen handelt, muss daher zurzeit offen
bleiben.

Die Auswertung der FISH-Experimente mit der c-myc-Sonde belegt, dass das
modifizierte SNOM DNA-Sonden, die mit mittelgroRen Zielsequenzen von 80kb
hybridisieren, nachweisen kann. Die SNOM-Abbildungen zeigten Signale auf
mehreren Chromosomen sowie auf den Double minutes und entsprachen damit den
fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen. Im Gegensatz zu den SNOM-Darstellungen
der Zentromersonde gegen Chromosom 1 und dem Sondenmix gegen alle
Zentromere lieferten die SNOM-Aufnahmen der c-myc-Sonde keine zusatzlichen
Informationen.

Um herauszufinden, bis zu welcher kleinsten GrélRe Zielsequenzen nachgewiesen
werden kdnnen, wurden mittels PCR Sonden hergestellt, die eine Lédnge von 1031,
718, 485 und 243bp besalen. Spezifische Signale lieBen sich jedoch nicht
nachweisen, obwohl die Zielsequenzen auf c-myc und damit amplifiziert auf den
Double minutes vorliegen. Theoretisch hatten durch die Mdglichkeit der Einzel-
Photon-Detektion des SNOM Signale nachweisbar sein missen. Bei sehr kleinen
Sonden mit wenig intensiven Fluoreszenzen ist die Darstellung jedoch erschwert, da
die Fluoreszenzsignale nur noch sehr schlecht bzw. gar nicht mehr vom
Hintergrundrauschen unterschieden werden k&énnen. Dieses kann zwar durch
Herunterkihlen der APD reduziert, jedoch nicht vermieden werden.

Ferner spielt die Problematik des Auffindens und des Ausbleichens gerade bei
schwachen Fluoreszenzsignalen eine limitierende Rolle, weshalb eine hohe
Signalstabilitédt von grol3er Bedeutung ist.

Neben diesen méglichen Grinden kann aufgrund der fluoreszenzmikroskopischen
Auswertung (s. 4.1.4, S.53) am ehesten davon ausgegangen werden, dass die fur
die sehr kurzen Sonden gewéahlten FISH-Bedingungen nicht optimal waren. Sollte die
Frage nach der unteren Nachweisgrenze des SNOM erneut aufgegriffen werden,

misste zunachst eine Optimierung der FISH-Bedingungen im Vordergrund stehen.
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5.2.2 Manipulation/Extraktion chromosomaler DNA

Da bezuglich der Manipulation/Extraktion von DNA mittels SNOM bis zum Beginn
dieser Arbeit keine Erfahrungen existierten, wurde auf Erkenntnisse aus der
Rasterkraftmikroskopie  zurlickgegriffen. Somit konnten Manipulationsmuster
festgelegt werden, die in einer Vertikal- bzw. einer Horizontalbewegung der Spitze
zur Probe resultierten. Die nach einer Vertikalbewegung durch Eintauchen der Spitze
in das Chromosom zu beobachtende Indentation (s. Abb. 24, S.67) zeigt, dass DNA
mit der Spitze verdrangt und folglich angehauft wurde; gleiches gilt fir den Versuch
mit der Horizontalbewegung (s. Abb. 25, S.68). Geht man davon aus, dass die
angehaufte DNA den gleichen Kondensationsgrad hat wie zuvor, so bedeutet dies,
dass letztendlich eine gewisse Menge an DNA an der Spitze haften bleibt.

In diesem Zusammenhang wurde ein Spitzendesign entwickelt, das ein Anhaften der
DNA unterstitzen sollte. Durch Ziehen von Glaskapillaren und anschlieiendem
Atzen in Flusssdure entstanden Hohlsonden, die einen Offnungsdurchmesser im
Bereich von 500nm bis 1um besalten. Um sie als SNOM-Spitzen verwenden zu
kénnen, wurde Aluminium aufgedampft. Dadurch konnte zwar einerseits eine
Einengung des Offnungsdurchmessers bis auf ca. 200nm erzielt werden,
andererseits kam es zu einer Verrundung der Kanten, wodurch ein Ausstanzen von
DNA erschwert wird. Eine solche Spitze zeigt die rasterelektronenmikroskopische
Aufnahme in Abb. 26. Der definitive Nachweis, dass chromosomale DNA extrahiert
wurde, kann nach derzeitigem Wissensstand nur mit Hilfe eines kompletten Reverse-
FISH-Experiments gefuhrt werden, dessen Etablierung fur speziell diese Anwendung
bisher noch nicht gelungen ist. Mdglicherweise war die entnommene DNA-Menge
nicht ausreichend fir eine DOP-PCR oder das Ausstanzen aufgrund der

abgerundeten Kanten nicht erfolgreich.

Abb. 26: Rasterelektronenmikroskopische Auf-
nahme einer stanzenartig gezogenen SNOM-
Spitze mit einem inneren Durchmesser von ca.
200nm. Die Offnung wird von der aufgetragenen

Aluminiumschicht umgeben.
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5.3 Wertung und Ausblick

Zu Beginn der Arbeit zeigte sich, dass das kommerziell erworbene SNOM nicht zum
Abbilden chromosomaler DNA geeignet war und Modifizierungen vorgenommen
werden mussten. Letztlich gelang es, das SNOM so umzuriisten, dass damit auch
chromosomale DNA und FISH-Sonden dargestellt und untersucht werden konnten.
Als nachteilig hat sich im Laufe der Arbeit die Handhabung des SNOM erwiesen, die
z.T. unpraktikabel und sehr zeitaufwendig ist. So stellt das Auffinden der zu
untersuchenden Strukturen ein Problem dar. Weitere Verbesserungen bei der
exakten Positionierung der SNOM-Spitze sowie die Kombination mit in der
Humangenetik verwendeten Erkennungsprogrammen kénnten zukinftig das
Auffinden der Signale und damit die Auswertung der FISH-Experimente erleichtern.
Mit dem Nachweis der Zentromersonde gegen Chromosom 1 und dem Nachweis
mehrerer Zentromersonden des Sondenmix gegen alle Zentromere konnte gezeigt
werden, dass sich das SNOM zum Abbilden von DNA-Sonden eignet, die mit
Zielsequenzen von mehreren hundert kb bis ca. 5Mb hybridisieren. Dass hierbei
keine exakten Gréllenangaben gemacht werden kénnen, liegt an der Wahl der
Sonden, die mit a-Satelliten-DNA hybridisieren. Die Zentromersonde gegen
Chromosom 1 wurde gewahlt, da zunachst die Auswertung von FISH-Experimenten
mittels SNOM etabliert werden sollte. Einerseits werden Zentromersonden haufig in
FISH-Experimenten eingesetzt, andererseits sollte die groRe Zielsequenz der
Zentromersonde gegen Chromosom 1 sowie die Lokalisation auf dem gréflten
Chromosom das Auffinden mittels SNOM erleichtern. Da sich jedoch herausstellte,
dass das Auffinden dennoch erschwert war, wurde auf den Sondenmix gegen alle
Zentromere gewechselt, welcher ebenfalls mit groRen Zielsequenzen hybridisiert.
Durch die hdéhere Anzahl an Zentromersignalen wurde das Auffinden der Signale
erleichtert.

Dadurch gelang es, die Auswertung von FISH-Experimenten sowohl im optischen als
auch im topographischen Modus zu etablieren, was die Grundvoraussetzung fur die
nachfolgenden Experimente darstellte. Die Korrelation beider Modi konnte in allen
Versuchen belegt werden. Anhand von Versuchswiederholungen, die die gleichen
Ergebnisse lieferten, konnte nachgewiesen werden, dass mit dem SNOM ein
reproduzierbares Arbeiten gewahrleistet ist.

Als nachteilig erwies sich, dass durch das Eindecken der Préparate eine

vergleichende Auswertung am selben Praparat mittels Fluoreszenzmikroskopie und
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SNOM unméglich wurde. Ein Vergleich wére insbesondere bei der Auswertung der
FISH-Experimente mit dem Sondenmix gegen alle Zentromere interessant gewesen,
um zu (Oberprifen, ob mit dem SNOM mehr Signale als mit dem
Fluoreszenzmikroskop zur Darstellung kommen. Letztlich konnte dieses methodische
Problem nicht umgangen werden.

Durch den Nachweis der c-myc-Sonde konnte gezeigt werden, dass mit dem SNOM
auch mittelgrofe Zielsequenzen von 80kb im optischen und topographischen Modus
dargestellt werden kénnen und dass beide Modi korrelieren.

Dagegen konnte die Frage, bis zu welcher kleinsten Groe Zielsequenzen mit dem
SNOM nachweisbar sind, nicht beantwortet werden. Da sich in der Literatur
diesbeziiglich auch keine Untersuchungen anderer Gruppen finden, muss die Frage
nach der Detektionsgrenze derzeit offen bleiben. Sollte zukinftig der Nachweis
kleiner Zielsequenzen gelingen, kdnnte die Menge an Fluoreszenzmarker und die
Anzahl der notwendigen Amplifikationen reduziert werden. Somit kdnnte einerseits
eine prazisere Darstellung - was beim physikalischen Kartieren mittels FISH
winschenswert ware - erreicht und andererseits Zeit bei der FISH eingespart
werden.

Die Korrelation der SNOM-Abbildungen mit den Abbildungen der konventionellen
Fluoreszenzmikroskopie konnte in allen Versuchen mit der Zentromersonde gegen
Chromosom 1, dem Sondenmix gegen alle Zentromere, der c-myc-Sonde und den
mittels PCR hergestellten Sonden belegt werden. Dass hierbei im Vergleich zur
konventionellen Fluoreszenzmikroskopie eine héhere Auflésung erreicht wurde,
zeigen die zwei Signale im Zentromerbereich von Chromosom 1 und die in mehrere
kleine Teile aufgetrennten Zentromersignale des Sondenmix.

Ferner konnten immer zusatzlich topographische Abbildungen erstellt werden,
welche ergénzende und teilweise neue Informationen lieferten. Dies stellt einen
weiteren deutlichen Vorteil des SNOM dar. Die Qualitdt der topographischen
Aufnahmen des SNOM ist dank der sehr guten Kontrolle des Proben-Spitzen-
Abstands (KARRAI, GROBER, 1995) vergleichbar mit der der Rasterkraft-
mikroskopie. Durch die Gegenuberstellung optischer und topographischer Bilder ist
es mit dem SNOM mdoglich, auf demselben Chromosom verschieden gefarbte DNA-
Sonden im Nanometerbereich darzustellen und sicher zu identifizieren. Bisher
bestand diese Méglichkeit nicht, da sowohl bei der Elektronenmikroskopie als auch

bei der Kraftmikroskopie die optischen Informationen fehlen.
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KIMURA et al. (2002) konnten an menschlichen Metaphasechromosomen den
Austausch von Schwesterchromatiden, die unterschiedlich angefarbt waren,
nachweisen. Die hierbei erzielte Auflésung war gréler als die des
Fluoreszenzmikroskops. Die Superposition von optischen und topographischen
Aufnahmen lieferte genauere Aufschlisse der Chromosomenstruktur, insbesondere
bezuglich des ausgetauschten Materials. Durch die prazisere Darstellung der
Topographie kénnen so letztlich bessere Rickschlisse hinsichtlich der Funktion
gewonnen werden. YOSHINO et al. wiesen die hdhere Auflésung des SNOM und die
Ubereinstimmung der optischen und topographischen Aufnahmen 2002 an mit
YOYO-1 gefarbten Gerstechromosomen nach. Aul3erdem zeigten sie die Anwendung
fur die Auswertung des R-Chromosomenbandings an mit YOYO-1 und Methylgriin
geférbten Gerstechromosomen.

Beim Versuch chromosomale DNA mittels SNOM zu manipulieren, konnten zwar
erfolgreich Manipulationsmuster erstellt werden, die die Manipulation chromosomaler
DNA im Nanometerbereich ermdéglichten, jedoch zeigte die rasterelektronische
Uberpriifung der SNOM-Spitzen, dass es durch die Manipulation zu Schaden an den
SNOM-Spitzen kam. Dadurch wurden die Spitzen einerseits zum Abbilden
unbrauchbar, andererseits wurde der rasterelektronenmikroskopische Nachweis
verbliebener DNA unmdglich. Die Entwicklung von Hohlsonden ist ein erster Schritt
auf der Suche nach einem geeigneten Spitzendesign. Dass im Rahmen der
Manipulation tatsadchlich DNA extrahiert wurde, konnte jedoch selbst unter
Verwendung von Hohlsonden bislang nicht bewiesen werden und bleibt eine
Herausforderung. Zukinftig kénnte der Einsatz von Hohlsonden aus Quarz, die die
Form eines scharfkantigen Pyramidenstumpfes besitzen, das Ausstanzen
chromosomaler DNA verbessern. Ferner kénnte ein automatisierter Sondenwechsel
das wiederholte Ansteuern einer Chromosomenstelle ermdglichen und damit das
Extraktionsverfahren erleichtern.

Somit steht die Mdglichkeit, mit dem SNOM DNA im Nanometerbereich gezielt zu
manipulieren bzw. zu extrahieren, zwar noch am Anfang, bietet jedoch neue
Perspektiven. Die Erstellung bandenspezifischer Bibliotheken, das Anlegen von
Genkarten sowie cytogenetische Analysen fir die Diagnostik erfordern eine
Isolierung der DNA. Dies geschieht z.B. mit Hilfe der Mikrodissektion, bei der eine
Glasspitze oder ein Laser verwendet werden. Ein fundamentales Problem bei der

Mikrodissektion stellt die prazise Bestimmung des Ortes des zu extrahierenden
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Materials dar. Normalerweise werden mit konventionellen Methoden der
Mikrodissektion komplette Chromosomenbanden piezo-gesteuert extrahiert. Durch
eine bessere Auflésung kénnte einerseits Material praziser enthommen und
andererseits die Menge des extrahierten Materials reduziert werden, was eine
Verfeinerung der Analyse bedeuten wirde.

Ein weiterer wesentlicher Vorteil des SNOM ist, dass man im Gegensatz zu anderen
hochauflésenden Mikroskopiertechniken nichtinvasiv. und damit zerstérungsfrei
arbeiten kann. Dadurch, dass die Spitze nicht in Kontakt mit der Probenoberflache
gelangt und eine Vorbehandlung, wie z.B. ein Fixieren oder Anfarben der zu
untersuchenden Materialien, nicht erforderlich ist, kommt es zu keiner Veranderung
der urspringlichen Probe. Auch ein Umgebungsvakuum wird nicht benétigt, so dass
eine Betrachtung der Objekte in Luft wie auch in Flissigkeiten mdglich wird und die
Untersuchung biologischer Strukturen in vivo erfolgen kann. MURAMATSU et al.
(1996) untersuchten Aktin- und Keratinfilamente sowohl in Wasser als auch in Luft.
HOPPENER et al. (2003) gelang es, eine Kernhiille in Fliissigkeit darzustellen. Sie
erreichten eine Auflésung von ca. 70nm, ohne die Struktur zu beschéadigen. Ferner
konnten einzelne Poren in der Kernhille mit einem minimalen Abstand von 120nm
abgebildet werden. In Studien an Pseudomonas aeruginosa konnten CEFALI et al.
(2002) durch den Einsatz des SNOM eine Struktur- und Morphologiednderung der
Bakterien unter Stressbedingungen nachweisen.

Dank seiner hohen Auflésung und der Méglichkeit der topographischen Darstellung
findet das SNOM mittlerweile neben den urspringlichen Einsatzgebieten wie der
Halbleitertechnologie sowie der Magnetooptik auch in vielen Bereichen der
Grundlagenforschung, der Biologie, der Molekularbiologie, der Physiologie, der
Pharmakologie und der Medizin eine Anwendung, was die folgenden Beispiele
belegen.

KIRSCH et al. (1999) beobachteten den Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer
(FRET) zwischen einem einzelnen Donor- und Akzeptor-Molekil. Der FRET wird in
der Zellbiologie und der Molekularbiologie zum Nachweis von Protein-Protein-,
Protein-Nukleinsdure- und Nukleinsdure-Nukleinsdure-Wechselwirkungen sowie flr
die Abstandsbestimmung von Molekiilen benutzt, deren Abstand weniger als 10nm
betragt. Hierbei sind der Donor und der Akzeptor mit unterschiedlichen Farbstoffen
markiert. Kommt es zu einer Energielbertragung, so kann dies optisch sichtbar

gemacht werden. Aullerdem kénnen dynamische Veranderungen durch
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Morphologiednderungen, welche mit Veranderungen der Topographie einhergehen,
nachgewiesen werden.

Im medizinischen Bereich kam das SNOM bei der Erforschung der altersbedingten
Maculadegeneration zum Einsatz (KROGMEIER et al., 2001). Studien mit konfokalen
Mikroskopen hatten gezeigt, dass eine hohe Emissionsrate in den Lipofuszingranula
mit dem Vorhandensein des Fluorophores AE2 einherging, was bei der
altersbedingten Maculadegeneration eine wichtige Rolle zu spielen schien. Die
Interpretation der Ergebnisse war aber aufgrund der wenigen Informationen tber die
Struktur der Granula schwierig. Mit Hilfe des SNOM konnten topographische
Informationen gewonnen werden, die jedoch nicht mit den optischen korrelierten. Der
Vergleich der Aufnahmen ergab, dass AE2 wohl doch nicht die Hauptkomponente
des Lipofuszins darstellt.

Eine weitere Anwendung fand das SNOM in der onkologischen
Grundlagenforschung. NAGY et al. (1999) fuhrten Untersuchungen der erbB2
Rezeptor Tyrosin Kinase durch, die oft bei Brustkrebs und anderen Malignomen
verstarkt exprimiert ist. PERNER et al. (2002) analysierten mit Hilfe des SNOM
Zelloberflachenverénderungen einer mit Estrogen behandelten Brustkrebszelllinie.
Dartber hinaus kann die hohe Auflésung des SNOM in der onkologischen Therapie
genutzt werden, wenn es z.B. um die Beurteilung von Fluoreszenzmarkern geht, die
in der photodynamischen Therapie von Krebserkrankungen eingesetzt werden.
TEITEN et al. (2002) setzten das SNOM ein, um die Lokalisation des
Fluoreszenzmarkers Meta-tetra(hydroxyphenyl)chlorin (m-THPC) und den von ihm
induzierten Zelltodmechanismus in menschlichen Brustkrebszellen nachzuweisen.

In der onkologischen Therapie wird die Gentherapie zukiinftig eine grof3e Rolle
spielen, wobei der FISH bei der Erforschung genetischer Erkrankungen weiterhin
eine groRe Bedeutung zukommt. Uber die Identifizierung einzelner Gene
hinausgehend, eréffnet sich mit der Kenntnis der DNA-Sequenz ein neues
Forschungsfeld, namlich die Untersuchung der von diesen Sequenzen kodierten
Proteine. Die Identifizierung einzelner fluoreszenzmarkierter Proteine zur
Untersuchung von Protein-Protein-Interaktionen ist auf molekularer Ebene mit der
konventionellen Fluoreszenzmikroskopie jedoch wegen ihrer geringeren Auflésung
nur bedingt méglich. GAO et al. (2001) gelang es mit Hilfe des SNOM, FITC- und
Alpha RED-markiertes Streptavidin (60kDa) darzustellen. Hierdurch wird es méglich,
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mittels verschieden markierter Proteine Interaktionen zwischen den Proteinen zu
untersuchen.

Ein weiteres Einsatzgebiet ergibt sich durch die Kombination der SNOM-Technik mit
dem ,reverse chromosome painting® (CARTER et al., 1992), welches bei der
Erforschung genetisch verursachter Erkrankungen eine wichtige Rolle spielt. Eine
Modifikation des ,reverse chromosome painting“ stellt die ,comparative genomic
hybridization® (CGH) dar, bei der DNA von Tumorzellen als Sonde benutzt wird
(KALLIONIEMI et al., 1992). Durch die simultane Erfassung unterschiedlicher
genetischer Verédnderungen ist die CGH als Screening-Methode fur die
Untersuchung genomischer Imbalancen in Tumorzellen geeignet.

Die Kombination des SNOM mit der Massenspektrometrie schafft bei der
chemischen Analyse kleinster Proben neue Mdbglichkeiten. Die Analyse der
molekularen Zusammensetzung mit einer Aufldésung von unter 1um gestaltet sich
schwierig, da sowohl die Rastertunnel- als auch die Rasterkraftmikroskopie kaum
chemische Informationen liefern. Mit lonen- oder Elektronenstrahlen kénnen zwar
Proben im Nanometerbereich gewonnen werden, jedoch erfordern diese Verfahren
im Gegensatz zum SNOM eine spezielle Préparation der Proben und
Ultrahochvakuumbedingungen. Ein weiterer Nachteil ist, dass au3erdem chemische
Bindungen gebrochen werden. Mit dem SNOM hingegen gelingt es, durch
Laserablation (KRAUSCH, MLYNEK, 1996) Proben im Nanometerbereich zu
gewinnen, die dann mit dem hochempfindlichen Verfahren der Massenspektrometrie
chemisch analysiert werden koénnen. Fir viele Wissenschaften, wie z.B. die
supramolekulare Chemie, die Mikroelektronik, die Materialkunde, die Biologie und die
Medizin ist die chemische Zusammensetzung von Nanopartikeln von grof3em
Interesse und ihre Kenntnis spielt bei der Erforschung von Prozessablaufen eine
wichtige Rolle. Die Entschlisselung von Prozessablaufen ist in der Medizin fur das
Verstehen von Krankheitsentwicklung und somit auch fur die Entwicklung geeigneter
Therapieanséatze von grundlegender Bedeutung.

Im Streben um eine weitere Verbesserung der Auflésung wird das SNOM mit
Abwandlungen der Standard-FISH kombiniert. Eine dieser Abwandlungen stellt die
.low temperature-FISH"* (LTFISH) dar, deren Einsatz bei morphologischen Studien
einen Fortschritt (WINKLER et al., 2003) verspricht. Durch genauere Kenntnis der
Morphologie koénnten evtl. auch neue Erkenntnisse hinsichtlich der Funktion

gewonnen werden. Die in 2.1 beschriebene ,Fiber-FISH-Methode® erzielt ebenfalls
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eine grolRere Aufldsung als die Standard-FISH. Die ,nano-FISH* benutzt solche DNA-
Fiber, um mit Hilfe des SNOM den Abstand unterschiedlich angefarbter Gene zu
einem Marker zu messen (YOSHINO et al.,, 2003). Auf diese Weise kann die
Lokalisation des Gens bestimmt werden. Diese scheint neben der DNA-Sequenz
eine entscheidende Rolle bei der Genexpression zu spielen. Aulerdem kann mit
dem SNOM die Lange der Gene gemessen werden.

Die bestehenden breiten Anwendungsmaéglichkeiten des SNOM scheinen noch nicht
ausgeschodpft. Durch den interdisziplindren Austausch von Erkenntnissen aus der
Biologie, Chemie, Physiologie, Pharmazie und Medizin werden sich auch zukunftig
noch weitere Einsatzfelder erschlie3en.

Fir die medizinische und biologische Forschung stellt das SNOM ein
vielversprechendes Werkzeug dar. Da sich das SNOM nicht nur zum Abbilden im
Nanometerbereich eignet, sondern dartiber hinaus auch die Manipulation von DNA in
diesem Malstab erlaubt, kann es zum Bindeglied zwischen der molekularen
Zytogenetik und der Molekularbiologie werden. Dabei sind die Grenzen der
Nahfeldmikroskopie noch nicht erreicht, insbesondere da die Weiterentwicklungen
der SNOM-Technik noch nicht abgeschlossen sind. Die Integration inverser
Mikroskope sowie Verbesserungen beim Spitzendesign und der Abstandsregelung
versprechen eine einfachere Handhabung und eine noch gréRere Auflésung. Somit
kénnte die Manipulation/Extraktion chromosomaler DNA erleichtert werden, wodurch

sich neue Perspektiven eréffnen.

89



Abkurzungsverzeichnis

6. Abkiirzungsverzeichnis

Abb. Abbildung

AFM atomic force microscopy, Rasterkraftmikroskopie
APD avalanche photon diode

bp Basenpaare

BACs bacterial artificial chromosomes

CCD Kamera charge coupled device Kamera

CENP A centromere protein A

CENP B centromere protein B

CGH comparative genomic hybridization

D/A Converter Digital/Analog Converter

DABCO 1,4 Diazobicyclo(2,2,2,)octan

DAPI 4,6 Diamidino-2-phenylindol

dATP Desoxyadenosintriphosphat

dCTP Desoxycytidintriphosphat

dGTP Desoxyguanosintriphosphat

DM Double minutes

DNA desoxyribonucleic acid

DOP-PCR degenerate oligonucleotide primer-polymerase chain reaction
DS DNA Doppelstrang DNA

dTTP Desoxythymidintriphosphat

dUTP Desoxyuridintriphosphat

EDTA Ethylendiamin-tetraacetat

EtBr Ethidiumbromid

Fa. Firma

FCS fetal calf serum, fetales Kélberserum
FISH Fluoreszenz in situ-Hybridisierung

FITC Fluoresceinisothiocyanat

fr Resonanzfrequenz

FRET Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer
FWHM full-width-half-maximum, Halbwertsbreite des Intensitatspeaks
H,Odd Wasser, doppelt destilliert
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HSRs

ISH

K

kb

KCI
LT-FISH

Mg**
NA
NEA
PACs
PBS
PCR
PMT Detektor
REM
RNA
SINEs
SNOM

SPM

STM

Tab.
TAE-Puffer
TN-Puffer
UHV-Kammer
UV-Licht
YACs

homogeneously staining regions, homogen gefarbte Chromo-
somenregionen

in situ-Hybridisierung

Federkonstante

Kilobasen

Kaliumchlorid

low temperature-FISH

Megabasen

Magnesiumionen

Numerische Apertur

non essential amino acids, nicht essentielle Aminosduren
P1 derived artificial chromosomes

phosphate buffered saline, Phosphat-gepufferte Salzlésung
polymerase chain reaction, Polymerase-Ketten-Reaktion
Photo Multiplier Detektor

Rasterelektronenmikroskopie

ribonucleic acid, Ribonukleinséure

short interspersed nuclear elements

scanning near-field optical microscopy, scanning near-field
optical microscope, optische Rasternahfeldmikroskopie,
optisches Rasternahfeldmikroskop

scanning probe microscopy, Rastersondenmikroskopie
scanning tunneling microscopy, Rastertunnelmikroskopie
Tabelle

Tris Acetat EDTA-Puffer

Tris NaCl-Puffer

Ultrahochvakuum-Kammer

ultraviolettes Licht

yeast artificial chromosomes
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