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Zusammenfassung

Ein Zervixkarzinom entsteht in der Regel aus zexdk intraepithelialen Neoplasien
(CIN). Sowonhl der Differenzierungsgrad des Epithsgaie das Vorkommen atypischer
Mitosefiguren werden zur histologischen Einstufaleg Prakanzerosen der Cervix uteri

benutzt.

Eine persistierende Infektion mit ,high risk“ hunemPapillomaviren (hr-HPV) wird
als notwendige Ursache fur die Entstehung einesidearzinoms angesehen. Durch
die Expression der viralen Onkogene E6 und E7, eelmit p53 bzw. pRB inter-
agieren, kommt es zu einer deregulierten Prolifenatind genetischen Instabilitat der
Zelle. Die Progression einer HPV-infizierten Zela einem malignen Phé&notyp er-
fordert weitere genetische Veranderungen des Wifgmoms. Mit dem Auftreten von
chromosomalen Aberrationen kann es zur Mutationr @em Verlust von Tumor-
suppressorgenen und zur Aktivierung und Amplifikatvon Onkogenen kommen, die

im Prozeld der Tumorgenese involviert sind.

Bislang gibt es kaum verlaR3liche genetische Martterch die das progressive Potential

einer Neoplasie eingeschatzt werden konnte.

Zur Untersuchung genetischer Veranderungen in irtatesr Zellen verwenden wir ein
in-vitro Zellkulturmodell bestehend aus mehreremainander unabhangig etablierten
HPV-16 oder HPV-18-positiven HPK-Zelllinien _@ymane _RBpillomavirus im-

mortalisierte _Keratinozyten: HPK IA, 1, Il und V). Diese primareZellkulturen

wurden zu unterschiedlichen Zeitpunkten nach Tekigfn des Virusgenoms mittels
vergleichender genomischer Hybridisierung (CGH) gemetische Veranderungen hin
untersucht (Solinas-Toldo et al., 1997). Im Ergsbaér CGH-Analysen fanden sich

charakteristische chromosomale Zugewinnen und Stxlu

In der vorliegenden Studie sollten analog dazufrdieen Passagen der HPK-Zelllinien
sowie auch primare Kulturen aus CIN und zervikalkarzinomen mittels spectral
karyotyping (SKY) auf charakteristische zytogerwies Veranderungen untersucht
werden. Diese koénnten, nach der Bestatigung ihezteBtung flir die Karzinogenese,

als diagnostischer Marker Verwendung finden.

Die HPK-Zelllinien wurden in mindestens zwei Passaguntersucht. Um einen
Uberblick uber Zellkultur-bedingte Aberrationen wan als Kontrolle priméare

Keratinozyten aus der Vorhaut verwendet.



Die Verluste der Chromosomen 4 und 10p, die in @&H-Studie nachgewiesen
worden waren, konnten in den Zelllinien bestéatigrden. Zudem konnte im Fall von
10p auch die fur den Verlust ursachlichen Tranglokan gefunden werden. In den
vier Linien sind diese jedoch unterschiedlicher: At HPKIA ist es ein deletiertes
Chromosom, in HPKII eine t(10;14), in HPKV eine;i6). In HPKII ist das gesamte
Chromosom 10 unterrepréasentiert. Der Verlust vomo@iesom 10p wurde mittels
Interphasen-FISH an Schnitten paraffineingebettégevixkarzinome untersucht. Auch

hier konnte eine haufige Unterreprasentation diBsesiches bestétigt werden.

Weitere Aberrationen sind die Verluste der Chromusio 6 (3/4 Zelllinien), 12 (in 2
Verlust des gesamten Chromosoms, in 2 weiteremar &ranslokation) und 18 (2 mal
der Verlust des gesamten Chromosoms, einmal vejkliez Chromosomen 9 (2/4), 11
(2/4, einmal in Translokation unter Duplikation vo@Ghromosom 11-Bereichen
einbezogen), und 20 (3/4) liegen in hoherer Koméhxor. Das Chromosom 5 weist
die meisten Briche auf, viele davon haben Transilmkan zur Folge. Das Chromosom
8 ist ebenfalls in drei der Zelllinien von Verandegen betroffen: In HPKII liegt es als
der(8)i(8qg) vor, in HPKIII und HPKV gibt es einehéihte Kopienzahl des gesamten
Chromosom 8.

Die Anzahl dieser Marker erhdhte sich mit der stedpn Passagierung.

In den HPK-Zelllinien wurde eine grol3e Zahl hochliyptoider Zellen festgestellt. Mit
steigender Passagierung ging dieses Phanomen jedodltk. Es kann daraus

geschlossen werden, dass Polyploidie einen Wacksiachteil darstellt.

Die primére Kultivierung von Zellen aus CIN war Inficerfolgreich. Auch Zellen aus
Tumoren konnten nur unter gro3en Schwierigkeiteausreichender Zahl zur Mitose
gefuhrt werden. Lediglich zwei primare Tumore kamtaus diesem Grund mittels
SKY untersucht werden. Diese Zellkulturen wiesechaginige Aberrationen auf, die in
den HPK-Zelllinien gefunden wurden. Hierzu gehoden Deletion von Chromosom 4,
das Zerbrechen des Chromosom 5 und die DeletiorChesmosom 18. Auch findet
sich in einer der Zellkulturen eine erhdhte Kopenzdes Chromosoms 8. Eine dieser

primaren Zellkulturen wies etwa zur Halfte tetrageoMetaphasen auf.

In Fortsetzung des Projektes wird die Detektion tever Veranderungen mittels
Interphasen-FISH in Geweben durchgefiihrt werderdeRu sollte eine funktionelle

Eingrenzung der Bereiche erfolgen.



1 Einleitung
1.1 Tumorgenese

1.1.1 Allgemein

Die Tumorgenese wird durch ein erstes, notwendigesgnis eingeleitet. In Fallen
erblich bedingter Tumore sind entscheidende Venamggen bereits von Geburt an
vorhanden, dazu gehoren z.B. die Vererbung deseneni pRB-Gens, dessen ver-
andertes Genprodukt bereits bei Sauglingen eimBaastom auslosen kann. Da diese
Mutation meist nur von einem Elternteil vererbt dyimuf3 fir die Tumorentwicklung
das Genprodukt des Allels des anderen Elterntaif &n seiner Funktion gestért oder

inaktiviert werden (Two Hit Model nach Knudson, 197

Andere essentielle Veranderungen konnen durch ren&égAgenzien chemischer,
physikalischer oder biologischer Art verursachnsgiennig, S. 245ff., Ausgabe von
1995). Dazu gehéren z.B. durch die Nahrung aufgememe Verbindungen wie z.B.
Benzopyren, lang andauernde UV-Einstrahlung odertakischen Metabolite, die von
Schimmelpilzen abgesondert werden. Manche Tumarasterden durch eine Virus-

infektion initiiert (s.u.).

Alle diese Ereignisse mussen aber keine Tumoraiistgl zur Folge haben, sie sind

notwendig, jedoch nicht ausreichend fur die Tumoege.

Nach Fearon und Vogelstein (Fearon und VogelstE990) sind folgende Ereignisse

essentiell fir die Tumorgenese (das so genanntgehgtein-Modell):

Die mutationsbedingte Aktivierung von (Proto-)Onkogn ist gekoppelt mit der

mutationsbedingten Inaktivierung von Tumorsuppregsoen.

Mutationen in wenigstens 4 bis 5 Genen fluhren zomfation eines malignen
Tumors. Wenige Mutationen reichen aus fur benignendre. Hierbei sind eine
oder zwei Mutationen (z.B.17p und 18q betreffend, die Gene des p53 und DCC
(,deleted in colon cancer®) sowie mdoglicherweise ADA4 (friher ,deleted in

pancreatic cancer” kurz: DPC in Colonkarzinomen)alien Tumoren nachweisbar.
Die Ubrigen Verluste oder Uberreprasentationen dwederogen. Es ist nicht
bekannt, ob die folgenden Aberrationen zuféallig atlurSegregationsfehler im

Zellzyklus entstehen und einen Selektionsvorteatdn, oder jedes Chromosom ein



oder mehrere Tumorsuppressorgene enthalt, derdnsveder Deaktivierung die

Progression zum Tumor vorantreibt.

Die progressive Akkumulation genetischer Verandgemnscheint wichtiger als die
Reihenfolge der einzelnen Veranderungen. Es sohktje bestimmte Muster haufig.
Beispielsweise ist die Deletion von 5q (Gen-LocuweAopolyposis coli, kurz APC)
die haufigste erste Veranderung in Colon-Adenongefiolgt von einer Mutation
des Onkogens k-ras und Verlust eines intakten D&@er(DPC)-Lokus und p53-
Mutation. Diese Schritte im Multi-Schritt-Prozessr darzinogenese bedeuten fir
die Lasion jeweils Initiation, Promotion und Praggmn. Je mehr Veranderungen
vorliegen desto grol3er ist die Lasion.

Ein phanotypischer Effekt pragt sich bereits imehetygoten Genotyp einer Gen-
mutation aus, d.h. die Mutation ist dominant neg&o ist in Colonkarzinomen nur
eines der beiden p53-Allele mutiert oder deleti&ih Wildtyp-Allel wird weiter
exprimiert und liefert ein funktionsfahiges Protelidglich sind Aktivierungen von
Onkogenen oder Deaktivierungen des Wildtyp-Protelnech das mutierte Gen-

produkt.

Andere somatische Veranderungen sind epigenetiskloglifikationen wie
Demethylierungen, Hypermethylierungen oder Veramogen des Expressions-
niveaus von Tumorsuppressorgenen (z.B. die Hypéytietung des Promoters des
pRB-Gens beim Retinoblastom) welche die die Pnaltfensstarke einer Zelle
beeinflussen (Fearon und Vogelstein 1990, Herm@@9

1.1.2 Die virale Tumorgenese

Die Infektion mit Viren unterschiedlichster Arterarin auch die Entwicklung eines

Tumors zur Folge haben. Zu diesen Viren gehérene{B2000):

1. Retroviren, die in ihrem Genom neben viralen Geaeoh Gene mitbringen, die
Proto-Onkogenen des Wirtes sehr ahnlich sind. &d keine Retroviren bekannt,
die auf diese Art Tumore im Menschen auslosen.drigégn konnen als Provirus im
Wirtsgenom vorliegen. Sie erlangen ihre onkogenerkWig durch das
.versehentliche* Verpacken von so genannten PratkeQenen des Wirtsgenoms,
die vor dem Provirus liegen. Werden die viralen &éann in der Wirtszelle des
nachsten Organismus exprimiert, so hat diese Egioreshaufig auch die

Expression des Onkogens zur Folge. Es kann sichngtedurch Mutationen, die



wahrend der Infektionen und der Transkription uneplikationen der Nuklein-

sauren auftreten kdnnen, zum Onkogen entwickeln.

2. Durch Viren, die in das Genom inserieren. Hierzhled zumeist ebenfalls Retro-
viren. Durch diese provirale insertionelle Mutagemavird das Virusgenom einem
Proto-Onkogen vorgeschaltet, so dass dieses dartkxgeession viraler Gene eben-
falls exprimiert wird. Proto-Onkogene sind in dethenden Zelle schwach oder
nicht exprimiert. Neben dem Humanen T-Zell-Leukawiris sind keine Retro-
viren bekannt, die im Menschen eine Rolle fur diasBildung von Tumoren

spielen.

3. Viren, deren Proteine in den Zellzyklus eingreifandem sie die zellularen
Tumorsuppressoren p53 und pRB binden und inhibiekdierzu gehodren die

Papillomaviren oder das Hepatitis-B-Virus.

1.1.3 HPV und das Zervixkarzinom

Humane Papillomaviren (HPV) sind kleine Viren, dig Familie der Papillomaviridae
gehdren (de Villiers et al., 2004). Inr Genom blestais doppelstrangiger DNA und ist
8kb groRR. Sie infizieren vorrangig Epithelien, zder Haut oder der Schleimhaute.
HPV sind unterteilt in so genannte ,high risk® upldw-risk*-Typen. Die Typen
besitzen unterschiedliche onkogene Potentiale, Tenaoiszulosen. Zur ,low risk*-
Gruppe gehoren z.B. die Typen 6 und 11, zur ,higki'tGruppe z.B. die Typen 16, 18,
33, 45 usw. (Canavan und Doshi, 2000). Die Reilgafder Nennung bezeichnet auch
die Reihenfolge der H&aufigkeit ihres Auftretens Zmrvixkarzinom: HPV 16 wird am
haufigsten in Zervixkarzinomen gefunden, meisten®lattenepithelkarzinomen. HPV
18 infizieren meist das Driisengewebe und verursasheAdenokarzinome, die Anlal3
zu einer schlechteren Prognose geben und aggressideals Plattenepithelkarzinome.
Rao und Kollegen (2004) beobachteten in einer C@Hdli& eine leicht hdhere
genomische Instabilitat HPV 18-positiver Zervixkame, konnten aber allgemein
keinen Zusammenhang zwischen dem Grad der genoenististabilitat und der

Uberlebensrate feststellen.

Nach dem Mammakarzinom ist das Zervixkarzinom diendrart bei Frauen mit der
weltweit zweitgro3ten Inzidenz. Die Zahl der inwasi Tumore konnte nach
Einfuhrung des Papanicolaou-Abstriches in den 6@er70er Jahren von 32 Fallen pro
100.000 auf 12 Falle pro 100.000 reduziert werdelol{focan, 2005, nachgelesen in



Parkin et al., 2005). Weltweit erkrankten im JaB02 mehr als 493.000 Frauen am
Zervixkarzinom (Parkin et al., 2005), knapp 274.86frben 2002 daran.

Die Zahl der jahrlichen Neuerkrankungen in Deutactlwird auf 5800 geschéatzt, das
ist ein Anteil von 3,4% an allen Krebserkrankungaktuelle Statistik des Robert Koch
Institutes). Im EU-Vergleich hat Deutschland naclinBmark die zweithdchste
Neuerkrankungsrate. Die niedrigste Rate hat FimhlaBetrachtet man die
Altersinzidenz, so féllt auf, dass sie bei FrauenAlter von 25-35 Jahren deutlich
hoher ist als bei Frauen uUber 65 Jahre. Damit ¢ dervixkarzinom eine

Krebserkrankung mit einem relativ niedrigen mittl@r Erkrankungsalter (52 Jahre).

Die 5-Jahres-Uberlebensrate hat sich wahrend detete Jahre kaum veréandert und
liegt bei 65% (aktuelle Statistik des Robert Koohtitutes, 2005).

Die HPV-Ubertragung erfolgt sexuell und ist das eveliche priméare Ereignis in der
zervikalen Karzinogenese, das allein jedoch niahffzimorbildung ausreicht.

Manner erkranken weitaus seltener an der Infekiilm,sie tUbertragen. Jedoch haben
Bleeker et al. (2005) Sexualpartner von Patientinmet CIN auf Penislasionen und
HPV-Status untersucht und eine im Vergleich zur tkalyruppe héhere Rate von
Lasionen (60% bzw. 14% in der Kontrollgruppe) unBVHPositivitat (59,4% bzw.
25%) festgestellt. Gegenuber der Kontrollgruppel siie Lasionen und die Virusmenge
gréRer. Die virale Belastung der Manner ist geningls die der Frauen, weswegen
damit zu rechnen ist, dass es viele falsch-neg&i@e in beiden Gruppen gibt. Jedoch
beschreibt auch diese Verdffentlichung nicht dieufiffkeit von HPV-assoziierten

Tumorerkrankungen des Mannes.

HPV hat eine zellschadigende Wirkung auf terminéfecenzierende Zellen und ver-
ursacht koilozytotische Atypia (Crum, 2000). Zumd&nen verandert es die Wachs-
tums-Charakteristika und Differenzierung des Epitines (Crum, 2000).

Als molekulare Ursachen hierfur sind die viralenk@oroteine E6 und E7 zu sehen.
Dies sind Zinkfingerproteine, welche zur Transfotioa der Zelle beitragen. Sie
binden an entscheidende, den Zellzyklus kontrelide Proteine, p53 und pRB
(Huibregtse und Scheffner, 1994). Damit geht digklivierung oder im Fall des p53
gar der Abbau des Proteins einher (zusammengefat iHausen, 2002).

Zusatzlich kann die Integration des Virus-Genome e@erdnderte Expression zelluléarer

Gene zur Folge haben. Ferber et al. (2004) vermatdégrund ihrer Untersuchungen
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des HPV 18 Integrationslokus’ in HeLa-Zellen bedtpieise eine erhdhte Expression
von c-myc, einem Onkogen auf 8g24. Diese zytogscle® Region wird als Inte-

grationsort auch haufig in zervikalen Karzinomehkaent. In dieser Region befindet
sich eine fragile Stelle (fragile site), welche @rund fiir das Ereignis vermutet wird.
Es wird also auch fir das Papillomavirus eine padeiinsertielle Mutagenese nicht
ausgeschlossen. Die meisten Publikationen weisesiral zufallige Insertion hin.

Weitere Risikofaktoren fir die Ausbildung eines \dekarzinoms sind haufig

wechselnde Geschlechtspartner und andere sexwgtrdigbare Krankheiten (Schneider
et al., 1998). Zudem kann auch ein sozio-6kononeisé¢taktor nicht ausgeschlossen
werden, so wie auch Rauchen und Fehlerndhrungegida IF-aktoren das Immunsystem
schwachen) das personliche Risiko zur Progresgiodhen kénnen (Schneider et al.,
1998). Ein familiares Risiko wird trotz des Zusanmim&ngs mit der Infektion aufgrund
des Studiums des schwedischen Krebsregisters Wdlaginusson et al., 2000). Ferber
et al. (2004) unternahmen DNA-Flexibilitatsanalyskr Integrationsstelle von Hela-
Zellen und schliel3en aus ihren Ergebnissen, dasspeiymorphe Sequenz mit erhéhter
Flexibilitdt (erreichbar durch Punktmutationen, AF-Shifts) auch an Stabilitat ver-

lieren. Die ererbte Flexibilitat tragt dann zu eihéheren Wahrscheinlichkeit der HPV-
Integration bei, die das Risiko der Tumorprograssisiederum erhdht, denn in

Tumoren und hohergradigen L&sionen ist das viraeo® haufiger in das humane
Wirtsgenom integriert (Huibregtse und Scheffner94)9 Auch andere genetische
Eigenschaften sind sicher an einer familiaren Geli@thg beteiligt, wie auch die

Genetik des Immunsystems.

1.2 Diagnostik und Stadien

Die meisten Patientinnen entwickeln ein Zervixkaom erst nach einer langen
asymptomatischen Periode, welche es ermdéglichtachst harmlosere zytologische
Veranderungen durch regelmaRige Kontrollen zu bedba und damit ein Fort-

schreiten vom préainvasiven zum invasiven Stadiumezrtindern.

Als Vorstufen zum Karzinom sind zervikale intradgiiale Neoplasien (CIN) I-llI
definiert, die ohne Behandlung spontan regredieparsistieren oder zu invasiven
Tumoren progredieren kénnen. Nach Ostor (1993)bemererschiedene Studien, dass
die Wahrscheinlichkeit einer CIN | zu regredierem 8% liegt, zur Persistenz bei 30%
und zur Progression zur CIN Ill bei 10%. Die Wahesalichkeit zur Invasion zum

Karzinom betragt 1%. Die Wahrscheinlichkeit, dasseeCIN 1ll zum Karzinom



11

progrediert betragt nach derselben Zusammenfasgahlfyeicher Studien mehr als
12%, die Wahrscheinlichkeit der Regression 33%{0stt al., 1993).

Die Diagnostik beschrankt sich heute nicht allaith @den Abstrich und die Zytologie.
Ist der Befund des Abstriches auffallig, kann eiRVHTest Aufschluld dartber geben,
ob die Patientin HPV-positiv ist, und wenn ja, mielchem Typ. Dies sagt jedoch
weiterhin nicht viel Uber ihr Krebsrisiko aus. Eil®Iposkopie mit Anfarbung des
Muttermundes mit Essigsaure oder Jod kann UbePdisenz einer pramalignen oder
malignen Lasion Aufschlul3 geben. Zur weiteren Ahkig kann eine Biopsie
entnommen werden. Schnitte dieser Biopsie werdgnH&amatoxilin/ Eosin gefarbt,
wodurch neoplastische und normale Zellen durchudierschiedlichen Kern-Plasma-
Verhaltnisse voneinander unterschieden werden konhkierdurch kann die Aus-
breitung der Veranderung in tiefere Gewebeschichtgarsucht werden. Je nach GroRRe
und Tiefe der Dysplasie, Zahl und Lokalisation a&gper Mitosen und der Stérung der
Differenzierung der Zellen erfolgt die Klassifizigrg in leichtgradige (CIN 1) und
schwergradige Neoplasien (CINII oder Ill), CIS (€labma in situ) oder als Tumor.

Derzeit wird jede hohergradige Lasion entfernt @em et al., 2000).

Zur Vermeidung unnotiger Operationen waren Markar @nterscheidung zwischen
benignen und malignen Neoplasien erforderlich. Esl wn verschiedenen Arbeits-
gruppen nach Markern unterschiedlicher Typen gdsuélenkbar sind neben
Expressionsmarkern auf RNA oder Proteinebene aucfonmsomale Marker.
Spezifische diagnostische Marker in der HPV-Inf@ktischeinen die Uberexpression
von pl6 und NET1/C4.8 zu sein. Der Inhibitor cyabhangiger Kinasen pl6 ist in
vielen Tumoren herunterreguliert (Knippers, S. 186f.Auflage 1997). Im
Zervixkarzinom jedoch ist er Uberexprimiert, bedimgirch die Aktivitat der viralen
Proteine E6 und E7 (Serrano et al., 1997, Klaeal.e001, Crum et al., 2003). Fir
NET1/C4.8 fand sich mittels Immunhistochemie eiagsseine starke Farbung in allen
undifferenzierten Zervixkarzinomen andererseitglistProteinexpression nur in einem
Teil der untersuchten CIN llI-Falle Uber das gesafpithelium zu sehen (Wollscheid
et al., 2002).

Chromosomale Marker haben den Vorteil, dass sisitinneben normalen Zellen
mittels Interphasen-FISH (s.u.) im Abstrich einatiéntin gesucht werden kdnnen. Als
Zielsequenz dient eine im Laufe der Progressiorfipaamplifizierte oder deletierte

Sequenz. Es kann jede einzelne Zelle untersuclttemetm Gegensatz dazu wird in der
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molekularbiologischen Methodik die DNA oder RNA awsner Zellsuspension
verwendet. Hierbei kann es zu einer UberdeckungEtgsbnisses der Tumorzellen

durch normales Gewebe kommen (Heselmeyer-Haddzad 2004).

In CINs finden sich haufig Verluste der Chromosoareme 3p, 6p und 11q. Aul3erdem
zeigen die Chromosomen und Chromosomenarme 3p54p, 119 und 17p die
haufigsten Verluste in Tumoren (Kersemaekers et1&899). Dies deutet darauf hin,
dass sich in diesen Regionen Tumorsuppressorgdineldr® Der Verlust von 3p ist ein
frihes Ereignis, welches bereits in CINS auftrite¢elmeyer et al., 1997). Er ist
mdoglicherweise die Konsequenz aus der Uberreprisemtdes langen Armes, zum
Beispiel durch Bildung eines Isochromosoms.

Die Kenntnis Uber den Ablauf von Vorgangen in dek@genese wurde in Zellkultur-

modellen, zytogenetischen und immunohistologisdbetersuchungen gewonnen.

1.2.1 Das Zellkulturmodell und seine Aussagen

Zur Untersuchung genetischer Veranderungen in irtatesr Zellen verwenden wir ein
in-vitro Zellkulturmodell. Dieses beinhaltet meleefelllinien, die durch voneinander
unabhangige Transfektionen primérer Vorhautkeragitem mit HPV 16 oder 18
etabliert wurden. Sie erhielten aufgrund ihrer Innialdat die Bezeichnung ,human
papillomavirus-immortalized keratinozytes®, kurzRK" (Durst et al., 1995).

Mit fortschreitender Passagierung erwarben dieefielieben der Immortalitat in-vitro
einen tumorigenen Phanotyp, der anhand der suldutdmjektion in athymische

Nacktméuse festzustellen war (Seagon et al., 1994).

Die Zellkulturen wurden in unterschiedlichen Passagach Virusinfektion mittels
vergleichender genomischer Hybridisierung (CGH) aenetische Veranderungen
untersucht (Solinas-Toldo et al, 1997). In allearuintersuchten Zelllinien fanden sich
Unterreprasentationen des kurzen Armes des Chron®stO und des gesamten
Chromosoms 4. Es wurde vermutet, dass sich auémi€aromosomen Gene befinden,
die in Zusammenhang mit Immortalitdt/ Seneszerzeste

Weitere haufige chromosomale Aberrationen warenedugne von 3q, 5q, 14q, 22q

und Chromosom 16, sowie Verluste von 6q (Solindstd et al., 1997).

Die funktionelle Bedeutung des Chromosoms 4 und M@m wurde mittels Mikrozell-
vermittelten Einzelchromosomentransfer tberprufterfdr wurden Donorzellenmit

verschiedenen Derivativchromosomen 4 und 10 etabliBn Ergebnis dieser
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Untersuchungen konnte eine Kartierung moglichereSeenzgene auf die Bereiche
40935.1-->4qter (Backsch et al., 2005) und 10p14PtBgnée et al. 2001) erfolgen.

FUr beide Regionen konnte an Tumorgeweben auclkelsitfOH-Analyse und Inter-
phasen-FISH die klinische Bedeutung bestatigt we(B®ignée et al. 2001, Backsch et
al., 2005).

Als Faktor fur die Tumorgenese in-vivo wurde bisldas hTR-Gen (in der zitierten
Publikation als ,TERC-Gen" bezeichnet), das das REé&ment der Telomerase
kodiert, ndher eingegrenzt. Die zytogenetische &tegim diese Sequenz (3g26) tritt in
Zervixkarzinomen und hohergradigen CINs gehauftri@peasentiert auf, was mittels
zytogenetischer Methoden nachgewiesen wurde (HegelrHaddad et al., 2004).

1.3 Methoden der molekularen Zytogenetik

Die in-situ-Hybridisierung (ISH) ist eine molekwaytogenetische Technik, mit der
spezifische Sequenzen von Nukleinsauren (DNA undARMirekt in fixierten

Praparaten von Geweben, einzelnen Zellen oder Bulizen Komponenten
(Chromosomen) lokalisiert werden. Zielsequenzen diie DNA-Sonden kdnnen
Einzelkopie-Sequenzen oder schwach repetitive Seque repetitive Sequenzen,

einzelne Chromosomen oder virale Sequenzen seimufféahauer et al., 1997).

Fluoreszierende Sonde

chromosemaler
DNA-Einzelstrang

Abbildung 1-1 : Fluoreszenz in-situ Hybridisierung: Die Sonde bindet direkt auf dem Chromosom,
an der ihr komplementdren DNA-Sequenz. Durch die Mekierung der Sonde mit einem

fluoreszierenden Farbstoff (hier dargestellt durch die kurze Sequenz mit den Sechsecken
.markiert) kann dieser Bereich im Fluoreszenz-Mikroskop vor dem Hintergrund des

Chromosoms visualisiert werden (nach Schuffenhauarmnd Murken, 1997)

Die Technik beruht auf der Eigenschaft einzelstigeryDNA (oder RNA) sich mit
komplementédren Basensequenzen zu einem Doppelsmasgmmen zu lagern (s.
Abbildung 1-1). Werden zur Visualisierung Fluoromime verwendet, die im
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Fluoreszenzmikroskop detektiert werden, spricht mam ,Fluoreszenz-in-situ-

Hybridisierung®, kurz ,,FISH*.

Bei der Interphasen-Fluoreszenz-FISH wird die Somafearchivierten Geweben oder
Zellkernsuspensionen hybridisiert. Am Mikroskopodgt die Bestimmung der Signale
pro Kern, fir mindestens 50 Kerne, besser fur his 200 Kerne. Anhand der
Verteilungen der Signale pro Kern kann dann eindé¢oder ein Zugewinn der Region

bestimmt werden.

FISH erlaubt die Lokalisation von DNA-Sequenzemalativ kurzer Zeit und mit hoher

Sensitivitat und Spezifitat. Die Effizienz einesddaveises hangt von der Anzahl der
spezifisch gebundenen Reportermolektile und dernvaargieten Nachweisverfahren ab
(direkte oder indirekte Markierung). Auch das Prap#&Schnitt, Kernsuspension oder

Chromosomenpraparat) beeinflul3t die Sensitivitat.

In Gewebeschnitten sind immer ein Teil oder, jehn&chnittdicke, alle Kerne ange-
schnitten. Dies zieht ein kinstliches Entfernen ¥airegionen der Sonde mit sich, die

eine hohe Zahl an Kernen mit Signalverlusten zlgé-bat.

Aus diesem Grund mufd die Signalverteilung von néemaGewebe mit der des
pathologischen Gewebes verglichen und statististllia Relevanz des Unterschiedes
Uberprift werden. Fiur verschiedene PublikationeB.(Bulten et al. 1998, Hamon-
Benais et al., 1996, Baretton et al., 1998, Zitmsiger et al, 1994, Perry et al., 1997)
wurde hier der Chi-Quadrat-Test durchgefihrt.

1.3.1 Spektrale Karyotypisierung (SKY)

Methodisch stehen zur ldentifikation unbekanntendBpunkte die Multicolour-FISH-
Verfahren zur Verfigung. Im Wesentlichen untersdééeman bei der 24-Farben-FISH

zur simultanen Darstellung aller Chromosomen desihhiken:
Multiplex-FISH /M-FISH (Speicher et al., 1996)
Combined binary ratio labelling/ COBRA-FISH (Tandeal., 1999)
Spectral karyotyping/ SKY (Schrock et al., 1996 @2000)

Die 24-Farben-Paints erlauben die Untersuchunggdsamten Chromosomensatz einer
Metaphase, was insbesondere in Zellen mit zahkeiéglomplexen Rearrangements, die
mittels klassischer Banderungstechniken nicht ténidig erkannt werden kénnen, von

Vorteil ist.
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Die Vorteile der SKY-FISH liegen in der eindeutigdtentifikation von chromo-

somalen Aberrationen (vor allem balancierten Ti@kegionen) und komplexen Karyo-
typen. Durch Kombination der Paints und der Bandigstechnik (DAPI-Farbung) kann
eine genaue Identifikation der chromosomalen Bruokfe erfolgen (Veldmon et al.,
1997).

Dartber hinaus gibt es allerdings eine Reihe voriMderungen, die von Chromo-
somenpaints nicht sichtbar gemacht werden konnknek intrachromosomale Re-
arrangements wie para- und perizentrische Inveesiamd kleine Duplikationen. Die
Sensitivitat der SKY-FISH fur die Detektion interomosomaler Verdnderungen liegt
bei ca. 1,5 Mb (Schrock et al.,, 1996). Dies ist aigig von der Qualitat der

Metaphasenpréaparate.

Die in der Studie zum Einsatz kommende SKY-FISHjzéie Chromosomen in 24
Farben. Da es nicht so viele fur das menschlichegeAgut unterscheidbare
Fluorochrome gibt, beruht diese Methode auf der Kioation der funf Fluorochrome
SpectrumGreen, SpectrumOrange, Texas Red, Cy5 ybBdb.CDurch eine fur jedes
Chromosom spezifische Kombination von bis zu viend&n (siehe Abbildung 2-1,
Material und Methoden), die mit einer dieser Farbenkiert sind, kénnen individuelle
Farben gemischt werden. Jedes Pixel des Bildes ward Aufnahmesystem einzeln
aufgenommen und gespeichert. Durch eine Fouriety8ga also ein Auflosen des
erhaltenen Spektrums in die Einzelspektren derrBitltbome wird fur jedes Pixel die
Farbmischung und damit die Zuordnung zu den Chromes erreicht. Durch dieses
Erkennen der Farbkombination sowie durch das Zwardron Fehlfarben kann jedes

Chromosom und seine Derivate erkannt werden.
Der Aufbau eines Spectracubes wird anhand der Abbg 1-2 gezeigt.

Verschiedene Publikationen erlautern die SKY-FISid betonen ihre Aussagekraft fir
die Beschreibung komplexer Karyotypen (Macville at, 1997), diskutieren ihre
Sensitivitat (Fan et al., 2000) und ihre Grenzese(kt al., 2001).
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Abbildung 1-2 Schematische Darstellung: Aufbau desSpectracubes: Das Bild wird in viele
Bildabschnitte unterteilt. Jedes Pixel wird einzelnaufgenommen und mittels Fourier-Analyse der
Interferogramme werden die farblichen Zusammensetzngen der Bildabschnitte ermittelt.
Hierdurch ist eine Zuordnung zu den jeweiligen Chranosomen mdglich.

Bisher erschienene Literatur zeigt hauptsachlicdkudetiv SKY-FISH-ermittelte Daten
aus Leukamien (z.B. Inokuchi et al.,, 2001), abechaan Zelllinien aus soliden
Tumoren wie ovarialen Adenokarzinomen (Rao et &I002), hepatozellularen
Karzinomen (Pang et al., 2002). Die SKY-FISH wuvgsterhin zur Untersuchung des
Karyotyps verschiedender Zervixkarzinomzelllinieerwendet (u.a. Macville et al.,
1999, Hidalgo et al., 2003). Cottage und Mitarbreitatersuchten mittels SKY die
Reihenfolge des Auftretens der chromosomalen Ver@amgien nach Transfektion in
HPV-positiven Zellen. Sie finden hierbei eine hgafiveranderung des Chromosoms
10 als spéates Ereignis. Sie schlie3en dabei aef &rlregion im Zentromerbereich als
relevant fir die Progression zur Immortalitat derié (Cottage et al., 2001). Die SKY-
FISH wird haufig in Kombination mit der CGH verweasidlie insbesondere sogenannte
springende Translokationen und segmentale sprimgeidansliokationen nicht
detektieren kann. In der Arbeit von Padilla-Naskl Mitarbeitern wird verdeutlicht,
dass Chromosomenarme oder Teile von Chromosomenammeaunterschiedlichen
Klonen auf unterschiedliche Empfangerchromosomemstoziert werden (Padilla-Nash
et al., 2001). In HelLa-Zellen, einer Zelllinie aagmem zervikalen Adenokarzinom,

waren der lange Arm des Chromosoms 3, Teile dezekuArmes des Chromosoms 5,
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g-terminale Bereiche der Chromosomen 9, 15, 202insbwie der p-terminale Bereich
des Chromosoms 19 transloziert (Padilla-Nash g2@01).

1.4 Ziel dieser Arbeit

Die Transformation von normalem Epithel der Zeriixer niedrig- bis hdohergradige
Lasionen zum invasiven Zervixkarzinom wird durcheesteigende Anzahl zellularer
und histomorphologischer Verédnderungen reflektiededoch fuhrt nicht jede
Veranderung und HPV-Infektion zur Ausbildung eitfgoplasie, wie auch nicht jede
neoplastische Verdnderung zu einem Tumor auswacbsis Erkennen jener

Neoplasien, die tatsachlich zu einem Tumor fuhigrhisher nur bedingt moglich.

Entscheidend fur die maligne Entartung zervikalpitielzellen ist die Expression der
viralen Onkogene E6 und E7, die mit den Tumorsuggmegenen p53 und pRB
interagieren. Dadurch kommt es zu einer deregaheRroliferation und genetischen

Instabilitat, die eine Anh&ufung von Mutationen besfigt.

Zytogenetische, molekularzytogenetische und mo&hkidlogische Analysen
bestéatigen das Vorhandensein von chromosomalenrathmren in einer Vielzahl von
schwergradigen Lasionen und Zervixkarzinomen. Diédeerrationen lassen eine

Korrelation zur Lokalisation von Tumorsuppressoegenand Onkogenen vermuten.

Als spezielle diagnostische Marker in der zervikalkarzinogenese kénnen z.B. die
zellularen Proteine pl6 und NET1/C4.8 angesehendemer pl6 ist ein Zyklin-

abhangiger Kinase-Inhibitor. Durch die Expression ¥6 und E7 wird er in den Zellen
Uberexprimiert (zur Hausen, 1999). NET1/C4.8 istRiotein der Tetraspanin-Familie.
Diese spielen eine Rolle u.a. in der SignaltransdokSeine Expression wurde mittels
Immunhistochemie in Adenokarzinomen und wenig déifeierten Karzinomen der
Zervix, sowie in 50% aller untersuchten CINII unéN@GI, jedoch nicht in gesundem

Gewebe der Zervix nachgewiesen (Wollscheid e2abp).

Ziel dieser Arbeit ist die Identifizierung von zgenetischen Markern, die in der
Progression zum Zervixkarzinom von Bedeutung sirtur Auffindung von
Chromosomenaberrationen (vor allem strukturelleerdtionen) soll die SKY-FISH
genutzt werden. Die erforderlichen Metaphaseprépavarden aus humanen Keratino-
zyten nach Transfektion mit HPV16 und HPV 18-DNA uanterschiedlichen Zeit-
punkten wéhrend des Immortalisierungsprozessesigene



18

Die Ergebnisse der SKY-FISH sollen mit den fur HieK-Zellen bereits vorliegenden
CGH-Ergebnissen (Solinas-Toldo et al., 1997) vehglh werden.

Die Relevanz ausgewahlter numerischer Aberratioviesh mittels Interphasen-FISH an
Schnitten paraffineingebetteter Zervixkarzinomeinfgchen Proben) Uberprift. Die
Interphasen-FISH hat den Vorteil, die Einzelzellan betrachten. Im Gegensatz zu
molekularbiologischen Methoden wird also z.B. inegn Abstrich von der Zervix nicht
nur der Durchschnitt aller untersuchten Zellen duditet. Bei kleinen L&asionen sind
aber gerade die Veranderungen einzelner Zellemesgant. Mit dieser Methode sollen
insbesondere bereits bekannte chromosomale Verdmgksr des kurzen Armes von

Chromosom 10 untersucht werden.

Bestétigt sich die Relevanz neuer Marker, konntesed u.U. fur eine individuelle

Prognose herangezogen werden.

AulRerdem kann die Kenntnis der an der Karzinogereseiligten chromosomalen
Regionen und der Gene, die sie beinhalten, zu ebesseren Verstandnis der Ablaufe
der Tumorprogression und Metastasierung fuhren.sd3ieWissen kann bei der
Entwicklung von Therapeutika hilfreich sein. Hiersind jedoch auch funktionelle
Untersuchungen der betreffenden Gene oder Regiooevendig, die in Folgestudien

durchgefuhrt werden.



2 Material und Methoden
2.1 Material

2.1.1 Chemikalien

100 bp ladder

50 bp ladder

Adenin (6-Aminopurin)
Adenosin

Agar

Agarose
Ammoniumsulfat
Antibiotic/Antimycotic
Avidin Cy5

Bovines Serumalbumin
Bromphenolblau
Calciumchlorid
Calyculin A

Lifetechnologies, Gibco, Eggersheim
Lifetechnologies, Gibco, Eggersheim

Sigma/Aldrich, Deisenhofen
Sigma/Aldrich, Deisenhofen
Difco, Detroit, USA
Roth, Karlsruhe
Sigma/Aldrich, Deisenhofen
Gibco/Invitrogen
Jackson laboratory
Sigma/ Aldrich, Deisenhofen
Merck, Darmstadt
Sigma/Aldrich, Deisenhofen
Alexis:

Casein, Hydrolysat-Saure, salzfrei, ICN biochemicals, Eschwege

vitaminfrei

Chill out liquid wax
Choleratoxin
Colchicin
Cot-1-DNA

DAPI (4',6'-Diamino-2-phenyl-
indol-dihydrochlorid)

Deckglaser
Digoxygenin-11-dUTP
Digoxygenin-Detection Kit
Dispase

MJ Research inc.
Sigma/Aldrich, Deisenhofen
Sigma/ Aldrich, Deisenhofen
Gibco

Sigma/ Aldrich, Deisenhofen

Menzel, Braunschweig
Roche, Mannheim
Qbiogene, Heidelberg
Sigma

D-MEM (Dulbeco’s Modified Eagle Gibco/ Invitrogen

Medium)
D-MEM-Pulver
Dnase |
dNTPs

EDTA

Gibco/ Invitrogen
Roche, Mannheim
Boehringer, Mannheim
Merck, Darmstadt

19
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Epi Life Medium (Keratinozyten-  Cascade Biologies
Wachstumsmedium)

Epidermal Growth Factor Roche; 855731/grade I; 00
Essigsaure Merck, Darmstadt

Ethanol, unvergallt Baker, Deventer, NL
Ethidiumbromid Sigma/Aldrich/Aldrich, Deisenhofen
Expand-High-Fidelity-PCR-System  Roche, Mannheim
Farbekéasten nach Hellendahl Neolab, Heidelberg

fetales Kalberserum Biowest, Frankreich

Ficoll Paque plus Pharmacia Biotech (Uppsala, Sdewg
Fixogum Marabuwerke, GmbH Co, Tamcu
Fluorescein-12-dUTP Roche, Mannheim
Formaldehyd Merck, Darmstadt

Formamid Sigma/Aldrich Deisenhofen
Glucose Sigma/Aldrich Deisenhofen
Glycerin Sigma/Aldrich Deisenhofen
Ham's F12 -Pulver Invitrogen

HKGS (Human Keratinozyten CascadeBiologies

Growth Supplement)

Hybrisol VI Qbiogene, Heidelberg
Hydrocortison Sigma/Aldrich, Deisenhofen
Insulin Sigma/Aldrich, Deisenhofen
Isopropanol Merck, Darmstadt
Kaliumchlorid Merck, Darmstadt
Lachssperma DNA Sigma/Aldrich, Deisenhofen
Lyticase ICN biochemicals Eschwege
Magnesiumchlorid Sigma/Aldrich, Deisenhofen
Magnesiumsulfat heptahydrat Merck, Darmstadt
Mercaptoethanol Merck, Darmstadt

Methanol Sigma/Aldrich Deisenhofen
Mouse Anti Digoxygenin Sigma/Aldrich Deisenhofen
NaHCG; Roth

Natriumacetat Merck, Darmstadt
Natriumchlorid Merck, Darmstadt
Natriumcitrat (tri- Roth Karlsruhe

Natriumcitratdihydrat)



Natriumdodecylsulfat Roth Karlsruhe

Natriumhydroxid Merck, Darmstadt

Natriumrhodanit Sigma/Aldrich Deisenhofen
N-Laroylsarcosine Merck, Darmstadt

Objekttrager Menzel, Braunschweig
Paraformaldehyd Sigma/Aldrich Deisenhofen

PBD Qbiogene, Heidelberg

PBS Lifetechnologies, Gibco, Eggersheim
Penicillin/ Streptomycin Lifetechnologies, Gibcaydersheim
Pepsin Sigma/Aldrich Deisenhofen
Phytohamagglutinin Sigma/Aldrich Deisenhofen
p-Phenylendiamin Sigma/Aldrich Deisenhofen

Primer D4F2, Sequenz: Lifetechnologies, Gibco, Eggersheim
CAGGAGGTGGTCGTCATCAGN

NNNNNNAGGT

Primer S2, Sequenz: Lifetechnologies, Gibco, Eggersheim
CAGGAGGTGGTCGTACTCAG

Propidiumiodid Sigma/Aldrich, Deisenhofen
Proteinase K Sigma/Aldrich, Deisenhofen
RNase A Roche, Mannheim

RPMI-Medium mit Glutamax Lifetechnologies, Gibcaydersheim
Salzsaure Roth Karlsruhe

Sheep Anti Mouse Cy 5.5 Amersham

Sonde D10Z1, Digoxygenin-markie®biogene, Heidelberg
Sonde D4Z1, Digoxygenin-markiert Qbiogene, Heidajbe
Sorbitol Sigma/Aldrich Deisenhofen
Tetramethylrhodamin-6-dUTP Roche, Mannheim

Trisma Base, Tris-hydroxymethyl- Sigma/Aldrich, Deisenhofen
aminomethan

Trypsin Gibco

Tween 20 Sigma/Aldrich, Deisenhofen
Xylenxyanol Merck, Darmstadt

Xylol Baker, Deventer; NL

Yeast nitrogen base ohne Amino- Difco, Augsburg
sauren und ohne Ammoniumsulfat

21
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2.1.2 Gerate

Elektrophorese-Netzgerat: Power Pack P25, Biomé&ibijngen
Elektrophorese-Kammer: Blue Marine 100, Béhrindgregelheim
Spektrophotometer: Spectronic Genesys 2 Milton Roghester, USA
Fluoreszenzmikroskop: Axioplan 2, Carl-Zeiss, Jena
Fluoreszenzmikroskop: Leica, Wetzlar

SKY-Filter

SKY-View

PCR-Gerét: Perkin Elmer Gene Amp PCR System 9600
Eppendorf Master Cycler Gradient, Hamburg

Thermomixer, Eppendorf, Hamburg

Heizplatte/ Eppendorf PCR-Cycler mit in-situ-Adapte

Zenrifugen: Eppendorf 5417 C und R

Megafuge R1, Heraeus Instruments

Mikrotom der Pathologie der FSU Jena

Die Objekttrager fur die Interphasen-FISH wurderdé@n Pathologie der FSU Jena mit
Silan beschichtet.

2.1.3 Verwendete Gewebe und Zelllinien

Etwa 200 Biopsien aus CIN II/lll wurden in den Ueisitats-Frauenkliniken Jena,

Erlangen und Freiburg entnommen.

Das frisch asservierte Tumorgewebe aus der Zemixetwa 100 Patientinnen wurde
von der Universitatsfrauenklinik Jena zur Verfugyegtellt.

Eine Vorhaut eines Kindes wurde in der Urologie dé&sversitatsklinikums Jena

operativ entfernt und fir die Studie zur Verfugusstellt.

Die paraffineingebetteten Gewebe aus Zervixkarzemmnd CIN 11l wurden von Frau
Dr. Kihne-Heid in der Pathologie des Universitatskums in Jena auf ihre Eignung
fur die Verwendung in der Interphasen-FISH Ubemprirfid geschnitten. Zusatzlich
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wurden die HE-gefarbten Schnitte bereitgestellie Beschreibung ist den Tabellen 2-1

und 2-2 zu entnehmen.

Tabelle 2-2-1: Verwendete CIN-L&asionen

CIN | Beschreibung

1 CIN I

2 CIN 1ll, Metaplasie
3 CIN I

4 CIN I

Tabelle 2-2 Fir die Interphasen-FISH verwendete Geebe (paraffineingebettet)

Tumor Beschreibung pTNM-Stadium, Grading (G)
1 Plattenepithelkarzinom pT2, pNO, Mx, Grad 3

2 Plattenepithelkarzinom pT2b

3 Plattenepithelkarzinom pT2b

4 Plattenepithelkarzinom pT1, pNO, MO, Grad 3

5 Plattenepithelkarzinom pT3, G2

6 Plattenepithelkarzinom pT1b2

7 Plattenepithelkarzinom pT3a

8 Plattenepithelkarzinom ?

9 Plattenepithelkarzinom pT2b

10 Plattenepithelkarzinom, pT1, pNO, Mx, Grad 3

11 Plattenepithelkarzinom pT3b

12 Adenokarzinom pT2b

13 Plattenepithelkarzinom ?

14 Adenokarzinom pT1b2

15 Plattenepithelkarzinom pT2b

Die HPK-Zelllinien 1A, II, 1l und V: Es handelt sh um Vorhautkeratinozyten, die mit

HPV transfiziert wurden. HPK IA, 11 und Il sind HP16, HPK V ist HPV 18 positiv.

Es wurden friilhe Passagen (etwa Passage 10, beaofdie Populationsverdopplung)
verwendet. Da die Linien bereits in vorhergegangeBrperimenten zu Immortalitat
gefuhrt wurden, werden sie im folgenden als HPKI&RKII-2, HPKIII-2 und HPKV-

2 bezeichnet.
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2.1.4 Hefestamme

Die Hefestamme mit kinstlichen Hefechromosomen emirdom Resourcenzentrum
des Max-Planck-Instituts in Berlin bezogen. Die &likation der Inserts ist in
Abbildung 2-1 dargestellt.

ICRFy900F0114

P15 1) ICRFy900C02126

pl4

013 80909

p12 927905

pil 815c02

VA

a1 825h07

q21 751d05
D10Z1

422 952c01

gq23

q24

gq25

q26

T —
| J
Ce—

Abbildung 2-1 Die Lokalisationen der verwendeten Seden am Chromosom 10, schematisch
dargestellt

2.1.5 Sonstiges Material

Pinzette

Glaskuvetten

Fixogum

Deckglaser 18*18mm und 24*60mm

Feuchte Kammer

500ml Filter mit 45mm Schraubaufsatz; Porengro20m Corning Costar

Objekttrager
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2.2 Methoden

2.2.1 Herstellung FAD-Medium

FAD-Medium ist eine Mischung aus Ham's F12- und BN—-Medium mit Adenin
und Insulin sowie weiteren Zusatzen wie Choleratpipidermalem Wachstumsfaktor
und Hydrocortisol. Es ist optimal fur die Kulturwvg@rimaren Keratinozyten, besonders
unter der Verwendung von 3T3-Feeder-Zellen als Aatmghilfe und Donoren flr

weitere essentielle Wachstumsfaktoren fiir die Keoaiyten.
Zusatze:

Hydrocortison:

25 mg in 5 ml Ethanol 16sen (Stock 5mg/ml bei 44Gdrn)

1,6 ml (5mg/ml) auf 10 ml serumfreies Medium
Endkonzentration: 800ug/ml; Aliquots bei —20°C lage
Choleratoxin

0,5 mg Protein in 0,6 ml Ethanol suspendieren (an¢hO [6slich)
Endkonzentration: I0M kann bei 4°C gelagert werden

0,3 ml (10° M) auf 15 ml Medium

Endkonzentration: 2 x 10; Aliquots bei —20°C lagern
Epidermal Growth Factor (EGF)

100pg in 5 ml Medium lésen

20pg/ml; Aliquots (1ml) bei —70°C lagern

Zusammensetzung:

1800 ml Grundmedium (s.0.)

200 ml fetales Kalberserum

1 ml Hydrocortison (Stock 800 pg/ml)

1 ml Epidermal Growth Factor (Stock 20 pg/ml) (migen Medium l6sen)
1 ml Choleratoxin (2 x 16M)

Fur die Herstellung werden 5,365 g Ham's F12 —Rul26,478g D-MEM-Pulver,
6,00g NaHCQ (als pH-Puffer) eingewogen und mit Aqua bidest.2aLiter aufgefullt.
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2 ml Grundmedium abnehmen, 36,4 mg Adenosin und I8g Insulin darin
aufnehmen, zum LOsen einen Tropfen 32% HCI zugelbendas Grundmedium

zurtickgeben.
steril filtrieren (500ml Filter mit 45mm Schraubaafz; PorengréRe 0,22um)
Aliquots zu 200 ml bei —20°C einfrieren

Kurz vor Gebrauch ist Penicillin/Streptomycin (10)@uzugeben

2.2.2 Einfriermedium/ Einfrieren von Zellen
Einfriermedium:

fur 50ml Ansatz:

30ml D-MEM (Dulbeco’s Modified Eagle Medium)

15ml fetales Kalberserum

5mlI DMSO

steril filtrieren und aliquotieren (10 ml/15 ml R@hen).
Die Aliquots am Besten vor dem ersten Gebrauclrieneh.

Die einzufrierenden Zellen sind nach dem Trypsenebei 1100 rpm (bei 4°C) 4 min
zu zentrifugieren, das Pellet in kaltem Einfrierived resuspendieren. Pro 75tm
Flasche (80-90% Konfluenz) 2 ml Einfriermedium venden. Vor dem Uberfiihren in
flissigen Stickstoff lagern die Tubes 48 Stundan-Bé°C.

2.2.3 Auftauen von Zellen aus flissigem Stickstoff

Das Auftauen im Wasserbad bei 37°C unter standgeregung sollte schnell erfolgen,
denn das DMSO wirkt toxisch auf die Zellen. Dandah Zellen auf Eis stellen. Das
Medium muf3 nicht erwadrmt werden. Die Zellen werded ml Medium resuspendiert
und in ein 15ml R6hrchen gegeben. Anschlieend14€0 rpm (bei 4°C) 4 min
zentrifugieren, das Medium absaugen. Das Pelletd wim frischem Medium

aufgenommen und in Kulturflasche gegeben.
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2.2.4 Isolierung humaner Epidermiszellen aus Vorhauten
LOosungen:

D-MEM mit Antibiotic/ Antimycotic

PBS

Trypsin/EDTA 1 Liter 1x PBS, 0,5 g Trypsin, 4 ml EDTA, 0,5 MHp8.0, Filtrieren,
Aliquotieren in 50 ml Rohrchen, bei -20°C lagern

Zum Entfernen der Antiseptica mul3 die Vorhaut zastieinen Tag gespult werden.
Hierzu wird sie in ein 50 ml Réhrchen mit D-MEM mdintibiotic/ Antimycotic (0,5 ml
auf 50 ml Medium) tberfihrt.

In einer mit PBS gefillten 10cm-Petrischale wird didautstiick mit einer Schere von
dem Fettgewebe unter der Epidermis befreit; big €iiinne Hautschicht tbrig bleibt.
Die Pinzetten und die gebogene Schere wurden vanh80% Ethanol getaucht und
abgeflammt.

Es werden 6cm-Schalen mit je 4ml Trypsin/EDTA unmdl D-MEM ohne Zusatze
vorbereitet. Die in kleine Stlcke geschnittenen tekéiicke missen so in das Trypsin
gelegt werden, dass die Epidermis schwimmt, um sbhuldésen. Das Gewebe
inkubiert im Brutschrank bei 37°C fur 4-5 Stundém.dieser Zeit D-MEM Medium

(mit FCS und Penicillin/ Streptomycin) vorwarmerdurereitstellen.

Die Hautstiicke werden in 2ml des vorgewarmten Mediun 6 er Schalen mit der
Epidermis nach oben liegend von dieser Hautschuefreit, indem sie mit der Pinzette
abgezogen und abgeschabt werden. Die Keratinoziggen unter der Epidermis und
liegen dann im Medium. Das Fettgewebe wird als Abfrworfen. Die Zellen werden
in  Medium resuspendiert und in 6er Schalen mit 3 eratinozyten-

Wachstumsmedium gegeben, fir 2 Tage im Brutschrakitbiert und dabei nicht

beweqgt.

Die Keratinozyten wachsen aus. Die Kulturen enéimaljedoch meistens auch

Fibroblasten, welche beim Splitten der Zellen entfeverden kénnen.
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2.2.5 Herstellung einer 3T3-Feeder-Zell-Kultur

3T3-Zellen kdénnen in D-MEM-Medium mit fotalem Kalserum kultiviert werden.
Sind sie 80% konfluent missen sie gesplittet werd®sr Grof3teil kann schon als

Feeder-Zellen Verwendung finden.

Die geernteten Zellen sind durch die folgende GamBestrahlung (60 Gray) in ihrem
Wachstum gehemmt, weil die DNA unter Einflul3 deristerenden Strahlung zerbricht.

Es werden 5x10Zellen pro 6 cm-Kulturschale ausgesat. Sie diediemicht definierte
Wachstumsfaktoren. Kénnen nur wenige zum Wachstdinigé Zellen (z.B. primar

kultivierte Zellen) gewonnen werden, sind Feeddrdatbnsvermittelnd.

2.2.6 Isolierung humaner Keratinozyten aus Tumorgewebe

Das Gewebe wird nach der Enthahme moglichst schmétjearbeitet. Nach dem
Spulen mit Penicillin und Streptomycin zum Entferrger Bakterienflora erfolgt die
mechanische Zerkleinerung mit dem Skalpell. Angfldnd wird das Gewebe in einer
Enzymlosung inkubiert, am Besten uUber Nacht. Diedsung enthalt Medium (z.B.
Keratinzytenmedium ohne Serum), Antibiotika und @&rotein-lysierendes Enzym.
Tests (Brink et al., 2002) haben gezeigt, dassd3isfetwa 2,4U/ml) am Effektivsten

ist und gleichzeitig die Vitalitat der Zellen am Wgsten stort (s. Ergebnisse).

Am néachsten Tag werden die Gewebestiickchen auBdelen einer Petrischale ge-
setzt. Der Abstand darf nicht zu groR3 sein. NachdenZellklumpen angetrocknet sind,
werden sie vorsichtig mit etwas FAD-Medium Ubershket. Zur Vermeidung des Aus-
trocknens erfolgt die Inkubation im Brutschranleiner feuchten Kammer. Die Schalen
sollten drei Tage nicht bewegt werden.

Danach wird unter Zugabe von bestrahlten 3x303-Mausfibroblasten pro 6cm-
Kulturschale das Medium gewechselt.

2.2.7 Splitten der Keratinozyten: Entfernen der Fibrothéas

Sind die Zellen dicht gewachsen, missen sie gestpkerden.

Dazu wird das Medium entfernt. 2 ml Trypsin/EDTAgeben, nach kurzem Inkubieren
bei Raumtemperatur erfolgt eine mikroskopische Kal&, runden sich die Zellen ab,
erfolgt schnelles Absaugen von Trypsin /EDTA. Dehsdie Fibroblasten schneller

l6sen als die Keratinozyten, entfernt man so dledhlasten. Anschlie3end wird 1ml
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Trypsin/EDTA auf die Zellen gegeben und fur 1-3 min Brutschrank bei 37°C
inkubiert.

Das Trypsin mul3 neutralisiert werden, da im Keraijnen-Wachstumsmedium keine
neutralisierende Substanz enthalten ist, werdeZelien in 7ml D-MEM (mit FCS und
Penicillin/ Streptomycin) aufgenommen und in einrhb Rohrchen gegeben und bei
1100 rpm, 4 min. bei 4°C abzentrifugiert.

Nach Entfernung des Uberstandes wird das Pellet eiwas Keratinozyten-
Wachstumsmedium aufgenommen und auf zwei 6er-Scthadgteilt oder in eine
25cnf-Flasche gegeben. Das Medium wird auf ca. 4ml (8aw. 5ml aufgefiillt.
2.2.8 Chromosomenaufarbeitung aus Zellen, in Monolayeshsand

(Mengen fiir 25ctzZellkulturflaschen)

LOsungen

hypotone Ldsung:

0,4g Na-Citrat auf 100 ml Wasser

0,4g KCL auf 100 ml Wasser

Am Aufarbeitungstag 1:1 mischen und auf 37°C ervgrm

Fixativ:

Methanol und Essigsaure im Verhaltnis 4:1 mischahkiihl stellen (4°C)
Trypsin-EDTA-L6sung:

Verwendung bei Raumtemparatur

Auf3erdem:

Objekttrager:in Kuvette mit Aqua dest. - auf Eis stellen

Bei einer ausreichenden Anzahl teilungsaktiverdaurZellen werden 50ul (100 pg/ml)
Colcemid pro 75 ciFlasche zugegeben. Nach Einwirken des Colchidinscé. 3
Stunden wird die Menge an runden Zellen nochmalsrted#t. Das Medium in
Zentrifugenrohrchen abgiel3en, 2 ml Trypsin/EDTA-suig in die Zellkulturflasche
geben und 2-4 min einwirken lassen. Das Ablosen Zidten wird unter dem

Invertmikroskop beobachtet und u.U. ,abgeklopft‘ieDZellen werden in dem
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gesammelten Medium resuspendiert und die Wachsléchsf mehrmals abgespiilt, und
in dem Rohrchen 1500 rpm fiir 10 min zentrifugiert.

Der Uberstand wird bis auf etwa 0,5 ml abgenommes Rellet wird darin vorsichtig

resuspendiert.

3 ml hypotone Lésung (37°C) werden in drei bis \Behritten zugegeben, dazwischen
wiederholt resuspendiert. Anschliel3end erfolgt elinleubation fir 45-55 min (bei

37°C). Die Dauer dieses Schrittes muf3 fir unteestiithe Zellen optimiert werden.

AnschlieRend wird der Uberstand abzentrifugiert abdenommen (bis ca. 0,5 ml tiber
dem Pellet) und das Pellet vorsichtig resuspendierschlieend 3 ml Fixativ (ca.4°C)

sehr vorsichtig zugeben und dazwischen immer wieelsuspendieren und fir 20 min
(bei 4°C) inkubiert.

Anschlie3end bei 1500 rpm fur 5 min zentrifugieren.

Der Uberstand wird oben angegebener Form abgenommerdas Pellet vorsichtig
aufgemischt.

Erneut werden zum Waschen 2-3 ml Fixativ (ca.4°@¥ichtig zugegeben, worauf ein

erneuter Zentrifugationsschritt erfolgt.

SchlieRlich wird der Uberstand bis zum Pellet alogemen und mit einigen Tropfen
(abhangig von der GroRe des Pellets) frischen xatsuspendiert und mit der Pipette
tropfenweise auf die kalten, nasse Objekttrageyettdpft.

Die Objekttrager auf einer Heizplatte (ca.40°Cykmen oder lufttrocknen.

Bei weiterfuhrender FISH sollten die Objekttragmhi ,gealtert” werden.

2.2.9 Gewinnung von Premature condensed chromosomes (R@@alyculin A aus
Zellen in Kultur

LOsungen:

Calyculin A Pro 10ug in 100ul DMSO lésen. Lichtgeschitzt-#°C aufbewahren.

Hypotone L6sung: 1g KCL/100 mlA, pro Ansatz 5ml, bei 37°C vorwarmen

Fixativ.: 4 Volumenteile Methanol/ 1Volumenteil Eisessigp jAnsatz 20ml, auf Eis

stellen.
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Sonstiges:

Objekttrager: in Klvette mit Aqua dest. - auf Hisllen

Vorgehensweise:

Am Tag vorher wird das Medium gewechselt, um pronsFlasche 10ml Medium zu
bekommen. Dadurch ist ein sparsamer Umgang mit@alyculin A gewahrleistet.

Am Tag der Aufarbeitung erfolgt die Zugabe von §alyculin A- Stamml&sung pro
5ml Medium welches 1Stunde bei 37°C im Brutschraikbiert.

Bei der Begutachtung unter dem Invertmikroskoptsolkich fast alle Zellen abgelost
haben. Dann die Zellsuspension in ein Rohrchenfiifinen, dabei sollte mehrere Male
Uber die Wachstumsflache gespilt werden. Nach &menttigen Zentrifugation bei

1100rpm wird das Medium entfernt.

Anschlie3end erfolgt eine schrittweise und vorsgehZugabe der hypotonen Lésung (5
ml). Diese inkubiert 10-15min bei 37°C. Die Loésungd wieder bei 1100rpm, 5 min

abzentrifugiert und entfernt.

Schrittweise und vorsichtig wird dann das Fixatvnil) auf das Pellet pipettiert. Das
Rohrchen inkubiert auf Eis fur 30min. Mittels Zefutgation (1100rpm, 5 min) wird
wieder der Uberstand entfernt.

Das Waschen erfolgt wie bei der Aufarbeitung mitoBin: Das Pellet in 5ml Fixativ
resuspendieren und zentrifugieren, Uberstand ewtfer Dieser Schritt wird noch

einmal wiederholt.

Zum Schluf3 wird etwa 1ml Fixativ zugegeben, dasePglt resuspendiert. Es folgt das
Auftropfen der Suspension auf die nassen und kaDbjekttrager. Diese trocknen
lassen, ggf. die Kerndichte auf dem ersten Objiyttr vor dem Auftropfen der

restlichen Suspension begutachten.

Die Objekttrager sind nach 2 Tagen fur Hybridisrgen verwendbar. (fur
langerfristige Aufbewahrung Objekttrager dehydmenend anschlielRend bei —20°C

einfrieren).
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2.2.10 SKY-FISH (Spectral karyotyping)

Die SKY-FISH wurde unter Verwendung fertiger Sondeurchgefuhrt. Die

Zusammensetzung der Sonden findet sich in der Abbg 2-2.

Fluorochrome Chromosome

12 3 4 5 6 7 &8 9 0 Il 1213 14 15 16 17 18 19 0 21 22 X
Spectrum{ireen % X b3 X% X X XA X
Spectrum{ange % X X % X X O T kS
Texas red X XX X X X X kS X
Biotin/Cy3 % XX X X X % X EO 4 %
Digoxigenin/Cy5.5 XX X% XX % XX
Number of a1 3 2 4 2 2 1 3 I 4 2 1 3 2 1 i 2 3 4 2
DOP-PCRS

Abbildung 2-2 Markierungsschema fir die SKY-Sonden(aus Macville et al., 1997). Insgesamt
werden 57 einzelne degenerierte oligonukleotid-gejpnte (DOP) Markierungsreaktionen
durchgefiihrt. Es werden dadurch 24 einzigartige Enssionsspektren erzeugt

2.2.10.1Vorbehandlung der Objekttrager

Auswahl: Mindestens 10 Metaphasen, deren Chromasaueverteilt sind und nicht
Uberlappen, missen unter ein Deckglas der Gro3E8b@&h passen. Alternativ mufl3 die
Sonde portioniert werden und das Deckglas zerdenniwverden, um an den

entsprechenden Stellen hybridisiert zu werden.
LOosungen:

20x SSC (sodium saline citrate):

0,3M Natriumcitrat

3,0M Natriumchlorid

1M Tris-HCI: mit HCI auf pH 8 einstellen
400ml 2x SSC (RT)

RNase A:

Stammldsung: 20mg/ml in sterilem Wasser l6sen, 15 kochen, abkihlen lassen,

aliquotieren, bei —20°C aufbewahren (Stammldsungtniortexen)
100ml 0,01M HCI pH 2:

in einer Flasche mit Schraubverschlul® im Wasseabh37°C erwdrmen, leere Kivette

mit warmen!
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Pepsin:

Stammldsung 10% = 100mg/ml, in sterilem Wassemlpaaf Eis stellen, 50ul Aliquots

herstellen. Bei —20°C aufbewahren

200ml PBS/MgGl

10ml 1M MgChbmit 190ml 1x PBS mischen

100ml 1% Formaldehyd:

2,7ml 37% Formaldehyd mit 97,3ml PBS/Mg@lischen
Ethanolreihe:je 100ml 70%, 80% und 96%
Vorgehensweise :

Den Objekttrager durch Einwirken in 2x SSC (RT)iélueren.

Wahrenddessen die RNase A-Stammlosung 1:200 in@x&s&dinnen, 120ul auf ein
Deckglas (24*60mm) pipettieren, mit dem feuchtereRtvager das Glas aufnehmen,

45 min in der feuchten Kammer bei 37°C inkubieren.

Mit der Pinzette das Deckglas abnehmen, den Objglet 3x 5min in 2xSSC (RT) auf

dem Schittler waschen.

Bis zu 10ul Pepsin-Stammldésung in ein Bechergldsegedie HCI-Lésung (0,01 M)
daraufgeben, gut schwenken und in die vorgewarnsk@vette geben. Objekttrager

4min inkubieren.

Den Objekttrager in PBS tauchen. Im Phasenkonkidistsskop wird tGberprft, ob der
Pepsin-Verdau ausreicht: Die Chromosomen solltex gind flach erscheinen. Wenn
notwendig, den Verdau wiederholen. Allerdings muf3ze starker Verdau vermieden

werden!

Den Objekttrager 2x 5min in PBS (RT) (Schittlersal@en, dann 5 min in PBS/MgCl
(RT) (Schattler) inkubieren. Anschlie3end fir 10nnm 1% Formaldehyd (unter dem
Abzug) fixieren. 5min in PBS bei Raumtemperatur ehas.

Zum Dehydrieren je 3min in 70, 80, 96% Ethanol Istel anschlieRend den

Objekttrager lufttrocknen lassen.
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2.2.10.2Sonden-Prazipitation und Hybridisierung

LOsungen:

Hybridisierungsmix50ml deionisiertes Formamid , 5ml 20x SSC, 25miilsets Wasser
mischen, auf pH 7,0 einstellen, mit 20ml 50% Deaxstdfat mischen (=100ml),

autoklavieren, aliquotieren, bei 4°C aufbewahren

Denaturierungsmix70ml deionisiertes Formamid, 3ml 20x SSC, 27miilse Wasser

(=100ml). Auf pH 7,0 einstellen, aliquotieren, b&0°C aufbewahren

Sonde (hergestellt durch die Mitarbeiter der AG Tumargek in Berlin);

Sondengemisch aus einzelnen PCR-Produkten; caoByjeder painting-Sonde.
3M Natriumacetat

100% Ethanol, auf Eis stellen

70% Ethanol, auf Eis

Ethanolreihe je 100ml 70%, 80% und 96%, eiskalt

Vorgehensweis@st die Sonde schon prazipitiert, beim Denatungsschritt beginnen)

Die Sonde, 25ul Cot1-DNA, 1ul Lachssperma-DNA, Zamntel des Ansatz-Volumens
Natriumacetat mischen und vortexen. Das 2,5-3,@factes Ansatz-Volumens
100%igen, kalten Ethanols zugeben und vortexen—BerC fur eine Stunde oder —

80°C fur mindestens 15-30min fallen.

30min bei 13000rpm und 4°C zentrifugieren, den Staerd abnehmen. 500ul 70%
Ethanol zugeben, vortexen, zentrifugieren bei 18®) 4°C, 15min. Den Uberstand

abnehmen, Pellet 10 min trocknen lassen.

10ul Hybridisierungsmix zugeben, die Sonden darindestens 30min bei 37°C im

Thermomixer 16sen (bzw. auftauen) und vorwarmen.

Die Sonde anschlief3end bei 80-88°C 5-7min dena&mri€l hermomixer), anschlie3end

bei 37°C 1-4 Stunden unter Schitteln preannealen.

120ul Denaturierungsmix auf ein Deckglas (24x60rpipgttieren, mit dem trockenen
Objekttrager aufnehmen, den Objekttrager auf di@ehélatte legen (80°C auf der
Platte ergibt 72-74°C auf dem Objekttrager), dieradtosomen fir 1min 45sec

abgedeckt denaturieren lassen.
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Den Objekttrager sofort in den eiskalten 70% Ethatellen, 3 min inkubieren, danach
je 3 min in 80 und 96% Ethanol (4°C) dehydrieren.

Die Objekttrager lufttrocknen lassen.

Die Sonde auf die ausgewéhlte Stelle pipettieren1&f18mm Deckglas abdecken und

mit Fixogum versiegeln.

Uber 2 Nachte bei 37°C in einer feuchten Kammeridideren.

2.2.10.3Detektion

LOosungen:
Formamid /SSC:

30ml 20xSSC, 120ml steriles Wasser, 150ml Formarmaid, pH 7,0 einstellen. Auf

45°C erwarmen (30min)

1xSSC:

25ml 20xSSC, 475ml Wasser, pH 7,0 einstellen, &8€C4erwéarmen
4xSSC/Tween 20:

100ml 20xSSC, 400ml Wasser, auf pH 7,0 einstel@dml Tween 20 zugeben,
mischen. Auf 45°C erwarmen.

Blocking Solution (3% BSA):

0,3g Bovines Serum Albumin-Pulver zu 10ml vorgew#@m#xSSC/Tween20 geben,

vortexen und bei 37°C |6sen

Mouse Anti Digoxygenin (Sigma D8156) wie angegeldsen,
Sheep Anti Mouse Cy 5.5, wie angegeben l6sen,

Avidin Cy5 wie angegeben losen

DAPI-LOsung:

Stammldsung: 2mg DAPI/10ml steriles Wasser (=0, 2nhg/
20p! Stammldsung/ 100ml 2xSSC

Antifading solution:
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100mg p-Phenylenediamin in 2ml sterilem 1 x PB&M)suf pH 8 einstellen, auf 10ml
auffillen. Mit 90ml 86% Glycerol mischen. In dunKleibes aliquotieren. Bei —20°C

aufbewahren.
Ethanolreihe: je 200ml 70%, 80% und 96%
Vorgehensweise:

Das Fixogum und das Deckglas vorsichtig entferrggf, Objekttrager kurz in die
Formamid/SSC-L6sung tauchen. Bei allen weiterenribeh die Exposition der
Objekttrager zum Licht vermeiden, hierfur sollteclwder Farbekasten aus Glas mit

Alufolie umwickelt werden.

Den Objekttrager 3x 5min in Formamid/SSCauf demiU8tdr waschen, ein weiterer
Waschschritt erfolgt fir 3x 5min in 1x SSC, ebelsfauf dem Schiittler.

Objekttrager in 4xSSC/Tween 20 tauchen, nicht teackerden lassen!

120u! Blocking-Lésung auf ein 24*60 mm Deckglas gtiferen, mit dem feuchten
Objekttrager aufnehmen. In feuchter Kammer 30mirBBeC inkubieren.

Fluoreszierende Antikdrper vor dem Verdinnen beD0OD8pm fur 3min (4°C)

abzentrifugieren, es wird der Uberstand verwendet.

Die Antikorperstammldsungen werden wie folgt venakin

Ansatz 1: Avidin Cy5 und Mouse Anti Digoxin in 4x68ween 20 1:200 verdinnen.
Ansatz 2: Anti Mouse Cy5.5 in 4xSSC/Tween20 1:26funnen

Den Objekttrager in 4xSSC/Tween 20 tauchen, arefdbiid 1204l vom Ansatz 1 auf
ein Deckglas (24*60mm) pipettieren, mit dem feuoht@bjekttrager aufnehmen. In
feuchter Kammer bei 37°C fir 45-60 min inkubieren.

Das Waschen erfolgt 3x 5min in 4xSSC/Tween 20 (8iehji

120ul vom Ansatz 2 auf ein Deckglas (24*60mm) gipetn, mit dem feuchten

Objekttrager aufnehmen. In feuchter Kammer bei 3it@5-60 min inkubieren.
Anschlie3end erfolgt wieder ein Waschschritt : &b 4xSSC/Tween 20 (Schittler).

Zum Farben der Chromosomen werden die Objekttrigeler DAPI-Losung fur 10

min inkubiert.

Auch diese Lésung wird abgewaschen, in destillet#asser fur 5min (Schattler).
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Nach dem Dehydrieren in je 3min in 70, 80, 96% HRthawird der Objekttrager
luftgetrocknet.

30-35ul Antifading solution auf ein Deckglas (24r@@) geben, Objekttrager darauf

legen. Im Dunkeln bei 4°C maximal 6 Tage aufbewahre

2.2.10.4Aufnahme

Die Aufnahme erfolgt an einem Mikroskop ausgestatié einem SKY- und einem
DAPI-Filter, ObjektivvergroRerung 63x. Das Aufnehm&ir die vorliegende Arbeit
wurden in der Arbeitsgruppe Tumorgenetik an derri@an Berlin durchgefihrt.

Als Auswertungssoftware ist (SKY Vision) erforderi Nacheinander werden die
Metaphasen unter dem Licht des SKY-Filters (*.raatdd) und unter dem DAPI-Filter
(*.tif Datei) aufgenommen und gespeichert.

2.2.10.5Auswertung und Dokumentation

Mit Hilfe des SKY-view-Programms werden die zweit8@lan zu einer *.sky Datei
verarbeitet. Danach werden die Konturen automatfisstyelegt und manuell korrigiert
und das Karyogramm automatisch gelegt, manuelblegat und nochmals automatisch

Uberpraft.

Die Karyogramme werden auf Formblattern aufgezesthdabei werden die Zahl der
einzelnen Chromosomen notiert, auch die Zahl urtddar Markerchromosomen wird

dokumentiert.

Die korrekte Zuordnung der Chromosomen und Markerde von Frau Dr. Backsch

Uberprift und diskutiert.

2.2.11 Chromosomenpraparation aus Blutlymphozyten

Die richtige Lokalisation der Sonden sollte durclybHdisierung auf normalen

Metaphase-Chromosomen uberprift werden.
Hierzu werden Chromosomenpraparate aus Blutlympbozyergestellt.

0,3- 0,5ml Blut in Heparin zur Vermeidung der Aggtation werden in 10ml RPMI-
Medium (enthalt Glutamax), mit Zusatz von 10% fetal Kalberserum und 100U/ml
Penicillin  und 100pug/ml Streptomycin unter Zugabeonv 0,1ml 10mg/ml

Phytohamagglutinin als Mitogen 72 Stunden in Susjoeiskultur bei 37°C bei 5%GO

kultiviert.
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Es folgt eine Inkubation mit Colcemid bei 37°C #6 min, wobei die Zellen in der
Metaphase arretiert werden. Nach Uberfilhrung detuKin ein Zentrifugenréhrchen

erfolgt Zentrifugation bei 800rpm fir 8 min.

Entfernen des Uberstandes, Zugabe von 5ml 0,056Q¥) #ut durchmischen und bei

37°C fur 15 min inkubieren.

Erneute Zentrifugation (wie oben) und Entfernen dbsrstandes, dann vorsichtige und
schrittweise Zugabe von 5 ml kalten Fixativs (Metbla Eisessig im Verhaltnis 4:1)
und 15mindtige Inkubation bei 4°C. Nach Zentrifugat und Entfernen des

Uberstandes erfolgt 2maliges Waschen mit je Smétiix

Schliel3lich werden die Zellen in 0,5-1ml Fixatisuependiert und auf kalte und nasse
Objekttrager aufgetropft und durch Blasen verteidie Objekttrager werden

luftgetrocknet.
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2.2.12 Interphasen-FISH

2.2.12.1Herstellung der Sonden

2.2.12.1.XKultur der Hefestamme

Flissigmedium:

AHC-Medium: 1,79 yeast nitrogen base ohne Aminasduwnd Ammoniumsulfat
5g Ammoniumsulfat

10g Casein hydrolysat-acid, salz- und vitaminfrei

100mg 6-Aminopurin

Die Bestandteile werden in einem Endvolumen vonn@0Aqua bidest gel6st, der pH
wird auf 5,8 eingestellt. Nach dem AutoklaviereQ3aC, 20 min, 1 bar) werden 100mi

sterile 20% (w/v) Glucose zugegeben.

Platten:

AHC-Medium: 1,79 yeast nitrogen base ohne Aminasduwnd Ammoniumsulfat
5g Ammoniumsulfat

10g Casein hydrolysat-acid, salz- und vitaminfrei

20mg 6-Aminopurin

20g Agar

Die Bestandteile werden wie bei dem Flissigmedinr@00ml| Aqua bidest geldst. Der

pH-Wert wird auf 5,8 eingestellt und das Mediumdaautoklaviert (s.o.).

Es wird 100ml sterile 20% (w/v) Glucose-Ldsung Augeé und gemischt. Mit dem auf
etwa 50°C abgekuhlten Agar werden Platten gegossen.

Zur Vermeidung der Kontamination mit Bakterien wedbei der Kultur von
Hefezellen autoklavierte GlasgefalRe und Pipetté&rempibenutzt. Alle Glaspipetten und

Impfésen werden vor Gebrauch abgeflammit.

Zur Herstellung von Sonden, die den Bereich desrrppsAauf dem Chromosom 10

abdecken, wurden Hefestamme mit kiinstlichem Chromawsit einem entsprechenden
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Insert vom Ressourcenzentrum des Max-Planck-lnstitir Molekulare Genetik in

Berlin verwendet.

Aus dem gelieferten Schragagar werden mit eineefldlgmten Impfose Hefezellen
einer Kolonie auf AHC-Platten ausgestrichen. Inkidmaerfolgt 24 Stunden bei 30°C.

Hefezellen mit dem Insert aus humaner DNA sindpigmentiert, weil das Insert das
SUP(ochre)-Gen unterbricht. Dieses Gen ist Besggratttr Purin-Biosynthese und liegt
im natdrlichen Genom des Wirtsstammes AB1380 niebt, somit wird dieser

Stoffwechselweg blockiert. Es akkumulieren rotetntediate in der Zelle.

Ein Verlust der beiden Arme des kunstlichen Chraones wird aufgrund der beiden
Gene ura und trp verhindert. Uracil und Tryptophegen im Medium nicht vor, so daf3
die Zelle ohne diese Gene nicht wachsen kann (Betrlet. 1987, Current Protocols of

molecular biology).

Einzelkolonien werden in 20ml AHC-Flussigmedium ireinem 250mi
Erlenmeyerkolben (um eine ausreichende VersorgusrgZellen mit Sauerstoff zu
gewahrleisten) inokuliert und 2 Tage bei 30°C ur@D Zpm im Orbitalschittler

inkubiert. Das Medium sollte laut Protokoll rosayaférbt sein.

2.2.12.1.5tammkulturen

Zur Aufbewahrung der Hefezellen wird 1ml Flussigkulin AHC-Medium mit 4ml
80%iger Glycerollosung (Endkonzentration 20%) gefmis und portioniert. In
Einfriertubes werden die Stammkulturen bei —80°thewahrt.

2.2.12.1.DNA-Extraktion
Sorbitol-EDTA: 1M Sorbitol

0,1M EDTA pH 8,0

TE (Tris-EDTA): 50mM Tris-HCI, pH 7,4

20mM EDTA

5M Kalium-Acetat (100ml): 60ml 5M Kalium-Acetat
11,5ml Eisessig

28,5ml Aqua bidest, auf pH 5,2 einstellen
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Die Kultur wird in zwei Zentrifugenrohrchen tberfiiind bei 3500rpm und 4°C 5 min
zentrifugiert, das Medium verworfen. Das Pelletdnim Sorbitol-EDTA resuspendiert.
Nach Zugabe von 70000 U Lyticase erfolgt eine 30itmge Inkubation bei 37°C. Die
Spheroblasten werden abzentrifugiert und in 0,5nmd/EDTA und 50ul 10% SDS-

Losung resuspendiert und bei 65°C erfolgt eine Bluitiye Proteindenaturierung.

Es folgt ein erneutes Zentrifugieren, der Uberstaird zur Fallung der DNA mit 0,2

ml 5M Kalium-Acetat pH 5,2 versetzt, 1 Stunde auis Estehengelassen und
anschlielend mit Ethanol (2 Volumen) oder Isopropdh Volumen) ausgefallt. Die

DNA wird in TE-Puffer Giber Nacht bei 37°C gelost.

Die DNA-Konzentration wird bei 260nm, die Verunngung durch Proteine bei 280nm

im Spektrophotometer bestimmit.

2.2.12.1.4olymerase chain reaction

Das Pipettieren der Reaktionsgemische fir die POQRIen in der Laminar air flood-
hood durchgefuhrt, um Kontamination zu vermeideme DOP-Primer (degenerate
oligo PCR) annealen in den ersten 5 Zyklen bei 25785 zur Folge hat, dal3 viel DNA
unspezifisch amplifiziert wird. Wasser wird autokkxt und es werden gestopfte

Pipettenspitzen benutzt.

Als Positivkontrolle wurde DNA aus HPKII-Zellen weendet, als Negativkontrolle

Wasser.

Die Amplifikation der Hefe-DNA erfolgte unter folgden PCR-Bedingungen (nach
Reichelt, 1997):

LOsung A:

19/l BSA

1x Expand HF-Puffer

0,2mM dNTP-Mix (equimolar ATCG)
2UM Primer D4S2

1,75mM MgCh

0,05U/ml Expand High Fidelity
Aqua bidest ad 9,5ul

0,5ul der DNA-L6sung auf 9,5ul Losung A.



In der Pause (s.u.) Zugabe von 40ul

Losung B:

1x Expand HF-Puffer

0,2mM dNTP-Mix

1pM Primer S2

1,75mM MgCh

0,05U/ml Expand High Fidelity

Aqua bidest ad 40ul je Ansatz

Programm:
Tin°C tinmin:s

1) 95 3:00

2) 25 2:00 10% Rampe zu 45°C

3) Temperaturanstieg von 25° auf 45°C in 2 min

4) 72 1:00

5 95 0:20 8x 2)-5)

6) 95 0:20

7 T2 2:00

8) 60 1:00 Nach 8) Pause im 1. Zyklus, Zugabe von
Losung A

9) 72 1:30 13x 6)-9)

10) 95 0:20

11) 60 1:00

12) 72 1:30 13x 10)-12)

13) 72 7:00

14) 4 Bis zum Weiterfluhren

2.2.12.2Gelelektrophorese von PCR-Amplifikaten:

3%iges Agarose-Gel in TBE

TBE-Puffer:

100mM Tris-Borat (pH 8,3), 2mM EDTA

42
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Ethidiumbromid-Ldsung:
10mg/ml in A. bidest
5x Ladepuffer:

5% (v/v) Ficoll, 50mM EDTA, 5xTBE-Puffer, 0,05% (W/ Bromphenolblau, 0,05%
(w/v) Xylenxyanol

Markierung

Die anschliel3ende Labelling-PCR erfolgte unterdolien Bedingungen:
6UM S2

je 0,2 mM ATP, GTP, CTP

0,024mM dTTP

1x Expand High Fidelity Puffer

4mM MgCl,

0,1mM Fluoreszein-12-dUTP

0,1U/ml Expand High Fidelity Polymerase

aqua bidest ad 9ul

1pl aus dem Shuttle-PCR-Produkt auf 9ul Mastermix

Fur die Markierung mit Digoxygenin sind anstellesdduoreszein-12-dUTPs 0,05mM
Digoxygenin-11-dUTP sowie 0,15mM dTTP erforderlich.

Programm:

Tin°C tinmin:s

1) 95 0:20
2) 50 1:00
3) 72 3:00 25x 1)-3)
4) 72 7:00

5 4 Bis zum Weiterflihren
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2.2.12.3Verkurzen der markierten DNA

Eine Verkirzung der Amplifikate durch einen DNa%elrdau ist erforderlich, um die
Sonden beweglicher zu machen. Hierzu wird Einzatgfpuffer (Endkonzentration:
10mM Tris-HCI pH 7,5, 50mM KCI, 0,5 mM Cag£l5mM MgSQ), 2U DNasel

(Endkonzentration 0,2U) mit 10ul Sondenansatz gamier Verdau erfolgt dann im
PCR-Geréat. Je nach Lange der Amplifikate wird &feedauzeit zwischen 2:30min und
4 min bei 37°C bendtigt, gefolgt von 5 min zur Deakrung der DNasel und einem

Kihlen auf 4°C bis zur weiteren Verwendung.

Mittels Gel-Elektrophorese in einem 3%igen AgarGsd- wird die Lange der
entstandenen Fragmente bestimmt. Die optimale Lesa@®-300bp.

Es folgt eine Koprazipitation der Sonde mit 20ugTCODNA mit 60ul Wasser, 20ul
5M Kalium-Acetat pH 5,2 und 500ul 96% Ethanol tGbé¢acht bei —20°C. Nach
Zentrifugation und Entfernen des Uberstandes wied Sbnde getrocknet und in 4l
TE-Puffer geldst.

2.2.12.4Fluoreszenz in-situ Hybridisierung

2.2.12.4.FFISH an Chromosomenpraparaten aus Lymphozyten:epoest

Zur Uberprufung des Bereiches an dem die Sondeidisiart, wird sie zunachst auf

einem Blutpraparat erprobt.

Die Blutpraparate werden in 37°C 2xSSC vorgewamit, 0,05ug Pepsin/ml 0,01 N
HCl bei 37°C angedaut, in 1% Paraformaldehyd in P#B&ert und in einer

aufsteigenden Ethanolreihe dehydriert.

0,9ul der Sonde, 0,9ul Agqua bidest und 0,5ul D1@2iden mit 7,7ul Hybrisol VI und
mittels vorgewarmter Deckglaser (24x16 mm) auf Eedparat gegeben, mit Fixogum
versiegelt. Nach Trocknen des Fixogums werden di#pdtate bei 72°C 5 min

denaturiert.
Die Hybridisierung erfolgt in einer feuchten Kamnhbei 37°C Uber ein bis zwei Tage.

Das Waschen erfolgt in 50% Formamid/2xSSC 10 minrdB&C und anschliel3end in
2xSSC.

Die D10Z1 (und ggf. die Digoxygenin-markierte Sonerd mittels Antikdrper de-

tektiert (s.0.), das Praparat wird gegengefarbtraitdntifade eingedeckt.
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Bei geeigneten Sonden sollten nur am p-Arm des i@bsoms 10 und am Zentromer
des gleichen Chromosoms Signale sichtbar seindikstSonde nicht ausreichend

verkirzt, sind um die Chromosomen grof3e Punktehars

2.2.12.4. Herstellen und Vorbehandlung der Schnitte

Die Schnitte wurden in der Pathologie der FSU Jeoa Frau Susanne Kollner
angefertigt. Das Aufziehen der Schnitte erfolgtkiatten Wasser. Auf dem silanisierten
Objekttrager liegende Schnitte werden zum Stredkenz in 50°C warmes Wasser
gehalten.

Am besten eignen sich 5um dicke Schnitte, da drmdé&dann im Bild nicht Gberlappen,
die Schnitte gut am Objekttrager haften und diel 21 angeschnittenen Kerne so

gering wie moglich gehalten wird.

Die Schnitte werden im Hybridisierungsofen Uber iNdaei 56°C getrocknet.

Vorbehandlung
LOosungen:
20x SSC (Sodium Saline Citrate)

Die Interphasen-FISH an Paraffinschnitten wurde hnamlgendem Protokoll

durchgefuhrt:

Zum Entfernen des Paraffins werden die Objekttrégef0-25 min in Xylol gestellt,
das Xylol wird in 96% Ethanol fur etwa 5 min abgéépAuf der Heizplatte trocknen,

bis der Schnitt weild wird.

Zum Vorbehandeln des Gewebes folgt eine 20 mini®igeauerung in 0,2 N HCI,
anschlielend wird in destilliertem Wasser (1 Miputed 2x SSC, pH 7,0 (5 min)
gespdult. Zur Vorbereitung auf den proteolytischerdau mul3 das Gewebe fir 10 min
bei 80°C in Natriumrhodanit inkubieren, in destittem Wasser und 2x SSC wird wie
oben beschrieben gespult. Diese Schritte erleichden Zugang des Enzyms an die

Peptidbindungen.

Fur den Protease K-Andau 100ug Protease K pro MnTds HCI pH 8,0 mischen.
1ml dieser Losung auf den flachen Objekttragerfeound in einer feuchten Kammer

bei 37°C inkubieren. Eine Inkubationsdauer von 5Onfiat sich als optimal
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herausgestellt. Die Protease wird in 2x SSC eritf&er Schnitt wird dann wieder auf

der Heizplatte getrocknet.

Die Fixierung erfolgt in 4% Paraformaldehyd in PB$hosphate buffered saline),

gefolgt von 5 min Spulen in 2x SSC und erneutentKimen des Schnittes.

2.2.12.4.FISH mit einer kommerziellen Zentromersonde

Antifade:
10mg p-Phenylendiamin pro ml PBS

9 Volumenteile Glycerol pro Volumenteil PBS/ p-Piilemdiamin-Losung

Die vorbehandelten Gewebeschnitte werden im 37°Gséfdad in 2x SSC 30 min
vorgewarmt und in einer aufsteigenden Ethanolrif® 80, 96%) dehydriert. Die
Denaturierung erfolgt in 70% Formamid in 2x SSC i 7,0 im Wasserbad bei 74°C
fur 2 min. AnschlieRend wird in eiskalter aufsteiger Ethanolreihe (70, 80, 96%)
erneut dehydriert, um ein Reannealing zu vermeidamj die Schnitte werden

luftgetrocknet.

Die Sonde wird 5 min bei 37°C vorgewarmt, pro Stthmierden 0,5ul auf 10ul
Hybrisol VI pipettiert und bei 72°C denaturiert.eDSonde sollte zur Vermeidung des

Reannealings sofort auf Eis gestellt werden unch kot bis zum Gebrauch verbleiben.

Die 10ul werden auf den Schnitt pipettiert, mite#in Deckglas abgedeckt und mit
Fixogum versiegelt. Die Hybridisierung erfolgt imer feuchten Kammer 37°C Uber

Nacht mindestens 15 Stunden.

Das stringente Waschen zur Entfernung von Fehlpgaruerfolgt im 43°C-Wasserbad
in 50% Formamid in 2x SSC pH 7,0 fur 15 min. AngeRénd wird 8 min in 2x SSC

bei 37°C gewaschen und in Spulpuffer (4x SSC; OT28en 20) oder PBD (phosphate
buffered detergent) gespdilt.

Es folgt die Detektion mit dem Detektionskit. Probjékttrager werden 30ul
Fluoreszein-markierter Anti-Digoxygenin-Antikorpewuf den flachliegenden Schnitt
pipettiert und in einer feuchten Kammer bei 37°@eurinem Plastik-coverslip 5 min
inkubiert. Zur Amplifikation werden jeweils 30ul Blait-Anti-Sheep und Fluoreszein-

markierter Anti-Rabbit Antikorper jeweils 15 minit&7°C nacheinander unter Plastik-
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coverslip inkubiert. Zwischen den Inkubationen wird Spulpuffer oder PBD bei
Raumtemperatur gespult.

Die Gegenfarbung erfolgt in einer Lésung aus 50D oder Spulpuffer mit 0,1ug/ml
Propidiumiodid und 0,1 pg/ml DAPI. Die Farbelésuwgd auf den flachliegenden
Objekttrager pipettiert und 5 min bei RT inkubiarhd mit destilliertem Wasser
abgespult. Die Schnitte werden luftgetrocknet. Adsdeckmittel wird Antifade

verwendet. Es wird mit Fixogum aufgeklebt.

2.2.12.4 Anterphasen-FISH mit Sonden aus kinstlichen Heteobhsomen

Die Schnitte werden wie fir die Fluoreszenz-in-$ibridisierung mit der Zentro-

mersonde vorbehandelt und denaturiert.

Es werden pro Schnitt 15,4ul Hybrisol VI, 2,3ul Wasund 2,3ul Sonde gemischt, auf
den Schnitt gegeben, mit einem Deckglas abgedeckversiegelt.

Die Hybridisierung erfolgt Uber 2 Tage. Die Detektierfolgt wie in 2.4.7 beschrieben.
Auswertung/ Statistik der Interphasen-FISH

Es werden die Kerne ohne Signal, mit einem, zwedj dder mehr als drei Signalen
ermittelt. Zwischen 50 und 200 Kerne werden pro dunder CIN und Normalgewebe
(sofern vorhanden und ausreichend hybridisiertpgkzEs werden nur solche Signal-

verteilungen herangezogen, in denen der Anteikeéene ohne Signal unter 15% liegt.
Dabei gelten folgende Kriterien:

Uberlappende Kerne werden nicht gezahlt, da dierdfumg der Signale zu dem

richtigen Kern nicht moglich ist und weitere Signakrdeckt sein kbnnen.

Sehr eng nebeneinanderliegende Signale (split §omerden als ein Signal gezahilt,

und auch diffuse Signale oder vergrol3erte Signalelen als eines beriicksichtigt.

Waéhrend des Auszahlens wird fokussiert, um den Kerallen Ebenen ansehen zu

kdnnen.

Die Signalverteilungen fur das gesunde Plattenepitverden in Mittelwerte zusam-
mengefal3t und die Standardabweichung wird bestirbmeser Test ist anwendbar bei
beliebig groRem Stichprobenumfang (also jede Zaktérsuchter Kerne) mit diskreten
oder stetigen Variablen. Er untersucht als Nullhlgpse, dass die Verteilung der

Stichprobe gleich der Normalverteilung ist.
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Als Signifikanzschranke wird P<0,05 festgelegt. Dist in anderen Interphase-FISH-
Studien die am Haufigsten verwendete Signifikanzsdke (Bulten et al. 1998, Hamon-
Benais et al., 1996, Baretton et al., 1998, Zitzeiger et al, 1994, Perry et al., 1997).
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3 Ergebnisse

3.1 Zellkultur: Gewinnung von Metaphase-Chromosomen

Um aus Biopsien oder Tumorgewebe Metaphase-Chram&s@u erhalten, missen
sich ausreichend Zellen in der Teilung befindere Pellen kdnnen mittels Colcemid in
der Metaphase arretiert werden und auf Objekttrégdgetropft werden. An jeden
Zelltyp mussen die Konzentration und die Inkubagmat mit dem Colcemid angepalt
werden. Je langer eine Zellteilung dauert, um sgda ist auch die Inkubationszeit.
Allerdings nimmt auch mit der Inkubationsdauer Qiealitat der Metaphasen ab, d.h.

die Chromosomen kondensieren sehr stark was sgdtiveauf die Auflésung auswirkt.
Fir die SKY-FISH sollten pro Fall mindestens 10egMietaphasen vorhanden sein.

Die Schwierigkeiten in der Kultur bestanden in erdtinie in der Grof3e der Biopsien:
Hier sind in den meisten Fallen zu wenige proldende Zellen vorhanden. Auch
.sanftere® Methoden der enzymatischen Vereinzeluey Zellen aus dem Zu-
sammenhalt des Gewebes konnte die Zahl der adhé@rachsenden Zellen nicht
ausreichend erhdhen. Zudem erwiesen sich die Rdst@n in vielen Fallen als aktiver,

so dass kleinste Kulturen von Keratinozyten sehfigdiberwachsen wurden.

Ein weiteres Problem bestand in der haufigen Komtation der kleinen Biopsien. Aus
der Scheidenflora verblieben nach dem Verdau deseBes haufig Bakterien oder
Pilze in der Kultur. Dies machte jede weitere Kulinmaoglich.

Auch konnten in den wachsenden Kulturen die wenigelten, die auswuchsen, zu
keinem ausreichend grof3en Klon expandiert werdendass keine Chromosomen-

praparation méglich war.

3.2 Direktpraparation des Gewebes

Verschiedene dysplastische und Tumorgewebe wurdesktdaufgearbeitet. Dies

bedeutet, dass die Zellen direkt ohne Zellkultuetsrt werden. Dabei wurde zur
Arretierung der Metaphasen neben Colcemid alterraaich der Phosphatase-Inhibitor
Calyculin A verwendet (s. Abschnitt 3.3.1.).

Durch Direktpraparation des Gewebes konnte wedételsiColcemid noch mittels

Calyculin A eine ausreichende Anzahl an Metaphassvonnen werden.
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Die Chromosomen einzelner Metaphasen waren i.@lit.lairz und nicht gut gespreitet
(Abb.3-1). Es fanden sich aul3erdem viele Zellfragimeauf dem Objekttrager. Somit
waren diese Praparate aufgrund der geringen AnzshlMetaphasen und der
ungenigenden Qualitat nicht fur eine SKY-FISH verdzar.

-

Abbildung 3-1 Metaphase aus einer Direktpraparation

Die Préparate wurden fur eine spatere AnwendunB. (m der Interphasen-FISH)

aufbewabhrt.

3.3 Kurz-und Langzeitkultur der Gewebe

Eine Kurzzeitkultur zeichnet sich durch eine Daven wenigen Tagen aus. Maximal
14 Tage wird eine solche Kultur gehalten. Sie hert &orteil, dass in-vitro keine
Vielzahl an Veranderungen entstehen oder artifeieWWachstumsvorteile zum
Uberwachsen eines Klons filhren konnen. In der egeinden Studie dauerte es jedoch
meist langer, bis sich Gberhaupt KeratinozytenenKultur zeigten. Daher wurden die
Kulturen bei Bedarf auch langer gefiihrt, bis einsreichende Menge an Zellen ernten
lieRen. Die Abbildung 3-2 zeigt eine Metaphase nd&alrzzeitkultivierung und

Arretierung durch Colchicin.

Mittels Langzeitkultur konnten Zellen aus 2 Tumossnweit expandiert werden, dass
sie fur die SKY-FISH ausreichend Metaphasen bract$ee werden im folgenden als
pt238/KE und 19/03 bezeichnet. Eine Kultur normalrhautkeratinozyten (im

Folgenden als FK-04-15 bezeichnet) wurde als Kdietk@rwendet.

3.3.1 Calyculin A

Da die Verwendung von Colcemid auch in Kulturerhhizu einer ausreichenden Zahl
von Metaphasen fuhrte, wurde zur Induktion einéif3gren Anzahl von Metaphasen
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wurde Calyculin A verwendet. Es inhibiert Phospbata Da derartige Enzyme den
Arrest der Mitose an den Kontrollpunkten des Zédlag vermitteln, ist ihre Inhibition

mit einer Aufhebung dieser Kontrollen verbundendass die Zellen die Kondensation
der Chromosomen einleiten. Calyculin A ist dahechaals Cancerogen bekannt. Es

findet seine Verwendung als Induktor von ,prematoadensed chromosomes*” (PCC).

Weitere Phosphatase-Inhibitoren sind z.B. OkadaeSand 2-Aminopurin. Letzteres
wirkt nicht als Enzyminhibitor, sondern es ist diurin-Analog das auf mehrere
Checkpoints wirkt. Es bringt daher auch Zellen irer dG2-Phase in die
Chromosomenkondensation (Andreassen et al., 1992).

Nach einsttundiger Inkubation mit 80nM Calyculin Aa¢h Begg et al., 2002) konnte
sowohl in den verwendeten HPK-Zelllinien als auehden priméren Kulturen und den
langsam wachsenden Keratinozyten eine grofRe ZahMeataphasen induziert werden.
Anders als nach Colcemid-Einwirkung l6sen sich dedlen unter Einwirkung von

Calyculin A von der Wachstumsflache und kénnen gadbzentrifugiert werden. Bel

der Praparation hat sich als hypotone Losung 1% belleiner Einwirkzeit von 45

Minuten als effektiv erwiesen.

Fur langsam wachsende und kleinere Zellkulturem.(25cnf-Flaschen) ist die
Anwendung von Calyculin A zur Induktion von Chrorooen ideal. Es wurde in allen

primaren und in den meisten HPK-Zelllinien verwemnde

Abbildung 3-2 Metaphase aus einer Kurzzeitkultur

3.4 SKY-FISH

Die Anwendung der SKY-FISH bedingt in erster Lirget voneinander getrennte
Chromosomen, die einander nicht Uberlappen durfaich sehr nah aneinander
liegende Chromosomen haben zur Folge, dass sidradien der Sonden mischen oder



52

gar Uberstrahlen und es somit zu einer schwieriged falschen Zuordnung von

Fehlfarben kommt.

Je besser die Auflosung der Chromosomen, dest@mbkasn auch mittels DAPI eine
Zuordnung normaler Chromosomen erfolgen, was dergldieh erleichtert. Grund
hierfir ist die Banderung der Chromosomen, die jéttes der 24 Chromosomen
charakteristisch ist. Insbesondere bei Translokat©hromosomen konnen die

Bruchpunkte besser bestimmt werden.

3.4.1 Ploidiegrade in den untersuchten Zellen

Die Tabelle 3-1 zeigt das Auftreten der Ploidieden einzelnen Zellkulturen. Es zeigt
sich, dass in den Keratinozyten Diploidie vorhdntsevdhrend die HPK-Zellen eher
Ploidie-Veranderungen aufweisen. Die primaren i#lh unterscheiden sich bereits
hier: Wahrend Kultur pt238KE eher diploid ist, idie Kultur 19/03 diploid bis
tetraploid.

In allen Linien ist die Zuordnung zu Klonen oderb&wnen sehr schwierig. Viele

Aberrationen sind unterschiedlich miteinander ,kdmmat".

Tabelle 3-1: Ubersicht Ploidie, Anteile in %, p=Pasage bezogen auf population doubling

FKO04-|pt238 |19/03|HPKIA-2 HPKII-2 [HPKIII-2 |HPKV-2
15

KE p18 [ p26| p34| p37 pl2 plf p37 pdd pR5 p32 pa7

haploid 0,0 12,5 0,000 0, 0,0 OO 0,0 1MD |0,0|0,0 | 0,0| 13,5,7

diploid 86,2 81,2 36,8/ 0,00 0, 0,0 2,8 2®2,2|4,7 |0,0 |92,340,0|31,4

triploid 3,4 0,0 |236]| 23,95 |0,0|9,3]| 33,85,5/57,1|18,8 | 0,0 | 46,757,1

tetraploid | 10,3 | 6,2 | 36,8 3833,8/0,0 |32,6(33,3|22,2(33,3|75,0 |7,7 | 0,0| 2,9

pentaploidl0,0 |0,0 |2,6 | 38,%38,1|25,0/55,8/0,0 |0,0 |0,0| 0,0 | 0,0, 0,0 2,9

hexaploid | 0,0 | 00 | 00| 044 9% Op 00 OO @O0 0,0 Q0,0 |00 0,0

heptaploid0,0 (0,0 |00 | 00| 00 040 00 Op 00 4{8 68 0,0 @D

octaploid 0,0 |0,0 |00 | 00| 19,I¥5,0/0,0 |00 00| O,0f O0| 0 0,0 0,0

oder hdhe
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3.4.2 Ergebnisse Keratinozyten

Als Kontrolle wurden normale Keratinozyten mit de3KY-Sondenmix hybridisiert.
Diese Keratinozyten sind nicht transfiziert und dem aus einer Vorhaut (Fallnummer:
FKO04-15) gewonnen. Es wurden Metaphasen der 4.aBassntersucht. Die Kultur
konnte bis zur Passage 10 weitergefiihrt werdenprbeler Groliteil der Zellen

seneszent und die Kultur verworfen wurde.

Auf zwei Objekttragern fanden sich 29 auswertbartaydhasen. Eine Auflistung der

gefundenen Aberrationen ist in der Tabelle 3-2izden.

Hiervon weisen 9 Metaphasen keine, vier weitereiglemth 1 bis 2 numerische
Aberrationen auf. Zahlt man diese vier Metaphadeenfalls als ,unverandert®, sind
13/29 Metaphasen (44,8%) normal (s. Anhang). Einsge fur eine normale
Metaphase ist in der Abbildung 3-3 gezeigt. Dasykigramm wird in Abbildung 3-4
noch einmal vergroRert gezeigt.

Tabelle 3-2 Karyotyp der Kultur FK04-15

Kultur Modalzahl Aberrationen

FKO04/15 40-92 -1 [1], -2 [2], +2 [1], der(2)del(2) [1], +3 [2], der(3)del(3) [2],
der(3)del3p26.2-qter) [1], -4 [2], +4 [3], der(4)del(4) [1], +5[3],
der(5)del(5) [3], +6 [1], 2x +6 [1], -7 [1], -8[1], -9 [2], +9 [5], 3x +9
[1], der(9)del(9) [1], -10[5], der(10)del(10)a [1], der(10)del(10)b [1],
-11[2], +11 [2], der(11)del(11) [1], -12 [3], +12 [3], -13 [1], +13 [2], -
14 [1], +14 [2], -15[3], +15 [1], 2x +15 [1], -16 [1], +16 [2], 2x +16
[1], der(16)del(16) [1], -17 [1], 2x -17 [1], +17 [1], -18 [6],
der(18)i(18?)1], der(18)i(18q) [1], -19 [4], 2x -19 [1], +19 [1],
der(19)del(19) [1], -20 [4], +20 [3], -21 [3], -22 [6], 2x -22 [1], +22
[1], der(22)del(22) [1], -X [1], -Y [1], +Y [1]

11 Metaphasen weisen insgesamt 14 strukturelle ratbenen auf. 9 Metaphasen
weisen jeweils eine strukturelle Aberration auf.rNwei der Aberrationen kommen
haufiger als ein Mal vor: ein Derivativchromosong3bMetaphasen) und ein deletiertes
Chromosom 3 (3 Metaphasen).




54

0 o°
. °© e
o w"‘dl 3’:‘8
&

©o © 4

a»

‘c.:
cnw
0

@ oo

AN §EE sB A sBe IE) e[e s@s &Ea aBs
eE" *Qv sEHe»B» @ B» sdesds 400 2E* e@me« PE> @6 o0
ecl® sl efe s@e eQ¢ ¢R¥ S0 sds s@« sme o ol

40« o@e o3 =0 :0¢ 403 #He esHe L]0 Y
13 20 21 22 X T

Abbildung 3-3: SKY an normalen Keratinozyten: links oben: DAPI-Aufnahme, rechts oben: SKY,
unten: Karyogramm

4 Metaphasen weichen in der Polyploidie sehr stakn normalen Karyotyp ab,
darunter vier nahezu tetraploide (mit 85, 90 undCGfomosomen) und eine nahezu
triploide (mit 66 Chromosomen) Metaphase. Die Tibe-3 zeigt, dass jedes
Chromosom von Aberrationen betroffen sein kann. &simhandelt es sich um
numerische Aberrationen.

Tabelle 3-3: Ubersicht iiber die chromosomalen Abeationen/ Karyotyp der normalen
Keratinozyten

Chromosom | At ger Aberration  |Haufigkeit
1 -1 !
2 -2 2
+2 1
der(2)del(2) 1
3 +3 2
der(3)del(3) 2
der(3)del(3p2.6-gter) |1
4 -4 2
+4 3
der(4)del(4) 1




Chromosom

Art der Aberration

Haufigkeit

+5
der(5)del(5)

+6

©O| 00| N| O

+9
der(9)del(9)

10

-10
der(10)del(10)a
der(10)del(10)b

11

-11
+11
der(11)del(11)

12

-12
+12

13

-13
+13

14

14
+14

15

-15
+15

16

-16
+16
der(16)del(16)

17

-17
+17

18

-18
der(18)i(18)q
der(18)del(18)

19

-19
+19
der(19)del(19)

20

-20
+20

A B P DN 4+ P P O, N EFEP N PRPRPRP WONPEFPN PO WWWEDNDDNPEP P O R 0 N R RPN W W
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Chromosom | A der Aberration  |Haufigkeit
21 -21 3
22 -22 7
+22 1
der(22)del(22) 1
X X !
Y Y 1
+X 1

Zusammenfassend lassen sich vier Klone erkennebeiwder normale Karyotyp am

starksten vertreten ist.

3.4.3 Ergebnisse HPK-Zellen allgemein

Die HPK-Zellen (human papillomavirus immortalizecer&tinocytes) wurden in

maoglichst frihen Passagen mittels SKY analysidit.die Gewinnung der Metaphasen
war die geringe Teilungsrate der Zellen limitiereAdh deutlichsten zeigte sich dieses
Problem bei HPKII-2, von denen nur 2 Passagen #@rSKY-FISH zur Verfligung

standen. In dieser Kultur setzte nach etwa 20 Bassain Wachstumsstopp ein, obwohl
diese Transfektion bereits eine immortale Zelllihexvorgebracht hat. In den anderen
Zelllinien (HPKIA-2, HPKIII-2 und HPKV-2) konnten s mehreren Passagen
Metaphase-Praparate fir die SKY-FISH gewonnen werdenn zumeist auch erst in

spéaterer Passage.

3.4.3.1 HPKIA-2

Die HPKIA-2-Zellen wuchsen nach Passage 20 sehmnedighdie Teilungsrate wurde
schnell optimal fur Praparation von Metaphasen.

Die HPKIA-2-Zellen wurden in den Passagen 18, 2@ G untersucht. Alle drei
Passagen werden von polyploiden Zellen dominiertPassage 18 sind drei von 13
Metaphasen triploid, funf sind tetraploid und fismd pentaploid. In Passage 26 sind
von 21 Metaphasen zwei triploid, funf tetraploidhesind pentaploid, 2 sind hexaploid
und eine ist octaploid. In den verbleibenden viatdpphasen fanden sich 195 und mehr
Chromosomen: 198, 211 und 291 Chromosomen. In §as¥aist diese extrem hohe
Zahl an Chromosomen nicht mehr zu finden. Von 4@2ngnchten Metaphasen ist eine
diploid (2,3%), drei sind triploid (7,1%), 14 teplaid (33%) und 24 (57%) pentaploid.
Ein Beispiel fur eine Metaphase zeigt die Abbild®A4.
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Abbildung 3-4 Beispiel fur je eine Metaphase aus mmalen Keratinozyten (links, ohne

Aberrationen) und HPKIA-2 (rechts)

Die Tabelle 3-4 zeigt eine Zusammenfassung alle&raachten Metaphasen mit

Modalzahlen und auftretenden Aberrationen einsBhék ihrer Haufigkeit.
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Tabelle 3-4 Karyotyp HPKIA

Kultur/ Passage

Modalzahl

Aberrationen

HPKIA p18

59-114

-1 [7], 2x -1 [2], der(L)t(Y;1)? [2], -2 [6], 2x -2 [2], 3x -2 [1], 2x +2
[2], der(2)del(2) [2], -3 [3], +3 [1], -4 [4] 2x -4 [1], +4 [2], -5 [1], +5
[5], 2x +5 [4], 4x +5 [1], der(5)del(5) [1], der(5)t(5;18) [1], -6 [7], 2x
-6 [2], +6 [1], der(6)del(6q) [3], +7 [4], 2x +7 [6], 3x +7 [1],
der(7)t(7;13) [2], der(7)del(7q) [1], 2x -8 [1], +8 [2], 2x +8 [2], -9 [1],
+9 [8], 2x +9 [2], der(9)del(9g7?) [1], 2x der(9)del(9g?) [1], -10 [5],
2x -10 1], 3x -10 [1], 4x -10 [1], +10 [1], der(10)del(10g?) [4], 2x
der(10)del(109?) [1], der(10)t(10;13) [1], -11 [1], +11 [3], 2x +11
(4], 3x +11 [3], der(11)t(5;11) [1], der(11)del(11q) [1], -12 [2], 2x -
12 [1], +12 [2], der(12)t(10;12) [1], der(12)t(11;12) [1], -13 [3], 2x -
13 [1], +13 [5], -14 [1], 2x -14 [1], +14 [3], 2x +14 [1],
der(14)t(13;14) [1], der(14)del(14) [1], -15 [2], 2x -15 [2], +15 [2],
2x +15[1], -16 [1], +16 [4], 3x +16 [1], der(16)t(16;20) [1],
der(16)del(16?) [1], -17 [2], 2x -17 [1], +17 [6], 2x +17 [1],
der(17)t(17;19) [2], -18 [5], 2x -18 [1], -19 [5], 2x -19 [1], +19 [2], 2X
+19 [1], -20 [1], 2x -20 [1], +20 [3], 2x +20 [2], 3x +20 [1], -21 [5],
2x -21 [4], 3x -21 [1], -22 [4], 2x -22 [3], +22 [2], -X [1], +X [1], -Y
[1], +Y [1], der(X)del(X) [1], der(X)t(X;13) [1]

HPKIA-2 p26

67-211

-1[10], 2x -1 [5], 3x -1 [2], +1 [1], -2 [6], 2% -2 [6], 3x -2 [2],
der(2)del(2) [2], der(2)t(2;10) [1], -3 [3], 2x -3 [2], 3x -3 [1], +3 [6],
2x +3 [1], der(3)t(3;7) [1], der(3)t(3;10) [1], -4 [6], 2x -4 [3], +4 [2],
2x +4 [1], 4x +4 [1], der(4)t(3;4) [1], der(4)del(4) [2], 2x der(4)del(4)
[2], -5 [2], 2x -5 [1], +5 [13], 2x +5 [2]. 3x +5 [2], 4x +5 [1],
der(5)t(5;22) [2], der(5)t(5;9) [1], der(5)del(5p) [2], der(5)del(5q) [1],
-6 [6], 2x -6 [4], 3x -6 [1], 4x -6 [1], 5x -6 [1], +6 [1], 2x +6 [1],
der(6)dup(6) [1], -7 [1], +7 [8], 2x +7 [4], 3x +7 [2], 5x +7 [1], 7x +7
[1], der(7)t(7;22) [1], der(7)dup(7) [1], -8 [1], 2x -8 [3], 5x -8 [1], +8
[4], 3x +8 [1], der(8)del(8q) [1], der(8)t(8;11) [1], -9 [1], 2x -9 [1], +9
[8], 2x +9 [6], der(9)del(9) [2], 2x der(9)del(9) [3], -10 [4], 2x -10 [1],
3x -10 [1], 5x -10 [2], +10 [3], 2x +10 [2], der(10)del(10q) [6], 2x
der(10)del(10q) [1], der(10)t(10;12) [1], der(10)del(10p) [1],
der(10)t(3;10) [1], -11 [1], 3x -11 [1], 2x +11 [8], 3x +11 [4], 4x +11
[5], del(11)del(11) [4], -12 [7], 2x -12 [2], 3x -12 [3], +12 [1], 2x +12
[2], 3x +12 [1], 4x +12 [1], der(12)del(12) [3], der(12)t(2;12) [3],
der(12)t(3;12) [5], -13 [3], 2x -13 [2], 3x -13 [1], +13 [3], 2x +13 [1],
3x +13 [2], -14 [5], 2x -14 [1], +14 [3], 2x +14 [1], der(14)t(14;15)
[1], -15 [4], 2x -15 [2], +15 [3], 2x +15 [1], -16 [7], 4x -16 [1], +16
[4], 2x +16 [1], -17 [4], 2x -17 [2], 3x -17 [1], +17 [2], 3x +17 [1],
der(17)t(17;19) [10], der(17)del(17) [2], 2x der(17)del(17) [1], -18
[8], 2x -18 [2], 3x -18 [2], 2x +18 [2], -19 [10], 2x -19 [3], 3x -19 [3],
+19 [2], 2x +19 [1], -20 [2], 3x -20 [1], 5x -20 [1], +20 [7], 2x +20
[1], 3x +20 [2], 4x +20 [1], der(20)dup(20) [1], -21 [11], 2x -21 [5],
3x -21 [1], +21 [1], -22 [6], 2x -22 [3], +22 [2], 2x +22 [1], 5x +22
[1], -X [2], 2x +X [1], der(X)del(X) [1], der(X)t(X;5) [1], -Y [3], marl
[2], 2x marl [2]
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Kultur/ Passage |Modalzahl | Aberrationen

HPKIA-2 p37 41-109 -1[18], 2x -18 [6], +1 [1], -2 [19], 2x -19 [1], der(2)del(2) [2], -3 [4],
+3 [8], der(3)t(3;20) [5], der(3)del(37?) [1], der(3)(ein Chromatid
fehlt) [1], -4 [20], 2x -4 [4], +4 [3], der(4)del(4q) [2], der(4)del(4p)
[1], -5[2], 2x -5 [1], +5 [19], 2x +5 [4], 3x +5 [1], -6 [20], 2x -6 [2],
der(6)tas(6;18) [1], +7 [12], 2x +7 [8], 3x +7 [3], 4x +7 [1],
der(7)t(7;12) [22], 2x der(7)t(7;12) [2], der(7)t(7;8) [1],
der(7)t(6;7)(?-pter) [1], -8 [2], +8 [5], 2x +8 [1], der(8)i(8q) [1],
der(8)del(8pter-q?) [1], -9 [2], +9 [15], 2x +9 [5], der(9)t(7;9) [1], -10
[3], +10 [4], 2x +10 [1], der(10)del(10q), [7], 2x der(10)del(10q)
[20], 3x der(10)del(10q) [2], +11[19], 2x +11 [4], 3x +11 [1], -12 [7],
2x -12 [16], 3x -12 [1], 4x -12 [1], -13 [2], +13 [4], 2x +13 [2],
der(13)t(13;14) [1], der(13)t(9;13) [1], -14 [10], +14 [5],
der(14)t(14;15) [1], -15 [7], +15 [1], 2x +15 [1], 3x +15 [1], -16 [6],
+16 [7], 2x +16 [1], -17 [6], 2x -17 [1], +17 [5], der(17;19) [35], 2x
der(17;19) [2], -18 [19], 2x -18 [6], 3x -18 [1], -19 [21], 2x -19 [3],
+19 [1], -20 [5], 2x -20 [1], +20 [17], 2x +20 [3], -21 [19], 2x -21 [5],
+21 [1], -22 [16], 2x -22 [4], 3x -22 [1], +22 [1], -X [2], der(X)t(X;4)
(1], -Y [7]

Weitere numerische Aberrationen sind sehr haufigllen drei untersuchten Passagen
finden sich Verluste der Chromosomen 1 (9/13, 1,/2W. 34/42 Metaphasen) und 21
(9/13, 17/21, bzw. 35/42 Metaphasen). In der Tabdl5 sind die haufigsten
Veranderungen in den einzelnen Passagen gezeigtbdiliwerden Verluste und
Zugewinne auf die einzelnen Metaphasen bezogerhalBg es bleibt unberticksichtigt,

dass in anderen Passagen vereinzelt auch dasiganggigenlaufige Ereignis auftritt.

Der Verlust des gesamten Chromosoms 10 nimmt miglzenender Passagierung ab. In
den spéaten Passagen geht allerdings der kurze AsnGhromosoms 10 haufiger

verloren (Tabelle 3-5).

Die weiteren Aberrationen haben mit fortschreitenBassagierung einen grol3eren
Anteil erworben, oder sind stabil geblieben. Diesasbilen Veranderungen waren mit
Uber 70% bereits in der ersten untersuchten Passdaes haufig. Es handelt sich
hierbei um den Verlust der Chromosomen 2 und 2Wwjesom die Uberreprasentation

des Chromosoms 7.
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Tabelle 3-5 HPKIA-2: prozentuale Verteilung der hadigen Aberrationen

Chromosomenaberration | p18 p26 p37

-1 69,2% | 81% 76,1%
-2 69,2% | 66,6% 71,4%
-4 38,5 42,9 76,2
-6 69,2% | 61,9% 76,2%
-10 61,5% | 38,1% 9,5%
-12 23% | 57,1% 88,1%
-18 46,2% | 57,1% 78,6%
-19 46,2% | 76,2% 71,4%
-21 76,9% | 85,7% 83,3%
-22 53,4% | 42,9 78,6%
+5 76,9% | 85,7% 83,3%
+7 84,6% | 76,2% 81%
+11 76,9% | 80,95% | 88,1%
+20 46,2% | 52,4% 69%
der(10) 38,5% | 33,3% 97,6%
der(17) 15,4% | 47,6% 92,9%
der(7)t(7;12) 0 0 75%

Die Einzige in spater Passage (p37) erworbene derang ist struktureller Natur. Dies
ist eine Translokation unter Beteiligung der Chreomen 7 und 12 mit einem
zentromernahen Bruchpunkt. Eine weitere strukterélberration ist ein der(17),

welches mit dem Fortschreiten der Passagierunguffedndtritt (Tabelle 3-5).
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Abbildung 3-5 Verluste und Zugewinne in der Zellline HPKIA-2 mit fortschreitender
Passagierung im Vergleich zu primaren Keratinozyten

Die Abbildung 3-5 setzt auch die Polyploidie mitdas Verhaltnis der Verluste und
Zugewinne. Hierfir wurde zunachst die Zahl der @Giosomensatze in den
untersuchten Metaphasen gezahlt und errechnet, hdidig jedes Chromosom in
ausschliel3lich normalen Metaphasen vorhanden wWaisthlie3end wurde die Zahl der
tatsachlich verlorenen oder Uberreprasentiertenof@bsomen ermittelt. Ist also
beispielsweise ein Chromosom in einer tetraploidetaphase sechsfach vorhanden, so
werden der absoluten Zahl von Chromosomen zweiuhgezahlt. Zuletzt wird die
tatséchliche Zahl des jeweiligen Chromosoms mittideoretischen Zahl ins Verhéltnis
gesetzt. Bei Werten, die groBer als 1 sind, ist d@&@womosom tendentiell
Uberreprasentiert, bei einem Wert kleiner als ksstendentiell unterreprasentiert. Der
Vorteil dieser Darstellungsweise ist, dass auchuirterschiedlichen Metaphasen
gegensatzliche Ereignisse im Gesamtergebnis bechtkgs werden und die Werte
somit besser mit den Ergebnissen der CGH vergliebenden kann. Der Nachteil liegt
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darin, dass diese Betrachtungsweise keine Sichdi@uktrukturellen Veranderungen
zuladt. Derivate des jeweiligen Chromosoms werdenagso gezahlt wie intakte
Chromosomen. Daher lassen sich diese Werte aubh komplett mit denen der CGH
vergleichen. Diese Diagramme wurden fur alle Zs#ih erstellt. Diese Darstellung
beruht auf eigenen Uberlegungen, sie wurde danmocfedahnlich in  der

Veroffentlichung von Kimura und Mitarbeitern (Kinauret al., 2004) gefunden. Der
Unterschied besteht darin, dass die Verluste undiide, die in unterschiedlichen
Tumoren fur ein Chromosom gefunden wurden, nichgegeinander verrechnet

wurden, sondern einzeln dargestellt werden.

3.4.3.2 HPKII-2

Die HPKII-2-Zellen wurden mit Hilfe eines FeederHAeayers kultiviert, da sie sonst
nicht oder langsamer gewachsen wéren. So war edicmodgus dieser Zelllinie
Préaparate aus sehr frihen Passagen herzustellehlimergrund der Praparate fluores-
zZierte allerdings sehr stark (vermutlich durch Bing der Sonden an den Zelldebris der
Feeder-Zellen), wodurch die Farbqualitat der Hyibrgtung nicht optimal war. Der
Zelldebris fluoresziert heller als die Chromosomard a3t durch die Intensitat die
gewinschten Signale sehr blal3 erscheinen, wodueclinsder Aufnahme schlecht
voneinander unterscheidbar sind. Eine schlechteblidae Zuordnung der
Chromosomen durch das Programm ist die Folge. $lied Chromosomen dann
zusatzlich sehr kurz, kann auch die DAPI-Bandemnwegig helfen, um Chromosomen
zuzuordnen. Dies gilt in gréRerem MalRe fur ihreilzde. Karyogramme konnten daher

nur fur 9 (Passage 12) bzw. 10 Metaphasen (Pad3agestellt werden.

Eine Ubersicht iiber den Modalzahlbereich sowie allfiretenden Aberrationen gibt
die Tabelle 3-6.
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Tabelle 3-6 Karyotypen HPKII-2

Kultur/ Passage | Modalzahl | Aberrationen

HPKII-2 p12 33-90 -1 [1], +1 [5], der(1)del(1)a [3], der(1)del(1)b [1], 2x der(1)del(1)b
[1], -2 [4], +2 [2], der (2)del(2q) [1], der(2)del(27?) [1], der(2)t(2;7)
[1], der(2)t(Y;2) [1], -3 [1], +3 [2], 3x +3 [1], der(3)del(3?) [1], -4 [2],
2x -4 [2], +4 [2], der(4)del(4p) [2], 2x der(4)del(4p) [1], 2x -5 [1], +5
[4], 2x +5 [1], der(5)del(5¢cen-> qter) [2], der(5)t(2;5) [1], -6 [3], 2x -
6 [1], +6 [1], 2x +6 [1], der(6)del(6?) [1], der(6)t(4;6) [1], -7 [4], 2x -
7[1], +7 [1], -8 [3], der(8)i(8q) [5], 2x der(8)i(8q) [1], +9 [3], 2x +9
[2], 3x +9 [1], der(9)del(9) [1], -10 [2], 2x -10 [2], +10 [1], 4x +10
[1], der(10)t(10;14) [3], 2x der(10)t(10;14) [1], 3x der(10)t(10;14)
[1], der(10)t(10;17) [1], der(10)del(10q) [1], -11 [3], +11 [2], +12 [3],
2x +12 [3], der(12)del(12q) [5], 3x der(12)del(12q) [1], -13 [3], +13
[1], 4x +13 [1], der(13)t(X;13) [1], der(13)t(13;16), [1],
der(13)dup(13) [1], -14 [3], 2x -14 [2], 3x -14 [1], +14 [3],
der(14)t(12;14) [1], der(14)i(14) [1], der(14)t(14,;16) [1],
der(14)t(5;14) [1], -15 [3], +15 [2], der(15)del(15) [1], -16 [5],
der(16)del(16?) [1], der(16)dup(16?) [1], -17 [4], +17 [1],
der(17)dup(17) [1], der(17)t(13;17) [1], -18 [2], 2x -18 [1], +18 [2], -
19 [4], 2x -19 [1], +19 [2], +20 [3], der(20)t(16;20) [1], -21 [3], 2xX -
21 [2], +21 [1], 2x -22 [1], +22 [1], +X [1], der(X)t(X;18) [1], -Y [1],
+Y [1]

HPKII-2 p17 39-86 +1 [2], 2x +1 [1], der(1)t(1;16;3) [1], der(1;16;4) [1], der(1)del(17?)
[1], der(D)t(Y;1) [1], -2 [4], +2 [1], der(2)t(2;3) [1], der(2)t(2;16) [1],
der(2)t(2;4) oder t(2;6) [2], 2x der(2)del(2?) [1], -3 [2], +3 [2],
der(3)del(3?) [5], der(3)t(3;11)(p:p) [1], -4 [4], 2x -4 [1], +4 [1],
der(4)del(4?) [2], der(4)t(4;12)[1], der(4)t(4;6) [1], +5 [3], 2x +5 [1],
der(5)t(5;21) [1], -6 [4], 2x -6 [1], der(6)del(6?) [1], -7 [2], +7 [2],
der(7)t(3;7) [1], der(7)t(7;8) [2], der(7)del(77?) [2], der(7)del(7p) [2],
-8 [3], +8 [2], der(8)i(80q) [4], der(8)t(8;15) [1], 2x der(8)t(8;15) [1],
der(8)del(8) [1], -9 [3], +9 [3], 3x +9 [1], -10 [1], 2x +10 [3], 3x +10
[1], der(10)t(10;14) [4], 2x der(10)t(10;14) [4], 3x der(10)t(10;14)
[1], der(10)del(10q) [1], -11 [1], +11 [3], der(11)del(117?) [1], 2x
der(11)del(11?) [1], -12 [4], +12 [1], 2x +12 [1], der(12)t(12;20) [1],
der(12)del(12) [1], -13 [2], +13 [1], 2x +13 [1], 3x +13 [1],
der(13)del(13?) [1], der(13)t(13;18) [1], der(13)t(13;19) [1], -14 [4],
2x -14 [3], 3x -14 [1], der(14)t(5;14;8) [1], -15 [3], 2x -15 [2], -16 [6],
2x -16 [1], +16 [1], -17 [2], 2x -17 [1], +17 [1], 3x +17 [1],
der(17)t(Y;17) [1], der(17)del(17) [1], -18 [3], +18 [2], -19 [1], 2x-19
[1], +19 [2], -20 [2], 2x -20 [1], 3x +20 [1], -21 [5], -22 [2], +X [3], 2X
+X [1], der(X)t(X;13) oder t(X;18) [1], der(X)del(Xq) [1]
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Abbildung 3-6 Verluste und Zugewinne in der Zellliie HPKII-2 in fortschreitender Passagierung
im Vergleich zu primaren Keratinozyten
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Abbildung 3-7 SKY-Karyogramm aus HPKII-2 p17 (links) und HPKIII-2 p44 (rechts)
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In Passage 12 kommen numerische Veranderungentdem@somen 9 und 12 vor.
Beide sind in der Zahl erhdht. Mdglich ist, dasssdi Chromosomen spéater wieder teil-
weise verloren gehen, da drei weitere Metaphasech aginen Verlust dieses
Chromosoms zeigen. In Passage 17 war nur nochudgwinn des Chromosoms 9 in 4
von 10 Metaphasen nachweisbar. In der 12. Passdgaufféllig, dass zwei der
Metaphasen haploid ist, eine ist diploid, zwei siattaploid, die restlichen vier sind
triploid. Aul3erdem ist eine grof3e Heterogenitateurtten Aberrationen festzustellen.
Eine Translokation 10;14 wurde in der Passage I@nhvon neun Metaphasen und in

Passage 17 in neun von zehn Metaphasen gefunden.

Tabelle 3-7 HPKII-2, Verteilung der haufigsten Aberrationen

Chromosomen- pl2 pl7
aberration

-4 3/9 (33,3%) | 5/10 (50%)
-6 4/9 (44,4%) | 5/10 (50%)
-7 5/9 (55,6%) | 2/10 (20%)
-14 4/9(44,4%) | 8/10 (80%)
-16 5/9 (55,6%) | 7/10 (70%)
-21 5/9 (55,6%) | 5/10(50%)
+9 6/9 (66,7%) | 4/10 (40%)
+12 6/9 (66,7%) | 2/10 (20%)
+10 2/9 (22,2%) | 4/10 (40%)
der(12)del(12q) 6/9 (66,7%) | 1/10 (10%)
der(8)i(8q) 6/9 (66,7%) | 4/10 (40%)
der(10)t(10;14) 5/9 (55,6%) | 9/10 (90%)

3.4.3.3 HPKIII-2

HPKIII-2 wuchs nach einigen Passagen mit einermgUteilungsrate. Ab Passage 37

konnten Metaphasen gewonnen werden.

Die HPKIII-2-Zellen sind in Passage 37 hauptsathtiiploid (12/21) und in Passage
44 tetraploid (12/16 Metaphasen). Die wenigstenddleasen sind diploid (1 von 21

Metaphasen in Passage 37), vereinzelt treten hiepta-hexaploide Metaphasen auf.

Innerhalb von 7 Passagen nimmt die Haufigkeit dero@osomen 11, 15 und 16 ab.
Wahrend in Passage 37 noch etwa 50% der MetapZaggwinne der Chromosomen

11,15 und 16 aufwiesen, fanden sich in Passagaidaath ca. 25% Metaphasen mit
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Zugewinnen dieser Chromosomen.Die Tabelle 3-8 zeige Zusammenfassung der

gefundenen Karyotypen der Linie HPKIII-2.

Tabelle 3-8 Karyotypen HPKIII-2

Kultur/ Passage

Modalzahl

Aberrationen

HPKIII-2 p37

56-157

-1[8], 2x -1 [2], +1 [1], der(1)del(1p~>qter) [1], -2 [3], 2x -2 [1], +2
[5], 2x +2 [1], der(2)del(2) [2], +3 [7], 2x +3 [1], der(3)del(3) [1], 2x
der(3)del(3) [1], -4 [7], 2x -4 [2], +4 [2], +5 [12], 2x +5 [1], 3x +5 [2],
4x +5 [1], der(5)t(3;5) [10], der(5)del(5?) [1], der(5)del(5q) [2],
der(5)del(5p) [1], 2x der(5)del(5p) [1], der(5)t(1;5) [1], -6 [10], 2x -6
[3], 3x -6 [1], der(6)del(6q) [2], der(6)t(3;6) [5], -7 [6], 2x -7 [1], +7
[2], 2x +7 [2], der(7)del(77?) [3], 4x der(7)del(7?) [1], der(7)t(7;15)
[1], +8 [6], 2x +8 [13], 3x +8 [2], der(8)del(8q) [1], der(8)t(8;21) [2],
der(8)t(8;22) [1], -9 [3], 2x -9 [1], +9 [7], 2x +9 [2], der(9)del(9) [3],
2x der(9)del(9) [1], -10 [8], 2x -10 [3], 3x -10 [2], der(10)del(10q)
[3], -11[1], 2x -11 [1], 3x -11 [1], +11 [10], +12 [4], der(12)del(12)
[3], der(12)t(10;12;2) [1], -13 [9], 2x -13 [3], 3x -13 [2], +13 [2],
der(13)t(13;20) [1], -14 [7], 2x -14 [1], +14 [8], der(14)t(10;14) [1],
der(14)del(14;14) [1], der(14)t(9;14) [1], -15 [2], 2x -15 [1], +15 [8],
2x +15 [3], der(15)t(15;22) [1], +16 [11], 2x +16 [2], der(16)del(16)
[1], -17 [5], 2x -17 [1], +17 [5], 2x +17 [1], der(17)del(17) [1], 2x
der(17)del(17) [1], -18 [5], 2x -18[2], 4x -18[1], +18 [1], -19 [3], 2x -
19 [3], 3x -19 [1], +19 [1], der(19)del(19) [1], +20 [7], 2x +20 [9], 3x
+20 [2], der(20)del(207?) [1], -21 [7], 3x -21 [1], +21 [2], 2x +21 [1],
der(21)t(21;21) [2], der(21)t(21;22) [1], -22 [5], +22 [6], 2x +22 [2],
der(22)t(22;22) [3], +X [2], 2x +X [1], 3x +X [1], der(X)del(X) [1], +Y
[2], 2x +Y [1], mar(1) [1]

HPKIII-2 p44

64-159

-1 [13], der(1)del(1) [3], der(1)t(1;16) [1], der(1)t(1;3) [1], -2 [5], +2
[2], der(2)del(2) [2], -3 [8], +3 [3], der(3)del(3) [1], -4 [12], 2x -4 [1],
der(4)del(4) [2], -5 [1], +5 [1], der(5)t(5;9) [2], der(5)t(5;18) [1], der
(5)t(3;5) [6], -6 [8], 2x -6 [7], 4x -6 [1], der (6)t(3;6) [1], der(6)t(2;6)
[1], -7 [13], der(7)t(7;10) [1], -8 [1], +8 [13], 2x +8 [2], -9 [4], 2x -9
[1], +9 [3], 2x +9 [2], der(9)del(9) [4], der(9)t(3;9) [1], -10 [10], 2x —
10 [1], 4x -10 [1], +10 [1], der(10)del(10p) [2], 2x der(10)del(10p)
[1], -11 [2], +11 [4], der(11)del(11) [2], -12 [10], 2x -12 [1], +12 [1],
der(12)del(12) [1], -13 [8], 2x -13 [5], 3x -13 [1], +13 [1], -14 [3], 2x
-14 [2], +14 [4], der(14;10) [1], der(14)t(9;14) [1], -15 [4], +15 [5], -
16 [2], 2x -16 [2], +16 [3], der(16)del(16) [1], -17 [6], -18 [12], 2X -
18 [1], -19 [7], 2x -19 [4], +19 [2], +20 [8], 2x +20 [4], 3x +20 [1], -
20 [1], -21 [6], +21 [2], +22 [2], 2x +22 [1], der(22)t(15;22) [1], +X
[2], der(X)del(X) [1], -Y [3], +Y [3]

Gleichbleibend vorhanden ist die Uberreprasentat&siChromosoms 20, alle weiteren

in Tabelle (3-9) beschriebenen Aberrationen nehwenPassage 37 zu Passage 44 in

ihrer Haufigkeit zu.

Chromosom 5 liegt in der Passage 37 als Derivan@okation mit Chromosom 3) in

beiden untersuchten Passagen und, besonders imgBe®8, Uberreprasentiert vor. Fur

beide Aberrationen sind die Zahlen mit fortschredier Passagierung rucklaufig.
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Tabelle 3-9 HPKIII-2: Verteilung der haufigsten Aberrationen

Chromosomen- | p37 p44
aberration

-1 47,6% | 72,2%
-3 28,6% | 56,3%
-4 42,9% | 87,5%
-6 66,7% | 100%
-7 33,3% | 87,5%
-10 62% 75%
-12 33,3% | 68,8%
-13 66,7% | 87,5%
-18 38,1% | 87,5%
-19 33,3% | 68,8%
+5 76,2% | 6,25%
+8 100% | 93,8%
+11 47,6% | 25%
+15 52,4% | 18,8%
+16 62% 25%
+20 85,7% | 87,5%
der(5)t(3;5) 47,6% | 37,5%

Die Abbildung 3-8 zeigt die numerischen Aberrationmter Einbeziehung der Ploidie.
Hier sieht man einen deutlichen Unterschied fur @asmomosom 1, das zwar in beiden
Darstellungen Verluste aufweist, dieser jedoch mEiebeziehen der Ploidie weniger
stark ausgepragt ist, weil in anderen (wenigen)adieasen das Chromosom 1 dupliziert

ist. Diese Zahlen driicken jedoch denselben Tresd au
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Abbildung 3-8 Verluste und Zugewinne in der Zellline HPKIII-2 in fortschreitender Passagierung
im Vergleich zu primaren Keratinozyten

3.4.3.4 HPKV-2

HPKV-2 wuchs vom Beginn der Kultur an mit einer balleilungsrate.

31,4% (11/35) der untersuchten Metaphasen von HRK\Ad diploid. In Passage 25
sind von 26 Metaphasen lediglich 3 triploid. In €& 32 sind von 15 Metaphasen 6
triploid (40%). Weitere 15 Passagen spéater (Pas4@pesind von 35 Metaphasen 20

triploid (57,1%). Tetraploidie gehort in allen 3tarsuchten Passagen zur Ausnahme.

Dagegen sind triploide Zellen haufig.
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Tabelle 3-10 Karyotypen von HPKV-2

Kultur/ Passage

Modalzahl

Aberrationen

HPKV-2 p25

43-90

-1 [1], der(1)t(1;10)(p36;?) [1], 3x +2 [1], -3 [1],
der(3)t(3;11)(q10;q10) [22], der(3)t(3;15)(q10;15)del(3p?) [1],
der(3)del(3) [1], der(3)t(3;7)(q10;q10) [1], -4 [4], der(5)t(1;5)(?;p1l)
[20], der(7)t(7;4;16)(p10;?;?) [1], -8 [1], der(8)del(8p?) [2], -9 [1], -
10 [2], der(10)i(10q) [24], der(10)del(10p) [5], -11 [21], 2x -11 [1],
+11[1], -12 [1], -15 [2], 2x +16 [1], -19 [4], -21 [3],
der(21)t(21;3;12) [1], -22 [5], 2x -22 [1], +22 [1], +X [1], -Y [2]

HPKV-2 p32

49-69

-1 [1], +1 [3], der(1)t(1;3) [12], -2 [1], +2 [6], -3 [8], 2x -3 [1],
der(3)tas(3;12) [1], -4 [3], 2x -4 [1], +4 [4], 2x +4 [1], -5 [1], +5 [9],
2x +5 [1], der(5)del(5)a [1], der(5)del(5)b [2], der(5)t(5;9) [1], -6 [1],
+6 [5], -7 [3], +7 [3], 2x +7 [1], +8 [11], 2x +8 [3], der(8)t(8;21) [1], -
9[1], 2x -9 [1], +9 [10], -10 [1], +10 [7], der(10)i(10q) [3], -11 [3],
+11 [3], der(11)del(11) [1], -12 [9], +12 [1], -13 [8], 2x -13 [1], +13
[1], der(13)del(13) [1], -14 [1], 2x -14 [1], +14 [3], der(14)del(14)
[1], -15 [7], 2x -15 [1], +15 [1], -16 [5], +16 [2], -17 [2], 2x -17 [1],
+17 [4], -18 [3], +18 [4], 2x +18 [1], -19 [4], +19 [2], +20 [9], -20 [2],
-21 [3], 2x -21 [1], +21 [2], -22 [6], +22 [2], 2x +22 [1],
der(22)del(22) [1], -X [2], -Y [1], +Y [1], mar(1) [1]

HPKV-2 p47

32-105

-1[8], 2x -1 [2], 3x -1 [1], +1 [5], der(1)t(1;3) [23], 2x der(1)t(1;3)
[1], der(D)del(1q?) [2], -2 [4], 2x -2 [1], +2 [7], 2x +2 [2], 3x +2 [1],
der(2)dup(2) [1], der(2)t(2;3) [1], der(2)t(2;13) [1], der(2)t(2;17) [1],
der(2)t(2;15;19) [1], der(2)del(2) [1], -3 [16], 2x -3 [4], +3 [2],
der(3)t(3;20) [1] der(3)t(3;11) [4], -4 [2], 2x -4 [5], +4 [3], +5 [13], 2x
+5 [8], 3x +5 [2], der(5)del(5) [5], der(5)t(5;22) [1], der(5)t(5;17) [1],
der(5)t(5;9)a [1], der(5)t(5;9)b [1], der(5)t(5;6) [1], -6 [5], 2x -6 [1],
+6 [10], 2x+6 [1], der(6)t(6;14) [1], der(6)del(6p) [1], -7 [9], +7 [6],
der(7)t(7;18) [21], 2x der(7)t(7;18) [1], der(7)t(7;20) [1], der(7)del(7)
[2], -8 [2], +8 [20], 2x [9], der(8)i(8q) [2], der(8)del(8?) [2],
der(8)t(8;9) [2], 2x -9 [1], 3x -9 [1], +9 [19], 2x +9 [5], 3x +9 [3],
der(9)t(9;20) [1], der(9)del(97?) [2], der(9)t(9;2;16) [1], -10 [7], 2x -
10 [1], +10 [2], der(10)t(5;10) [18], 2x der(10)t(5;10) [2],
der(10)t(10;14) [1], der(10)del(10q) [3], -11 [8], 2x -11 [3], +11 [6],
2x +11 [2], 4x +11 [1], der(11)t(11;18) [1], der(11)del(11) [3], -12
[21], 2x -12 [1], 3x -12 [2], -13 [18], 2x -13 [6], +13 [4],
der(13)t(13;13) [1], -14 [4], 2x -14 [2], +14 [9], 2x +14 [3],
der(14)del(14) [1], -15 [22], 2x -15[3], +15 [1], -16 [9], 2x -16 [2],
+16 [3], -17 [10], +17 [5], 2x +17 [1], 3x +17 [1], der(17)tas(17;19)
[1], -18 [9], 2x -18 [4], +18 [6], der(18)dup(18) [1], -19 [6], 2x -19
[1], 3x -19 [1], +19 [7], -20 [4], 2x -20 [1], +20 [14], 2x +20 [5], 3x
+20 [1], -21 [10], +21 [4], 2x +21 [1], 3x +21 [1], der(21)t(15;21) [1],
-22 [11], 2x -22 [1], +22 [3], 2x +22 [1], der(22)t(16;22) [1], -X [2],
+X [1], der(X)t(X;22;9) [1], -Y [1], +Y [8]

Die Tabelle 3-10 zeigt die Zusammenfassung alléurgkenen Aberrationen der Linie

HPKV-2.
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Tabelle 3-11 HPKV-2 prozentuale Verteilung der haufjsten Aberrationen

Chromosomen- p25 p32 pa7
aberration

-4 11,5% | 26,7%| 71,4%
-11 84,6% | 20% 31,4%
-12 3,8% | 60% 68,6%
-15 76% | 53,3%| 71,4%
-22 23,1% | 40% 34,3%
+5 0% 66,6% | 68,6%
+8 0% 93,3% | 85,7%
+9 0% 66,6% | 77,1%
+20 0% 60% 57,1%
del(10)(p?) 19,2% | 0% 8,6%
der(1)t(1;3) 0% 80% 68,6%
der(10)t(5;10) 0% 0% 54,3%
der(3)t(3;11)(q10;q10) |84,6% | 0% 0%
der(5)t(1;5)(?:p11) 76,9% | 0% 0%
der(7)t(7;18) 0% 0% 60%
i(10q) 92,3% | 0% 0%

Tabelle 3-11 zeigt, dass mit steigender PassagjedienHeterogenitat der Karyotypen
zunimmt. Spezielle Veranderungen finden sich inerallZellen wieder, andere

Veranderungen gehen mit der Passagierung verloren.

Der Verlust des Chromosoms 11 scheint durch einglikation des nicht deletierten
Chromosoms im Laufe der Passagierung ausgegliah@remden. Aufschlul? Gber diese

Vermutung konnen lediglich LOH-Analysen geben.

In den frlhen Passagen tritt ein Isochromosom 1@gdas in spateren Passagen nicht
wiedergefunden wird. Anstelle dieser Aberration @&somosoms 10 wird eine Trans-

lokation 5;10 gefunden, wobei der lange Arm vondbimosom 10 transloziert vorliegt.

In einigen Metaphasen kann man erkennen, dass ©@smmen nicht vollstandig
voneinander getrennt wurden. Zum Teil sind sogaensohiedliche Chromosomen von
diesem Phanomen betroffen (Abb. 3-9). Méglicherevdimndelt es sich dabei um
multiradiale Chromosomen, die auch in Zellen demHdgoiese von Patienten mit
einem Fehler im DNA-Methylierungssystem auftretési€n et al., 2002). Hier handelt
es sich um einen in Kultur entstandenen DefektZlmammenhang mit der Infektion

durch HPV wurde dieses Phdnomen nicht beschrieben.
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Abbildung 3-9 Beispiel fur triradiale Chromosomen

-

3.4.3.5 Zusammenfassung: Ergebnisse aller HPK-Zelllinien

Die Linien HPKIA, HPKII, HPKII und HPKV wurden im Rahmen einer
vorhergehenden Studie mittels CGH (comparative geno hybridisation) auf
chromosomale Aberrationen untersucht. Hierbei lassech nur Verluste und
Zugewinne feststellen. Ploidien und Translokatiobhksiben unerkannt. Eine der in der
Studie von Solinas-Toldo et al. (1997) erkanntererddtionen ist der Verlust des
kurzen Armes von Chromosom 10. Dieser Verlust keranich in dieser Studie in allen
Zelllinien bestatigt werden. Chromosom 10 ist intewschiedliche strukturelle
Veranderungen involviert. In HPKII-2 sind sowohhaieletiertes Chromosom 10 wie
auch eine Translokation mit Chromosom 14 vorhandsch in HPKV-2 ist das

Chromosom 10 deletiert und zusatzlich wird eingl@pgefunden.

Weiterhin treten in allen Zelllinien eine Uberrepeatation des Chromosoms 5, sowie
die Deletion des Chromosom 18 auf, mit AusnahmeR#ssage 32 von HPKV-2. In

diesen Fallen handelt es sich ausschlielRlich unmenisohe Aberrationen.

Weitere in allen Zelllinien auftretende Aberratiorgnd die Deletion des Chromosoms
4 und die Duplikation der Chromosomen 8, 11 undi2@lrei von vier Zelllinien (nicht
in HPK V-2) liegt das Chromosom 7 in unterschidudic Aberrationen vor. In HPKla-2
gibt es eine t(7;12) zusatzlich zu den normal vodemen Chromosom 7 Kopien, in
HPKII-2 und HPKIII-2 ist es jeweils deletiert.
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3.4.4 Ergebnisse primarer Kulturen

Von den vielen in Kultur gebrachten Geweben (et@@ Rroben) konnten nur 2 mittels
SKY-FISH untersucht werden. Als Hindernis sind ihem Fallen die unter 3.1.

erwahnten Schwierigkeiten zu sehen.

In beiden Fallen handelt es sich um Gewebe aus fenmaus der Zervix. Die Menge
des zur Verfugung gestellten Gewebes war ausreichesf3, um vier Petrischalen mit
Explants zu bestiicken. In beiden Fallen wurde méigen Tagen mit bestrahlten 3T3
Feeder-Zellen supplementiert. Nach etwa einer Wosheen grof3e Kolonien mit
Keratinozyten ausgewachsen. Der Fall 19/03 wiesh ndei Passagen ein starkes
Wachstum an Fibroblasten auf, die erst nach mekgeraldifferentiellem Splitting

komplett entfernt waren.

sBYE0A40 0 Bomen snop 2l PleOemen emSHRAen eman
sH0sa#@ ep@cOYEen vncAA oA 0 o500 ‘B Bon @ O *Heo@on ¢AsA
éa %*B‘;GH om oM@ensl 80 edvd cmom- @@ emel
el¢0 ~m onv@edensn cBemol ememen s on SHo0ensE

Abbildung 3-10 Metaphase aus dem Tumor 19/03: linkeben: DAPI-Aufnahme, rechts oben: SKY-
Bild, unten: Karyogramm
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Abbildung 3-11 Numerische Aberrationen in einer prméaren Zellkultur aus Zervix-karzinomen

3.4.4.1 Zellkultur 1 (19/03)

Bei diesem Tumor handelt es sich laut Histologieaimsarkomatoides Karzinom mit
Lokalisation in der Zervix. Da weder in der GP5+/B€ER-EIA noch in der HPV-

Typenspezifischen E6-PCR HPV nachgewiesen werdant&pist ungewild, ob es sich
tatsachlich um ein Zervixkarzinom des Epithels liader ob es seinen Ursprung in

einem anderen Gewebe eines anderen Organs hat.

Die Kultur konnte weit tGber 50 Passagen gefuhrtdeerund lieferte ab Passage 10
ausreichend Metaphasen, die fir die SKY-FISH vedban waren.

38 Metaphasen waren auswertbar. 14 Metaphaserdgituid, 9 triploid, 14 tetraploid

und eine pentaploid.
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In dieser Kultur fanden sich viele, haufig auftrete Aberrationen, darunter viele
Translokationen. Ein Beispiel fur diese Kultur ésé Abbildung 3-10. In ihr erkennt
man auch die t(3;15). Die numerischen Aberratiosied im Verhaltnis zur Ploidie in
der Abbildung 3-11 dargestellt, die haufigsten Aagonen finden sich in Tabelle 3-12.
Eine Zusamenfassung aller Aberrationen zeigt dieella 3-13.

Sehr haufig findet sich die Kombination aus demldrdes Chromosoms 15 und eines
Isochromosoms 15, beide Aberrationen finden sigkeils in 34 der 38 untersuchten
Metaphasen. Nur in zwei Metaphasen sind beide Abenen nicht zu sehen. Somit
gibt es bei beiden Aberrationen keinen Zugewinnr oderlust von Chromosom 15-

Regionen.

In 31 von 38 Metaphasen findet sich eine Transloka(4;16). Die 7 Metaphasen ohne
diese Translokation werden einem Subklon zugeordiet alle sonstigen haufigen

Veranderungen grundsatzlich aufweist.

Tabelle 3-12 Haufige Veranderungen in den priméarerZelllinien

Chromosomenaberration | 19/03 | pt238KE
+1 31,6% | 31,25%
-4 15,8% | 18,8%
+5 65,8% | 86,8%
der(5)del(5p) 92,1% 2506
der(5)del(5q) 81,6%

-15 92,1% | 6,3%
der(15)i(150q) 92,1% | 18,8%
+8 92,1% | 6,3%
der(4)t(4;16) 84,4% | 0%

+X 81,5% | 6,3%
der(11)t(5;11) 73,7% | 0%
der(X)t(X;13) 0% 81,3%
der(13)del(13) 2,6% 75%
+10 31,3% | 18,4%
der(14)i(14q) 6% 25%
der(18)del(18) 0% 18,8%
der(7)del(7) 0% 18%
+12 7,9% 18,8%
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Das Chromosom 5 ist in dieser Zelllinie sehr hatrfagmentiert, es liegen ein Teil des
kurzen Armes (35/38) und das reziproke Derivat 38l/einzeln vor, meist auch in
gréRerer Kopienzahl. Daher ergibt sich eine nurakeésAberration des Chromosoms 5
(34/38). Moglicherweise ist die Fragmentierung @ésomosoms 5 auch eine Ursache
fur die Translokation mit Chromosom 11 (28/38).

Weitere haufige Aberrationen sind +X (30/38), +8/@8B) und -18 (29/38).

3.4.4.2 Zellkultur 2 (pt238KE)
Die HPV-typspezifische E6-PCR identifizierte diesbmmor als HPV18-positiv. Die

Kultur wurde bis zur Passage 20 gefiihrt, wonach Glefiteil der Zellen seneszent

wurde.

Tabelle 3-13 Karyotypen der primaren Kulturen 19/03und pt238/KE

Kultur/ Passage | Modalzahl | Aberrationen

19/03 41-107 -1 [5], +1 [8], 2x +1 [3], 3x +1 [1], derlt(1;8) [1], der(1)t(1;5) [4],
der(1l)del(1)a [3], der(1)del(1)b [1], -2 [3], 2x -2 [1], +2 [8], 2x +2
[2], der(2)del(27?) [1], -3 [8], +3 [8], 3x +3 [1], der(3)t(3;15) [2],
der(3)del(3?) [1], der(8)del(8) [1], der(17)del(17) [2], der(9)del(9)
[1], -4 [4], 2x -4 [2], +4 [7], der(4)t(4;16) [24], 2x der(4)t(4;16) [8],
der(4)t(4;12) [1], +5 [15], 2x +5 [12], 3x +5 [2], 4x +5 [4],
der(5)del(5q) [19], 2x der(5)del(5q) [12], del(5)der(5p7?) [21], 2x
del(5)der(5p?) [13] 3x del(5)der(5p?) [1], 4x del(5)der(5p?) [1], -6
[3], +6 [6], 2x +6 [2], -7 [9], +7 [3], 2x +7 [2], +8 [16], 2x +8 [16], 3x
+8 [3], -9 [7], +9 [5], 2x +9 [2], der(9)t(5;9) [1], -10 [2], 2x -10 [2],
+10 [6], 4x +10 [1], der(10)del(10) [3], -11 [6], 2x -11 [3], der
(11)t(5;11) [20], 2x der (11)t(5;11) [7], 3x der (11)t(5;11) [1],
der(11)del(11) [3], -12 [7], +12 [2], 3x +12 [1], -13 [7], 2x -13 [1], 3X
-13 [1], +13 [4], der(13)del(13?) [1], -14 [6], 2x -14 [3], +14 [5], 2x
+14 [1], der(14)t(14;15) [2], der(14)i(14) [1], -15 [19], 2x -15 [12],
3x -15 [2], 4x -15 [1], der(15)i(15q) [28], 2x der(15)i(15q) [5], 3x
der(15)i(15q) [1], 2x der(15)del(157?) [1], -16 [9], 2x -16 [3], +16 [4],
2x +16 [1], der(16)del(16q) [2], der(16)del(16p) [1], -17 [8], 2x -17
[1], +17 [3], der(17)t(17;20) [1], -18 [14], 2x -18 [12], 3x -18 [3], +18
[1], -19 [9], 2x -19 [4], +19 [2], -20 [10], 2x -20 [1], +20 [5], -21 [9],
2x -21 [3], 3x -21 [2], +21 [3], der(21)t(5;21) [1], -22 [8], 2x -22 [2],
+22 [3], +X [18], 2x +X [9], 3x +X [3], der(X)t(1;X) [1], der(X)del(X)
[2], 2x der(X)del(X) [1]

Pt 238/KE 30-91 +1 [4], 2x +1 [1], der (1)del(1?) [1], -2 [1], +2 [1], -3 [2], +3 [1], -4
[3], +4 [2], der(4)del(4) [1], -5 [1], +5 [3], 2x +5 [1], der(5)del(5) [4],
-6 [2], +6 [2], der(6)del(6q) [1], der(6)del(67) [1], +7 [2],
der(7)del(7) [3], -8 [2], +8 [1], der(8)del(8) [1], -9 [1], +9 [2],
der(9)del(9) [1], -10 [1], +10 [5], der(10)del(107?) [3], der(11)del(11)
[1], der(11)t(1;11) [1], -12 [1], +12 [3], der(12)del(12) [1], -13 [3],
+13 [2], der (13)del(13) [12], 2x -14 [1], der(14) [1], der(14)i(14) [4],
der(14)dup(14p) [1], -15 [1], 2x +15 [1], der(15)i(15) [3], -16 [2], -17
[2], -18 [1], +18 [1], der(18)del(18) [3], +19 [2], der(19)i(19) [1], -20
[1], +20 [1], -21 [2], +22 [1], -X [1], der(X)t(X;13) [13], +X [1]

In der 8. Passage konnten Metaphasen gewonnen nwavdgon sich 16 Metaphasen

als auswertbar erwiesen. In der Hauptsache sindutigewerteten Metaphasen diploid
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(13/16), zwei sind haploid und eine ist tetraplal®/16 Metaphasen scheinen einen
Klon zu reprasentieren, der 2 charakteristischerratienen aufweist. Es handelt sich
dabei um eine Translokation t(X;13), sowie ein Bativchromosom 13. In 1/16
Metaphasen findet sich keines dieser Markerchromesound wird daher einem
weiteren Klon zugeordnet. Alle weiteren Aberrationeind seltener und werden
wahrscheinlich erst in weiterfihrender Kultur odelleicht auch in Metastasen eine

Rolle spielen.
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Abbildung 3-12 Karyogramme aus den Zelllinien HPKII-2 (links) und HPKV-2 (rechts)

3.5 Interphasen-FISH

Die Interphasen-FISH mit Sonden aus kinstlichereef@bmosomen wurde optimiert.
Kritisch sind neben der Herstellung der Sonden aliehvVorbehandlung der Schnitte

sowie die optimale Hybridisierungsdauer. Es sditeklinischen Geweben, also CIN
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und Tumoren Uberprift werden, ob der Verlust dazédw Armes von Chromosom 10
auftritt und in der frihen Karzinogenese eine Refpeelt. Auch kann durch eine Ver-
wendung einer grol3en Zahl an Geweben und vielent diebeneinanderliegender
Sonden eine Region ermittelt werden, die in vidleamoren deletiert ist. Diese Region

Ist dann als putative Tumorsuppressorregion eireyer

Jede Sonde mulfite vor der Verwendung an den SchmitteBlutpraparaten getestet
werden (Beispiele siehe Abb. 3-13). Damit liel3 siohVorfeld abklaren, ob sie aus-

schlielich in der richtigen Region bindet und aimsreichend starkes Signal liefert.

Nicht alle Sonden aus Hefechromosomen waren tdisli@eeignet.

Abbildung 3-13 Sonden 751d05 und 927g05- Test anuBbraparaten

Fur jede Sonde wurden auch die Fluoreszenzsigmalexormalem, den Tumor
umgebenden Plattenepithel ausgezahlt, um die erfeadtWerte als normale Verteilung

ZU verwenden.

Die Signalverteilungen wurden als Standardwert figggaogen. Aus allen erhaltenen
Signalverteilungen im Normalgewebe der unterschibdh Falle wurden die arith-
metischen Mittel und die Standardabweichungen &hit
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Abbildung 3-14 Durchschnittliche Verteilung der Sighale in Normalgewebe unter Verwendung
aller Sonden.

In Hybridisierungen mit allen Sonden ergab sichNfittel, dal3 weniger als 10% der
Kerne 0 Signale, mehr als 30% 1 Signal und meh6@¥ 2 Signale aufwiesen (siehe
auch Abbildung 3-14). Als Schwellenwert fiir den Met wird der prozentuale Antell

von einem Signal mit der zweifachen Standardabweighaddiert. Im Falle dieser

Sonden wird ein Anteil von 43,8% oder mehr als Hercfir einen Verlust angesehen.

Fur die vorliegende Studie wurden bis zu 17 Fale Yumoren pro Sonde untersucht
(sieche Abb. 3-17). Die Zahl der untersuchten Tumaoightete sich nach der
Verfugbarkeit von Schnitten dieses Tumors und rastFunktionsfahigkeit der Sonde.

Die Unterschiede zwischen den SignalverteilungeNanmalgeweben und den patho-
logischen Geweben wurden zusatzlich mittels ChidgaiaTest auf Signifikanz
Uberprift. Dies ist in der Literatur der am haugsangewandte statistische Test (z. B.
Bulten et al., 1998). Die Signifikanzschranke p lbeg0,05.

Tumore, die fur alle Sonden eine groR3e Zahl vom&en pro Zellkern aufwiesen,
wurden auch mit einer Zentromersonde fir das Chsmmo4 hybridisiert. War die
Signalzahl pro Kern auch hier durchgehend gro3erdaéi, wurde der Tumor als
polyploid eingestuft.

Fur Falle mit einer Signalverteilung, die auf eiwmplifikation der Signalsequenzen
hinweist, wurde der Chi-Quadrat-Test nicht durchipef da in diesen keine relativen

Verluste nachgewiesen werden kénnen.
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Abbildung 3-15 Beispiel fur eine Interphasen-FISH nit der Zentromersonde an einem Schnitt:
normales Gewebe und CIN

Die meisten Tumore konnten mit der Zentromersondersucht werden. Dies war
auch in den meisten Féllen der erste Ansatz, in slehibar wurde, ob sich der Fall fir
die Untersuchung eignet. Ist ein Gewebe stark rtiskto oder enthalt viele Blutzellen,
so kann sich dies stérend auswirken. Durch dass&bbl@es Gewebes vom Objekttrager
oder der starken Fluoreszenz der Erythrozytendamdrtige Falle nicht verwendbar.

Zudem ist diese eine verlaRRliche Sonde mit auseeitistarken Signalen (ein Beispiel
zeigt die Abb. 3-15), was das Auszahlen vereinfadetr ermdglicht.

Die Abbildung 3-16 zeigt die Signalverteilungere diach Hybridisierung mit mehreren
Sonden erhalten wurden: Die drei Saulen links zeide prozentualen Anteile der
Kerne mit 0, 1 und 2 Signale in normalem GewebechRe davon werden die
Signalverteilungen der Hybridisierungen des Tuniusimer 8 (siehe Tabelle 3-8) mit
Sonden, die auf 10p binden, gezeigt.

Die CIN-Lasionen konnten nur mit der Zentromersoadtersucht werden. Dies lag an
der geringen GroRBe der Lasion. Versuche, eine DicdFISH zu etablieren,
scheiterten.

Wie die Tabelle 3-8 zeigt, ist die Zentromer-Regaes Chromosom 10 in einer von
vier CIN-L&sionen deletiert. Dieser Verlust war lauo einer der CIN benachbarten
Metaplasie zu finden.

In einer weiteren CIN-Lasion ist der Anteil von d&ignalen pro Kern erhdht. Das

bedeutet eher die Tendenz zur Triploidie.
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Abbildung 3-16 Ergebnisse der Interphasen-FISH firden Tumor Nr. 8 (wie Tabelle 3-8) , links ist
die Verteilung fir normales Gewebe, die hohe Zahlon Kernen mit nur einem oder keinem Signal
ergeben sich aus dem Anschneiden der Kerne des Géwe

Die Zentromersonde war die einzige Sonde, die igIGIN-L&sionen verwendet wurde.

Tabelle 3-14 Hybridisierungsergebnisse: -= kein Véust, += Verlust

Tumor [751 {809 (815 [927 |825 |952 |945 |D10Z1
do5 |f09 |c02 |g05 |h0O7 |cO01 |al2

1 - + -

2 + - - +

3 + + + +

4 + +, teilweise -

5 - - +

6 + - -

7 + +

8 - + + + + + -

9 - -

10 + + +

11 +

12 - + -

13 + -

14 + - -

15 +
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Die Abbildung 2-1 (Material und Methoden) zeigt &ohema der verwendeten Sonden
und ihre anndhernde Lokalisation. Die Tabelle 3e8jtzdie Ergebnisse, die mittels

Interphasen-FISH ermittelt werden konnten.

Es ist zu erkennen, dass mit Ausnahme der Sond®25die auf dem g-Arm liegt, alle
untersuchten Sonden in den untersuchten Tumoredestens einmal eine Deletion
nachwiesen (Tabelle 3-8). Eine Deletion wurde defin als eine von der

Signalverteilung im Normalgewebe signifikant untéigdliche Signalverteilung.
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4 Diskussion

Das initiale, notwendige aber nicht ausreichendeigais der Tumorgenese in der
Zervix ist die Infektion mit high-risk-Typen der manen Papillomaviren (Canavan,
2000). Sie erfordert weitere genetische Verandesnnipsbesondere durch die Bindung
der viralen Gene E6 und E7 an die Zellzykluspra&gb3 und pRB kommt es zu einer
Deregulation des Zellzyklus” und zu einer Anhaufehgomosomaler Veranderungen
(Huibregstse und Scheffner, 1994, zur Hausen 2008)ch die Integration des

Virusgenoms in das Wirtsgenom kann es ebenfallezrénderungen in der Expression
weiterer Gene kommen (Ferber et al. 2004). Eineerselische Darstellung des
Verlaufs zum Karzinom zeigt die Abbildung 4-1.
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Abbildung 4-1 Modell der Progression des Epithelsum Tumor (aus Wentzensen et al., 2004)

Nicht jede pramaligne Lasion progrediert zum Tumbaher sind Merkmale zur
Unterscheidung der potentiell progredierenden vensiptierenden oder regredierenden

Lasionen wichtig, um unnotige Konisationen zu vddes.

Die vorliegende Studie hatte zum Ziel, chromosonfderrationen zu finden, die in
der HPV-vermittelten Karzinogenese in der Zervixfigisind. Durch die Untersuchung
der Zellen von pramalignen Lasionen und malignemmdien auf der Basis des
gesamten Genoms und des Abgleiches sollten gematsand damit fur die

Progression zum Tumor essentielle Veranderungamdeh werden.
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Hierzu ist es notwendig, Biopsien aus CIN und Tuyewarebe in Kultur zu nehmen und
die Zellen zu einer fur die Chromosomenpraparatarsreichenden mitotischen

Aktivitat zu bringen.

Als Kontrolle dienten Metaphasen aus Vorhaut-Kewyten eines gesunden
Probanden. Hierbei sollte Gberprift werden, ob Addemen in der Kultur entstehen. Es
sollte abgeschatzt werden, welche Veranderungsadatich Ergebnis der Infektion mit
HPV sind. Da auch die Gewinnung von Metaphasenkaratinozyten ohne Kultur

nicht maglich war, ist hier die Zahl der schon der Kultur verdnderten Zellen nicht

kalkulierbar.

Die normalen Keratinozyten liel3en sich in vier Kdoaufteilen. Nicht einmal 50% der
Metaphasen aus untransformierten Keratinozyten emidseine Veranderungen auf.
Dies bedeutet, dass es nicht ausgeschlossen wkaden dass in Kultur Aberrationen
auftreten, oder dass auch vermeintlich normalehgfzellen kleinere Veranderungen

besitzen.

Jedoch stellen Zellen ohne Aberrationen den groRlten. Die tbrigen vier Klone sind

ihm zahlenmaf3ig unterlegen.

Moglich ist, dass die Aberrationen indirekt durabndEpidermalen Wachstumsfaktor
(EGF= epidermal growth factor) im Medium verursasimd. Dieser Wachstumsfaktor
kann die Phosphoinositol-3-Kinasen (PI13-K) sowie RKA(mitogen activated protein
kinase) Pathways aktivieren. In-vivo kann diese aiderung auch unkontrolliertes
Wachstum in Gang setzen (Pasonen-Seppanen e0@B).Die hierfur erforderliche
Menge entspricht jedoch nicht der Konzentration werwendeten Medium. Eine
tumorigen wirkende Konzentration entsprache eineeréxpression. Diese Vermutung
wird auch durch die Tatsache bestatigt, dass dmatezyten in den Kulturen nicht
immortal wurden. Jedoch kann sie in einigen Zetlas Uberwinden eines sogenannten
Zellzyklus-Kontrollpunktes ausgelost haben, daE&F auch autokrin wirkt. Was dann
zu den beobachteten strukturellen chromosomale@nderungen gefuhrt hat, ist das
Resultat zellularer DNA-Reparaturmechanismen. Dieanerischen Verdnderungen
konnen durch eine nicht stattgefundene Trennung 8ehwesterchromatiden
herbeigeflhrt worden sein. Dies passiert durch rignen der Kontrollpunkte in der
frihen Anaphase (Hennig, S. 73, Abb., Ausgabe 1995)

Ein weiterer Faktor fir das Auslésen von Aberratiorkann die Verwendung von

Calyculin A sein, das diese Kontrollpunkte des ZAdllus ebenfalls ignorieren laRt. Als
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Folge kann man in allen untersuchten Zellen Abemat sehen, die bei Gebrauch von
Colcemid auch bei einer guten Teilungsrate nictiitbar geworden wéaren. Die Zellen
werden durch das Calyculin A an einem Punkt dewoséitfestgehalten oder befinden
sich in der Interphase oder Bhase. Auch in vivo ware in diesen Zellen
maoglicherweise eher die Apoptose eingeleitet, atssdie die Metaphase durchschritten

hatten.

Es ist jedoch eindeutig, dass diese wenigen Veranden fir die Wachstumsfahigkeit
der Zellen keine Bedeutung haben kénnen, da shg-kional auftreten und auch nicht

zu immortalem Wachstum fiihrten.

4/29 Karyotypen (13,8%) der nicht-transfiziertenrMautkeratinozyten weisen Ploidie-
Veranderungen auf. Dies ist im Vergleich zum Zudtder HPK-Zellen auffallig wenig.

Die beiden primaren Zellkulturen aus Zervixkarziremm sind ebenfalls nicht
hochpolyploid, sondern in der Hauptsache diploid umaximal tetraploid. Da in fast
allen HPK-Zelllinien Polyploidien auftraten ist seér abzuschatzen, ob Zellkultur-
artefakte oder die Transfektion selbst ursachlicd.sAuch hier sind Artefakte durch

das Calyculin A haufig.
HPKV-2, die einzige mit HPV 18 transfizierte Zatiie ist in Passage 25 noch diploid.
Probleme in der Etablierung von priméren Zelllinien

Die primare Kultivierung von Tumorzellen ist einhsgeriges Unterfangen. Einige
wenige Publikationen weisen bereits auf das Problem eine reine Kultur von
Keratinozyten zu erhalten. Koopman et al. (1999)igae dabei samtliche

Schwierigkeiten auf:

Kontamination durch Fibroblasten (trotz der Verweamg von Hydrocortisol, das

deren Wachstum unterdricken sollte),
durch Bakterien und Pilze (trotz Antibiotika/Antiggtica-Zugabe) oder

dem Phanomen, dass Zellen hoéhergradiger Tumoreeresgherieren und
anwachsen, eine Vielzahl von Zellen jedoch aucheitkseneszent wird.

Ein zuséatzliches Problem der vorliegenden Arbeit,vdass es sich in vielen Fallen
nicht um Tumore, sondern um zervikale intraepitleliNeoplasien handelte. Laut
Koopman ist ihre Kultur auf Grund des niedrigen d&sfast unmdglich. Die Lasionen
sind von sich aus klein, mul3ten jedoch fur die réhéntersuchung in der Pathologie

halbiert werden. Die geringe Menge an Zellen wachnhiausreichend, um eine
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erfolgreiche Kultur zu etablieren. Es waren Voruetee mit den Feeder-Zellen
(bestrahlte 3T3-Zellen, fetale Fibroblasten aus Mwus) und langer kultivierten
HPKIA-Zellen durchgefiihrt worden. Diese zeigten,sglacine Mindestanzahl an
wachsenden Keratinozyten erforderlich ist, um nsdr Art der Kokultur erfolgreich

zu sein. Diese Mindestzahl liegt bei etwa 100 Zelle

Auch Versuche mit verschiedenen Medien und Bestlmgien der Kulturschalen

konnten keine Abhilfe schaffen.

Selbst in den Fallen, in denen Zellen adherierted die gewiinschte Morphologie
zeigten, war eine Praparation aufgrund der immehngeringen Zahl nicht moglich.
Die Kultur auf so genannten Chamber Slides (eibBltimit unterschiedlichen
Beschichtungen), konnte zwar in erfolgreichen KngliuChromosomenpraparate auch
in der erforderlichen Dichte hervor bringen, fihedoch nicht zu einer ausreichenden

Ausbreitung der Chromosomen.

Bhatia et al. fassen 1999 verschiedene Moglichikeiter Kokultur fir Hepatozyten
zusammen: Neben den artfremden Zellen und orgadf&ardellen kbnnen auch Zellen
aus demselben Organ als Feeder verwendet werdesrbdHispielen Zell-Zell-
Interaktionen eine wichtige Rolle. Fur die bloRerrdehrung der Zellen lber einige
Tage reichen zum Beispiel 3T3 Zellen, bei ausregidee Zahl primarer Zellen kann
sogar einfach durch Feeder-Zellen konditioniertesdidm ausreichen. Bei geringen
Zahlen der priméren Zellen erleichtert die Zelldeckler Feederlayer ein Anwachsen.
Diese MalRnahmen erfordern einen hohen zeitlichesh materiellen Aufwand, und

lassen sich nicht immer ohne weiteres durchfthren.

Auch die Kultur von Kopf- und Nacken-Plattenepitgzinomen fur die Durchfiihrung
von SKY-Analysen erwies sich in den Handen von &xuwt al (2002) als wenig
erfolgreich. Von 5 primaren Tumoren konnte lediglieiner mittels dieser Methode
analysiert werden, dies jedoch auch nicht in aokerider Qualitdt um die
Mdglichkeiten der SKY-FISH ausnutzen zu kdnnen.sDag ebenfalls an der méfigen
Qualitat und Quantitat der Metaphasen. Die Anatjeregut wachsenden Zelllinie HeLa
war in der Studie von Macville und Mitarbeitern (bdle et al., 1999) mit

Schwierigkeiten behaftet, da die Auflésung der @weomen zu gering war.

Aufgrund der Schwierigkeit dieser Studie, Zellers @Biopsie- oder Tumorgewebe
auswachsen zu lassen, mul3te zum Modell der Kareimesg zurtickgekehrt werden.

Hierflr wurden die 1996 etablierten HPK-Zelllinienfrihen Passagen verwendet. Die
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zwei Kulturen aus Zervixkarzinomen fanden als Bieispin der SKY-FISH

Verwendung.
Das Modell HPK-Zelllinien

Als Modell der zervikalen Karzinogenese waren Kiamyten aus Vorhaut-Epithel mit
HPV transfiziert worden und sowohl auf die HPV-ipt&tion, die Zugehdrigkeit zu
einer Komplementationsgruppe nach Pereira-Smitlag&e et al., 1994) und auf die
genetischen Veranderungen (Solinas-Toldo et al971Quntersucht worden. In der
vorliegenden Studie sollten diese vier Zelllinieuf astrukturelle Aberrationen
(insbesondere balancierte Translokationen) hinrsatht werden. Dazu wurden die
gleichen Ausgangszelllinien, wie fur die Untersuapen von Solinas-Toldo et al.,
(1997) verwendet. Hierdurch war ein direkter Veigiemdglich, der die Konstanz der
damals festgestellten Aberrationen tberprufen kmwbdurch auch ein Blick auf die

Wabhrscheinlichkeit einer Aberration moglich wird.

Auch in anderen SKY-Studien werden Ergebnisse auC&GH derselben Tumorzellen
herangezogen, um die Ergebnisse zu erganzen (Maetidl, 1999). In der CGH gehen
auf jeden Fall alle Zellen in die Untersuchung emdass die im untersuchten Gewebe
haufigsten Aberrationen erkannt werden. Der Vecplanit der CGH ist immer nur
bedingt moglich, da diese Methode nur einen Ubekhliber die Zellen eines Tumors
geben kann, die am starksten vertreten sind. Dasubet, dass unberticksichtigt bleibt,
wie viele Chromosomen in der einzelnen Zelle arngpift oder deletiert sind, auch die
Modalzahl ist nicht erkennbar. Auch bleiben Abeaé¢n unerkannt, die in weniger als
40% der untersuchten Zellen vorhanden sind (Ried.£1999). Dahingegen bleiben in
der SKY-FISH Aberrationen unerkannt, die nur inl@elvorhanden sind, die nicht in

die Metaphase gebracht werden kénnen (Singh Gfll).

Eine grol3e Heterogenitat der Klone konnte in di€deidie jedoch nicht festgestellt
werden. Es befand sich selten mehr als ein KlodeinKultur. Abgesehen davon ist es
jedoch maglich, dass andere, kleine Klone auchem3KY-FISH von dem Hauptklon

dominiert werden, weil sie sich langsamer oder tniefien und daher seltener in die

Metaphase zu bringen sind.

Diese Beobachtung steht nicht im Einklang mit derbligierten Ergebnissen der
Literatur, in denen Polyploidie ein Ph&dnomen eineelZellen war.

HPKII-2 konnte nicht tber die Passage 20 hinaushgéfverden. Interessant ist hierbei,

dass aus demselben Transfektionsansatz bereitklanell immortal geworden sind.
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Dies scheint keine Garantie fir eine Immortalisngraller Klone zu sein. Es deutet
auch darauf hin, dass die in dieser Studie erhattétrgebnisse nur bedingt mit denen
der CGH-Studie vergleichbar sind, weil die genéist Veranderungen von einem

anderen Klon stammen.

Moglicherweise zeigt es auch, dass chromosomalearafienen zu einem spateren
Zeitpunkt in der Tumorgenese zufallig auftreten winese Ereignisse auf vorteilhafte
Genotypen selektiert werden. Durch fragile Stelldie Uber das gesamte Genom

verteilt sind, sind jedoch bestimmte Bruchpunktdarsaheinlich.

Walter und Mitarbeiter (Walter et al., 2004) wieseach, dass die Lage der
Chromosomen im Kern wahrend bestimmter StadienZadigyklus &hnlich sind, und
vermuteten, dass bestimmte Ereignisse wahrscheindiod. Dazu gehéren z.B.

Translokation unter Beteiligung gleicher Chromosome
Polyploidie

Viele der untersuchten Zelllinien sind hochgradayploid. Am auffalligsten ist hier
die Zelllinie HPKIA-2: Metaphasen haben in der H@maghe mehr als 10
Chromosomensatze (pentaploid und héher). Es wulilenzu 291 Chromosomen
beobachtet. Da diese hochpolyploiden Karyotypendém Passage 37 nicht mehr
auftreten, ist anzunehmen, dass diese Zellen avi@chstumsnachteil haben oder ihr
Wachstum gar nicht mehr mdoglich ist. Es werden maxitetraploide Karyotypen
beobachtet. Dies scheint das Maximum an DNA-Mengsein, die flr Zellen in Kultur

keinen Wachstumsnachteil darstellen.

Es ist nicht zu klaren, ob die Polyploidie der Heie 19/03 als Folge der Zellkultur
entstanden ist. Hierfir mifRte eine Interphasen-FiiH 2-3 Zentromersonden am
paraffineingebetteten Gewebe des Tumors durchgefu@rden. Es wurde auch der
Zusammenhang zwischen Ploidie-Grad und der Aggigdisides Tumors untersucht
(Bocking, 1998). Der Autor schliel3t, dass diploided polyploide Zellen im Abstrich
der Zervix in den meisten Féllen auf eine Regressameuploide Zellen dagegen auf

eine Progression hinweisen.

Polyploidie spielt eine nicht zu unterschatzendelleRoin der Generierung
chromosomaler numerischer Aberrationen. Durch dileehZahl an Chromosomen ist
ihre Aufteilung auf die zwei Tochterzellen schwigni und fehleranféalliger. Olaharski
und Mitarbeiter (Olaharski et al., 2003) unterseohtdie Ploidie in zervikalen

Abstrichen, weil sie davon ausgehen, dass TetmiploAneuploidie vorausgeht.
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Kommen dann noch weitere Fehler in der Metaphaseuhi(z.B. Non-Disjunction der
Chromatide) oder nicht-homologe Rekombinationend s¥eranderungen die direkte

Folge.

Die Ploidie von CIN in Patientinnen unter 35 unceKib0 Jahre mit ohne benachbartem
Tumor wurde von Hanselaar und Mitarbeitern mittélgophotometrie untersucht
(Hanselaar et al., 1988). Sie konnten feststetlass Polyploidie in 55% der CINs der
Patientinnen und ohne Karzinom unter 35 Jahrenradufin der Gruppe der Uber
55jahrigen jedoch nur zu 13%. In der Gruppe deewmuBbjahrigen sowie der Uber

55jahrigen mit Karzinom lag der Anteil der polymen CIN bei 10%.

Die Tatsache, dass viele Metaphasen aus HPK-Zpliyploid sind, laf3t vermuten,
dass der Mechanismus der Mitose in seiner korrekterchfiihrung gestort ist. Die
Aufteilung der Chromosomen (Metaphase) und die t&iklhg finden nicht statt.
Stattdessen erfolgt ein weiterer Durchlauf in dgntBesephase. Die Zellen bleiben
letztendlich teilungsfahig, moglicherweise durchesi Dosiseffekt der fehlenden oder
nur teilweise inaktivierten Gene der Mitose-Kondeines der Allele tragt den aktiven
Faktor zur Mitose noch, durch seine Amplifikationrdver wieder starker exprimiert
und kann die Mitose wieder in Gang setzen). Einendeguenz dieser Ploidie-
Veradnderung ist eine langsamere Zellteilung, niclhr wegen der erschwerten
molekularen Bedingungen fur die Mitose, sonderraawfgrund der groReren Menge

an zu synthetisierender DNA.

Durch die Expression des viralen Proteins E6 wadZklizyklus im Ubergang von G2
in die Mitose-Phase gehemmt. Erfolgt durch andbegrante Protein-Aktivierungen die
Einleitung der G1- oder Synthese-Phase, so kanrZelryklus an der Mitose-Phase
vorbei mit der erneuten S-Phase weitergefiihrt werd&arke et al., 2001). Hierbei
spielen die Aktivierung bestimmter Cyclin-abhéangig&inasen (CDKs), ihre

Inhibitoren und die Cycline eine Rolle.
Chromosom 4

In der CGH-Studie (Solinas-Toldo et al., 1997) waumd den sehr frihen Passagen ein
Verlust des Chromosoms 4 festgestellt. In diesediStist dieser Verlust eher in
wenigen Metaphasen erkennbar. An Zellen hoheresag@as durchgefihrte LOH-
Untersuchungen (loss of heterozygosity, Allelvaplider HPK-Zellen zeigen jedoch,
dass weiterhin eines der Allele nicht vorhanden Mt der SKY-FISH kann auch in

den frihen Passagen kein Verlust festgestellt werlie ist davon auszugehen, dass
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sich nach dem Verlust das noch vorhandene Chromdsipfiziert hat. Hier zeigen sich
die Grenzen der SKY wie auch der molekularen Zytegk allgemein. Im Gegensatz
zu den molekularen Nachweismethoden kann sie tleserscheidung der Allele nicht

leisten.

Die Arbeiten der Arbeitsgruppe Gynéakologische Malekbiologie zeigen, dass der
Verlust des Chromosoms 4, insbesondere von 4g3§te+ im Immortalisierungs-
prozess von Bedeutung ist. Durch funktionelle Asaty (Mikrozell-vermittelter
Einzelchromosomentransfer, MMCT, nach Andersonl.etl894) wurde gezeigt, dass
der Transfer eines Chromosom 4 in 56% der HelLatdgliride und 81% der HPKII-
Zell-Hybride zu einem seneszenten Phénotyp fuhiDes weiteren wurden
Derivativchromosom 4 verwendet, die aus bestrahNBkrozellen erzeugt wurden
(Backsch et al., 2005). Keines der verwendeten i@bhsom-4-Derivate enthielt den
Bereich 4935-->qter. Die verwendeten Derivate andeeen zytogenetischen Regionen
konnten jedoch nur in einem kleinen Anteil der HgbrSeneszenz auslosen. Daraus
wurde geschlossen, dass dieser Bereich den gesughitativen Lokus eines
Seneszenzgens enthalt. Loss-of-heterozygosity (E@td)lysen und Interphasen-FISH
konnten auch zeigen, dass dieser Bereich in bis 43% der untersuchten
Zervixkarzinome deletiert ist (Backsch et al., 2005

Die Versuche mit dem gesamten Chromosom 4 zeigass @Heterozygositat den

Phanotyp beeinflussen kann.

Das Chromosom vermittelt nur Seneszenz bei Einbrir{gnittels MMCT) in Zellen der
Komplementationsgruppe B fur Immortalitat (Ningagét 1991). In Zellen der anderen
drei Komplementationsgruppen ist kein Effekt desdtosoms zu beobachten. Auch
Bertram und Mitarbeiter (Bertram et al., 1999 a#dn)den einen Seneszenzgenlokus,
genannt MORF 4 (mortality factor on chromosome #jats MMCT des Chromosoms
4 und Klonieren des Lokus. Das Genprodukt MORF4 diat Eigenschaften eines
Transskriptionsfaktors.

Weitere klinische Studien belegen, dass der Lolg@54>4qter in bis zu 70% der
untersuchten squamdsen Zervixkarzinome deleti¢rt{Skerwood et al., 2000). In
Adenokarzinomen wurde dieser Verlust nicht entdealtérdings waren auch 2/3 der
Falle fir das Primerpaar dieses Lokus nicht infdivnaDas bedeutet, dass das

amplifizierte Fragment auf beiden Chromosomen gl&aag ist.
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Auch Zelllinien aus anderen Tumoren wie z.B. demmsBtakarzinom weisen eine sehr
kleine Deletion auf 4928 auf (Matsui et al., 2005pllte sie auch in den untersuchten
Zelllinien in der Studie von Backsch und Kollegeelediert gewesen sein, so ist es
maoglich, dass die untersuchten Marker nicht engigerebeneinander lagen, um sie zu

erkennen.

Kimura und Mitarbeiter fanden eine Assoziation zhisn dem Verlust von 4q und

vendser Invasion von Magentumoren (Kimura et &043.
Chromosom 10

Folgend auf die CGH-Studie von Solinas-Toldo (SmdiToldo et al.,, 1997) und

Mitarbeitern wurde in der MMCT-Studie von PoignéelWMitarbeitern (Poignee et al.,
2001) nachgewiesen, dass der Verlust von 10pl4xikibnell von Bedeutung ist. In

allen Zelllinien fanden sich Veranderungen des @tusoms 10. In der vorliegenden
Studie konnte gezeigt werden, wie der Verlust in €i@zelnen Linien zustande kommt.
Es handelt sich um unbalancierte Translokationam dds Isochromosom 10q (HPKV).
Vereinzelt wird auch nur der p-Arm des Chromosorfisalls Marker nachgewiesen.
Moglicherweise geht das Zerbrechen dem Translazieogaus. Als Folge werden die
Fragmente aufgrund ihrer nicht kompletten Ausst&ttmit Zentromer und Telomer

durch einen Notfall-Reparatur-Mechanismus erkamat auf ein anderes Chromosom
transloziert. Aufgrund des seltenen Auftretens eeMarkers scheint jedoch sicher,

dass das Zerbrechen des Chromosom 10 ein frihgmisrest.

In der Zelllinie HPKV-2 sind zwei verschiedene Gmasom-10-Derivate zu sehen: das
Isochromosom 10q und eine Translokation t(5;10)isEschwierig zu beurteilen, ob
dieses Phanomen seine Ursache in ,jumping transtoca also, springenden
Translokationen zu suchen sind, oder die Klonald&r Zellen unterschiedliche

Derivate hervorbringt.

In jedem Fall scheint der betroffene Bereich deso@wsoms 10 ein fragiler Bereich zu
sein, der Briiche und anschliel3ende Ligationen kstigjin

Funktionelle Analysen von Tumorzelllinien aus deod®ata, der Lunge und der Leber
zeigen, dass ein Telomerase-regulierendes GenrirRegion zu finden sein kénnte
(Fukuhara et al., 2001, Miura et al., 2001, Nishonet al., 2001). Auch in Tumore des
Kopf- und Nackenbereiches wurden Deletionen vonddgbachtet (Singh et al., 2001).
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In einer friheren Studie (Diplomarbeit Birgit Meye2001) wurden zwei Tumore
mittels Interphasen-FISH untersucht, die in der LO®kbalyse einen Verlust
verschiedener 10p-Regionen gezeigt hatten. Dieldaigse dieser Studie konnten nur in
Teilen bestatigt werden. Dies liegt daran, dassitnidieselben Teile des Tumors
verwendet werden konnten. Die LOH-Analyse funkteshibesser, wenn gefrier-
archiviertes Gewebe verwendet wird, wahrend in ldegrphasen-FISH die Vorteile

paraffineingebetteten Gewebes genutzt werden.
Die LOH-Analyse ergab nie einen 100%igen Verlust.

Solinas-Toldo und Mitarbeiter (Solinas-Toldo et 4997) zogen aus den Ergebnissen
die Folgerung, dass die HPV-vermittelte Immortalitler HPK-Zellen durch einen
frhen Verlust von 10p14-15 vermittelt wird. Diesingte in-vivo allerdings bedeuten,

dass in einem Tumor alle Zellen den Verlust vondasgtens einem Allel aufweisen.

Dies kann aber in Tumorgeweben nicht beobachteteverEs ist daher darauf zu
schlief3en, dass der Verlust von 10p zwar haufigrituaber keinem genauen Muster
folgt und somit auch zu keinem festen oder friheitpdinkt erfolgt (Poignée et al,
2001).

Es wird in wenigen Tumorarten ein genaues Muster Ri®@gression zum Tumor
beobachtet. Diese Tumore sind zumeist erblich lgediAlbertson et al., 2003), wie

z.B. Brusttumore oder Tumore des Dickdarms.
Chromosom 5

Jumping translocations wurden in Hela z.B. fur dlaromosomen 5pter-->5qter
beobachtet (Padilla-Nash et al., 2001). Ein Bruates Chromosoms kann unter-
schiedliche Auswirkungen auf die Expression der Berch umgebenden Gene haben.
Davon hangt ab, ob eine Promotor-Region vom Gereget wird, oder eine vor dem
Gen liegende Sequenz, die die Expression atteniders Telomerase-Gen hTERT
befindet sich auf 5p15.33. In der vorliegenden Etkdnnte gezeigt werden, dass viele
der untersuchten HPK-Zelllinien und die primarenlktgturen Veranderungen des
Chromosom 5 aufweisen. Es bleibt zu untersuchendjed®r Lokus amplifiziert ist oder
als eine Folge des Bruchs eine Veranderung in gerdssion dieses Gens zu finden ist.
In einer Studie von Zhang und Mitarbeitern (Zhangaé, 2000) wurde einen
Amplifikationen des hTERT-Gens in 4 von 10 Zervikkkaomen gefunden.
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Neben der Telomerase enthalt das Chromosom 5 auodestens ein Tumor-
suppressorgen, wie z.B. das APC-Gen. APC stelagdénomatous polyposis coli. Es ist
in hereditaren wie in spontanen Colonkarzinomenr $gtufig deletiert oder durch

Punktmutationen inaktiviert (Albuquerque et al.02})
Chromosom 3

In der vorliegenden Studie konnte nicht in allenién Aberrationen des Chromosom 3
gefunden werden. HPKV-2 weist die Translokation3)(Jauf, in HPKV-2 findet sich
ein Verlust des gesamten Chromosoms im Zusammenhdaregner t(3;5). Jedoch wird
dieses Chromosom als genetische Veranderung fuZeasxkarzinom diskutiert und
soll aus diesem Grund hier ebenfalls angesproclezdem.

In der LOH-Analyse von 58 invasiven Zervixkarzinamend ihrer benachbarten CIN
[lI-L&sionen konnten die Regionen 3p11-12 und 6p&3haufig deletiert identifiziert
werden, und zwar in den Tumoren wie auch in den l@IRader et al., 1998).

Macville und Mitarbeiter (Macville et al., 1999) t@nsuchten HelLa-Zellen mittels SKY
und CGH. Sie stellten heraus, dass das Chromosoman3 verschiedenen
Markerchromosomen beteiligt ist. Auch ist dabei &mgewinn an Chromosom 3-

Sequenzen zu verzeichnen.

Heselmeyer und Mitarbeiter (Heselmeyer et al., 20G8ten mittels CGH eine grolie
Zahl von Amplifkationen von 3q in CIN und Zervixkamomen festgestellt und die
SchluR3folgerung gezogen, dass dieses Ereignisrdgrd3sion zum Tumor vorausgeht.
An Dunnschichtpraparaten von 68 zervikalen Absaichkonnten sie mittels

Interphasen-FISH nachweisen, dass hochgradige &sispl in der Zervix in grol3er
Zahl Amplifikationen des humanen Telomerase GerR/HERC besitzen. Diese traten
korreliert zum Grad der Dysplasie haufiger wie aurchtarkerem Mal3e auf. Dellas und
Mitarbeiter (Dellas et al.,, 2002) untersuchten Zdw@rzinome mit der CGH und

stellten die Aberrationen in Korrelation mit der dslgbenszeit der Patientin. Sie
konnten keine Korrelation zur Amplifikation von 3gststellen. Mdglicherweise ist
jedoch der amplifizierte Bereich in vielen Tumorem klein, dass sie Auflosung der
CGH nicht ausreicht. Durch CGH kann der genomistta¢us in einzelnen Zellen nicht
identifiziert werden. Mdglicherweise sind aber glran kleineren Lasionen einzelne
Zellen fur die Progression der Lasion bestimmenésdimeyer und Mitarbeitern

(Heselmeyer et al.,, 2003) ermittelten daher einenddstzahl von Zellen mit 3g-
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Amplifikation in einem Abstrich die auf eine maligi.asion der Zervix hinweisen. Die
Studie mul3 allerdings um eine grof3ere Fallzahl ibevteverden.

In zervikalen und renalen Tumorzelllinien fihrt deWMCT eines Chromosom 3
hingegen zum seneszenten Phénotyp und zur Reprassiol elomerase (Oshimura et
al., 1997). Dabei sind jedoch fur die unterschiddin Zellen unterschiedliche Loci auf
dem Chromosom 3 verantwortlich (Tanaka et al., 2005

Singh und Mitarbeiter untersuchten 12 Zellliniensaliumoren des Kopf- und
Nackenbereiches mittels CGH und SKY (Singh et @01). Sie fanden dabei eine
Amplifikation von 3q in vielen Zelllinien, die danmittels FISH genauer eingegrenzt
wurden. Dabei fanden sie in 8 der 12 Zelllinien Aifilfationen mit der kleinsten

Uberlappenden Region, die den Bereich um 3926 umspa
Chromosom 8

Das Chromosom 8 wurde in den HPK-Zellen als haufigrhéhter Kopienzahl oder

strukturell aberrant (z.B. das Isochromosom 8q)ugeén. Lyng und Mitarbeiter

untersuchten verschiedene Bereiche mehrerer Tunmotstellten dabei heterogene und
homogene Aberrationen gegeniber. Sie stellten dalo@@erdem fest, dass die
Amplifikation von 8qg die Amplifikationen 11qcen-1319g und 22q selten

nebeneinander auftreten, einander also verzicitbahen (Lyng et al. 2004).

Chromosom 20

In drei der vier HPK-Zellinien fand sich die Ampkation von Chromosom 20. Die
erhohte Kopienzahl von Chromosom 20 wurde mit deRVHL6 E7 abhéangigen
Uberwinden zellularer Seneszenz assoziiert (Saxeliet al., 1997). Auch in

Magentumoren wurde diese Alteration gefunden untl dem Muster des Tumor-
Stroma-Verhaltnisses in Zusammenhang gebracht (lKmet al., 2004). In

Magentumoren ist dies sogar die haufigste chromakoriverdnderung. Auf dem
kurzen Arm befindet sich das Gen des PCNA (praifag cell nuclear antigen). Dieses
Protein ist eine wesentliche Komponente der Reptikagabel.

Chromosom 22

Solinas-Toldo et al. (1997) fanden haufige Ampéfibonen des Chromosom 22. Dies
wurde mittels SKY in den HPK-Zellen nicht bestatigiuch die priméaren Zelllinien

wiesen keinerlei derartige Aberrationen auf.
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Freier et al. (2005) grenzten mittels CGH, Array4€@nd Interphasen-FISH einen

Bereich 22913 ein, der in Tumoren der Mundschleudn&nd der Speicheldrisen sehr
haufig amplifiziert ist. Es finden sich Hinweisef aier Gene in diesem Bereich, die die
Metastasierung durch ihre erhdhte Expression faréénnten. Eine Bedeutung dieses

Bereiches fur Tumorprogression ist daher denkbar.
Aberrationen, weitere Studien

Verschiedenste Studien haben chromosomale Veramglemu unter Verwendung
verschiedener Methoden untersucht. Jedoch konnelerw@GH- noch LOH-Studien
trotz haufiger nachgewiesener Verluste in den satditen Geweben Gene eingrenzen,
deren Verlust bzw. geringere Expression eine Rglelen.

Bereits beschriebene Veranderungen wurden in deiegenden Studie gesehen, wie
z.B. das Zerbrechen und die Amplifikation des Chlwsom 5. Das Chromosom 20 liegt
ebenfalls haufig in hbherer Kopienzahl vor. In dreStudie zeigen die Chromosomen 4
und 10 lediglich balancierte Translokationen. Hydalnd Mitarbeiter etablierten vier
neue Zelllinien, die mittels CGH untersucht werdemnnten. Diese vier Zelllinien
waren ausschlie3lich HPV-18 positiv. Drei der vigglllinien zeigten Verluste der
Region um 1qter- p32 oder p35 auf der einen Seitkalie vier zeigten Zugewinne der
Region 1g22-31 auf der anderen Seite. Interessesite waren auch in diesen
Zelllinien Verluste auf dem Chromosom 4 und Zugewiron Chromosom 5-Regionen
zu sehen (Hidalgo et al., 2003).

HPV-Integration

Die Integration von HPV in das Genom des Wirtesdwidufig als ein entscheidendes
Ereignis im Ubergang von niedrig- zur héhergradigiéision vermutet. Hopman und
Kollegen (2004) untersuchten daher die Korrelatimmschen Stadium, Expression des
Proliferationsmarkers Ki-67, HPV-Integration undndeéAuftreten von numerischen
Aberrationen anhand von Interphasen-FISH mit demté®bmer-Sonden. Sie konnten
feststellen, dass je hoher das Stadium der Lasian wie Haufigkeit und die

Aneuploidie der Zellen zunahm.

Szuhai et al. (2000) untersuchten die HPV-posifledllinie SiHa und fand innerhalb
dieser Zelllinie aus der Zervix allein vier untédrgaliche Integrationsorte auf dem
Chromosom 13. In derselben Arbeitsgruppe (Brink akt 2002) wurden nach
Kurzzeitkultur in 5 verschiedenen Zervixkarzinomérverschiedene Integrationsorte

nachgewiesen. 2 Tumore zeigen die HPV-IntegratioBg24. Auch hier ist die Art der
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Integration verschieden: Ein Tumor zeigt den Vdrkises kompletten Chromosoms 8,
das andere hat HPV integriert, ist aber ansonsi@kti In dem anderen Tumor ist der
Integrationsort gleichzeitig Bruchpunkt fur eineaiislokation t(3;8)(p12;924). Es wird
jedoch vielfach beobachtet, dass der Integratiansorfragilen Stellen des Genoms
stattfindet, ebenso wie Translokationen und Brudfidorland et al., 2000).

Beispielsweise ist die ,common fragile site* (CR8if 3p14.2 haufig der Bruchpunkt
fur Translokationen in Tumoren (Corbin et al., 2D0OPas betroffene Gen ist in

Tumoren in Brust, Ovarien, Pankreas, OsophagusreNimd Dickdarm haufigen

Veranderungen unterworfen. Es kodiert fur eine ldlalre, die in der Spaltung von
Diadenosin-Triphosphaten beteiligt ist.

Koopman und Mitarbeiter hatten 1999 bereits neublietde Zelllinien aus
Zervixkarzinomen mittels COBRA-FISH auch KaryotypduHPV-Integrationslokus
untersucht. Auffallig ist hier, dass die Modalzahiend Zahl der Aberrationen pro Zell-
linie starker auf Aneuploidien hinweisen (Koopmaiale 1999).

In der vorliegenden Studie wurden keine Integratoote bestimmt. Die Auflésung der
Methode |aRt keinen Abgleich mit bekannten fragil8tellen zu. Haufig ist der
Bruchpunkt jedoch im Bereich des Zentromers.

Bedeutung der Aberrationen

Einmal erworbene Aberrationen muiussen nicht unbeédimy der gesamten
weitergehenden Teilung eine Rolle spielen. In alenbachteten Zelllinien wurde eine
fortschreitende Heterogenitat der Karyotypen festtgjkt. Translokationen, die in der
frihen Passage in ihrer Haufigkeit um die 100% aadrten, wurden spater nur noch in
bis zu 70% gesehen, auch in einer unregelmaligerteiM@g, wenn mehrere

translozierte Marker auftraten (HPKV-2).

Es ist nicht sicher, ob eine Deletion von chromosiem Bereichen tatséchlich zu einer
verminderten Expression bzw. eine Amplifikationetoer verstarkten Expression fuhrt.
Es gibt zahlreiche Mechanismen, die die Expressierbinden, dazu gehort auch die
Hypermethylierung von Promotorsequenzen, als Felger fehlerhaften Aktivitat der

Methyltransferasen.

Die Expression eines Proteins mufd auf funktiondtleene keine Folgen fiur die Zelle
haben. Ein Beispiel hierfir sind die Proteine pS8eropl6 in Zervixkarzinomen.
Letzteres wird auch immunhistochemisch als Surrogeter fur die Prognose von
CIN-Lasionen verwendet (Klaes, 2001, Crum, 2003).
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Cheung und Mitarbeiter untersuchten Deletionen, Migationshaufigkeit und den

Methylierungszustand des PTEN-Gens, das auf 10d@ialisiert ist und eine Rolle in

der Modulation des Zellzyklus” und der ApoptoseekpiSie zeigen, dass weder
Mutation noch Deletion fir den Verlust der Expressdieses Gens eine Rolle spielt,
sondern dass meist die Hypermethylierung die Uesash(Cheung et al., 2004). Die
Expression des Gens wurde durch Immunhistochentiegeaviesen. Diese Studie zeigt
an einer sehr kleinen Fallzahl, dass der genetiZettstand des Genoms allein nicht
ausreicht, um auf die Expression der Gene schig&fol zu kodnnen. Auch

Punktmutationen, die in einem zytogenetischen Aneatht sichtbar sind, kdbnnen das
Stillegen eines Gens zur Folge haben. Das BeisggiellTelomerase zeigt jedoch auch,

dass selbst vollstandig prozessierte Proteine michksam werden muissen.

Es wird vermutet, dass sich geeignete zytogenetistharker eher in Amplifikationen
finden (Albertson et al.,, 2003). Translokationenigea vielleicht Beteiligungen
bestimmter Chromosomen, jedoch ist es in solidemdren unwahrscheinlich, dass sie
dann immer denselben Bruchpunkt zeigen. Tumore hd@satopoietischen Systems
zeigen aufgrund der standigen Rekombination dereGeées Immunsystems eine
Pradestination. Ein Beispiel hierfur ist das Burkymphom, das als charakteristische
Aberration eine t(8;14)(q24,;32) besitzt. Hierduwind das Onkogen MYC an das Gen
der schweren Kette des Immunglobulins translozi®trch die Expression der
Immunoglobuline liegt dann auch das MYC funktioméfgvor und sorgt fir die

Proliferation der Lymphozyten (Haluska et al., 1988
Komplementation

Ein weiterer Hinweis auf die Schwierigkeit, Markar finden, ergeben sich durch die
Prasens der Komplementationsgruppen: Trotz untediather chromosomaler
Aberrationen weisen Zellen doch gleiche Blockadgfy die durch Fusionen mit Zellen
der gleichen Komplementationsgruppe bewiesen wekdemte (Pereira-Smith et al.,
1988). In dieser Studie wurden immortale Zellliniemterschiedlicher Herkunft
miteinander fusioniert. Da sich nach Fusion einemmbrtalen und einer nicht-
immortalen Zelle der Phanotyp der Immortalitat ssre verhalt, wurde tUberprift, ob
sich diese Tumorzelllinien in ihren Aberrationerratég verandern, dass sich diese
gegenseitig aufheben. Dabei wurden die verwendggditinien in vier verschiedene
Gruppen eingeteilt. Zelllinien, die sich nicht koeqpentieren gehdren einer Gruppe an.

Da sich SV-40-positive Zelllinien in der Komplematibnsgruppe A wiederfanden,
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wurde geschlossen, dass ein Virus in Zellen urtiedticher Wirte dieselben Defekte
auslost. HelLa ist der Komplementationsgruppe Brfumortalitdt zugeordnet, wie auch
HPKIA (Seagon et al., 1994). Anhand der chromosem&berrationen [a3t sich die

Art des Defektes nicht erkennen.

Dies bedeutet, dass der Karyotyp meistens keinsaggsiiber den tatsachlichen Punkt
der Signalkaskaden-Blockierung gibt, die fir dieodPession zum Tumor

verantwortlich ist.

Ein weiterer Punkt ist, dass viele der festgestellAberrationen als ,noise”, also

LHintergrund“ zu bezeichnen sind (Albertson et 2003).

AulRerdem ist eine Duplikation eines Allels mdgliaessen anderes Allel vorher
verloren gegangen war. Dies la3t sich anhand deleldaren Zytogenetik nicht
feststellen, denn die Schwesterchromosomen sirfdt nigterscheidbar. Allele kénnen
mit der LOH-Analyse (loss of heterozygosity) untdisden werden. Hierbei wird die
Lange der polymorphen repetitiven Sequenzen mitefser Mikrosatelliten-PCR
bestimmt. Sind zwei Allele vorhanden, so gibt esnformativen Féllen auch zwei
Banden im Gel. Die Haufigkeit des Allels &Rt smlitels dieser molekularbiologischen

Methode nicht bestimmen.
Phanomen multiradiale Chromosomen und andere Phanem

Eine weitere interessante Veranderung zeigt diidel HPKV-2 (siehe Abb. 3-9). In

der Passage 47 konnten vereinzelt multiradiale @bsmmen aus unterschiedlichen
Chromosomen beobachtet werden. Laut Ehrlich undaridiéiter ist die fehlende

Funktion der Methyltransferase DNMT3B (DNA Methgihsferase 3B) fur die

Ausbildung multiradialer Chromosomen 1q und 16qamérortlich. Zusatzliche

Veranderungen sind Dekondensation der DNA-BereiciteRearrangements. Die Sat2
Sequenzen, welche hauptsachlich auf den juxtazeetischen Bereichen der
Chromosomen 1 und 16 zu finden sind, werden durigsed Methyltransferase

methyliert. Dies wurde durch die karyotypische Usiiehung von Lymphozyten

gezeigt, deren Spender einen genetischen Defed¢rdienzyme besitzen und unter dem
ICF-Syndrom leiden. ICF steht fir Immundeficiencgntromeric region instability,

facial anomalies. Es handelt sich hierbei um eieiese, autosomal rezessive
Erbkrankheit (Ehrlich, 2002).
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Allerdings zeigen auch normale Fibroblasten oddledAeaus Chorionzotten gesunder
Foten mit fortschreitender Zellkultur derartige #ederungen in der Chromosomen-

struktur.

Ob dieses Phanomen tatsachlich durch das Fehlsardiéethyltransferase verursacht
wird, kann im Rahmen dieser Studie nicht bewiesenden. Jedoch kann darauf hin-
gewiesen werden, dass das Chromosom 16q, auf deiBeatadieses Protein lokalisiert
ist in vielen dieser Zellen deletiert ist, so auom gezeigten Beispiel. Hier kann

zusatzlich bereits die Hypomethylierung des Gerdakine Rolle spielen.

Fur die Karyotypisierung wurde diese Formation tstieiedlicher Chromosomen nicht
bertcksichtigt, das heil3t, zusammenhangende Chmmes wurden auseinander-
geschnitten und als einzelne Chromosomen betraddtet Phanomen ist mdglicher-

weise an der Bildung weiterer struktureller Abemagn beteiligt.

Als weiteres Phdnomen auf dem Weg zur Translokasehen Gisselsson und
Mitarbeiter Anaphase-Bricken und Chromatinbriickemsahen Interphase-Nuklei
durch unvollstandige Chromatidtrennungen. Sie kéinneben Chromosom-Brichen
auch Ringchromosomen und Dizentrische Chromosoraertalge haben (Gisselsson
et al., 2000).

Die Problematik der SKY

Die extremen Félle der Polyploidie zeigen eine @eeder SKY-FISH auf: Es war
madglich, alle Chromosomen in einem Bild aufzunehpaierdings lediglich dank der
Tatsache, dass sie relativ klein und stark koneéensivaren. Anzustreben ist
normalerweise die Praparation von moglichst lanGénomosomen, da die Methode
dann eine bessere Auflosung bietet. Lange Chromesoim dieser Zahl hatten
allerdings nur tberlappt. Somit wéren sie fur dierS-ISH nicht verwendbar gewesen,
oder hatten bei guter Streuung nicht in das Blickégepaldt. Die Aufnahme ware nicht

maoglich gewesen.

Eine weitere, wenn auch technisch sehr aufwandigeuhg des Problems der zu
geringen Auflésung ist die SCAN-Methode (spectmalioar banding), Sie basiert auf
dem gleichen Prinzip der Sondenmarkierung, Detektiad Visualisierung wie die
SKY, unterscheidet aber nicht einzelne Chromosonsamdern die Banden eines
einzelnen Chromosoms (Kakazu et al., 2003). Fragllterdings ist, ob diese Methode
nicht denselben Problemen unterliegt wie die SK¥nwdie unterschiedlich gefarbten

Regionen zu dicht aneinander liegen, wie es belrigier Auflosung durchaus der Fall
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ist. In diesem Fall ist das Mischen und fehlerh&t®rdnen der Regionen die Folge
(Lee et al., 2001). Zudem bietet die SCAN-Methoasinden gewiinschten Uberblick

Uber die Veranderungen des gesamten Genoms wie 8&KUY leistet.
SchluR3folgerung

Es konnten verschiedenste Veranderungen detektverden, die jedoch in den
unterschiedlichen Zelllinien sehr heterogen warddie Beteiligung einzelner
Chromosomen mit Bruchpunkten an unterschiedlichegidgthen war jedoch erkennbar.
Aufgrund von Schwierigkeiten in der Methodik kommteauch die im Tumor
vorkommenden Aberrationen nicht detektiert werdesdiglich zwei Kulturen wuchsen
aus. Die Ergebnisse in der SKY-FISH war sicher tnieprasentativ fir die Karyotypen
in den Zellen des Tumors, denn es zeigte sich, lddggich jeweils ein Klon bis zu der
Chromosomenpréaparation gefuihrt werden konnte. tHsdbt zu vernachlassigen, dass

durch die Zellkultur bestimmte Klone selektiert den.

Als in der Literatur wenig beschriebenes Phanomamkder Ploidie-Grad der durch
HPV immortalisierten Keratinozyten erwdhnt werddbdie Modalzahl wird mit
steigender Passagierung wieder geringer, wahrdtein aufgrund  eines
Wachstumsnachteils. Jedoch spielt Polyploidie in@enerierung der Aberrationen in
der Karzinogenese eine Rolle.

Es sind weitere Untersuchungen notwendig, um dimiskhe Bedeutung aller
gefundenen Aberrationen zu bestimmen. Es ist ukierstdnden notwendig zu
bedenken, dass nicht nur eine Veranderung allgiPmgression einer CIN zum Tumor
eine Rolle spielen muf3. Moéglicherweise sollte ber &ntwicklung eines Markers
bertcksichtigt werden, dass unterschiedliche Vesamgen zu den gleichen

Wachstumseigenschaften fihren kénnen.
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APC
CFS
CGH
CIN
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D-MEM
DMSO
DNA
DPC
EDTA
EGF
FCS
FISH
GP
HPK
HPV

hr
hTERT
hTR
I-FISH
ISH
LOH
M-FISH
MMCT
Y

PBS
PCC
PCR
PD
PTEN
RNA
RT

adenomatous polyposis coli

common fragile site

comparative genomic hybridisation
cervical intraepithelial neoplasia

combined binary ratio-labeled Fluoreseem-situ hybridisation
4',6‘-Diamino-2-phenyl-indol-dihydrochlorid
deleted in colon cancer

Dulbecco’s modified eagle medium
Dimethyl Sulfoxide

Desoxyribonucleic acid

deleted in pancreatic cancer
Ethylendiamintetra acetic acid

epidermal growth factor

fetal calf serum

Fluorescence in-situ hybridisation

general primer

human papillomavirus immortalized keratinocytes
human papillomavirus

high risk

human telomerase catalytic subunit
human telomerase RNA component
Interphase-FISH

in-situ hybridisation

loss of heterozygosity

mulitplex-FISH

microcell-mediated chromosome transfer
Passage (bezogen auf Populationsverdopplung)
phosphate buffered saline

premature condensed chromosome
polymerase chain reaction

Population doubling

phosphatase and tensin homolog
Ribonucleic acid

Raumtemperatur



SKY
SV-40
uv
YAC

spectral karyotyping

simian virus 40

ultraviolett

yeast artificial chromosome

Xl
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