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Zusammenfassung 1

Zusammenfassung

Die exakte Bruchpunktbestimmung und zytogenetische Analyse chromosomaler
Veranderungen hangt von vielen Komponenten, wie etwa guter Préparation der
Zellsuspension, ausreichender Spreitung der Mitosen und hohem Bandenstadium
der Chromosomen malfigeblich ab. Etablierte herkdmmliche Banderungstechniken,
wie z.B. Giemsa- und Reverse-Banding, erlauben lediglich eine Unterscheidung
zwischen positiven und negativen Banden, was leicht zu Fehlinterpretationen des
Ursprungs einzelner Banden fihren kann.

Die Methode des MCB von Chudoba et al. (1999), produziert ein Banding, welches
durch Hybridisierung sich Uberlappender Mikrosezierungssonden entlang eines
einzelnen Chromosoms entsteht und sich daher genau und ausschlie3lich an der
spezifischen DNA dieses Chromosoms orientiert und letztlich in einem mehrfarbigen

Bandenmuster resultiert.

Aufgabe der vorliegenden Arbeit war es, diese neue Methode auf Genauigkeit und
Reproduzierbarkeit der Bruchpunktbestimmung an aberranten Fallen zu prifen,
sowie die erhaltenen Bruchpunkte mit denen herkdmmlicher Banderungstechniken
zu vergleichen und etwaige Unstimmigkeiten aufzuklaren. Des weiteren sollte
Uberpruft werden, ob und wie genau Chromosomen innerhalb der verschieden

Phasen des Zellzyklus mittels MCB dargestellt werden kdnnen.

Die Bruchpunktanalyse wurde an klinischen Fallen durchgefihrt, die grof3tenteils von
auswartigen Labors eingesandt wurden, wo auch die konventionelle
Bruchpunktbestimmung stattfand. Um den Bandenabgleich zu vereinfachen wurde
ein MCB ldeogramm erstellt.

Fur die Interphaseuntersuchungen wurden Zellen von genetisch unauffalligen
Probanden sowie HelLa-Zellen kultiviert. Zellpraparation und FISH wurden nach
adaptierten Standartprotokollen durchgefuhrt. Die Auswertung fand mit Hilfe der

mFISH-Software von MetaSystems statt.

Die Ergebnisse zeigten einen zum Teil sehr deutlichen Zugewinn an Genauigkeit der
MCB-Bruchpunktbestimmung gegentuber herkbmmlichen Banderungstechniken. Das

MCB ermdglichte sogar préazise Bruchpunktanalysen in Fallen, bei denen
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konventionelle Techniken versagten. AulRerdem wurden haufige Fehlerquellen bei
der konventionellen Bruchpunktbestimmung offenbart und ausgewertet.

Darliber hinaus gelang es, Chromosomen auf Bandenniveau im Interphasekern
darzustellen, womit erstmals ein direkter Vergleich von Interphase- zu
Metaphasechromosomen hinsichtlich ihrer Grof3e und Form sowie Anordnung und
Reihenfolge ihrer einzelnen Banden moglich wurde. Weitere Vergleiche von
Interphasechromosomen von Hela-Zellen, die in unterschiedlichen Phasen des
Zellzyklus arretiert wurden, bestéatigten diese Analysen. Zusatzlich gelang es, sogar
kleinere chromosomale Aberrationen wahrend der Interphase darzustellen.

Zusammenfassend l&aR3t sich sagen, dal} das MCB weniger abhéngig von &uf3eren
Faktoren wie Préaparation oder Spreitung ist als bisherige Banderungstechniken. Es
kann eine hohere Auflosung im Bandenmuster als herkdmmliche Methoden erreichen
und liefert damit genauere Informationen Uber die chromosomalen Regionen von
Interesse, sowohl wéhrend der Meta- als auch erstmals der Interphase. Das
Erkennen von chromosomalen Aberrationen im Interphasekern erdffnet
dariberhinaus ganz neue Moglichkeiten auf dem Gebiet der molekularen

Zytogenetik.



Einleitung 3

Einleitung

Genetische Erkrankungen werden haufig durch numerische bzw. strukturelle
Chromosomenaberrationen verursacht, und umgekehrt kdnnen auch Erkrankungen
wiederum zu einer Veranderung von Zellen und deren Chromosomensatz fuhren. Die
genaue Analyse dieser Veranderungen kann von enormer diagnostischer und
gegebenenfalls therapeutischer Bedeutung sein. Die Karyotypisierung mit
konventionellen Banderungstechniken wie GTG und RBG erreicht bei
hochkomplexen Chromosomenveranderungen jedoch haufig ihre Grenzen, da die
Bandenauflosung zum einen nur eine Unterscheidung von positiven und negativen
Banden erlaubt und zum anderen von vielen duf3eren Faktoren beeinflufl3t wird. So
wirken sich beispielsweise eine geringe Spreitung der Metaphaseplatten oder ein zu
stark ausgepragter Proteinsaum um die jeweilige Mitose negativ auf das
Bandenmuster bzw. die Bandenauflosung der Chromosomen aus.

Die sehr geringe Unterscheidbarkeit der einzelnen positiven bzw. negativen Banden
kann wiederum selbst bei gut gebanderten Chromosomen nur zu einer ungeféhren
Bruchpunktbestimmung fuhren. Aberrationen, die nur einzelne Banden oder gar nur
Fragmente dieser betreffen, konnen auf diese Weise der Detektion mit
herkdmmlichen Banderungstechniken ganzlich entgehen.

Spéater entwickelte mFISH-Techniken (Speicher et al. 1996, Schrock et al. 1996)
ermoglichten das spezifische Farben von Chromosomen auf DNA-Ebene. Damit
kann zwar abgeklart werden, welche Chromosomen in etwaige Rearrengements
involviert sind, die genauen Chromosomenabschnitte bzw. —banden bleiben jedoch
im Ungewissen. Auch konnen intrachromosomale Veradnderungen, wie etwa
pericentrische Inversionen oder kleinste Duplikationen bzw. Deletionen mit diesen
Techniken nicht detektiert werden, da die Morphologie des Chromosoms dabei zu
wenig verandert wird.

Basierend auf der mFISH-Technik in Verbindung mit der Mikrosezierung von
mehreren sich gegenseitig Uberlagernden partiellen Chromosomensonden wurde
1999 von Chudoba et al. die Methode des Multicolour Bandings entwickelt, welche
es erstmals ermoglichte all diese Einschréankungen zu tberwinden. Chromosomen
kbnnen so DNA-spezifisch gefarbt und anschlieBend mittels einer speziellen

Software hochauflésend gebéndert werden.
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Bevor diese Methode fir Routinezwecke bzw. andere Fragestellungen zur
Anwendung kommen konnte, war es noétig, ihre Genauigkeit, Zuverlassigkeit und
Reproduzierbarkeit genauer zu priofen  und mit  konventionellen
Banderungsmethoden zu vergleichen. (Lemke et al. 2001)

Wahrend diese konventionellen Bé&nderungstechniken vorrangig spezifische
Proteinstrukturen starker oder schwéacher anfarben, orientiert sich das MCB direkt an
der Abfolge der zu untersuchenden DNA und ermoéglicht zusatzlich durch seine
Vielfarbigkeit eine deutlich bessere Unterscheidbarkeit der einzelnen Banden an
sich.

Aufgrund dieser DNA-Ausrichtung erlaubt diese Methode erstmals auch eine
spezifische Bé&nderung einzelner Chromosomen wahrend aller Phasen des
Zellzyklus. Das Banding war bislang ein Phanomen, welches routinemaflig nur an
Chromosomen in der Mitose dargestellt werden konnte. Es war lange Zeit kaum
moglich, genauere Aussagen zum Wesen der Chromosomen wahrend der
Interphase zu treffen. Aus dem Verhalten der Chromosomen wahrend der Mitose
wurden Theorien entwickelt und mit Fakten aus Interphase-Analysen erganzt.

So wurde angenommen, Chromosomen lagen unstrukturiert als relativ lange,
dekondensierte DNA-Strange in eigenen Territorien im Interphasekern vor. Arbeiten
neueren Datums wie von Dietzel et al 1998, Chevret et al. 2000 und Volpi et al. 2000
gaben erste Anhaltspunkte fur eine gewisse DNA-Strukturierung innerhalb dieser
Territorien. Erst mit dem MCB stand jedoch eine hochauflésende
Chromosomenfarbetechnik  zur  Verfigung, um Lage wund Form von
Interphasechromosomen genauer zu ergrinden und mit denen von Chromosomen
der Metaphase bzw. den verschiedenen Interphasestadien untereinander zu
vergleichen. Dies war Inhalt des letzten Abschnitts der vorliegenden Arbeit. (Lemke
et al. 2002)

Damit bettet sich diese Arbeit in Ubergeordnete Projekte meines Betreuers Prof. Dr.
Uwe Claussen zur Aufklarung des Verhaltens von Chromosomen sowie deren
Banden in der Meta- und Interphase generell sowie beim Ubergang von

verschiedenen Phasen in einander ein.



Ziele der Arbeit )

Ziele der Arbeit

Aufgabe der vorliegenden Arbeit war es, die Methode des Multicolour Bandings auf
Genauigkeit, Zuverlassigkeit und Reproduzierbarkeit zu prifen und auftretende
Schwachpunkte dieser Methode aufzuzeigen und zu diskutieren. Um dies zu
erreichen, sollte die Methode des MCB auf eine Vielzahl von klinischen Fallen mit
unterschiedlichsten chromosomalen Aberrationen sowie an nicht-aberranten
Chromosomen genetisch unauffélliger Probanden angewandt werden. All dies sollte
exemplarisch mit dem MCB-Sondenmix fir Chromosom 5 geschehen.

Wichtige Aspekte waren hier unter anderem das Auffinden mdglicher Artefakte bei
diversen Chromosomenveranderungen sowie etwaiger Anderungen des
Bandenmusters in Abhangigkeit der Chromosomenlange.

Des weiteren sollte ein MCB-ldeogramm erstellt werden, um die Bruchpunktanalyse
zu vereinfachen. Differenzen zwischen MCB-Bruchpunkten und den vorher
bestimmten Bruchpunkten konventioneller Techniken sollten genauestens analysiert
und interpretiert werden.

Daruiber hinaus war die Applizierbarkeit des MCB auf die Interphase zu prufen. Dabei
lag das Hauptinteresse auf Lage und Form der Interphasechromosomen sowie der
Abfolge und Anordnung der einzelnen Banden im Vergleich zu
Metaphasechromosomen. Ein  weiteres Augenmerk lag, auch in den
Interphaseanalysen, auf Chromosomenldnge und -form und deren mdglichen
Anderungen wahrend der unterschiedlichen Phasen des Zellzyklus sowie auf dem
Zusammenhang zwischen Chromosomenlange und Bandenstadium.

Letztlich sollte geprift werden, ob kleinere Aberrationen moglicherweise bereits auch

im Banding von Interphasechromosomen nachvollzogen werden kénnen.
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fused chromaosom on of the deleted chromosome. I Case 3.
The brown and grey bands are inserted between the ochre and
white bands (wihire arvows). The inscrtion (grey arrows) 18 de-

(75%), at least one chromosomal breakpoint was rede-
fined by MCRB, differing to a greater (3 cases) or lesser ex-
tent (15 cases) from the conventionally defined break-

D

tectable, hut the orentation 15 difficele to analvse, On the right, the
insertion is marked with pseudo-colours optimised for the ques-
tionable chromosomal region, indicating that the insertion is not
inw d. E The white grreows mark the chromosomal region of
5015—=5q23.2 (case 12, Table 1) On the rig
deletion did not lead to a deletion of coloured hands but to a
shrinkage of the four coloured bands (green, pink, orange, vellow)
involved (grev arvow). The white and geer ivios in the 1
mirk the same chromosome regions as the swhite and grev o
im the banded chromoesomes

it chromosome the

point. In D cases, conventional banding technigues tailed
to reveal precise breakpoints, In contrast to RBG banding
alone, MCB was able to define the onentation of an inser-
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Hon n cages 3 and 1 (Tabkle 1, A questionable Sy deleoom
cowld net be conlimmed inoone caze (case 13, Table 1:
23 metaphase sproads analyvscd by MCBY In thres cascs,
RACTY Bzl Ler reveal the break poins: (1) in cose S8 anly
thrae metaphase sproads wore avallable and none showod
an berrant chromesorme 5000 ccnse 39, WO was por-
formed on a slichs stored for several years, which was v
dently tee lony o met sufficicnt bvbridisation signals; (3
i case 400 the gquality of Lthe imetaphase spreads was ex-
trermely poor aid eaused the wolour banding o be oo un-
speciiie o nnegquivocally deline the hreakpoinl-.

MCH carreeted breakpoints of G-banded chromosones
lroun coltieale] Tymphocyies, As abseresd ease | OGTO
Fand analvsis revealed a complex tranglocation |[t05:%: 100
[l Zap P @y Fig, 1AL wel the WMOCR palian domonm-
strated that hoth the 3q14 dark band aned the Sgl5 liph
Band also wors velved, At the G-band level, this resion
has Treen iniaed opowath the adpnning regions ol der(X)
and dert 101 Whole-chromosame paincing. using probes
[or chmomnorsmme & and 10 also helped e deline the reak-
poincs, which were finally and aubstantially correcesd
aE 0l 3.3p2ig21) {Fig 2B,

Bezakpoint delinivon alter G-banding led o the as-
sigmmment of o gquestionabls deletion [Del(3HglT29337] in
wane 20 aloe b poor bamding resclution (Fie [0 MOT
analvsis, howeser, revedlod the prosimal breakpoinr meee
istal Than gssymid, concpred with the pogition ¢l The
diztal brealpeant and derected an interstitial clelecion,
3 g g3 3 (T, 20,

Case 3 showecd 4 reconmilsination ol a balaneecd ingerion
inhericed foma the father (ease 41, The BBG broakpoints
ol he  recombination [reciSpdop S 0g3 0 gL 3 ins S)
MMl3.2031.1931.3), big 10| differed slishthe from those
leteeted with WOT [rec S cdopd3Wg3 L Ig3 120 insls)
131931193125 | However, the quesuon o whethar or
mol the indertion i3 meerse could not e imswered ey
RIS banding alore, MO analysis, biphly resolved on
agdl, clearly indicatcd thar the chromosomal resion
SATL RQALE i net merled dnversely (Cig 20 The
chromosome region 3031, 1—50g31.2, ropresented by the
browen wne] rey bumd, 3 inger kad beween The oehme g
the white band (Fig. 2120

A geecand arlefact s represenhel by the delelen ol

Fls »5q23 2 (ease 12 and 2R) that canses very litle spe-
cific change i the raio profile peals of hoth mainly in-
vulved Toorochromes, resuliing in caloored Teaomds hat
are enly amaller o the deleted region, This s caused by a
shivimbeanges ool the Lacry acljoining, prealile peakes amd the na-
ronwing of the other ratios in this area. Howeaver, this dele-
P s omly dadeetable e analvais ol the profiles, nol by
lozs of coloured bands. "Uhis artetaer occurred in cases 12
(Fiz 1Ly ynd 2EY and 28, und in both mstaness the chmo-
sl region 315 x5023.2 was fund o be deleied

Discussion

ML IE allivees hegh-resvlution analvas of the Tine struclore
il chroamosomes at the 250 hand Jevel. a2 used Do the chro-

o broakpomt analysis shown here Trglso allosss che
analvsis at an evan Bigher or lower resolution, because Lhe
number of false coloured bands per chromosoms can froely
e assipnel wsing the fady sollware (hdetmSvsiems) Al the
falacly coloured hands are fluorcscones ratio apecific and
can sy be dwhngmshed Trom cach other

The hand-specific eomparizen beteeen the ¥MOB pat
ferm wnd the G 1G-banding pattern osulied in o MCB
ideanarm at Lhe 350 hand level {Fia. 24 ) that can be used
fo procizely delins the chromogome breakpoints of cusc:
with chromusame 3 aberatioms. Comparing the WOR
pacrn of chromosomes 3 of ditferent Jensths indicarcs
that, usually, the meder and woruber o colonnal bamds ne-
maing exactly the same. Chromosomas of the same 3ize,
B ol difleremt memplese gpraads, aud oven ol dillerem
gamples, alan show colouted bands af aboul the same sice.
Wheress in cluomosomaes of differing size the sizes of
their coloweed bands can vary signilicantly, as huas heen
deacribed provionsly by Clodoeba or al. 18999, "Chis phe
nepnenen can be obsereed i Tw three GTO-bynd -
arams af [RCN (1993 as well. where bancs hawve aplit
mt sub-bunds and therely mrown o hedr absolute sizc
Hewavar, this ellecl can even b abserved inoa paic of
clucom s within one mctaphase, due e their ditlerem
Tocalisation i the centre amld an The periphery ol e
apraad, respoctively.

Chrgrmgsonnal bregkpoints wore reinveghizated  adall
the help of MOE, utilising 2 ereaner number of meotaphasse
gprzls, Toomsth ol e wages it leagt 7 inelaphige spreads
weere evaluatad, The hezalyeints were o 1o always ajs-
(e within the some coloursd bunds, which demonstrated
the repraducibilive of the mezthod OChodoba s al, TR0,

The results obtaned from the reinveatigacion of chro
meworme breakpoinis previonsly determinal by canven-
tonal banding technigques odicate thar in 753% ol Lthe
cages gt Teast ong ecakpoint revealod by the comeanbionyl
banding techinugues had o be redelined. [nrelavon 1o the
toral mumber of broakpeints snabvsed with ACH, 0845
were redeimed In 345 ol all breakpoints, MO aesipned
neighbouring bands, or the next after, o be imvalved. In
F, u o precise OTO breakpoint delimiton wig nd o ssi-
ble. Inthe remmaining &89, acher CF10-based cvalunation e
sulted in the delfmibon of breykpoints e diflered sub-
stantially feom the MO resalis, AL chromosome bieah-
(remnts resdefined by YCE wore in aEreoment with e con-
ventianul Fenkling paliern,

Fwthermiors. BMUCH i3 not as dependant on the quality
al netapliase spreads as comventional banding technigues.
In 28 of the 41 cazes conventional chrmasomal analvsis
vt e forrned an bone marroee eclls, wehich ollen preseni
chromazemes of reduced quality and thereby probably
hamper 3 moere provise breaskpoine Jelinition, I the oe-
maining 11 eases, lvmphooyle chromasomes were analysed
that nsually zhow a bherter banding pattern. Ln fact, MCH
all from the conventionally defined chromosome break
ennts of lemphaoeytes,

The 4 cases presented in Pzl show that the G-R-
handing quality cleurly depends o the quality of the chre-
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mesnmes. Paorly bandzd chromosomes, especially of m-
ot 2clls, conld hardly b amalyael; onothe aller hang,
hetter-hbanded chromosomess do ool alwass avnid misgin-
terpratations, With these conventions] banding cehnigues
IL iz rnt pessihle wodiscriminate between 2 bands ol iden-
tical dark or lzhe colour, and theretore breakpoinrs can
Fardly e umeguivoscally delined osing convventional Tand-
mp techmiques alone (Rubtow e al. 19490: Chudaba et al.
| 94005,

In casc 3. the chanpes in che intenaioy profiles causcd
by the meeriion leud e the Dollyeinge anclaol, Betwoen
the inserted browwn band arcd che schee bard ol 3g105.1, an
urtilicial band soses, represening the cluomosonal arod
Sy ld S L Unforimenely, this aclilicial band Tos the
spme eonstitution as the band reprezenting 5g31.2, result-
g ey the same groy bumd, This effael, already de-
seribecl by Spewcher ot all (189ay and Chadoba et oal
CEGET, T vaused by the Mamng of the Muorescenes signals
al the junction ol the breeakpoins. owever, paewdo-
volours for chromosome & optimized ondy for band 2921
shor unegquivacally a non-invelted insertion {Uig. 200}
I'he hagher resedution of this rorien was only possible doc
st an imprvernent i e assignmend ol e rtos o he
coloured bands by aottware.

Tl WICTE paddern s e by revicwas] by pmalvsing
the fluorescence intenaitye catio peotiles. This 15 nocossany
simes 10 bwo cdscs (Fig 20 ad KB ocases12 and 28 in
Talle 11 the aberrations were not visible in the normal
MCE pattern, Baoth arvelacts esolied om an onferoumnate
preerlupr ol the single prebe< in the MOTE mixwre ol the
carlict deseribed flaring of the fluorochramaes. In the svent
thal # deletion oy Teads o shrinkape o e st proliles
1see Fip. 2E), the tlaring ratios alse resnle in a shrinkape of
tha coleured hunds invalyvead, v e Toss, This eog i)
Ly e preventad by i betler desizn ol e over lapring
urcas of the fuorescont nwensity prodiles, A more spo-
cioa vverlapping of Lwo o more Nuorochromes coulkd
help to aveld artcthets being produced and pochaps could
evel be wsed i oreale WO paterns af Tigher esolution.
Lycxpite these linutatiens, the analvsis of che ratie profiles
wivys wll the mlgmmation o el MOT peeado-ccloor
parteris.,

T gemerul, chronosoma] aberraions hat couse arie-
[acts while naing the normal MO3-5 peeudo-colme Tand
st {oase 3, L 12 and 231 boeomne visible by carclully
aralysing e Morescence ratiss (Chdeba e oal. 1908
and, if pozsible, by inproving reselution, creating high by
cenbrasled prendo—caloors Toe the Climmsomne region ol
mterest.

Up 1o the presern e, the application ol o painhing
probe, with auhsequent compacizon with the DA or {3
benacds, Locilitated breagpaint assizmoent. For cauetly de-
termining brekpoini, specilic probes were needed, bt
no or enly little informarion about other changes sathin
the climmismne conhl be oblainzd, The alvaniase of
MOB iz o prociscly detormine breakpoints aned mivs full

283

infarmation on all chromaesome-specific matsrial by only
e Py igatiom ol the proha sal,

RACTE i5 able 1o detect chromosome aberralions that do
oot alter the banding putom of conventionally styined
chramosnmes (Fig. [ aned 2000 This might be ol spacial
interasr for cvtormenatic investigations of rimneur sells, be
canse ey amore ofien show share chroanosomes ol re-
duced qualicy chat canoot be precizely characterised vsing
T stanclamd echmigues, oo folgre, despine ol esehnioel -
Atrictions cxisting a0 tar onc has to consder that MOB.
ones valablished for all homan chremesomes, will be
available Tor routing oylogenstic analysis amd might he
able o replaee, mpacl, conventional banding teehnigues,
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ol Curl Letes ddewa, Uermins |, for provicios e oucroecopic
equipment aw:l Metsysens CAdlussasim, Genwany) Tor e s
sollveare, We ol Prols, amd D, Machel Lessad  (Bres
Premcey Svellana larder (kazl OGermemy ) Dems Grunert and
Sane Bovinueles (Gremen, Germang s, Canesta LS er (O aemle,
Ciermamy b Lizre hoiiner Scheeenin, Germeny ], Lirga Joan fLetvrl.
Ciermmany b Cauin Wernicke and Cund el Thiel (Derlin. Crermomyl.
Silke Bridevlzin (W, Ciermangy . Uzriatsl Midller (Lewpzig. Cer-
mamy i Lleidrun Telland Letpeie, Lienmans Lo Samne Uranke Leo-
von, Beleium) Bava Michalove (Praguc, Czech Republic: and
Premocser L Mo {Rermnes, Pranees S providize oy w1k clmical
sample: wnd dMoariana Facchi (Ban, Hale) for sapplving us with
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The DNA-Based Structure of Human Chromosome 5 in Interphase

lohannes Lembke, - |an Claussen,"™ Susanne Michel' llse Chudoba, - Peler Mihlig,®
Martin Westermann,” Karl Sperling” Nikalai Rubtson” Ulrich-Walter Grommt,” Peter Lllmann,”
Falrirn Kromeser-Haoschild, Thomas Liche' and Usee Claussen

Ik Totesval "He o e e Aoy, et Besean b vl Peesicas Clonme ey, Frooedon e 200 des Lleseessote, Ttz
ol tdvileaslar B erhea HEVA b A Car Aeces lena CimlaHL I shlalzs o Flomen Uienehees . Flamibeledl Lhrerrale, derar;
aelaSeslzes CimbHL Allusshei, Sieomeey, aocd sl aie el Sy o G on ers Rosk, Hesan

In contrast to those of metaphase chromosomes, the shape, length, and archirectnee of uman interphase chro-
muscimes are nob well onderstood. This 15 maimly due o wechmical problems in the visvalization of interphase
chromosomss in tetal and of cheir substructaees, We analyzed the stractuee of chromosomes In iorerphase ouclci
through use of highresolotion multeolor banding (MOB)L which paints the cotal shape of chromosomes aned creates
a DN A-mediared, chromosome-repien—specific. psendocolored bandiog pateern ar high reselution. A micredissce-
tiem-derived human chromaosome 3—specific MOB probe mixture was hybrdized o human lvmphocoyte mterphase
nucled harvested for rowdne chreamosome analysis, as well as o interphase noclei frem Hela cells arecseed at
ihfferene phases of the cell cyele. The length of the axis of interphase chromoseme 5 was determined, and the shape
and WCE pawern were compared with those of metaphaze chiromasomes. We shoswr thae, in Ivmphocyvees, the lengrh
of the: axis of ingerphase chromosoeme 5 is comparable ro thar of 3 metaphase chromosome at a00-band resolution.
Comsoquently, the concept of chremosome condensation during mitosis has o be reasscssed. In addioon. chee
MOEOIML 7 Im inn‘.rrlha;n;; v TIOH :\'traight A% rnuT-;qphﬁs-;,t chromosemes, I,'n.:ing hent andfor folded, The shapc and
banding patern of mwerphase cheomesome 3 of Tvmphocyles and Hela cells are similar o these of the corresponding
metaphase choomosomes ar all stages of the cell cyele, The MUDR pattemn alsa allows the derecrion and character-
Teatiom of chrormnsome aberrations, This may be of fundamental imporiance i esiablishing chromosome analyses
in nondividing cclls,

Introductinn

I'IIFI.':T[‘.I'IHV.“ I.Z]'II'II:I' TTOESCRTT N .'I.'IIi'Il‘_‘r'?'i“L] '.\'irh ('I'TI"."T'T]'_‘{' H'l.'i!i.-
able rourine evropenene cechnigques do ner exhibic any
recogmizable strocires such as bands, contromeres, el
ameres, or spocific shapes, It has thereiore been assomed
TI'I:_'II,' LT CITINSEHSY 'i'l' "I'II.'I,!""|_'II'H_'|‘_GL" are “'i_"lﬂl,'i"."l:l_‘_r' [‘ii_“i:(!ll'l-
densod (Cormngs 1965 Tl nese, the concepu of con
densation amd decondersation of chromosemes domng
rnLoss was woll established and has profoundly inllo
cnced our noderstanding of the strucmre and fonction of
chircanasomes denng miosis, This concopt inplics Lhal
Chromaosomes ndnerphase are vory long ond condense
aller § ':ﬂ':.w:'. [-:]I'hl.t'l'il'ltj, ol chrumanin ]llnp-c resulls
condonsacion, siving voery long proshase chromosonies.
sehich shows harsoonds af Tands Cvors TR T Tiese Tur-
ther condense to prometaphase, memashase, and anaphaose

Wiyl [ 3, L b gesvptad for polleazior Sppges 1, 2000
cleveenically publishid Octeber 7, 2002,

Aderees fer corrcsrandenes aad reprinee: L UL Claussen, Lostizue
fur Llumanzenesik und Avchropalogic dor Leicdsich Scaillze Univer
s, el mienmaas 100 T-07740 T, Gormiary, F-riail: sl o

ari-paniah

© Tl liest vawen acthews comnribore ] egeelle onbis ek,
£ 2505 ke The -

A 2

Aoty nb Lo ver Clenerics. A sk o

At .00

chromosimes. Decomdlensarion bakes place 24 cells return,
vid Lelophase, v interplass,

Suorprisingly, there hawe becn oo scientific investiza-
Hims :|i1'¢.ut|1_,' simh i rlaiy d'_,'nm'r.ic,: un:_:-ng:u'pr—’r-r_n' -
i rl'lr‘]t“.. ]‘.'}' LCHTTPETITIY fl'lf' L] IT‘fll |r:1||.;r|1 l::I'F |.:hr1'|1r'||::u'\-|'|1r1t*'i
i inLerplhase and metaphase. There is, however, indizect
cvidence, such as countless daily ebscrvations chat har-
vesting «hromesomes shortly afoer 5 phase resuls nclon-
gated prophase and promorachase chromosomes, A lso,
pictiures of cells m G2 phase showing interlaesd threads
ol clongawed cheomeaesemes thal are sometimes much
longer than the diamercr of nterphase cells ace well
known, Turthermors, the cerent of compaction of chro-
mosiimes 0 dnrerphase colls, estimated in both veast
e e all 1994 aud honan |:.rn]:-hnrn:1 cell Tines
:I.i'l'l"‘r"l'l'fflL'l‘f el HI. .I"/qu: |:|} MIEA=LITIIG |.||.."' I.]i'1|.:'llll_"._.'1 ]:"l‘f-
e Muorescently labeled 1DDNA probes was Tound 1o
e sipmificanty different when compared witly miLec
clunmnsomes, with 4 two- 1o wenfold compaction of mi-
toric chromosaemes i compacison with iuterphase cheo-
mesones, o addicion, the phenomonon of promanire
chromozome condensation | Johnson and Boo 19700 aned
resules obramed froma high-resalution chremoseme prep-
atarions (Yonis PA761 provide further support for our
nuderstarnling of Chrnrmsomes inimerphiase noclei. 1

1051
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was absorved thar human prophase chromasames can e
very long, sheswsate as rmany as 00 lareds per hapliod
sct (unis 19510 In addicion, oumerous Dvescigations
dealing witll prowems such as lopoisomerase 11, HML,
MO, HIL, and H3, which have been confirmed to e
invalvedd in—or responsible rr—chromosome conden-
saflon, hove been published ifor a reviess, see Koshland
aned Stronmikerss [T99E]1 Sone of these Jana. however,
con tully explain che speed wich which chromosomas
change their struciure durmng mitoss o the Tacy tha hin
malagens meraphase chromosomes sometimes show ce-
Lreres l““‘tl'tl 108 il'l s1FE

lixperieng: with artificial strecching of human chro-
moscnmes (lawssen el al. 199 Hhses ecal, 199700 in
dicates thar o siznificane cloromosome-clongarion process
Lakes place during reatine chromosame preparation. This
leacls e eloubes a5 toowhether chromosomes minterphase
are indeed very long. Furthermaore, micronrradialion ex
periments (oramer ot al, 1982 1and moleonlar evtosenatic
mvcaligations with wholechromesome paints (Cremer
cral, 1988 Vichter et al, 1988 Pmkal ot al. 1955 or
regicn-apecilic micrdissooion prabes (Gromor e al
1993 for teviews see Chevrer or all 2000 Cremer and
Cremer 20017 have confirmed a terricorial arganizacicn
of chromosomes i interphase nucle char 5 more Blely
o be equivalont to shect chromosomes b nterphase,

T comipletely paint chromosames ininterphose, fo
mcasiee theie lengrh, and e analyvze their DA -bazed
bandmg serocrure, the microdissection-Tased bigh-res-
oludon multicelor Fanding {MCB) cechuique was used.
This is a FISH approach first describad by Chudoba et
al. (1894, The eosules show that chromesomes o in-
T#Tr'hii seoATe TIOE i.:ll.':i.'l:I'I'Il.]l:fr'l'i'.'.‘l.] ]'.*ul' AT s ‘il'll::l'l'r oaE ometa-
phase cluromoesomes and show almest the same MO
pattern. s patiern can be wsed Tur e idenification
of small structural abecrations in duwomosomes,

Material and Methods

AT v LeropBoegde Inde rhase oo 5

Tor esarnome the chape and banding: pastern of mcer-
phase chromosemes and o measure their legth, an
MOB pacrern was seneratesd using & homan chromosome
J—apecifie hybridizarion ouxcies on rmphooyte ncer-
hase nncled from s normal male subject. as described
clsewlere for meraphase chromosomes (Chudalka oo al.
1949 Rlicriscapic arilvsis wis perlormed osing an Ao
ioplan IT microscape (Leissy aquipped wich o OCD cam-
ez thomy], an HIBEY 100 mercory iy and filter sers
ror da-dimmidino-2-phenvlindole (DAL, dicchylam-
pocourianing, luorescem isothioovanate, Cyd, Cy3,
and €3, Images were captmred and analvzed nsing the
lsis imaging systermn (MetaSysremash, which allows the
level of the chromosome region—specific MOB resolurion
a3 be Treely delinsd. loterphase cimmnosomes were 2n-

it e Cleret, TN 108E BNz

alvzed at the -, 11-, 1&-, and 21-band level. The lengths
of the zwes of routinely harvested and Tarened inter-
phase clhromosemes were measursd using the Isis i
aging syslern slatislical aualyses were perforied vsing
the Levene cest and che 7 eest,

Chreanesome elongation during deving af the fsative
om the slide s mainly influcoced by che humidics, There-
|-(:I'I'I."._ W il]'lll Irlt'.'iiﬁll'l'l':l'.l l.ll." ]L".'lel.h HI- il'|ﬂr|)]|i!'1t' i!l'lil
meraphase chromosomes o halt-sphencal rmphooytos
olbtamed by deving the fisative ara homediny of =7
Lixed Irmphooye suspensions, voncinely harvested tor
l_'l"lr(:lrlll.}"iiil'lll'f :ll'.i]}'ﬁi'l.\, welle ﬂr-.:vpp-:x: il l'.l'l']' H]'LIEH i'II'I'Ll
aricsd vmeler vaciam (A Spead Vacs Savanr), withous
ot Lhe slides, an 22.0°C and 2 harmdily ol =7%.,
The MOD parern of choemosome 3 was sencrated as
desorled aboves & Taser scanning micruscope (LM 310
Mlaras Paiss) was wsed 1o measare the length and o
analyee e shape of chromosome 3 au mierphase and
meraplase, Statistical analvses woes porfonmned nsing the
Levene st and the 1 uese.

Y.

Comyminfson of the Largrh of Metaphase and
infpsphase Chrrnsome 5

The lemych af the cencer lne of both chromosomes §
trem lymphosyee metaphases was measueed using the
Lsts irmarime syster, Dhe band resolution vl was de-
termined e coonung the noember of dark and light
Bands arul by coanparings the resoles wirh the namber of
Fands on che idecerams published i che Intcrnational
System for Thonan Cyvregemetic Momenclatoss: Mkl
man 19953, The relationshin bereeeen che length of chro-
mosore 3 oamd the roonher of GG bands weas deter-
mincd by lincar regressicen,

Lol Crepio=boecific AMCE on Holo irerphase
Cheoresonre §

Synchroniaed Tela colls wer nsed o fmvestiar: cell
crele—specific aspects of chromosomal shapes and band
s patferns of inn'r|,‘||'|;1$u;~ chromosomes, Tlelg colls LTI
cliromzecd iminterphase were harvested evere 2 10 through
ot the cell cvile, amd 300 cells were amalyred at each e
podnt, Logarnchmizally growing cells wore svnchronized
bv application of vither a chemidine block, with sobse-
quient arrest of che mitocic colls by DO (Sehmiady and
Sperhmgr 19811, o ddonble thyirvchme Block withont ML)
trearoncnr, o arecst the colls noche 5 phase, For the day
michine Dlock cells were coliured with 2 0 M thiyinidine
Foor 16 by, Bor a barchee 7 00 in normal oedion, and chen
werre treared wirh BoG) R BPadam ) for B Rl Afrer
release of the N0 blocl, the mitotis cells were harvesoed
]:I}' El.'fll..l.'f' H]!.i‘\irlf..’; Hr'll'.l e '|3'|.!L|.'fl.] i'llll.l Hi}- .'7-n_|r| |'|'.'f|ri
dishis, Atror 43 min, the colls had cntered the &L shase,
Lwery 2 by vells froan ome Jish were harvested ) inenlered
i hypotenis KO Bxed inochoee changes of methanol!
acelic awd Uz D droppsed ore wen slides, aned e Jried.
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Lk 21l Srescuees ol Teigeelaze Chramsones

For the deuble chvoniding Bloclk, which senchronizes cells
betwein che early 5 phase and G2 cells were o leed
with 2mdd levrnching Tur Téa by Tees T8 b wormal roe
diwm, and for a rurcher 12 howith 2 md thymidime Arer
remnwcal al e second thymidine Blodk, the cells were
Irarvested as descned above, Calroalun A0 LG nhd; Sigma
wers atkled o parallel coliures Tor G0 mon Belore har
vesting., The degres of svnchrony (=90% 0 could be est-
nutesd o the pramanmely comdensesd] chrmnosomes in the
vomrse of the ool evele,

Results

ACE oy finterpfase Chiramazore o

Heacly all inezephase nuelel showeed RMCED parterns on
-\'.Zl'ITl:}r'IH'l:'-I'ITI'Il.‘ A YETY H'i'lf'lili!l' Il T]II'I'GI.'f IZH'. CAITTESTN IT'IZIif'Ij:_'
meraphase chremosemes ar differen, Freely chesen, col
wrd band levels 0, A0 11, Tas are 215 fue 1L Depical by
heoch welomeric bands sweee wisible, and the cenceomerie
region did nor show che charactersic constriction, Al-
thewgh a center line can be posilioned 24 lor melaphase
-Q:l'lri)'l"'ll'}‘:(,ﬂ'l'll‘:h', i'l'lT:‘:rr‘I"ﬁ‘_-L' IL'I'I""I'_}'I'I"{_'I'-_GI_'II'I'IIL"_: are Tar as
alraipght as metaphase chromeosomes, heing hent and
somerimes folded, In 36 (34000 of the L0 pucld ana-
Treed, the complete MOB patierns of hoch chromosomes
weers visible, Somerimes very small colored bands, most
sfren Froem the pericentromeric repgion, are et wisible
Therefore, o comelere banding pattorn is defned as =10
-i.:l'lll'l'l'l‘:lil h.'I.TII:l'i |:‘|‘:'i'|||_’I TreseTIr ar Th'." 11 -\'.:I'III'ITl.':(l-l":i'I'IILl ]L‘“r'i"l,
using the Isls sofrware, This corresponds toan ~300 band
lrvel nf Cbandes! chroamosormes. | he shades of a ligher
lewel, such 2 che 1a- ar 21-hand level, for the deBnirion
'i_'lf a i.'l'_?"l"ll_'lll'._“l,'{':l}" nan Ll;‘:l:‘l I:_'l'ITI'_'I'I'I'Ii}‘_'{_'l'I'I‘II_' 'l.‘r":}l_'lld T TN I,:IIT-;_':I,{
i the exclusien of o many chionosomes. Conversely,
the siv-bamel leswel 15 to low to characmerize a chromosome
3 as being compleiely banded. Pineen nuclei (14,2920
showeod one complerely banded chromosome 3, and one
ruclens (9% ) showed noe MUK signal at alll Inothe re
maining 54 nuclel L3095, the chromosome 5 MO pat-
terms were either incoamplere, overlappmys, o both, The
similarity in shape berween chromesome 5 in intorphase
.".TII:l r1|ﬂf:i[1|‘!ii"-4' Hl |(:l'l.‘-'h r|'|t‘ ImEAsnTE et |'I1'- Tl‘ll‘f |l."‘T'IE_’.T.|'I {'I'F
terphase chromoesemes, defined as the length of the con
ter lime herween loth telomeris bands thpee 100 In A7 aof
the 87 complerely banded interphase chremosomes 5, the
awes could be proviscly positonad, and i the remaining
20, delincation of the ascs was nor possible, because ot
seremy folding and loop contooracions, The mean 1 510
lenpih of interphase chrommosome 5 owas 120 £ 2.3 o

Throe-climensiomal intaor chromosomes S in 1¢1|F-:;p|'m'r-
iwal interphase nueler revealed o pross banding pawem
based o seven ditferencly labeled microdissection U bear-
izs of the MOE prole mixtore, The mean = 513 length
ab inrerphase chromosoms § owas 66 L L0 pmo e =
17!, whersay 1r1r'1'.'Lp'1.".-cr' chrimmesanes 5050 + 1.4 T

JLILE:

#o= 100 on the same shide were signiticantlye shorrer
LR N e

Comparizon Delween o fang!
Chromicsoni: 5 and Adotacs

T cempare the lengeh of interphase chremosoenies o
fl'll.': |:li|"ll.] Tl‘fh(}l'.lri(:l'll G:I'F {'ll-l'lil'IIL]lf'El 1r'|-:'1':![1}:.'|.~ir1 i.:]'l"l'lf"l{'h
soincs, wo Frsc investigaced whether a corrclation exisrs
between che lengrh of metaphase chromaosemes and cher
Fand lewel, The relatienship (g, 21 was highlvy significant
e 0N aned veas vsed o derermine che lemgrh of in-
lerplise chrammomnne 5, wloch was Tound o be as Toug
as metaphase dromosome 5 oac 6400 C-hand resolotiom.
Cedl Cyele Specdic Tanding Pattern of tnlerphasze
Clromosone 5 i Hela Celly

The 3B patcern of chromosome 5 in Hela cells s
prosent thronehour the cell cycle [y 3 o conerase 1o
ol oaips 345 chromesomes in & and G2 phases are
wicler TRy 3 and 300 hecanss of the replication-in-
dhuced inerease i the INA contenl. Furthermore, the
bonndaries of chromesomes in % chase appeas e be
are dilTusely marked when coarpared wioh these
Gl and G2, When compared with metaphase chroe-
msares, mterphase chromosomes e owider zeoall
stagos of the cell ovele ifie, 30,

Telennfication of Charamosane Abenaiions

ast St pehase Clroneosoeme s

The aberracions of chromosmes 5w Hela cells are
clearly visible i boch meraphase (fig, 307 and arcrphase
Mg, 3A-C T he similarizies v the banling pattorns posc
the guestion o whether the 2MOB of mwerphase chro
mscrney can Beoased for dingnostc parposss, Taoadl-
dress ths saue, cells Trom twea sulvects with kncsen
grevcraral chromosome 5 aberracions were analyzed ac
interphase. Sulyect 1 was 2 child with congenical mal
Formarions and a duplicated Ineerscitial insortion on 3,
present incn lrvaresd hanphineeres (he. 447 Subject 2 was
a paticnr wirh acoce myvelodd levkemin (ANL Bal, char-
acrerived h}' a & leletiom present i cilrivared hone
marrow colls Bz, 48] In both subjecrs, dic 5q aberra
fiomes were clearly detecrable Sy aand the brealk pavin s,
2z previously determined co metaphase chromesones
emke et al, 20000, woere comfirmed, Fimaee 44 alse
shows che folded soowcture af boch cheomosomes 5, The
normal, cleatly painted chromosome 335 shown alome
will the abereant chramosome 5 onowhich noeal Tands
are visible, The aberrant chromosome 3 s characterized
Iv the green band derived Tromm Sg31 (gray arroe,
which is nserted n 5ol3, and s flanked by the ochoe
aned white bands. o figore A, the deleted chromuosome
5 af the 5q— syndoome can alse be idenrified on che
basin oof 1t interphass landing pattern.
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r MOB PRACCETT FCSOelLiTie S, Both

156 chromosomes 3 on the righr, 5o

Figure 1 Human chromosome 5 ina nonmal Iy ucheus at differe werphascchromosomes
5 are visible, showi

i the inrerphase nuckeus hybridized with the MOCB probe misvoure. The differene coloss arise Trom ehe Boorescence signals raken with the individual

iphocyre interpha

*har = & pm. A, Both chromosomes

the same color pamerns as their corresponding metapl

filter combanations, DN A-hased peeodocalors are not imegrated, B, Both chromosomes 5, i one color, The MCBE probe mixmere has been used as

The lines represent the chromesome axes as center lings between the telomeric bands and were used o

,ammd 21 differer

a whole ¢l

mensarre the wnosoanes 5. €5 [, E, and F shoaw both chromosomes § moa, 11, 16 e peendocndors,

[pa Rl
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are repreer i e praien worharsg o= 1000 T selanicmstiss s bigh' s signi e 4

Correhcinn bicwren e Boogen ol meetapCeea Voo el o phocytecan e GTO-Tsood eesalon o ol ol o soins

iz .':-“-” :: E 'I:I r'!' i '||.i|-||.'| il Iilll\.:'ll' ":'.illi:III.'\-I'Ii"\l B | .I:'

virehles Ineerphase chemncsormes e onageraze of 17 penoen Tensch g are dheredore cralar su mrre g e Chrormogories oo the G Tad

resalngon Level,
MYiscussion

Loyt of Chennosnmies i intorphase SNoclsd

Chrernesoimes i lerphase are thoueh e 011 be inuch
lngrer chan chromozemss in prophase. (20 forther con-
dense Lo metaplase ] anaphase chromuosones, and (3]
becowne decondensed and longer atrer celeplase, 1love-
grer, v resuli sl e chronresinnes inmterplise are
vory similar i lemgetl to meraphase chuormosomes, Tlae-
|-ur-:!.\ I.]H.]ll'l.!-\- Hl'i‘ﬂ.'f :'.]Jl::ll” |]|E LH'I'L'E'IH. |.||- L'I"IF'.I”I(:IH:III'IE i
densacion w general, W propase chat all dhe convincinge
experimenls pulalished e dale thar deal el H3 and
SAAC-phwosphorylation with respecr to lwromosems con-
chensarion ([Lorley et a0 P97 Dlivane TR Steummikos
and [esshorger 1999 Wl ot al 1999 may cxplain ohe-
ey related 1o e Tormadon anddfor connpracton ol
cheomeseme loops that nfluense the width of cheone-
sannes 10 Lwes dinensiones O eise 20 all 20027 aned pralably
this wolome inchoee dimensions. The leoasth of e choe-
mwisorms axis the thind compeonent of chrammsome con-
dengarion (Keshland and Stronniloy 198965, is cleacdy not
mfluenced as moch, :'.|1'.hn|.1:__:h this has ot been mvesti-
gaced divecrly by FISH. Technical difficelics provenrung,
such an invesigation have been anlved Tere b the use ul
ML,

The dhistznees betwesn fluoeescently laheled 10NA
peobes on buman Frmphema cells indicate as much as
il TIC"II:I:}ll:l l'.'l'lf'll['::!l.:fi”"l |'|I" r1|'1'<'-1'i-.' -L:ll'll'l'lr'llI'I"H'l'lr'lf'!-\-.| 1’.'}:-:'”

compares] with irterphase chromosemes [Lawrenee o1
al. Thesy, o addivon, Yunis (1976, 1981 showed chat
profhase chrampsones are very long, 10 cannparisun
witlh melaphase Ciroresomens. The dvserepancy he
Lwccin Whese obsersatoms and owr Gindings may be dac
o prochose chremosomes being actiticially clongaoed
during Jdrving of Axacive on che slids during chrome-
somie proparation (1 Uises ot al, 129750, It alse indicaces
thar vell cyole—spedific differences in the presaracion-
incluged chrormosime-cloneation progess may paeu n
wornprrisen with melaplise and milerplase chroano
NS, L'.IJ:J]'I..:I.E-‘CE chronsanmes ArreAr L [re e sen
sitive 1o preparaten-mndocad chicmesone slongation.
This clongation is a prerequisice bos obaining well-
spread meraphases vsetnl for chromosome analvsiz
(1 ises et all 1997605, Chromosomes, romoinely hars
visted for chromosome analvsis shoartly after comple-
tiom of 8 phiss, probable comtain chromosome repgion—
speyifiy: proteing that can cosily e seretches] Juring dre-
iy af the faed cells om the slide, resuleing in prophase
chromuosomies, Chroamosomes barvested Late after gom-
pletinge their 5 phase. however, ate mors resivranr o
preparation-indice] chromosome stieerching, leading
tin metaphase chromosnmes thet are relatively shorr
Chroanosome-stretching evperiments Tmcicate chat G-
lgzht Bands are the sererchable onits amd that a hier
archy eaists i their elasticity (s er 2l 187,
Kiichler eral. X1y, {:n1|'1:1c|'.1r:1|'r|}', the st:hle Ci-han:l-
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Figure 3 Multicolor-banded human chromaosomes 5 in G1, 5, and G2 phases and in the meraphase stage of Hela cells. Lighr arrows indicare
the narmal chromosomes; gray arrows indicate the chromosomes with a deletion of the short army, deli$)ipl L) gr

woime Spy i F(p Lo}, Scale bars = § pim (scale bar in A is represent:

chromosomes
¢ tor A-Dh
uomes 5 of a Hela cell arrested ar G1 ot the cell

iangles indicare
with & deletion of the long army, deli31(gl 1), and the isochr
and thar in E is representanive for E-I). A, MCB pattern of
cyele. Some chr

vormal and rearranged chr

5 idennical po that of the chromesomes in taphase (sor L3,

a different codors

nce, amd che MO paitt

osomes are close e cach other by ¢l
1 on the neht, at leowver magnib

1. and
sted in § phase, comparable

. The coll 1s DAM-stained (bive kack

The same interphase nucleus is she

ase nucleus sn

Lol r|;_||'-r|,'-\.\';_'|1|,|, SIEENAls Tasemn W :r|1 r51|,- ImanvighL _I| 'i:ll,l' \'ISII'II'! nmarns n a

arise from .
e 5 m 5 ph 15 3 2 as m the G and G2 phases, but wider. In all

"nli I II\.I A-RPECIIG I'I'\':'\II'II\.'\I'\-I'\I Tk .II'\IITI.'.III\.:II"\. '\I'I'\nil'\lll ar phe 'Ill'r.l|'||I.'.'\-l\. ks

can also be identrhed on interphase chromesomes in the G1, 5, and G2 ph

s, E, Metaphawe chromosome 5 from Hela cells ar the same ms
5 phase (H), and th

) . An ichiogram of chromosome § (Mirteh

[seale bar = 10 pm) as the two chromosomes in the G phase (G

194931 and the corresponding colored bands are shown in F. Thy

with metaphase chiromosomes,
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Lemke et al.; Stevcture of Interphase Chromosomes

Figure 4

1057

Mulricolos-banded inter |'-|:|:|.\..' chemmosomes 5 i rwo clinical cases of structural chromosome aberrarions. Scale bar = 3 .

A, Lymphocyte chromosomes 5 of a boy with congenital maliormations, revealing a duplicated insertion of the green band derived trom 5g31,

berween the ochre and white hands ar 5q13. The green band on the shore arm of chromosome § differs from the green color of band Sq.31

.I'||| Fraum r|1.lr sk rl'

rght, ar lower magmfication

STARLS Ir|_-';|'l.' y, B, A cheomosarme 5 from caliveated bone marrow |

< af a patient with leukemia (AML Ma) with a |

inserted band lgray araue) Both chromosomes § shown are folded, The same cell, DAPEstamed, s sheoan on the map

The light arrows mdicage the breakpomts on the nomal chromesame § i the meerphase eft] and metaphase

'i:\-'l1l.|rl'\ll'll:\,' ||1|.' I |'.|'|r

arrovws indicare the breakpoints on the normal chromosemes 5 in the mterphase (g7 and metaphase stages (right}, and the gray arrows indicare

the rearranged chromosome § and its delenon break pomt

ing patterns occur, which provide the basis for most
chromosome analyses.

The standard deviations of the length of Aattened in-
terphase chromosomes obtained after routine chromo-
some preparation and of intact three-dimensional chro
mosomes after prepararion at reduced humidity are
small. Thas mndicates a stable length of meerphase chro-
mosomes. The mean length of Hattened i11w1’p|‘.;1,w|; chro-
mosomes 5 obtained after routine chromosome prepa-
ration s 12 wm, abour twice the length of those obtained
after drying the fixarive ar a humidity of =7%. Nearly
identical results were found in a similar comparison of

the lengeh of meraphase chromosomes (Hliscs er al.
19976). Metaphase chromosomes of the C group ob-
tained after short-term evaporanon of the fixanve a
80°C were ~3 um in length, and routinely harvested and
dried metaphase chromosomes were ~5.6 pm.
Chromosome-stretching analvsis (Hhiscs eral. 19%7a;
Kiichler er al. 2001} revealed thar G-light bands rep
resent chromosome regions that can be stretched, Chro-
mosome stretching takes place during dryving of the
fixed suspension on the slide {Hliscs et al, 19975) and,
as discussed above, this is a prerequisite to obraining
metaphase spreads of sufficient qualicy for chromo
some analyses. Withour chromosome preparation
induced strerching, chromosomes are short and probably
do not show any bands. The banding pattern may be
regarded as a preparation-induced artifact, although this
does nor sufficiently reflecr the facr thar chromosome
preparation leads to charactenistic and highly reproduoc-

ihle morphological changes of chromosomes on which
chromosome analvses are based. The biology behind the
formanon of these “reproducible artifaces™ may be re-
lated ro a chromosome region-specihc fixed hierarchy
in the potential of proteins of the chromann to be
srretched, bur this has not been investigared. The meth-
anol, acetic acid, and water of the fixaove may mreract
with proteins of the chromarin, especially i G-light
hands, thus |'-.'.-i1||t1|1g in their -_'|t|n;=_z.|.1lun. f"tl|'=u:n1.'||r;_-; this
interpretation, one mayv assume that rourine chromo-
some preparation using fixanve and drying of the fixed
suspension on the slide induces a dramatic genomewide
elongation of all chromosome regions in which house
keeping zenes are located, leading o a banded meta-
phase spread. A similar mechanism may operate m living,
cells, restricted to single chromosome regions, o open
the chromartin [Gelight chromosome regions) for the
[ranscripricn |11,1c|'|in¢r:.'_ pl'nh\lhly na t']gln;tinlt-wpccif"lq
A NTEeT.

The Banded Structure of Interphase Chromosomes

ldeas abour the chromosomes i interphase nucler have
been mfluenced by the previous mability to visualize an-
alyzable strucrtures. We show for the first rime, o our
knowledge, thar interphase chromosomes are structured,
with a highly reproducible DNA-specific banding pattern.
This will profoundly enhance our understanding of the
architecture of the interphase nuclens. The existence of
such a banding pattern can be regarded as a logical con-
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sequence of the olsercation by Disteel et all {1908 that
the chromosome anm doamains ininrerphase mucls shiss
seprarate sigrals

bome interphase chromosomes 5 show an incomplune
MOB pawern. This pactial loas of cloomosome 3—specific
MOK -_.1!.r|'|*1|k ray o dus e rechnical problems, becaose
FISH ctochmigues are predominancy adapted ooometa-
Thase chromsoernes and noe s interphase nucle. his
15 supported by the ebservation that oo MOCE probe oux-
tute of teduced hylwidication gqualice resulted inon
creased partial loss of MOR signale, The marging of in-
werphase chrommosome 5 0 5 phase appear e be less
-i]1i||'[1|:r' 'TIiI"I‘('."'LE_. Vr'h'il'.'l'l r'||:=.:.- ill:‘-i(} -.'H'f Hl TTTrfPil"i!Ti(H'l-ir'l-
duced arritact, We decided net o bevestigate this Inmare
shetail

Ineer L"".'.I..-J.-:-IZ auclel n liwing colls are chree-dimensional.,
Koutine chroanosome 1
Harwened interphase nucled, and signiticanc alerations of
the steucture of chromosomes moinlerphase nuclen of
wells Aatrenid durimyg proparation ar espectizd. | lowe-
cvel, the suntilacicy berwreen the DNA- based handing pae
Term {11'- f‘flﬁl."r'll."'l.] i'lT:‘fTrlI'IiI‘-:'f l'.'I'ITHr'III'IH(H'IIH.‘- iI'II.] fl‘!:’lf (:I'F
meraphase chwomosomices snggescs thar, W living cells,
Teath Miree donensonal imact inlerphase chmmnmonnmes
and meraplase chromosomes way oo maore similas than
'L'\lJL'LLL\J. The lﬁle_..r.lllun Leche 'IIL]_LIL wi usod Lo fain
II'IhJTI'I'I‘!I,'I-L)I'I a.2007 TI'ITI,I; il'll‘l'l 'I-\.'II'I'I'I"I 'II'IT<,LT I'I'II,'I.,F"-l R
chreanosomes led o halFsphecizal ineerphases, which
are rual |.I|J|i|'|:'.|. |n drl H||l‘f|'||]| Ly ':}rl.'f'\'t.'r'.-'l.'f l.'l.."'
dimensional chromarin stoocne of the incerphase no-
clei, we ieed cells with Tt Tered Tormaldshvde Tiwever,
snhsconene MO did not wive sutficient hybridization

]I'HIIIII. ]Ill“.l'"fl:'r |l." 'h 142

.|II'¢‘"|:1-

asignals

The PN A-lazed banding patern of interphase chreo-
sy 5 overy similar L that of meaphass chroma
his halds true nor anly fur the G2 phase bt
also for the Sl and 5 pl agcs Consequently, the torms
T and tchmnnosne douinain™

SCMTIES-.

“chromesomes
will o lemgmer be meeded ansd can be replaced by the 7erm

L1 Fll.ﬂr}

“irterphase chiiomeasomc.” Chromosomes ars chroma
rl1|'c}',13;|'uc;‘,1t the swrhede ol ~,':.-'r|;:, ancl icleas qng
conceprs are accded o dealing with scoucowral changes
amel reorgsmizacon af dhromosornes daring the cell o
cle, with reegard o hwoctional aspecks and oisswe specl-
Meive. Several muodels for the arganization and archicec
ture ot chromosomes i interphase noclel have been
dracussed o review, dee Cheersl el al, [20007] and Cre
mer and Cremer 208001 that imcicare that the hasic -
Formatien abour inwrphase cheomesomes availalle ac
'I"'I'I'fhl':'IIT i'i it '1|'1'-'F|I.:if'|'|1' T -Cll.'f'Fl'IIl'f Tl‘!'." LOTIeT 'IHUI:'H'. I I'fl.:h-
nical advances are necdad, especlally In U151 wechnoloey,
13 e e the dvranne changes o nnerphase nucer 1o
be visualized,

The position of genes mmside chromasomes inomer
Thase chpmnds on the framseristiona | servity of the peme

ST

A, B, Voore, Cloy, TUHIGET 10D, Y

Hdiervel eral 14U,
1, the surkace of interphase L'l‘l'-:.'-ﬂ]US-:.‘-]l]-::E. Lnactive
Belies dTe nire -_r'||r1| bl l.'"".|||
|:_|'“1TI!-’ prichably nrer h;'w wirh fum rn;n.:l aspuets, Tha:
l_l [T A ENEYR Tha Ty l’]lLl“' lr..lIUI:I II'I; IJCL"C =y ﬂ 'II'_., |.I|.5-I'I (19 'If.L.I'I i
mism described b D lises of al, U1997800 which probably
takes place exclusively in G3-lighe bands (Hliscs cr al,
97w here the howsekeeping genes are placed (1 olm-
quist L9933, mav have an cquivaloar w che woter phasc,
e mechatisms Lo open chramaln structures Toe tean
seriprion coulid releeate structures from an informal moa
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Diskussion

Die Methode des Multicolour Bandings erlaubt es erstmals, Chromosomen
unabhangig von Lange, Spreitung und Qualitat der Metaphasen auf Bandenniveau
darzustellen, da sich das Bandenmuster an der zu untersuchenden Ziel-DNA und
nicht, wie konventionelle Techniken, an chromosomalen Proteinen orientiert.

Die einzelnen Mikrosezierungssonden des MCB-Cocktails verursachen ein sich
standig anderndes aber hochspezifisches Fluorochromintensitatsprofil entlang der
Chromosomenachse, welches vom Nutzer in beliebige Abschnitte unterteilt werden
kann. Diesen Abschnitten werden Falschfarben zugeordnet, was letztendlich in
einem typischen Bandenmuster fur das jeweilige Chromosom resultiert. Kleinste
Veranderungen des Intensitatsprofils schlagen sich somit auch im MCB Muster
nieder.

Das MCB Muster verhalt sich sehr konstant. Chromosomen gleicher Lange zeigen
MCBanden gleicher Grof3e, Anordnung und Reihenfolge, wahrend die Bandengréi3e
abhéangig von der Chromosomenléange, ahnlich dem G-Banding, leicht variieren kann.
Auch Bruchpunkte chromosomaler Aberrationen stellen sich unabh&éngig vom
Kondensationsgrad der jeweiligen Chromosomen immer in den gleichen

Falschfarbbanden dar.

Um diese MCBanden dem etablierten ISCN G-Bandenideogramm vergleichbar zu
machen, konnte ein MCB-ldeogramm erstellt werden, welches in seiner Auflésung
ungefahr einem Metaphasechromosom des 550 Bandenstadiums entspricht. Die
Bandenzuordnung wurde mit Simultanhybridisierungen lokusspezifischer Sonden
sowie dem Abgleich mit diversen Intensitatsprofilen und reversem DAPI-Banding
gesichert.

Der Vergleich der MCB-Bruchpunkte mit denen herkdmmlicher Methoden anhand
von 40 klinischen Fallen mit unterschiedlichsten Aberrationen zeigte zum Teil
deutliche Differenzen.

In 30 der 40 Falle wurde zumindest einer der involvierten Bruchpunkte mittels MCB
neudefiniert. Auf die komplette Anzahl aller Bruchpunkte bezogen, entspricht dies
69%, wovon in 34% der bisher angenommene Bruchpunkt in der Nachbarbande bzw.
der darauf folgenden lag. In weiteren 29% war eine exakte Bruchpunktbestimmung
mit konventionellen Techniken gar nicht moéglich und in den verbleibenden 6%
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wichen die GTG-Bruchpunkte aus unbekannter Ursache stark vom MCB-Ergebnis
ab.

Diese Ergebnisse zeigen deutlich die Hauptursache fur Fehldeutungen der GTG-
/IRBG-Bruchpunkte. Die Abfolge von ausschlief3lich positiven und negativen Banden
im  Muster eines Chromosoms fuhrt zu einer nur sehr geringen
Bandenunterscheidbarkeit und kann gerade bei Aberrationen bzw. Rearengements
leicht zu Fehlinterpretationen des eigentlichen Bandenursprungs fuihren. Nahezu
jeder zweite, der spater mittels MCB neudefinierten Bruchpunkte war aufgrund dieser
geringeren Auflosung konventioneller Banderungstechniken bisher unprézise oder
gar falsch. Hier wird die Uberlegenheit des MCB besonders deutlich, da sich durch
seine Vielfarbigkeit eine ungemein héhere Unterscheidbarkeit der einzelnen Banden
ergibt.

Die Ergebnisse belegen aul3erdem eine geringere Anfalligkeit des MCB gegenuber
den bereits genannten StorgroRen wie Spreitung der Metaphasen und
Chromosomen. Die Bruchpunktbestimmung wurde in 11 der 40 Falle an
Chromosomen von Lymphozyten vorgenommen, welche haufig von vornherein zu
einer besseren Spreitung und Bandenaufldsung neigen. Dies ist wohl auch ein Grund
dafur, dal3 in diesen 11 Fallen mit MCB keine oder nur geringflgige
Bruchpunktabweichungen festgestellt wurden. Der Grof3teil der bearbeiteten Falle
dieser Arbeit (29) beruhte allerdings auf einer Bruchpunktbestimmung an
Knochenmarkszellen, welche fur herkdbmmliche Bé&nderungstechniken oft nur eine
geringere Qualitat bieten. Auch hier wird die Uberlegenheit des MCB sehr deutlich,
denn selbst in sehr kurzen, schlecht GTG-banderbaren Chromosomen (200 G-
Banden-Stadium oder weniger) kann mit dieser Methode eine Bandenauflésung
erzielt werden, die noch der eines 550 G-Bandenstadiums entspricht.
Dementsprechend fihrte die Bruchpunktbestimmung mittels MCB an solchen
Chromosomen auch deutlich haufiger zu Berichtigungen. Jedoch bewahren auch gut
gespreitete Lymphozytenchromosomen nicht vor Fehlinterpretationen wie Fall 1
verdeutlicht.

Ruckvergleichend lie? sich sagen, dal3 sich jegliche mit MCB neudefinierten
Bruchpunkte wiederum auch in Ubereinstimmung mit dem G- bzw. R-Bandenmuster
befanden.

Allerdings zeigte sich, dal3 das MCB bei Aberrationen in seltenen Féllen auch zu
Fehlinterpretationen bzw. Artefakten fihren kann. In der vorliegenden Arbeit wurden
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2 Typen solcher Aberrationen entdeckt. In einem Fall (Fall 3) handelte es sich um
eine Insertion eines kleineren Duplikates aus dem distalen in den proximalen g-Arm
des Chromosoms 5. Dabei entstand an den beiden Insertionspunkten durch das
Uberstrahlen und Vermischen der nun neu aneinander grenzenden
Fluorochromkonstellationen eine artifizielle neue Bande, welche in ihrer
Zusammensetzung einer bereits definierten vorhandenen Bande im distalen g-Arm
sehr stark entsprach, die dem duplizierten Abschnitt direkt angrenzte.

In diesem Falle konnte ein neues eigens definiertes Bandenmuster, das sich in
seinem Auflésungsmaximum besonders auf die Region der Duplikation konzentrierte
und alle sonstigen Informationen (Banden) aul3er Acht liel3, den genauen Umfang
der Insertion aufdecken. Zusatzlich war es moglich durch diese fokusierte
Auflésungsoptimierung, auch die Orientierung der Insertion aufzuklaren. Da es sich
hier im Umfang um lediglich einen Bruchteil einer einzelnen G-Bande handelte, war
dies mit herkdmmlichen Banderungsmethoden bislang vollig unmdglich.

Im anderen Falle (Fall 12 und Fall 28) handelte es sich um die Deletion eines
Bereiches im g-Arm, welche sich im MCB-Bandenmuster nicht als Verlust von
Banden, sondern lediglich als Schrumpfung der beteiligten Banden zeigte. In den
Fluorochromintensitatsprofilen zeigte sich eine deutliche Verkleinerung der Peaks der
betroffenen Fluorochrome und damit auch ihrer Intensitaten. Da das MCB aber
hauptsachlich auf der Unterscheidung von Fluorochromrelationen zueinander, nicht
aber der Intensitaten an sich beruht, kommt es bei solchen Deletionen nicht zum
Bandenverlust. Solange sich die Fluorochrommischungsverhaltnisse nicht auffallig
andern und die Deletion damit nur zu einer Stauchung der Intensitatsprofile fuhrt,
schlagen sich Intensitatsverminderungen auch nicht in einem MCBandenverlust
nieder, sondern lediglich in einer Verschmélerung der beteiligten Banden.

In solch einem Fall, wie auch im ersten (Fall 3), hilfe vor allem eine bessere
Abdeckung und Uberlagerung der einzelnen Mikrosezierungssonden entlang der
Chromosomenachse, um eine Reprasentation eines Areals durch zwei oder gar nur
ein Fluorochrom zu vermeiden.

Allerdings lassen sich die eben genannten MCB Artefakte auch anhand der
Intensitatsprofile erkennen und eventuell durch Erstellen von hoher auflosenden
Bandenmustern beheben.

Zusammenfassend lal3t sich also sagen, dalR das MCB bei der Analyse von
Bruchpunkten in Metaphasechromosomen signifikante Vorteile bietet, da es eine
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deutlich hohere Auflosung und Bandenunterscheidbarkeit bietet und gerade an
Material, welches fur konventionelle Banderungsmethoden oft schlecht zuganglich
ist, eine bei weitem bessere Auflésung gewahrleistet.

Allerdings sollte im direkten Vergleich zwischen MCB und GTG/RBG auch darauf
hingewiesen werden, dal} die weithin etablierten konventionellen Methoden auch
kaum schlagbare Vorteile bieten. Sie sind ohne grof3en technischen Aufwand und
Vorarbeit bei aul3erst geringen Kosten sehr leicht, schnell und nutzerfreundlich

durchzufiihren.

Als Konsequenz der DNA-Orientierung des MCB ergab sich erstmals die
Gelegenheit, Chromosomen unabhangig von Pro- bzw. Metaphase einzeln und als

ganzes im Zellkern auf Bandenniveau darzustellen.

Fur GTG gebanderte Metaphasechromosomen konnte ein signifikanter
Zusammenhang (P<0,001) zwischen der Lange des Chromosoms und seinem
Bandenstadium gefunden werden. Anhand dieses Graphen (Figure 2, Lemke et al.
2002) lieR sich die Lange eines Interphasechromosoms direkt einem
Metaphasenbandenstadium zuordnen.

Fur Interphasechromosomen 5 wurde eine Lange von 12,0 + 2,3um gemessen, was
ergo einem Bandenstadium von lediglich ca. 600 in der Metaphase entspricht. Die
geringe Standartabweichung spricht sogar fir eine relative Konstanz der Lange der
Interphasechromosomen. Auch 3D-Untersuchungen bestatigten, dan
Interphasechromosomen 5 zwar langer als Metaphasechromosomen sind, jedoch
nicht um ein Vielfaches, wie bislang angenommen. Je hoher das MCBandenstadium
gewahlt wurde, desto gewundener zeigte sich die Chromosomenachse, ohne daf3
dies allerdings die tatsachliche Lange des Interphasechromosoms beeinflul3te, denn
der Abstand der Telomere zueinander blieb ja unverandert.

Dies steht im Gegensatz zu Arbeiten, die davon ausgehen, dald
Interphasechromosomen vielfach langer als Prophasechromosomen seien und ein
noch hoheres Bandenstadium als das von 2000 Banden (wie in Prophasen
beobachtet) aufweisen (Yunis et al.1976, 1981). Daruberhinaus wurde
angenommen, Chromosomen kondensierten im Verlauf von Pro-, Prometa-, Meta-
und Anaphase immer starker, um schlie3lich nach der Telophase erneut zu
dekondensieren.
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Diese Diskrepanzen der zellzyklusunterschiedlichen Bandenstadien kdnnen
eventuell durch die Beobachtungen von Hliscs et al. 1997 erklart werden, welche
zeigten, dal3 das hohe Bandenstadium von Prophasechromosomen hauptsachlich
durch eine spezielle Chromosomenpraparation und das anschlie3ende Auftropfen
auf den Objekttrager verursacht wird und Chromosomen aul3erdem
zellzyklusabhangig unterschiedlich stark auf eben genannte praparative Manipulation
ansprechen.

Die weithin bekannten und etablierten GTG Bandenstadien sowie deren Ideogramme
laut ISCN 1995 scheinen damit weniger auf tatsachlich morphologische, als eher

praparativ artifizielle Phdnome zurickfihrbar zu sein.

Die Interphase-MCB Analysen zeigten, ein Uberraschend konstantes und stark
metaphaseahnliches Bandenmuster. In gut einem Drittel aller untersuchten
Interphasekerne (n=106) stellten sich beide Chromosomen 5 komplett geb&andert dar.
Fast die Halfte der Kerne konnte jedoch fur die Auswertung nicht herangezogen
werden, da sich beide Chromosomen Uberlagerten oder unvollstandige
Bandenmuster aufwiesen. Dieser nicht unbetréchtliche Anteil lieRe sich sicherlich
noch weiter dezimieren, wenn die Analyse an dreidimensional intakten Kernen auf
den selben MCBandenstadien durchgefihrt werden kénnte und sich die
Praparations- bzw. FISH-Methodik noch starker auf Interphasekerne optimieren
liel3e.

Um das MCB des Chromosoms 5 wéhrend der verschiedenen Interphasestadien
untereinander zu vergleichen, wurden HelLa-Zellen kultiviert, synchronisiert und dann
jeweils in der G1-, S- und G2-Phase arretiert. In allen Phasen zeigte sich ein
metaphaseahnliches Banding. Auch die Lange der Chromosomen 5 war
phasenunabhangig relativ &hnlich. Der offensichtlichste Unterschied bestand in der
Form der Chromosomen bzw. deren einzelnener Banden. Beide erschienen
aufgelockerter und aufgeweiteter als im Vergleich zu Metaphasechromosomen, was
vermuten |&R3t, daf? sich nach der Telophase zwar kaum eine Verlangerung der
Chromosomenlange ergibt, dafir wohl aber ein starkeres seitliches Ausloopen von
Chromatin stattfindet. Am augenscheinlichsten wird dies an S-Phase-Chromosomen.
Ob dieses Phanomen allerdings wirklich auf funktionelle Hintergrinde
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zuruckzufihren ist oder doch eher auf einem praparationsbedingten Artefakt beruht,

wurde nicht genauer untersucht.

Dietzel et al. 1999 beschrieb, dal3 die Position der einzelnen Gene innerhalb der
jeweiligen Interphaseterritorien in Abhangigkeit zu ihrer Transkriptionsaktivitat stehen
konnten. So lagen aktive Gene mehr peripher und oberflichennah im
Interphasechromosom und wéaren somit fur die Transkription leichter zuganglich, im
Gegensatz zu inaktiven Genen, welche sich vornehmlich zentral befanden.

Der Mechanismus, Chromatinstrukturen der Transkription zugénglicher zu machen,
in dem DNA-Strukturen innerhalb des Interphasechromosoms von zentral nach
peripher verlagert werden, konnte ein Equivalent zu dem von Hliscs et al. 1997
beschriebenen Prozel3 des Aufspaltens heller G-Banden innerhalb dunkler
darstellen. Auch konnten Parallelen in der Hierarchie der Aufspaltung der einzelnen
hellen G-Banden und —Subbanden zu der transkriptionalen Aktivitat der Gene, die sie
beherbergen, liegen.

Andere vergleichende Arbeiten von aktiven und inaktiven X-Chromosomen (Eils et al.
1996) zeigten, dal® das transkriptionsaktive X-Chromosom eine gro6RRere und
unregelmanigere Oberflache hat als das inaktivierte.

Darliber hinaus liegen transkriptionell hochregulierte Gene, wie die des Major
Histocompatibility Complex auf 6p ebenso auf der Oberflache des jeweiligen

Interphaseterritoriums (Volpi et al. 2000).

Interphasekerne sind in vivo dreidimensional, in situ jedoch préparationsbedingt stark
abgeflacht und somit nahezu zweidimensional, was starke Strukturveranderungen
der Interphasechromosomen  vermuten |&08t. Die  Gleichartigkeit der
MCBandenmuster von Interphase- und Metaphasechromosomen in situ laf3t jedoch
auf eine viel groRere Ahnlichkeit beider Chromosomentypen in vivo schlieBen als
bisher angenommen wurde. Aufgrund dieser Gleichartigkeit erscheint der Begriff
.interphasechromosom* nunmehr auch angebrachter als die bisherigen Termini

,Domane* oder ,Territorium".

Das Bandern von Interphasechromosomen ermdglicht dariber hinaus auch die
Detektion verschiedener chromosomaler Veranderungen und Rearrengements, wie

an 2 Fallen demonstriert werden konnte. In beiden Féllen zeigten Chromosomen der
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Interphase exakt die selben MCB Muster (einer Insertion(5) vom distalen g-Arm nach
weiter proximal bzw. einer Deletion von 5q) wie schon die Metaphasechromosomen.
Gleiches gilt fur den aberranten Karyotyp der HeLa-Zelllinie.

Diese Tatsache verdeutlicht, dal® Interphasekerne durchaus zur Analyse von
Chromosomenbanden herangezogen werden und hinsichtlich  bestimmter
Fragestellungen eine vergleichbare Qualitdt und Bandenauflosung wie in der
Metaphase gewdahrleisten kénnen. Die Bandenauswertbarkeit der Chromosomen der
Interphase scheint der der Metaphase jedoch aufgrund der aufgelockerteren
Morphologie bislang noch unterlegen. Trotz allem gestattet das MCB eine gewisse
Unabhangigkeit von Mitosen, was interessante Ansatze zur Vereinfachung und
Optimierung der Praparation und vor allem der Kultivierung von Zellen fir die

Chromosomenanalyse bietet.
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Schlul3folgerungen

Das Multicolour Banding uUberliegt aufgrund seiner DNA-Ausrichtung und
Vielfarbigkeit in Préazision und Auflésungsvermdgen den herkdmmlichen
Banderungstechniken, wie GTG bzw. RBG teils deutlich.

Es wurde gezeigt in welchem Ausmaf} Bruchpunktbestimmungen bisher von
Fehlinterpretation beeinflu3t wurden und worauf diese zuriickzufihren sind. Auch
sehr kleine Aberrationen, welche von herkbmmlichen Methoden bislang nicht oder
nur schlecht detektierbar waren, kdnnen mit MCB genau dargestellt werden, was
anhand der Orientierung der Insertion eines Bandenfragments (Fall 3, Lemke et al.
2001) gezeigt werden konnte.

Die Mdglichkeit, Chromosomen mit MCB wahrend der Interphase hochauflésend zu
bandern, erlaubte es erstmals einen direkten Vergleich von Form, GroéfRe und
Strukturierung von Interphase- mit Metaphasechromosomen durchzufiihren. Es
zeigte sich, dall Chromosomen in der Interphase viel mehr mit
Metaphasechromosomen gemein haben, als bisher vermutet wurde. So st
beispielsweise die Chromosomenachse nicht um ein Vielfaches langer als in der
Metaphase. Auch haben Interphasechromosomen die gleiche MCBandenabfolge wie
Metaphasechromosomen bei einer zusatzlich recht &hnlichen Bandenanordnung.
Dies verdeutlicht, dal3 das Chromatin in der Interphase wohl auch sehr &hnlich
strukturiert und nicht weitgehend dekondensiert und nahezu amorph in Territorien
liegt.

Die lockerere Anordung der Banden und deren gré3eres Volumen bei vergleichbarer
Chromosomenachslange a3t statt dessen ein seitliches Ausloopen von Chromatin

eher vermuten als eben einen drastische Langenzuwachs durch Dekondensation.

Das MCB ist daruber hinaus so prazise, daf® auch im Interphasekern kleinere
Chromosomenanomalien detektiert werden koénnen, was an 2 unterschiedlichen
Fallen dokumentiert wurde. Dies erodffnet der Bruchpunktbestimmung in der
Zytogenetik und molekularen Zytogenetik vollig neue Moglichkeiten.

Wenn es mdglich ist, die Methodik des MCB an Interphasechromosomen weiter zu
optimieren und zu perfektionieren, konnte auch routinemallig eine verlaRliche

Chromosomenanalyse auf Bandenniveau mitoseunabhangig durchgefuhrt werden.
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Dies erscheint besonders im Hinblick auf die Schwierigkeiten der Kultivierung von
Zellen bzw. des Stimulierens der Mitosebildung einiger Zellkulturen von grol3em
Vorteil, denn beides entfiele in diesem Falle, was zuséatzlich eine betrachtliche Zeit-
und Arbeitseinsparung bedeutete.

AuRRerdem kann diese Methode dazu verwandt werden, um auch die
dreidimensionale Gestalt der Interphasechromosomen genauer zu ergriinden, was in
der vorliegenden Arbeit nur ansatzweise geschah, und damit helfen, zellzyklus- bzw.
phasenspezifische Chromosomenunterschiede aufzuklaren und das Kozept des

Zellzyklus schlussiger werden zu lassen.
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