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Einleitung 1

1. Einleitung
1.1. Humane Tumore

In der Statistik der Todesursachen ist Krebs seit der Jahrhundertwende in den
Industrielandern von der siebten auf die zweite Stelle vorgeriickt. Uberfliigelt wird
diese Erkrankung nur noch von Herz- und Kreislaufversagen. Im Laufe des Jahres
1996 sind allein in den USA schatzungsweise mehr als 550.000 Menschen an
Krebs gestorben, in Europa mindestens 840.000 (Willett et al. 1997). In den
Vereinigten Staaten werden jahrlich etwa 600.000 neue Falle diagnostiziert.
Weniger als die Halfte der Patienten, bei denen Krebs festgestellt wurde, Uberlebt
einen Folgezeitraum von funf Jahren (Schirrmacher, 1987; Trichopoulos et al.,
1997). In der VR China betrug im Laufe des Jahres 1999 die Mortalitat bei
Patienten mit malignen Tumoren ca. 140 pro 100.000 Einwohner, ungefahr
zweifach soviel wie 1996 in Europa, darunter waren Lungenkarzinome mit
40/100.000 vertreten, Lebertumore mit 21/100.000, Magenkarzinome mit
19/100.000, aber Mammakarzinome bei Frauen nur mit 4/100.000 und Cervix-
Karzinome mit 1/100.000 (Statistik der Stadtischen Gesundheitsbehérden in der
VR China, 1999). Im Vergleich dazu war in den Landern der Europdaischen
Gemeinschaft die Mortalitat fur Patientinnen mit Mammakarzinom zwischen
17/100.000 im Jahr 1957 bis ca. 25/100.000 im Jahr 1994 angestiegen. Dagegen
kam es im genannten Zeitraum zu einer deutlichen Abnahme der Sterberate von
13 auf ca. 6/100.000 bei Patientinnen mit Endometriumkarzinom in den

europdaischen Landern (Levi et al., 1999).

Die Aufklarung der Ursache von Krebserkrankungen enthélt sehr vielschichtige
Aspekte, die von der molekularen Uber die zellulare Ebene bis zur
Gewebsdifferenzierung und schlie3lich zu regionalen und Uberregionalen
Kontrollsystemen des Organismus reichen (Schirrmacher, 1987; Alberts et al.,
1990; Bale & Li, 1997). An vielen Stellen im Kdrper konnen Zellverbande mit
anomalen Wachstumseigenschaften entstehen. Wenn diese Zellen nicht in das
angrenzende Gewebe hinein wachsen, sondern ortlich begrenzt bleiben, bilden
sie in der Regel gutartige Tumoren. Bdsartige Tumore sind charakterisiert durch

Zellen, die sich aus ihrem urspringlichen Zellverband I|6sen und in die
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Nachbarschaft oder tUber die Blutbahn oder das lymphatische System an andere
Orte des Organismus gelangen kénnen (Riede, 1989; Erbar, 1994). Wahrend
gutartige Tumoren beziglich des Chromosomensatzes dem Ursprungsgewebe
weitgehend entsprechen, zeigen bosartige mitunter ausgepragte Abweichungen
des Karyotyps. Dabei stehen im Vordergrund des Interesses numerische
Chromosomenaberrationen und Strukturanomalien, die in Form sogenannter

Marker-Chromosomen oftmals fur bestimmte Tumoren typisch sind (Hienz, 1971).

Je nach Gewebetyp werden bei den Krebserkrankungen mehrere Gruppen
unterschieden. Karzinome gehen aus Epithelzellen hervor, die die basale Schicht
der Haut und der Darmmukosa bilden oder verschiedene Drisen auskleiden. Die
Adenokarzinome, die vom Epithelgewebe vor allem exokriner, seltener endokriner
Drisen, oder von zylinderzellhaltiger Schleimhaut ausgehen, gehéren zur ersten
Gruppe. Die viel selteneren Sarkome entstehen in Bindegewebe und Muskeln,
z.B. Leiomyosarkome. Zu den Tumoren der dritten Gruppe werden die Leukamien
und Lymphome gezahlt, die sich aus den blutbildenden Zellen des Knochenmarks
oder bei Zellen der Lymphknoten entwickeln (Cairns,1987; Erbar, 1994).

Das Endometriumkarzinom ist heute trotz aller vorbeugenden Klinischen
Malnahmen in vielen Landern ein relativ haufiges Malignom des weiblichen
Genitaltraktes; besonders haufig tritt dieser Tumor in den USA und den westlichen
Industrielandern auf, 4-5fach mehr als in anderen Teilen der Welt (Trichopoulos
et al., 1997). Dariliber hinaus ist in den meisten westlichen Landern eine Zunahme
der Erkrankungsrate zu beobachten. Das Endometriumkarzinom erscheint
Uberwiegend bei postmenopausalen Frauen; nur 5% aller Falle treten bei
pramenopausalen  Frauen auf, und bei jungen Frauen ist das
Endometriumkarzinom noch wesentlich seltener. Es entwickelt sich aus der
Schleimhaut des Corpus uterii dem Endometrium. Etwa 85% der
Endometriumkarzinome sind Adenokarzinome; in ungefahr 15% der Falle finden
sich bei den sogenannten adenosquamodsen Karzinomen Plattenepithel-
komponenten. Die Fiinf-Jahres-Uberlebensrate, die weitgehend mit der Heilung
identisch ist, schwankt naturgem&fR in Abhangigkeit von dem jeweiligen
Primarbefund und der Therapie (Haagedoorn et al., 1996; Greven & Corn, 1997,

Trichopoulos et al.,, 1997). Offenbar bedingt durch verbesserte Vorsorge,
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Friherkennung und Therapiemdglichkeiten zeigen die Mortalitdtsraten fur
Patientinnen mit Endometriumkarzinom eine abnehmende Tendenz in Europa
(Levi et al., 1999) und in den USA (Trichopoulos et al., 1997).

1.2. Chromosomen

1.2.1. Historische Entwicklung

Chromosomen wurden 1842 von Nageli zuerst beschrieben. Die Rolle der
Chromosomen in der Mitose wurde 1875 von Strassburger entdeckt, und 1888
hat Waldeyer die heutige Bezeichnung durchgesetzt. 1877 veroffentlichte
Flemming eine Arbeit Uber das Thema ,Zellsubstanz, Kern- und Zellteilung:
Chromosomen in sich teilenden Tumorzellen“. Zu Beginn des 20. Jahrhunderts
wurde erkannt, dal3 Chromosomen die Trager der Erbinformationen sind (Sutton,
1903; Boveri, 1907). Erstmals wurde durch Boveri (1914) den Chromosomen
eine entscheidende Rolle bei der Tumorentstehung zugewiesen. Durch Tjio &
Levan wurde 1956 die richtige Anzahl der menschlichen Chromosomen mit 2n =
46 bestimmt. Kurz danach hat die Entdeckung von verschiedenen konstitutiven
Chromosomen-Veranderungen bei Menschen mit hereditdren Syndromen zu der
Erkenntnis gefuhrt, dafl3 die Ursache von krankhaften Zustanden eine abnormale
Chromosomen-Konstellation sein kann (nach Hienz, 1971), z.B. Trisomie 21 beim
Down-Syndrom. Dieses Erkenntnis bildet die Grundlage fir eine gezielte Suche
nach dem Zusammenhang zwischen Chromosomen-Aberrationen und dem
klinischen Erscheinungsbild, und hat somit das Verstdndnis von genetisch
bedingten Erkrankungen wesentlich verbessert (Hienz, 1971; Rubin & Farber,
1988).

1.2.2. Chromosomen-Aberrationen

In der zytogenetischen Analyse gibt es zwei verschiedene Gruppen von
Chromosomen-Aberrationen:  primare, konstitutionelle  (angeborene) und
sekundare (erworbene) Chromosomen-Aberrationen. Bei den angeborenen
Chromosomen-Aberrationen sind alle Zellen eines Organismus von der gleichen

strukturellen oder numerischen Aberration betroffen. Weil die Aberration auch in
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den Keimzellen vorliegt, kann sie an die Nachkommen weitergegeben werden und
kann eine kausale Bedeutung fir die Entstehung von Tumoren besitzen. Durch
Repairdefekte der DNA hervorgerufene, sekundare Chromosomen-Aberrationen
treten in den Tumorzellen eines Individuums auf, und sind haufig mit somatischen
Gen-Mutationen verbunden (Le Beau, 1997; Schmutte & Fishel, 1999). Das
Philadelphia-Chromosom [t(9;22)(g34;q11)], das bei Translokation zwischen den
Chromosomen 9 und 22 entsteht, tritt nur in bestimmten Zellen des blutbildenden
Organs auf und ist assoziiert mit der chronisch myeloischen Leukamie (Khouri et
al., 1997). Bei soliden Tumoren gilt im allgemeinen, je maligner der Tumor, desto
mehr Aberrationen und desto gréRere Variabilitat des jeweiligen Karyotyps werden
beobachtet (Bardi et al., 1995; Wagener, 1996; Lengauer et al., 1998;
Bevilacqua et al., 1998; de Vivie, 1998).

Chromosomen-Aberrationen bei Tumoren dokumentieren sich einmal als
numerische, indem die Zahl der Chromosomen von der des diploiden
Chromosomensatzes abweicht, oder als strukturelle, indem zwar die Zahl der
Chromosomen der Norm entspricht, einzelne Chromosomen aber morphologische
Abweichungen von ihrer Gblichen GroRe und Gestalt aufweisen. Sehr haufig
finden sich numerische und strukturelle Aberrationen gemeinsam in derselben
Zelle (Le Beau, 1997).

Eine Abweichung von der normalen Chromosomenzahl bezeichnet man als
Heteroploidie. Die Zahl der Chromosomen kann dabei vermindert oder vermehrt
sein. Im einen Falle spricht man von hypodiploiden, im anderen Falle von
hyperdiploiden Chromosomenzahlen. Abweichungen, die keine ganzzahlige
Vervielfachung der Grund- oder Basiszahl, der haploiden (= mono-ploiden)
Chromosomenzahl, aufweisen, werden als aneuploid bezeichnet bzw. unter dem
Begriff Aneuploidie zusammengefaldt. Der Begriff Heteroploidie umfafdt alle
euploiden und aneuploiden Chromosomenzahlen auf3er der diploiden (Hienz,
1971; Buselmaier & Tariverdian, 1999).

Abweichungen der Chromosomenzahl sind fur zytogenetische Untersuchungen an
Tumorzellen von Bedeutung, die sich durch eine exzessive Aneuploidie
auszeichnen konnen. Weiterhin ist nicht selten aber auch eine sogenannte

Pseudodiploidie nachweisbar, indem die Chromosomenzahl der Zellen diploide
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Werte aufweist, einzelne Chromosomen in Wirklichkeit jedoch strukturell
verandert sind. Dabei kann das Fehlen von einzelnen Chromosomen durch
andere, in Uberzahl vorhandene Chromosomen kompensiert sein, so daf
rechnerisch ein euploider Chromosomensatz vorliegt (Rubin & Farber, 1988;

Buselmaier & Tariverdian, 1999).

Strukturverdnderungen  von  Chromosomen  (strukturelle  Chromosomen-
Aberrationen) setzen voraus, dal3 sie in der Interphase vor der Mitose entstanden
sind, in der das Chromatin des betreffenden Chromosoms noch eine Einheit
darstellt und nicht in Chromatiden gespalten ist, wahrend bei Chromatiden-
Aberrationen zum Zeitpunkt der Mitose bereits eine Duplikation des Chromosoms
in seine beiden L&angsstrukturen erfolgt sein mufR. Chromatiden-Aberrationen
kénnen sich unabhéngig von anderen chromosomalen Aberrationen nur an einem
Chromatid manifestieren. Im ersten Fall sind daher bei der Analyse von
Metaphase-Chromosomen beide Chromatiden in gleicher Weise betroffen. Je
nach Art der auftretenden Chromosomen-Aberration oder Rekombination
unterscheidet man Deletionen, Duplikationen, Inversionen und Translokationen
(Cottier, 1980; Rubin & Farber, 1988; Dutrillaux, 1995; Buselmaier &
Tariverdian, 1999).

-- Bei der interstitiellen Deletion kommt es zum Verlust eines Chromosomen- oder
Chromatidensegmentes nach zwei Brichen und Wiedervereinigung der proximal
und distal des Bruchstiicks gelegenen Fragmente. Das deletierte Stiick ohne
Zentromer geht meist bei weiteren Teilungen verloren; aber es mufd nicht immer
eliminiert werden, sondern kann gelegentlich auch als Fragment noch
nachweisbar bleiben.

-- Als Duplikation bezeichnet man die Verdoppelung eines Chromosomen-
segmentes, bei dem ein durch zwei Briche entstandenes Bruchstiick des einen
Chromosoms in einen Bruch des anderen durch Insertion eingebaut und so eine
Verdoppelung des betreffenden Segmentes im anderen Chromosom bewirkt wird.
Nach Trennung der Tochterzellen kann dies ein Selektionsvorteil in der
nachfolgenden Proliferationsphase sein, und es entsteht eine Population mit
Zellen, die Uberwiegend die neue Aberration tragen. Die Duplikation stellt somit
den Spezialfall einer Translokation zwischen zwei homologen Chromosomen dar.

Ihr Ergebnis ist eine partielle Trisomie.
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-- Unter Inversion versteht man einen chromosomalen oder chromatidalen
Strukturumbau, bei dem es nach einem Bruch terminal (selten) oder nach zwei
Briichen zur Bildung eines Bruchstiickes (Segmentes) kommt, das sich nach einer
Drehung um 180 Grad im Bereich der alten Bruchlinie(n) mit dem bzw. den
benachbarten Segment(en) vereinigt. Je nachdem, ob dieses Bruchstick das
Zentromer enthalt oder nicht, unterscheidet man eine perizentrische oder
symmetrische von einer parazentrischen oder asymmetrischen Inversion.

-- Translokation ist der Austausch zweier Segmente zwischen homologen oder
nichthomologen Chromosomen oder eine Ubertragung von einem Chromosom
oder Chromosomensegment auf eine andere Stelle im gleichen Chromosom bzw.
auf ein anderes Chromosom. Im ersten Falle spricht man von reziproker, im
letzten Falle von einfacher Translokation.

-- Die Bildung eines Ringchromosoms stellt den Spezialfall einer interstitiellen
Deletion dar, indem die beiden Bruchflachen des meist groReren Segmentes
miteinander verschmelzen, und es so zur Bildung eines geschlossenen Ringes
kommt, wahrend die beiden terminalen Bruchsticke eliminiert werden,
gelegentlich aber auch als Fragmente noch nachweisbar sind.

-- Dizentrische Chromosomen besitzen im Gegensatz zu den ublichen, als
monozentrisch bezeichneten Chromosomen nicht nur ein Zentromer, sondern
deren zwei. Sie entstehen in der Regel innerhalb eines Chromosoms nach
einfachen Chromatidenbriichen und Reunion der jeweils ein Zentromer tragenden
Segmente der beiden Schwesterchromatiden, wahrend die azentrischen
Segmente oder Fragmente verlorengehen. Dizentrische Chromosomen kdnnen
bei entsprechender Wiedervereinigung der Briichsticke, aber auch nach der
sogenannten asymmetrischer Translokation entstehen, wenn ein
zentromerhaltiges Segment transloziert wurde.

-- Die Bildung eines Isochromosoms ist meist Folge einer falschen Teilung des
Zentromers, indem dieses nicht, der Regel entsprechend, in der LAngsachse des
Chromosoms, sondern quer zu dieser, im Bereich der inneren Zone des
dreiteiligen Zentromerapparates erfolgt. Es entstehen so zunachst zwei
telozentrische Chromosomen-Fragmente, die sich vereinigen z.B. zu Iso-p oder
zu Iso-qg, von denen jedes in eine Tochterzelle wandert. Nach Reduplikation des
Armes besitzen die beiden nun mediozentrischen Chromosomen wieder ein

vollstdndiges Zentromer. Ihre Schenkel sind homolog, d.h. genetisch identisch.
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Die Chromosomenzahl &ndert sich also nicht, hingegen ist das Genom der beiden
Tochterzellen verschieden, und die genomische Balance ist gestort (Hienz, 1971;
Le Beau, 1997).

Tab.l. Einteilung von Chromosomen-Aberrationen (Buselmaier & Tariverdian,
1999)

numerische Veranderungen
-- Hyperploidie (Beispiel: 2n + 1 = Trisomie)
-- Hypoploidie (Beispiel: 2n - 1 = Monosomie)
-- Polyploidie (Beispiel: 3n = Triploidie)

morphologisch sichtbare Veranderungen der Chromosomenstruktur

Deletion (Verlust eines Chromosomensegments)

Duplikation (Verdoppelung eines Chromosomensegments)

Insertion (Inkorporation eines Chromosomensegments)

Inversion ( Drehung eines Chromosomensegments um 180°)

Translokation (Rearrangement der Position eines oder
mehrerer Chromosomensegmente)

-- Ringchromosom

Dizentrische Chromosomen

Isochromosom

1.3. Abnormer DNA-Gehalt bei Tumorzellen

Wahrend die Chromosomen bei der Zellteilung in ihrer intaktiven Form in
Erscheinung treten, bilden sie im Interphasekern das Chromatin, das ein Komplex
aus DNA und Proteinen ist und ein mehr oder minder dichtes Fadenknauel bildet.
Das Chromatin des Interphasekerns ist entweder relativ locker (Euchromatin) oder
an anderen Stellen fest gepackt (Heterochromatin) (Ganten & Ruckpaul,
1997). Im Chromatin des Interphasekerns ist die DNA der Chromosomen in
bestimmen Arealen lokalisiert, so dal3 bei FISH-Analysen an normalen Zellen

jeweils zwei Signale fur die DNA der autosomalen Chromosomen sichtbar werden
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(Strachan & Read, 1996). Innerhalb der abgrenzenden Kernmembran finden sich
ein Nukleolus oder mehrere Nukleoli, in die DNA-Faden mit den Gen-Clustern fr

die Synthese der ribosomalen RNA hineinragen (Alberts et al., 1990).

Zellkerne der malignen Tumoren und ihrer Vorstadien enthalten gewohnlich von
der Norm abweichenden DNA-Gehalt und erhdhte Chromosomenzahlen. Bei
Karzinomen schwankt die Chromosomenzahl pro Zelle in weiten Grenzen
(Lengauer et al., 1998). Dies spiegelt sich zum Teil in Gré3e und Anfarbbarkeit
der Interphasekerne wider. Zwischen der Chromosomenzahl und dem DNA-
Gehalt der Zellkerne besteht somit eine enge Korrelation, da jedes Chromosom
einen durchgehenden DNA-Faden enthélt (Strachan & Read, 1996). Aus den
Ergebnissen zytophotometrischer DNA-Messungen an Interphasekernen lassen
sich daher Rickschliusse auf den Chromosomensatz der Zellkerne ziehen. Bei
malignen Tumoren kann die Korrelation zwischen Chromosomenzahl und DNA-
Menge bestatigt werden, indem neben der meist vermehrten Zahl von
Chromosomen auch eine entsprechend erhdohte Menge an Zellkern-DNA
zytophotometrisch bestimmt wird (Dietel et al., 1985; Soost & Baur, 1990).

Tumoren sind in der Regel klonalen Ursprungs, d.h., sie sind aus einer einzelnen
Normalzelle entstanden. Fast immer sind Karzinom-Zellen hinsichtlich ihrer
Chromosomenzahl aneuploid, d.h. die Zahl der Chromosomen stimmt nicht mit
der eines diploiden Chromosomensatzes (berein. Die Zellen haben mit
zunehmendem Wachstum des Tumors eine Neigung zur Vermehrung der
Chromosomenzahl. Ferner lassen sich bei eingehender Analyse vermehrt
Strukturanomalien der Chromosomen, wie Deletionen und Translokationen,
erkennen. Die Chromosomenkonstitution kann innerhalb einer neoplastischen
Zellpopulation eine erhebliche Variabilitat aufweisen, die oft mit der
Weiterentwicklung im Verlauf des invasiven Wachstums zunimmt (Bardi et al.,
1995; Bevilacqua et al., 1998). Offenbar besitzen Tumorzellen genetische
Instabilitat; dartber wird bereits seit den 70er Jahren berichtet (Loeb et al. 1974,
Nowell, 1976; Kunzmann & Holzel, 1987; Holzel et al.,, 1990; Sager, 1997,
Duesberg et al., 1998; Lengauer et al., 1998; Cahill et al., 1999; Coleman &
Tsongalis, 1999; Yamasaki & Mironov, 2000). Daher finden sich bei

fortgeschrittenen malignen Neoplasien mehr oder weniger ausgedehnte, vielfache
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Verdanderungen der chromosomalen Konstitution der Zellen. Es erhebt sich die
Frage, ob der Prozel3 der Instabilitéat auch in vitro fortschreitet, d.h. dndert sich die
Chromosomenzahl pro Zelle wahrend der langfristigen Kultivation unter
artefiziellen Bedingungen und treten neue strukturelle Verdnderungen der
Chromosomen auf, oder bleibt das einmal entstandene Aberrationsmuster nach
der Explantation aus dem Organismus bestehen. Dies kann durch Untersuchung
der chromosomalen Verédnderungen an Zellen aus Langzeitkulturen entschieden
werden, und wirde die Annahme eines autonom verlaufenden Prozesses der
Zunahme an chromosomalen Veranderungen bestéatigen. Weiterhin kann nach
Klonierung einzelner Zellen und nachfolgender Karyotypisierung der klonierten
Zellen auf das Ausmald der inharenten Instabilitait des Genoms geschlossen

werden.

1.4. Fragestellung

Ziel der vorliegenden Arbeit war die weitgehende Aufklarung der chromosomalen
Veréanderungen an Zellen der Linie EFE-184 eines humanen Endometrium-
karzinoms wahrend der in vitro Kultivation. Es ist anzunehmen, dal3 Tumorzellen
mit bestimmten Chromosomenaberrationen Selektionsvorteile haben und
schneller wachsen als Zellen ohne derartige Aberrationen. Tumorzellen mit einer
bestimmten Aberration konnen sich wahrend der Kultivation durchsetzen und die
Kultur vollig tberwuchern. Dementsprechend hatte sich in vorhergehenden
Untersuchungen an EFE-184 Zellen ergeben (Nollau, 1991), dal3 sich der
Amplifikationsgrad des c-myc Proto-Onkogens von 3-fach in frihen
Kulturpassagen auf ca. 9-fach in spateren Kulturpassagen erhéht hatte. Dies war
gekoppelt mit verstarkter Expression von myc-spezifischer RNA. In einem alteren
Bericht der Arbeitsgruppe (Kunzmann & Ho6lzel, 1987) war gezeigt worden, dafi3
in frithen Passagen der in vitro Kultivation von Ovarialkarzinom-Zellen der Linie
EFO-27 mit nahezu-diploider Chromosomenzahl keine Metaphase mit allen fur
diese Linie typischen Marker-Chromosomen 1-6 aufzufinden war. In frihen
Passagen gab es einzelne, nahezu-tetraploide Zellen mit jeweils ein oder zwei
Marker-Chromosomen 1 und 2. In den spéateren Passagen besalien die meisten
Zellen nahezu-tetraploide Chromosomenzahlen mit jeweils zwei Marker-

Chromosomen 1-3, wéhrend Marker 4-6 nur nach der in vivo Passage der EFO-27
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Zellen durch die nackte Maus aufzufinden waren. In nahezu allen EFO-27 Zellen
war Marker-Chromosom 7 vorhanden. Somit war die Anzahl von Zellen mit den
Marker-Chromosomen 1-3 mit steigender Zahl der Kulturpassagen vermehrt. Dies
spricht eindeutig fir einen Selektionsvorteil von Zellen mit den Marker-
Chromosomen 1-3. In ahnlicher Weise wie bei EFO-27 Ovarialkarzinomzellen ist
die Zellinie EFE-184 bearbeitet worden, von der verschieden hohe Passagen der
Kultivation fir die eigenen Experimente zur Verfigung standen. Die in den
friheren Untersuchungen dargestellten Aberrationen der Chromosomen-Struktur
waren durch Giemsa/Trypsin-Banderung identifiziert worden und sollten in den

vorliegenden Arbeit durch FISH-Analysen bestétigt und erganzt werden.
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2. Material und Methoden

2.1. Zellinien

Die Zellen der Linie EFE-184 stammen aus dem Ascites einer 69-jahrigen
Patientin mit metastasiertem Endometriumkarzinom und wurden 1985 etabliert
(Nollau et al., 1990). Drei Jahre vor der Zellentnahme war bei der Patientin
eine Hysterektomie mit Entfernung beider Adnexe durchgefuhrt worden.

Anschlieend wurde die Patientin einer Strahlen-Therapie mit Telekobalt

(°*°Co)-Nachbestrahlung in der Gesamtdosis von 5000 rd unterzogen. Die
histologische Untersuchung hatte ein teils mittelreifes, teils entdifferenziertes

Adenokarzinom des Endometriums ergeben.

Fur die vorliegende Studie wurden Zellen der Passage 57 aus den
eingefrorenen Bestanden aufgetaut und bis zur Passage 82 kultiviert.
Inzwischen wurden EFE-184 Zellen in Passage 59 kloniert. Daraus sind EFE-
184 / J-5 Zellen entstanden und bis zur Passage 136 (d.h. 77 Passagen nach
der Klonierung) gezichtet worden. Zusatzlich wurden Zellen, die von den oben
genannten Kultivationen unabhangig waren, aus einer anderen, friheren EFE-
184 Kultivation in Passage 121 aufgetaut und getrennt weiter bis zur Passage
168 gezichtet; diese Zellen wurden zum Vergleich in die Untersuchungen mit

einbezogen.

Die Zellinie EFO-27 wurde aus der Metastase eines Ovarialkarzinoms im
Omentum majus etabliert (Simon et al., 1983). 15 Monate vor der Explantation
der Zellen war eine Ovariectomie durchgefuhrt worden. Die histologische
Untersuchung des primaren Tumors der 36-jahrigen Patientin ergab 1979 ein

mittelgradig differenziertes, seroses, papillares Adenokarzinom des Ovars.

In dieser Arbeit wurden Zellen der Linie EFO-27 in Passage 120 aufgetaut und
bis zur Passage 135 gezlchtet. Parallel wurden weitere Zellen aus zwei

anderen, unabhéngigen Subkulturen der Linie EFO-27 in Passagen 81 und 154
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zum Vergleich eingebracht und getrennt davon bis jeweils zu Passage 96 und
179 kultiviert (s. Schema).

P 8 —» P 96
EFO-27 Zellen P120 — P 135
P154 —>» P 179

2.2. Zellkultivierung

2.2.1. Zellkulturtechnik

Die Kultivation der Tumorzellen als Monolayer-Kulturen erfolgte in
Plastikflaschen (Nunc, Roskilde, Danemark) mit ca. 20 ml Nahrmedium. Die
Zellen wurden bei 37°C in Brutschranken (Forma Scientific, Marietta, Ohio,
USA & Labotect, Gottingen) mit 5% CO,-Atmosphare und Wasserdampf-
gesattigter Luft gehalten. Die Zellkultur-Arbeiten wurden in einer sterilen
Werkbank (CEAG, Dortmund) mit vertikalem Luftstrom durchgefuhrt. Als Kultur-
N&hrmedium (Simon & Hdlzel, 1979) diente ein modifiziertes DMEM-Medium
(My-Medium) auf der Grundlage von Earle’s Salzen (86,4 g / pro 10 L,
GIBCO/BRL) mit einer standardisierten Zusammensetzung aus 2x MEM
Vitaminen (Biochrom, Berlin), 4x essentiellen Aminosauren (Biochrom), 2x
nichtessentiellen Aminosauren (Biochrom), 10 mM Pyruvat (Merck, Darmstadt),
0,119 M Natrium-hydrogencarbonat (Merck) und 0,65 pg/ml Gentamycin-Sulfat
(Biochrom). Das Medium wurde steril filtriert und mit ca. 10 ml 7,5% NaHCO;
auf den pH-Wert von 7,5-7,8 eingestellt. Vor Gebrauch wurde mit 10% fotalem
Kalberserum (FCS) (Biochrom, Berlin) und 1% L-Glutamin (Serva, Boehringer,
Heidelberg) angereichert. Das Medium wurde bei 4°C aufbewahrt und vor jeder
Benutzung in einem Wasserbad auf 37°C erwarmt. Alle drei bis funf Tage
erfolgte ein Wechsel des Mediums. Bei Konfluenz des Zellrasens wurde das
Medium verworfen, und die Zellen wurden durch Zugabe einer bei 37°C
vortemperierten Losung von 0,05% Trypsin (Serva) / 5 mM EDTA-Na, (Merck,
Darmstadt) in PBS (pH 7,4) vom Kulturflaschenboden abgeldst. Noch haftende
Zellen wurden durch Klopfen oder Ileichtes Schlagen gegen die

Kulturflaschenseite vom Flaschenboden abgeldst. Um die Trypsinswirkung zu
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blockieren, wurden ca. 10 ml frisches Medium auf die vollstandig abgelosten
Zellen gegeben. Die Zellsuspension wurde zur Verbreiterung auf zwei oder drei

Zellkulturflaschen verteilt und weiter kultiviert.

2.2.2. Kryokonservierung

Die Zellen einer Kultur-Flasche mit der Bodenflache von 80 cm? (Nunc) wurden
bis zur Subkonfluenz kultiviert, dann trypsiniert. Der Trypsinierungsvorgang
dauerte ca. 15 Min und wurde durch Zugabe von 10% FCS-haltigem frischen
Medium gestoppt. AnschlieBend wurden die Zellsuspension in Plastik-
Zentrifugenrohrchen (Bluecap, Nunc) uberfuihrt und die Zellen bei 1000-1500
rpm (IKS-Zentrifuge, Christ, Osterode) fir 3-5 Min gesammelt. Die pelletierten
Zellen wurden in 1 ml einer Mischung von 10% Glyzerin (Merck) mit FCS-
haltigem Medium vorsichtig resuspendiert und portionsweise (1 ml / Portion) in
Kryo-Roéhrchen (Nunc) bei -80°C eingefroren. Zur Wiederanzucht der
eingefrorenen Zellen wurde der aufgetaute Kryo-Rohrchen-Inhalt in eine frische
Kulturflasche mit neuem Nahrmedium uGberfihrt. Nach 1-2 Tagen, wenn die
Mehrzahl der Zellen schon am Flaschenboden angesetzt hatte, erfolgte eine

Erneuerung des Mediums.

2.2.3. Zellklonierung

Eine Tumorzellpopulation besteht in der Regel aus einer Mischung mehrerer
Subpopulationen. Fir die Vergleich von einzelnen Tumorzellen wurden
verschiedene Klone etabliert. Dazu wurde die Methode nach Robb (1970)
angewendet. Aus subkonfluenten Kulturen der Linie EFE-184 in Passage 59
der Kultivation wurden durch Trypsinierung Zellen abgeldst; die Zellsuspension
wurde derart verdiinnt und in einer Konzentration von 1-6 Zellen pro Vertiefung
einer Mikrotiterplatte (Nunc) ausgesat, so daf} sich in einigen Locher der
Microtest-Platte mit Flachboden (Nunc) nur eine einzige Zelle befand. Am
folgenden Tag wurden alle Locher in einem Diavert-Umkehrmikroskop mit
Phasenkontrast-Einrichtung (Leitz, Wetzlar) durchgemustert. Es wurden nur

solche Kolonien weiter kultiviert, die aus Lochern stammten, die am zweiten
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oder dritten Tag nach Aussaat eine einzige Zelle enthalten hatten. Nach 5
Tagen wurde das Medium gewechselt. Bei Konfluenz (ca. 19 Tage nach der
Aussaat) wurden die Zellen durch Trypsinierung vom Boden abgeldst und in
eine Plastik-Kulturflasche mit 75 cm? Grundflache (Nunc) tberfihrt und weiter

kultiviert. Daraus wurden die Klone J-1 bis J-6 etabliert.

2.3. Chromosomen

Der Karyotyp wurde zum Zeitpunkt der relativ hohen Mitose-Aktivitat bestimmt.
Daher wurde die Chromosomenpréparation bei Semikonfluenz der Monolayer-
Kulturen vorgenommen. Dazu wurden die Zellen am Tag vor der Praparation
mit frischem Medium versorgt, um maglich viele frische Metaphasen-Zellen zu

bekommen.

2.3.1. Préaparation

Die Chromosomenpraparation wurde durchgefuihrt, wenn mehr als 5-6
Metaphasen pro Gesichtsfeld im Phasenkontrast-Umkehrmikroskop sichtbar
waren. Der Zellkultur-Uberstand wurde in ein Plastik-Zentrifugenrohrchen
(Bluecap, Nunc) vorsichtig abgegossen. Ein Teil des Zellrasens inklusive der
abgerundeten Metaphase-Zellen wurde durch Behandlung mit 8-10 ml 0,05%
Trypsin / 5 mM EDTA-Na, in PBS (40 g NaCl, 1 g KCI, 1 g KH;PO4, 7,2 g
Na;HPO, x 2 H,O auf 5 L Aqua bidest., pH 7,2) und nach Inkubation fir 10-20
Min im Brutschrank (Forma Scientific, Marietta, Ohio, USA) bei 37°C vom
Zellkulturflaschen-Boden abgeldst. Zur Trypsin-Inaktivierung wurde 5-10 ml
frisches Medium hinzugefugt. Die Zellsuspension wurde in dasselbe Bluecap-
Rohrchen Uberfihrt und bei 1000-1500 rpm fir 3-5 Min abzentrifugiert (IKS-
Zentrifuge, Christ, Osterode). Der Uberstand wurde dekantiert, und
Mediumreste wurden durch Auswischen entfernt. Tropfenweise wurde ca. 2 ml
0,3% oder 0,4% KCI-L6sung zugegeben, die mit NaHCO3; auf den pH-Wert von
7,0-7,3 eingestellt war und bei 37°C in einem Wasserbad vorgewarmt war; das
Zellsediment wurde vorsichtig resuspendiert. AnschlieRend wurde die

Zellsuspension mit ca. 8 ml KCI-Losung vollstdndig in spitze Glas-
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Zentrifugenréhrchen tberfihrt. Zum Quellen wurden die Zellen fir 10-20 Min
bei 37°C im Brutschrank gehalten; danach wurden sie durch 3 Min
Abzentrifugieren bei 1000-1500 rpm gesammelt, und der Uberstand wurde bis
auf ca. 0,5 ml abgehoben. Die Zellen wurden durch zunachst tropfenweise
Zugabe der Carnoy-Fixierungslésung, die aus 3 Teilen Methanol (Merck) und 1
Teil Eisessigsaure (Merck) jeweils frisch zubereitet wurde, in einem
Endvolumen von ca. 8 ml resuspendiert und fur 25 Min bei 4°C im Kiuhlschrank
fixiert. Danach wurde erneut abzentrifugiert. Das Zellsediment wurde nochmals
mit der Carnoy-Losung fir 5 Min bei 4°C nachfixiert. Nach einem weiteren
Zentrifugationsschritt wurde der Uberstand bis auf 0,3-0,5 ml mit einer Pasteur-
Pipette abgehoben, und die Zellen wurden durch leichtes Schiitteln vorsichtig
resuspendiert. Mit einer neuen Pasteur-Pipette wurden die Zellen aus ca. 30-40
cm Hohe auf die mit Ethanol und Aceton gereinigten, bei minus 20°C
vorgekuhlten Objekttrager aufgetropft (maximal 2 Tropfen pro Objekttrager).
Nach dem Trocknen der Objekttrager bei Raumtemperatur fur ca. 20 Min
wurden die Chromosomen-Préparationen im Phasenkontrast-Mikroskop
(Diavert, Leitz, Wetzlar) auf Anwesenheit von Metaphase-Zellen und
gespreiteten Chromosomen Uberprift. Anschlieend wurden die Praparate

mehrere Tage in Glas-Kivetten bei 4°C aufbewabhrt.

2.3.2. Giemsa-Banderung

Die Darstellung der Chromosomen wahrend der Mitose wird zur
Karyotypisierung benutzt. Mit Hilfe der seit 1970 entwickelten cytologischen
Methoden kann jedes individuelle Chromosom irrtumsfrei identifiziert werden
(Seabright, 1971). Es gibt Gber 300 Banden (G-Banden), die sich mit Giemsa-
Farbstoff anfarben lassen (Yunis & Chandler, 1977). Die chromosomale G-
Banderungsanalyse ermoéglicht eine umfassende Untersuchung chromosomaler

Aberrationen in Metaphasezellen (Abb. 1).



16

Material und Methoden

- wl-'ﬁ:I: - i

_- -l-- °

_ {
|
| N B

w- i_--

1 .____.____: *

1
™

| o
1
|
1

NI REET] )~

L L8 1 1

TENEEE)
mxm
namn

(NN 1 HE
- =]

|

10

o |HT

o= 1
- a = |
-

s

.

il

18

:\.l"-

17

16

13

22

21

20

19

Abb. 1. Schema des menschlichen Karyotyps in der Giemsa-Banderung

(Yunis, 1981 und 1982)
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2.3.2.1. Lo6sungen fur die G-Béanderung

0.9% NacCl

Trypsin-Stammldsung

Soerensen-Phosphat-Puffer

LOosung A

LOosung B

Giemsa - L6sung

9 g NaCl auf 1 L Aqua bidest.

Trypsin 1:250 in HBSS, (Flow Laboratories,
Meckenheim)

pH 6,8-7,2; 38 ml Losung A + 37 ml Losung B

9,08 g KH,PO,4 auf 1 L Aqua bidest.

11,88 g Na,HPO, auf 1 L Aqua bidest.

1 g Giemsa-Farbstoff (Merck) wurde in 54 ml
Glyzerin wasserfrei (Merck), mit Ruhrstab und
Magnetrthrer fur mehrere Stunden gel6st,
anschlieRend wurde 84 ml Methanol
zugegeben und Uber Nacht stehen gelassen.
Am néachsten Tag wurde die Lésung durch
Faltenfilter (Selecta, Schleicher & Schiill,

Dassel) filtriert.

2.3.2.2. Untersuchung zur G-Banderung

Die differenzierte Anfarbung der sonst durch den basischen Giemsa-Farbstoff

homogen gefarbten Chromosomen wird durch die Vorbehandlung in Form einer

Alterung und einer Trypsinbehandlung hervorgerufen. Offenbar beruht die

Quer-Banderung auf einem partiellen Verlust von Struktur-Proteinen des

Chromatins (Traut, 1991).

Zuerst wurden die Chromosomen-Préparate bei 65-70°C tber Nacht auf einer

Heizplatte (Prézitherm, Conrad und CO. Nfl., Hamburg) ,gebacken®, um eine

Alterung der Chromosomen zu erreichen. Dann wurde die 2,5% Trypsin-

Stammlosung (Flow Laboratories, UK) beim Raumtemperatur aufgetaut und 1 :
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20 in 0,9% NacCl in einer kleinen Hellendahl-Farbekilvette verdinnt (4 ml + 76
ml). Die Objekttrager mit den fixierten Chromosomen wurden zuerst in einer
gro3en Farbeklvette mit 0,9% NaCl kurz gespilt, und danach in die kleine
Hellendahl-Farbekivette mit verdinnter Trypsin-Losung fir 2-3,5 Min gestellt
und vorsichtig geschwenkt. Zweimal wurden die Objekttrager mit 0,9% NaCl
kurz gespult. Die Anfarbung erfolgte fir 2,5-3,5 Min in einer Hellendahl-
Farbekuvette mit der frisch filtrierten Giemsa-Losung (= 3 ml ca. 0,73%
Giemsa-Lésung + 75 ml Soerensen-Phosphat-Puffer, Endkonzentration
0,028% Giemsa). Dann wurden die Objekttrager in zwei Kivetten mit Aqua
bidest. gespult. AnschlieRend wurden sie auf FlieRBpapier schrag gestellt und
bei Raumtemperatur an der Luft getrocknet. Im Mikroskop (Zeiss
Photomikroskop 1) wurden die Chromosomen auf Spreizung und Banderung
gepruft. Geeignete, gut gebadnderte Chromosomen je einer Metaphase wurden
mit dem 63 x Objektiv photographiert (Agfa Ortho-25 Film). Aus den
nachfolgend hergestellten  Schwarzweil3-Vergro3erungen  wurden  die
Chromosomen ausgeschnitten und nach der internationalen Nomenklatur

eingeordnet (Yunis, 1981).

2.3.3. In situ Hybridisierung

Die Fluoreszenz-In-Situ-Hybridisierung (FISH) ist eine inzwischen héaufig
angewandte Methode zur Erkennung spezifischer Genom-Sequenzen (Lichter
& Ward 1990). Durch FISH koénnen spezifische Nukleinsauresequenzen in
Praparationen mit Zellkernen und Metaphase-Chromosomen aufgefunden
werden. Dabei werden DNA-Sonden benutzt, die nur an komplementare
Sequenzen der DNA der untersuchten Zellen binden kénnen. Die DNA-Sonden
werden durch chemische Modifikation markiert und nach der Hybridisierung mit
einer Immunreaktion nachgewiesen. Zuerst wird die Sonden-DNA und die Ziel-
DNA des Praparates durch Erhitzen (die Ziel-DNA in einer 70% Formamid-
Ldsung) denaturiert, d.h. einzelstrangig gemacht, und anschlielRend tber Nacht
hybridisiert. Der Nachweis der hybridisierten Sonden-DNA erfolgt Uber

Farbstoffe, die Fluoreszenz-optisch dargestellt werden kbnnen (Abb. 2).
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DNA-Sonde

Markierung

(FITC, Biotin, Digoxigenin)

'

'

Denaturierung

(bei 70-72°C)

|

Chromosomenpraparat

auf Objekttrager
/ Q \'3(
. O N

Chromosomen mit dsDNA

v

Denaturierung

(in 70% Formamid bei 70-72°C)

'

einzelstrangige DNA

Pttt rrrrrrgg

Hybridisierung

(bei 37°C fur 16 Std.)

Fluoreszenzmikroskopie
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5/

Abb. 2. Allgemeines Prinzip der Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH)

(nach Bentz et al.,

1996)
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Der Nachweis kann entweder "direkt" erfolgen, d. h. durch die Koppelung von
Fluoreszenz-Farbstoffen an Nukleotide (z.B. FITC, Abb. 3), oder indirekt durch
sogenannte "Reporter-Gruppen” (z.B. Biotin, Digoxigenin) erreicht werden. Bei
der indirekten Nachweisreaktion ist zusatzlich ein Reporter-bindendes Molekdl
(z.B. Avidin oder Anti-Digoxigenin) erforderlich, an das ein Fluorochrom (z.B.
TexasRed oder Rhodamin) gekoppelt ist (Abb. 4 und 5). In dieser Arbeit wurde
sowohl der direkte als auch der indirekte Nachweis angewandt. Der indirekte
Nachweis resultiert in einer hdheren Signalintensitat und einer hdheren
Sensitivitat, da insgesamt mehr Fluorochrom-Molekule detektiert werden. Die
Sensitivitat des Nachweises wird durch die Amplifikation der Fluoreszenz-
Signale verstarkt; dabei werden Antikorper benutzt, die gegen die Reporter-
bindenden Molekile (z.B. fur Avidin) oder das entsprechende Fluorochrom
gerichtet sind (Pinkel et al. 1986). Die Hybridisierungssignale werden mit Hilfe
eines Fluoreszenz-Mikroskops analysiert und photographiert. Bei der
mikroskopischen Auswertung konnen Filtersysteme benutzt werden, die
hochselektiv fir bestimmte Fluorochrome (d.h. bestimmte Wellenlangen) sind,
und die eine gleichzeitige Darstellung mehrerer der im Experiment verwendeten

Fluorochrome erlauben.
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Briicken-Antikorper Antikdrper

DNA-Painting-Sonde Anti-FITC Anti-Anti-FITC

mit Fluoreszenz- $
Farbstoff (FITC) I,>_<(Z7/
>
r r ||:>_:LL§} FITC
e llzé
4 |> |> Hybridisierung
b s
ds -3
g
"

Chromosom 1 Signal- Verstarkung

r -- DNA-Sonde mit FITC markiert
>~ - Briicken-AK (Anti-FITC)

ALi - AK mit FITC markiert (Anti-Anti-FITC)

Abb. 3. Schema der Fluoreszenz-in-situ Hybridisierung (FISH) mit einer

Painting-Sonde fir Chromosom 1: direkte Methode
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Fluorochrom

DNA-Painting-Sonde (Texas-Red)
mit Reporter-Gruppen \L \L
(Biotin) _[>

ISP >AK (Anti-Avidin)
BN

BIAT
IR

Hybridisierung

ARV VAR v¢
VARV VARV %

(L

1225 SOy

‘DZ%;K Avidin-Texas-Red
%ZKFK

B! 4

Chromosom 2 Reporter-bindende Molekile

(Avidin-Texas-Red)

Signal-Verstarkung

|_{> -- DNA-Sonde mit Biotin markiert
D -- Avidin-Texas-Red

Y -- Antikérper (Anti-Avidin)

Abb. 4. Indirekte FISH-Methode mit Avidin-Texas-Red fiir Chromosom 2
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Reporter-bindende Molekile

DNA-Painting-Sonde (Rhodamin markierte Anti-Digoxigenin)

mit Reporter-Gruppen \L

(Digoxigenin) I:I >;l(‘ i . Rhodamin
= >->= ]

oo e

s Hybridisierung Dj >:'LQ

+ = £>—|r>- <— Briicken-AK

O NI >;'(‘/ Antikorper

= D >_ I (Rhodamin markierte
I:! >_ I Anti-Kaninchen)
Chromosom 3 Signal-Verstérkung

I_D -- DNA-Sonde mit Digoxigenin markiert
-- Anti-Digoxigenin (Schaf) mit Rhodamin gekoppelt
-- Bricken-AK (Kaninchen Anti-Schaf)

I -- AK (Anti-Kaninchen mit Rhodamin markiert)

Abb. 5. Indirekte FISH-Methode mit Rhodamin-gekoppeltem Anti-Digoxigenin

fur Chromosom 3
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2.3.3.1. Hybridisierung mit FITC- oder Biotin-markierten Sonden (vgl. Abb. 3 und 4)

- Vorbereitungen
Wasserbader vortemperieren auf 70°C, 37°C und 45°C

Heizplatte (Prazitherm, Hamburg) auf 65°C erwarmen

- Losungen

70%, 90% und 100% Athanol (im Gefrierschrank)

20xSSC 0,3 M Na-Citrat und 3,0 M NaCl (pH 7,0 mit HCI)
4xSSC/Tween20 40 ml 20xSSC auf 200 ml Aqg. bidest. + 1,4 ml

25% Tween20 (USB Corp., Cleveland)

4xSSC/Tween20 + 5% BSA (Waschlbsung) 2 ml 4xSSC/Tween20 + 100 mg
BSA (Sigma, Miunchen)

2xSSC 50 ml 20xSSC auf 500 ml Ag. bidest.

70% Formamid / 0,6xSSC 70 ml 100% Formamid (Fluka, Buchs) + 30 ml
2xSSC (pH 7,0)

50% Formamid / 1xSSC 50 ml 100% Formamid + 50 ml 2xSSC (pH 7,0)

0,1xSSC 10 ml 2xSSC auf 200 ml Ag. bidest.

50% Formamid / 0,5xSSC 50 ml 100% Formamid + 2,5 ml 20xSSC auf
100 ml Aqg. bidest.

DAPI-L6sung 1 pl DAPI (AGS, Heidelberg) + 2,5 ml 4xSSC/
Tween20

- DNA-Sonden: entweder mit Biotin oder mit FITC markierten Probe-DNA
(AGS)

- Detectionskit (AGS, Heidelberg)
F1 = Anti-FITC
F2 = Anti-F1 = Anti-Anti-F1
B3 = Avidin-TexasRed oder Avidin-FITC
B4 = Anti-Avidin-TexasRed
DAPI
Antifading-LAsung
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- Durchfiihrung

Die Objekttrager mit den durch Methanol / Eisessigsaure fixierten
Chromosomenpraparaten wurden mit Ethanol in aufsteigender Konzentrationen
(70%, 90%, 100%) je 3 Min bei Raumtemperatur gewaschen und an der Luft
getrocknet, danach wurden die Chromosomenpraparate auf einer Heizplatte bei
65°C Uber Nacht ,gebacken” (mindest 6 Stunden).

Die Biotin- oder FITC-markierten DNA-Sonden, die in Hybridisierungslésung
geldst und bei -20°C gelagert waren, wurden auf ca. 42°C in einem Wasserbad
fur 5 Min erwarmt und gut gemischt. Pro Objekttrager wurde jeweils 10 ul
geloste DNA-Sonde in einem Eppendorfgefal3 bei 70°C far 5 Min im
Wasserbad denaturiert und dann ca. 30 Min bei 37°C im Brutschrank inkubiert.
Die Chromosomen-DNA (Ziel-DNA) auf dem Objekttrdger wurde durch
Einstellen in einer vortemperierten Kivette mit 70% Formamid / 0,6xSSC (pH
7,0) im Wasserbad bei 70°C fur genau 2 Min denaturiert. Anschliel3end wurden
die Chromosomenpraparate in der aufsteigenden Ethanolreihe (70%, 90%,
100%) bei -20°C im Gefrierschrank fir je 3 Min entwassert und an der Luft
getrocknet. Nachdem die denaturierte DNA-Sonde auf das
Chromosomenpréaparat pipettiert war, wurde je ein Deckglas (18 x 18 mm)
luftblasenfrei aufgelegt, und die Praparate wurden anschlieRend mit “Fixogum®-
Klebstoff luftdicht um den Deckglas-Rand verschlossen. Dann wurden die
Praparate in einer mit Aluminiumfolie eingepackten (d.h. im Dunkeln), feuchten

Kammer im Brutschrank bei 37°C tber Nacht (ca.16 Stunden) inkubiert.

Nach Entfernung des Deckglases wurden die hybridisierten Chromosomen-
Praparate 3x fir je 5 Min in 45°C vorgewarmter 50% Formamid / 1xSSC-
Ldsung (pH 7,0) gespult und noch 3x fur je 5 Min unter leichtem Schitteln in
60°C vortemperierter 0,1xSSC-L6sung inkubiert und gewaschen. Die Praparate
wurden danach in 4xSSC / Tween20 kurz gespult und zur Absattigung
unspezifischer Bindungen mit 1 ml 4xSSC / Tween20 + 5% BSA fir 25 Min bei
37°C in einer vorgewarmten feuchten Kammer inkubiert. Das BSA wurde durch
Spulen mit 4xSSC / Tween20 entfernt. Je 40 pl mit 1:250 in 4xSSC / Tween20
verdunnte L6sung B3 (= Avidin-TexasRed) oder F1 (= Anti-FITC) wurde auf die

Praparate gegeben und ein Deckglas (24 x 24 mm) wurde aufgelegt. Die
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Inkubation erfolgt im Dunkeln, in einer feuchten Kammer bei 37°C im
Brutschrank fur 30 Min. Die Uberschissige Lésung von B3 oder F1 wurde in
4xSSC / Tween20 unter Schutteln bei 45°C 3x fir je 5 Min abgewaschen, und
zur Verstarkung der Nachweisreaktion wurde ein Antikdrper gegen Avidin (B4)
oder ein mit FITC gekoppelter zweiter Antikbrper gegen Antikoérper F1 (F2) in
der Verdinnung 1:250 auf die Praparate pipettiert (jeweils 40 pl). Die
Praparate mit der Antikdrper-L6sung wurden bei 37°C fur 45 Min in Dunkeln, in
einer feuchten Kammer inkubiert. Danach wurde der nicht gebundene Anteil
der Antikorper in 4xSSC / Tween20 bei 45°C unter Schutteln 3x fir je 5 Min
abgespilt. Die Praparate wurden erneut mit 40 pl der oben genannten
Antikdrper B3 oder F1 im Dunkeln in einer feuchten Kammer bei 37°C fur 30
Min inkubiert. Nach dem Waschen in 4x SSC / Tween20 bei 45°C 3x fiur je 5
Min wurden die Chromosomenpraparate mit DAPI-Losung (nach
Herstellerangaben) gegengefarbt. Dazu wurde 1 ul DAPI-Lésung
(Hybridisierungskit, AGS) mit 2,5 ml 4x SSC / Tween20 gemischt und je 0,2 ml
dieser Losung auf den Objekttrdger zugegeben. Die Anfarbung erfolgte im
Dunkeln fur 3 Min bei Raumtemperatur. Mit Leitungswasser wurden die
Praparate gespult und dann an der Luft getrocknet. AnschlielRend wurden die
Praparate mit 1 Tropfen "Antifading"-Losung (Hybridisierungskit, AGS)
versehen und ein Deckglas (24 x 60 mm, Alfred Behr, Hamburg) luftblasenfrei

aufgelegt.

2.3.3.2. Hybridisierung mit Digoxigenin-Sonden (vgl. Abb. 5)

- Vorbereitung

Wasserbader vortemperieren auf 37°C und 72°C
Warmeschrank (Heraeus, Wesarg, Hamburg) bei 37°C
Gefrierschrank bei -20°C

- Losungen

70%, 80%, 90% Ethanol

20xSSC 0,3 M Na-citrat & 3,0 M NaCl (pH 7,0 mit HCI)
2XSSC 30 ml 20xSSC auf 300 ml Aqg. bidest. (pH 7,0)

1xSSC 10 ml 20xSSC auf 200 ml Ag. bidest. (pH 7,0)
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0,5xSSC 5 ml 20xSSC auf 200 ml Aqg. bidest. (pH 7,0)

70% Formamid / 2xSSC 8 ml 20xSSC + 16 ml Ag. bidest + 56 ml 100%
Formamid (pH 7,0 mit HCIl oder NaOH)

10x PBD von Oncor

1x PBD 30 ml 10xPBD auf 300 ml Ag. bidest.

DAPI-LAsung 10 pg DAPI-Puffer (Sigma) auf 1ml Aqg. bidest.

- DNA-Sonden (Oncor, Heidelberg): mit Digoxigenin markierten Probe-DNA
(COATASOME Total Chromosome Probe)

- Detectionskit (Oncor, Heidelberg)
Rhodamin-labeled Anti-Digoxigenin
Fluorescein-labeled Anti-Digoxigenin
Rabbit Anti-Sheep (Antikorper 1)
Rhodamin-labeled Anti-Rabbit (Antikorper I1)
DAPI /Antifade
Propidium lodide (PI)
Antifade

- Chromosomenpraparate der Zellinien EFE-184, Klon J-5 und EFO-27

- Durchfiihrung

Die Hybridisierung erfolgte mit Digoxigenin-markierten "COATASOME Total
Chromosome" Proben. Die Digoxigenin-markierten Chromosome Proben, die in
Hybrisol VII (Oncor; 50% Formamid / 2xSSC) geldst, gut gemischt und bei
minus 20°C gelagert waren, wurden bei 36-39°C in einem Wasserbad fir 5 Min
erwarmt. Pro Objekttrager wurde 10 pl geléste Chromosome-DNA-Probe in
einem Eppendorfgefald bei 70-73°C fur 10 Min im Wasserbad denaturiert und
nach erneuter kurzer Mischung und Zentrifugation bei 37°C fir ca. 45 Min

inkubiert.

Die Objekttrager mit den durch Methanol / Eisessig fixierten Chromosomen-
Praparaten wurden mit 2xSSC (pH 7,0) bei 37°C in einem Wasserbad fir 30
Min inkubiert, damit die untersuchten Chromosomen weniger Sensitivitat fur

»Ooverdenaturation“ haben kénnen. Dann wurden die Objekttrager mit Ethanol in
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aufsteigender Konzentrationen (70%, 80%, 95%) bei Raumtemperatur fir je 2

Min entwassert und an der Luft getrocknet.

Nach dem Lufttrocknen wurden die Chromosomenpraparate in einer vorge-
temperierten Kuvette mit 70% Formamid / 2xSSC (pH 7,0) bei 71-73°C fir
genau 2 Min denaturiert und sofort in der Ethanolreihe (70%, 80%, 95%) bei
-20°C fir je 2 Min nochmals entwéassert.

Die denaturierte Chromosome-Probe wurden nach kurzer Zentrifugation auf die
denaturierten Chromosomen-Préparate pipettiert, je ein Deckglas (20 x 20
mm?2) wurde luftblasenfrei aufgelegt, und die Praparate wurden anschliel3end
mit Fixogum luftdicht um das Deckglas-Rand verschlossen. Danach wurden die
Objekttrager in einer mit Aluminiumfolie eingepackten feuchten Kammer (Nunc)
im Brutschrank bei 37°C fur ca.16 Stunden inkubiert und hybridisiert.

Nach der Entfernung des Deckglases wurden die hybridisierten Chromosomen-
Praparate mit 1xPBD bei Raumtemperatur transportiert und in einer
vorgewarmten Kuivette mit 0,5xSSC (pH 7,0) bei 71-73°C fur 5 Min ohne
Schitteln inkubiert. Dann wurden die Praparate mit 1x PBD kurz gespdlt,
jeweils 40 pl Rhodamin-gebundener Anti-Digoxigenin-Antikdrper wurde auf die
Praparate gegeben, und je ein Plastik Coverslip (24 x 60 mm?) wurde aufgelegt.
Die Inkubation erfolgte im Dunkeln, in einer feuchten Kammer (Nunc) bei 37°C
iIm Warmeschrank fur 5 Min. Die Uberschissige Lésung von Rhodamin-
gekoppeltem Anti-Digoxigenin wurde in 1x PBD bei Raumtemperatur 3x fur je 2
Min abgewaschen und zur Verstarkung der Nachweisreaktion wurde je 40 ul
Rabbit Anti-Sheep (Kaninchen Anti-Schaf, Brucken-Antikdrper) auf die
Praparate pipettiert, und ein Plastik Coverslip aufgelegt. Nach 15 Min
Inkubation in der vortemperierten feuchten Kammer bei 37°C wurden die
Praparate in 1x PBD bei Raumtemperatur 3x fur je 2 Min gewaschen und mit
jeweils 40 ul Anti-Rabbit (Anti-Kaninchen, mit Rhodamin markiert) versehen,
dann wurden die Préaparate mit Plastik Coverslips eingedeckt und im Dunkeln
bei 37°C in der feuchten Kammer fir 15 Min inkubiert. Danach wurden die
Objekttrager erneut in 1x PBD bei Raumtemperatur 3x fur je 2 Min abgespult.
Zur Gegenfarbung wurde je 20-30 pl DAPI-L6sung (10 pg / 1 ml H,O) auf die
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Praparate gegeben, je ein Plastik Coverslip wurde aufgelegt, und fir 3 Min
wurden die Praparate im Dunkeln bei Raumtemperatur stehengelassen.
Nachdem die Praparate mit entmineralisiertem Wasser abgespult und an der
Luft abgetrocknet waren, wurden sie mit je 1 Tropfen (ca.10-20 ul) Antifade
eingedeckt, und ein Deckglas (24 x 60 mm?) wurde luftblasenfrei aufgelegt.

Die Signale von gut markierten Chromosomen-Praparaten wurden mit
Standard-Epifluoreszenz-Filtern fir FITC, Biotin bzw. Rhodamin, Fluoreszein,
Propidium lodide und auch fur DAPI im Mikroskop (Photomikroskop lll, Zeiss,
Oberkochen) analysiert und photographiert (Kodak-Film, EPH P1600x). Dies ist
ein Auflicht-Fluoreszenz-Mikroskop, das mit Erregerfilter, Farbteiler, Sperrfilter
und Anregungssystem ausgeristet ist. Die Farbteiler reflektieren keine
langerwellige Anregungsstrahlung und dadurch wird nur kurzwelliges
Fluoreszenzlicht in die Praparate gelassen. Fur die unterschiedlichen Signale
aus der Anfarbung mit DAPI, FITC oder Pl wurden verschiedene Filter flr

Anregung oder Emission benutzt (Tab. 2).



Material und Methoden 30

Tab. 2. Filtersysteme fir die Fluoreszenzmarkierung bei den FISH-Analysen

Farbstoffe DAPI FITC Texas-Red,
Rhodamin,
Lichtquelle Fluorescein Propidium lodide
Anregungslicht Ultraviolett Blau Rot
Erregerfilter uvV - Interferenz- Interferenz-
durchlassiges Blaufilter Granfilter-
Schwarzglas Kombination
Farbteiler FT395 FT510 FT580
Sperrfilter Farbloses UV- Orangefilter Rotfilter
(Emission) Sperrfilter
LP420 LP520 LP590
Signal-Farbe blau grin-gelb rot
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2.4. TUNEL-Assay zur Apoptose

2.4.1. Zellpraparate

Vor der Verwendung wurden die Objekttrager grindlich gereinigt: zuerst mit Ag.
bidest. mechanisch gesaubert und gesplilt und in Hellendahl-Glas-Kivetten mit
95% Ethanol Ubernacht stehengelassen. Nach dem Abwischen wurden sie in
Glas-Kuvetten mit 1M HCI und 1M NaOH hintereinander fir jeweils 3 Stunden
stehenlassen, dann wurden sie in Ag. bidest. gespult bis der pH-Wert auf 7,0
gelangt war. AnschlieRend wurden die Objekttrager in Kivetten mit Aceton fir
eine halbe Stunden gestellt und in der Luft getrocknet, danach wurden sie in
Hellendahl-Glas-Kuvetten bei 180°C Uber 4 Stunden sterilisiert.

Nach der Trypsinierung wurden Zellen der Linien EFO-27 und EFE-184 Klon J-
5 vom Flaschenboden abgel6st und in Wachstumsmedium mit 10% Nativ-FCS
auf die gereinigten Objekttrager in Quadriperm-Schalen (Heraeus, Hanau)
ausgesat. Es wurde eine Konzentration von 1x 10* zellen / ml in jeweils 7 ml
Suspension pro Objekttrager eingesetzt. Nach der Anwachs-Phase von 2

Tagen wurde das Medium gewechselt.

Wenn die Zellen auf den Objekttragern Subkonfluenz erreicht hatten, wurden
die Praparate fixiert. Dazu wurden die Zellrasen mit Wachstums-Medium
gespult und in einer Kivette mit 1% Paraformaldehyd (Merck) / PBS fixiert. Die
Praparate wurden bei Raumtemperatur fir 5 Min gehalten und anschlie3end in

der Luft getrocknet.

2.4.2. Untersuchungen zur Apoptose

Fir diese Untersuchung wurde der ,In Situ Apoptosis Detection Kit, (Appligene-
Oncor, Heidelberg) eingesetzt. Der Kit besitzt folgende Reagenzien:

-- Equilibration Buffer;

-- Reaction Buffer;

-- TdT / Enzyme;

-- Stop / Wash Buffer;
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-- Blocking Solution;

-- Anti-Digoxigenin-Fluorescein.

- Vorbereitungen:
-- 1% Paraformaldehyd: 10 g Paraformaldehyd (Merck) + 90 ml 10x PBS + 900

-- Reagenz 1:

-- Reagenz 2:

ml Aqua bidest. wurden auf einem beheizten Magnetrihrer
(Hotplate Magnetic Stirrer, Cenco Instrumenten MIJ.N.V.) bei

60°C fur ca. 1 Stunde gerihrt und gel6st.
38 ul Reaction Buffer + 16 pl TdT / Enzyme / pro Praparat
38 ul Reaction Buffer + 16 pl H,O / pro Praparat

Die beiden Reagenzien wurden in je ein Eppendorfgefal?

Uberfuhrt, gemischt und in Eis gelagert.

-- Reagenz 3: Im Verhaltnis von 1:34 wurden Stop / Wash Buffer und Aqua

-- Reagenz 4.

-- Reagenz 5:

bidest. gut gemischt und in einer Glas-Kuvette bei 37°C

vortemperiert.

56 ul Blocking Solution + 49 ul Anti-Digoxigenin-Fluorescein pro
zwei Praparate wurden nach Durchmischung in einem
Eppendorfgefald mit Aluminiumfolie eingepackt und verdunkelt

in Eis gelagert.

fur "Counterstaining and Mounting”
1 Teil Propidium-lodide und 4 Teile Antifade-L6sung wurden in
einem Eppendorfgefald gut gemischt, mit Aluminiumfolie

eingepackt und im Dunkeln in Eis gelagert.

-- Feuchte Kammer: zur Verhinderung des Austrocknens der Praparate wurde

eine feuchte Kammer benutzt, die bei 37°C im Brutschrank

vorgewarmt war.
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- Durchfuihrung:

Die mit Paraformaldehyd fixierten Praparate wurden zweimal je 3 Min in einer
Klvette mit 37°C vorgewdrmten PBS gewaschen und danach schrag
aufgestellt, um Tropfen ablaufen zu lassen. Die Praparate sollten nie ganz
trocken werden. Auf jedes Praparat wurden jeweils 75 pl des 1x Equilibration
Buffer pipettiert, und je ein Plastik Coverslip wurde aufgelegt. AnschlieRend
wurden die Préaparate in einer feuchten Kammer bei Raumtemperatur fir 5 Min
inkubiert. Nach Entfernung des Coverslips wurden die Objekttrager kurz schrag
aufgestellt und die Uberschussige Flussigkeit wurde abtropfen lassen. Dann
wurden je 54 pl Reagenz 1 (mit TdT / Enzym) auf jedes Préparat pipettiert. Zum
Vergleich wurden auch 54 pl Reagenz 2 (ohne TdT / Enzym stattdessen mit
H,O) auf ein Praparat gegeben, und danach wurden alle Praparate mit jeweils
einem Plastik Coverslip bedeckt. Die Inkubation erfolgte in der vorgewarmten
feuchten Kammer bei 37°C fur 60 Min. AnschlieBend wurden die Objekttrager
in der Glas-Kivette mit Reagenz 3 (Stop/Wash Buffer) bei Raumtemperatur fur
10 Min gehalten und in PBS 3x je 3 Min gewaschen. Die Praparate wurden
dann mit jeweils 52 ul Reagenz 4 (Blockierungsloesung mit Anti-Digoxigenin-
Fluorescein) versetzt, je ein Coverslip wurde aufgelegt, und es wurde in der
feuchten Kammer bei Raumtemperatur fur 30 Min im Dunkeln inkubiert. Nach
der Entfernung des Plastik Coverslips wurden die Objekttrager 3x je 5 Min in
Kivetten mit PBS bei Raumtemperatur gewaschen. Zuletzt wurden die
Praparate gegengefarbt. Dazu wurden jeweils 40 pl Reagenz 5 (PI / Antifade)
pipettiert, je ein Deckglas (24 x 60 mm2) wurde aufgelegt. Die Praparate
wurden im Dunkeln bei Raumtemperatur fir 10 Min inkubiert und anschliel3end
bei -20°C gelagert. 1-3 Tage spater wurden die Praparate im Mikroskop

analysiert.

Die Signale der untersuchten Préaparate wurden mit Epifluoreszenz-Filtern fur
Fluorescein und Propidium-lodide (vgl. Tab. 2 auf S. 29) im Mikroskop
(Photomikroskop Ill, Zeiss, Oberkochen) eingestellt und photographiert.
Dasselbe Sehfeld wurde auch im Phasenkontrast photographiert. Dies
ermdglicht eine Kontrolle der Bild-Fokussierung und erlaubt Aussagen zur
Intaktheit der Zellen.
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2.5. Isolierung von DNA

Die angewandte schonende Art der Praparation von DNA wurde von Marmur et
al. (1961) entwickelt und von Davis et al. (1986) modifiziert. Die Zellen wurden
durch Inkubation mit dem Detergens Natrium-Dodecylsulfat (1,5% SDS in TNE-
Puffer) und durch Zusatz von 0,1% Proteinase K lysiert; dabei bleibt die
hochmolekulare Struktur der DNA weitgehend erhalten und freigesetzte

Nukleasen werden schnell inaktiviert (Sambrook et al., 1989).

2.5.1. Aufbereitung der Zellkulturen und Praparation

Zunachst wurden die auf Petri-Schalen (14 cm Durchmesser, Nunc)
ausgesaten Zellen der Linien EFE-184, EFO-27 und von Klon J-5 bis zur
Konfluenz kultiviert. Dann wurde das Nahrmedium abgegossen, und die
Monolayer-Zellrasen wurden dreimal mit PBS gespilt. Bezogen auf die
Zellkulturflache von 175 cm? wurden 5 ml TNE-Puffer, 400 pl 20% SDS-Losung
(Serva) und 100 pl 2% Proteinase-K Losung (Boehringer, Mannheim)
zugesetzt. Damit wurden die Zellen fur ca. 24 Stunden bei 37°C inkubiert.

Anschliel3end wurde die DNA aus den Zellysaten isoliert.

Die Extraktion der DNA mit Phenol und Chloroform (Merck) erlaubt die
Abtrennung der Proteine in der organischen Phase und in der Zwischenphase,
wahrend die Nukleinsduren in der wassrigen Phase verbleiben. Zur
schonenden Isolierung der DNA aus Zellysaten wurde das fir die Extraktion
verwendete Phenol (Appligene Oncor, Heidelberg) vor Gebrauch &quilibriert.
Hierzu wurde kristallines Phenol in 2M Tris-HCI (pH 7,5) gelést und die
wassrige Phase durch Schitteln solange gegen frischen 2M Tris-Puffer

ausgetauscht, bis die wassrige Phase einen neutralen pH-Wert erreicht hatte.

Zur Entfernung der Proteine wurden die Zellysate von jeweils zwei Schalen in
ein 50 ml Bluecap-Réhrchen (Nunc) umgefillt und im Volumenverhéltnis von
1:1 mit einer Mischung aus Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol (25:24:1)

versetzt, ca. 5 Min vorsichtig gemischt und bei Raumtemperatur in einer
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Hettich-Rotosilenta / K-Zentrifuge fur 10 Min bei 2000 rpm zentrifugiert. Die
obere, wassrige Phase wurde mit einer an der Spitze gekirzten 10 ml Plastik-
Pipette in ein neues Bluecap-Rohrchen tberfuhrt und ein zweites Mal wie oben
beschrieben extrahiert. Zur Entfernung der Phenolreste wurden zwei weitere
Extraktionen der walirige Phase im Volumenverhdltnis von 1:1 mit einer

Mischung aus Chloroform-Isoamylalkohol (Merck) (24:1) angeschlossen.

Um Verunreinigung der DNA durch RNA zu beseitigen, wurde ein Verdau mit je
30 pl RNase A (Sigma, Endekonzentration 10 pg / ml) fir 45-60 Min bei 37°C
durchgefiihrt. AnschlieRend wurde die RNase durch einen erneuten
Extraktionsschritt mit einer Mischung aus Phenol-Chloroform-lsoamylalkohol
(25:24:1) entfernt, und die walrige Phase wurde 2mal durch einen erneuten
Extraktionsschritt mit einer Mischung aus Chloroform-Isoamylalkohol (24:1) von

Phenolresten befreit.

Die Salzkonzentration der waRrigen DNA-L6sung wurde mit 3 M Natriumacetat
(pH 5,2) auf 0,3 M erhoht und mit dem doppelten Volumenteil absoluten, bei
minus 80°C gelagerten Ethanol gefallt. An der Grenzschicht zwischen Ethanol
und der waldriger Phase bildeten sich nach kurzer Zeit Faden-Prazipitate. Die
DNA-Faden wurden mit einer Pasteur-Pipette, deren Spitze zuvor in der Gas-
Flamme geschmolzen und zu einem Hakchen gebogen worden war, vorsichtig
herausgewickelt, nach kurzem Trocknen dreimal in 70% Ethanol gewaschen
und wieder an der Luft getrocknet. Zuletzt wurden die DNA-Faden in Kryo-
Ro6hrchen (Nunc) mit 200 ul TE-Puffer (pH 7,4) gel6st (Davis et al. 1986).

2.5.2. Photometrische Bestimmung der DNA- Konzentration

Die DNA-haltigen LoOsungen aus verschiedenen Zellkulturen wurden im
Verhéltnis 1:50 in Aqua bidest. verdinnt (= 20 pl DNA-L6sung + 980 ul H,0).
Zur Quantifizierung wurde die optische Dichte (OD) der DNA-haltigen Losungen
mit einem Spektralphotometer (PMQ Il, Zeiss, Oberkochen) bei den
Wellenlangen 260 nm, 280 nm und 245 nm bestimmt. Es wird bei der
Berechnung der isolierten DNA-Konzentrationen zugrunde gelegt, dal3 der Wert

einer Einheit der optische Dichte 250 nm (OD2g0) €iner Konzentration von 50 ug
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DNA / ml entspricht. Um die Reinheit der Praparationen zu uberprifen, wurde
der Quotient der OD2p nm Und OD2gp nm gebildet. Wenn dieser Wert mehr als
1,7 ergab, so konnte die DNA fur nachfolgende Untersuchungen, u.a. fir CGH-
Analysen, benutzt werden; ansonsten wurde wegen vermuteter Protein-
Verunreinigungen die Phenol-Chloroformextraktion der Nukleinsdure-Lésungen
wiederholt (Sambrook et al., 1989).

Zur Klarung der Frage, ob hohe Salzkonzentrationen die gemessene ODyg
beeinfluBten, wurde die DNA-LOsung bei einer Wellenlange von 245 nm
vermessen. Wenn der Wert fur die ODy4s deutlich weniger als der
entsprechenden Wert bei 260 nm lag, so konnte davon ausgegangen werden,

dalR die MeRwerte nicht durch Salze verfalscht waren.
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3. Ergebnisse

3.1. Klonierung von EFE-184 Endometriumkarzinomzellen

Die Morphologie von Zellen aus soliden Tumoren ist in Kultur sehr
unterschiedlich und variabel. Die Tumorzellen kdnnen im Verlauf der Kultivation
verschiedene Grundformen annehmen, wie z.B. rundlich, polygonal oder
l&anglich. Mit der Zeit verandert sich die Morphologie derselben Zelle, ohne dal3
ihr Zelltyp sich andert. Der Zelltyp, der dem urspringlichen Gewebe entspricht,
bleibt erhalten. Die Zellen der in dieser Arbeit untersuchten Linien EFE-184
(Endometriumkarzinom) und EFO-27 (Ovarialkarzinom) sind vom epitheloiden
Typ. Trotz Veranderungen ihrer Morphologie und trotz der volligen Umwandlung
in abgerundete Zellen durch den Trypsinierungsvorgang behalten die Zellen
wahrend der Langzeit-Kultivation weiter ihren epitheloiden Zelltyp. Die gezeigten
Fotos (Abb. 6A und 6B) sind Momentaufnahmen der Zellkulturen. Auf beiden
Fotos sind einige gréf3ere Zellen mit mehreren Zellkernen und in der Mehrzahl
kleinere, polygonale mononukledre Zellen zu sehen. Die kleineren Zellen
besitzen klare Konturen mit scharfen Zellrand und deutlichen Nucleoli. Nach
einigen Tagen kann die Morphologie desselben mikroskopischen Ausschnitts

verandert sein.

Die Morphologie der Tumorzellen ist vom Stadium des Zellzyklus abhangig, d.h.
Zellen in Teilung sind in asynchron und rasch wachsenden Kulturen haufig zu
sehen, und die Zellen werden rundlich bei der Zellteilung (Abb. 6A). Variationen
der Zell-Morphologie sind auch in Kulturen von klonierten Zellinien sichtbar. Die
Zellen von Klon J-5 besitzen unterschiedliche Zellformen (Abb. 6B), in ahnlicher
Weise wie unklonierte Zellen der Linie EFE-184. Bei der Aufzucht eines
Zellklons geht die Morphologie der urspringlichen Einzel-Zelle verloren. Der
Vergleich der beiden Phasenkontrast-Fotos ergab jedoch keine grundsatzlichen

Unterschiede zwischen den unklonierten Zellen und Zellen von Klon J-5.

Nach Verdinnung und Ausséaen von Zellen der Linie EFE-184 in Passage 59 auf
einer Mikrotiterplatte (Nunc) ergab sich in einigen Loéchern der Platte mit

Flachboden nur jeweils eine einzige Zelle, die sich zur Kolonie weiter
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entwickelte. Auf diese Weise wurden die sechs Klone J-1 bis J-6 gewonnen
(Abb. 7).

Abb. 6. Polygonale epitheloide Zellen der Linie EFE-184 (250 x),
A) in Passage 121 (unkloniert); Zelle in Teilung (Pfeil), groRe
Zelle mit mehreren Kernen (Doppel-Pfeil),
B) bei Klon J-5 in Passage 81.
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Zéellen der Linie EFE-184 in Passage 59
Klonierung
Klon J1 J2 J3 J4 J5 J-6
Morphologie gemischt gro3  klein gemischt gemischt grof3
Wachstum* +++ + + ++ +++ +
Bestand** -- -- -- + + --

Wachstum*: +  gering, Konfluenz erst nach mehr als 14 Tagen;
++ Konfluenz nach 9 bis 12 Tagen;
+++ relativ schnell, Konfluenz nach 6 bis 8 Tagen.

Bestand**: -- Zellen durch Kontamination verloren,

+  Zélen eingefroren und nach Auftauen weiter kultiviert.

Abb. 7. Eigenschaften von EFE-184 Zellen nach der Klonierung
in Passage 59 der Kultur
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Die Zellen von Klon J-1 besalRen unterschiedliche Grél3e und wuchsen relativ
schnell. Die Kulturen von Klon J-2 und J-6 hatten fast nur extrem grof3e Zellen
und kaum kleine Zellen; demgegentber bestand Klon J-3 nur aus kleinen Zellen.
Das Wachstum von Zellen der Klone J-2, J-3 und J-6 war langsam; es gab nur
wenige Metaphase-Zellen. Durch Kontaminationen sind die Klone J-1, J-2, J-3
und J-6 verlorengegangen. Die Zellen der Klone J-4 und J-5 hatten gemischte
GroRRen. Die Zellen von Klon J-4 wuchsen etwas langsam und blieben nur in
einer weiteren Passage (P2) erhalten. Die Zellen des Klons J-5 sind stabil
etabliert und wachsen schnell. Sie wurden in der Zwischenzeit haufig verbreitert

und bis zur Passage 77 nach der Klonierung kultiviert.

Wahrend der Kultivation von EFE-184 Zellen kamen somit vereinzelt gré3ere
Zellen vor, die langsam wuchsen. Dabei war nicht klar, ob die gréReren Zellen
zu bestimmten Wachstumsphasen gehéren oder eine Vorstufe fir den
Zelluntergang sind. Zur Klarung dieser Frage und zur genauen Lokalisation
wurden 2 Tage nach dem Anwachsen von trypsinierten Zellen mit einer sterilen
Punktionsnadel Strichmarkierungen in der Flache des Zellrasens angebracht. Im
Mikroskop mit Phasenkontrast-Einrichtung wurden Zellen desselben
Bildausschnitts taglich beobachtet und photographiert (Abb. 8A-E). Mitte links
von der Strichmarkierung ist eine grol3e Zelle mit mehreren Zellkernen zu sehen
(Abb. 8A). Diese Zelle machte keine Zellteilung durch und ging 4 Tage nach der
Aussaat (zwischen Tag 5 und 7) verloren. Eine kleine Zelle im unteren linken
Bildteil war nach 1 Tag gro3 und flach geworden (Abb. 8B); der linke obere
Rand dieser Zelle ist hoch gewdlbt und zeigt den bevorstehenden Zelluntergang

an. Am darauffolgenden Tag war die Zelle nicht mehr detektierbar (Abb. 8C).

In der gezeigten Kolonie rechts von der Strichmarkierung waren zunéchst nur
kleine Zellen sichtbar (Abb. 8A-C). Am 7. Tag fand sich in der Kolonie eine
einzige grolRe Zelle (Abb. 8D). An derselben Stelle waren am 8. Tag zwei grol3e
Zellen zu sehen; zusatzlich fanden sich weiter rechts davon weitere grofR3e Zellen
(Abb. 8E). Wie diese Beobachtungen zeigen, entstehen die grof3en Zellen aus
kleinen Zellen und sind offenbar nur begrenzt teilungs- und lebensfahig; sie sind

zum Untergang bestimmt.
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Abb. 8. Zellen der Linie EFE-184, Klon J-5 in Passage 70 zu verschiedenen
Zeiten nach der Aussaat (125 x).

A) 2.Tag nach der Aussaat. Links eine groRRe flache Zelle mit mehreren
Zellkernen; rechts neben der Strichmarkierung eine Gruppe von kleinen Zellen.
B) 3.Tag. Links zwei grol3e Zellen, die obere mit mehreren Kernen ist dieselbe
grol3e Zelle wie in (A); der Rand der unteren grof3en Zelle wolbt sich nach oben.
Rechts von der Strichmarkierung: Die Gruppe von kleinen Zellen ist vergréf3ert.
C) 4.Tag. Links: Die Rand-Wdlbung der oberen grof3en Zelle ist deutlicher als in
(B); die untere, zweite grof3e Zelle ist verlorengegangen. Rechts: Die kleinen
Zellen haben sich vermehrt.

D) 7.Tag. Links: Die groRRen Zellen mit Umschlag des Randes sind verloren-
gegangen. Rechts: In der Gruppe von kleinen Zellen ist nicht nur die Zellzahl
vermehrt, sondern zusatzlich ist eine grof3e Zelle mit mehreren Kernen (Pfeil)
entstanden.

E) 8.Tag. Die kleinen Zellen haben sich sehr vermehrt und sind um die
Strichmarkierung herum gewachsen; einige weitere grof3e Zellen mit mehreren

Zellkernen sind innerhalb der Gruppe der kleinen Zellen zu beobachten.
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Aus diesem Befund ergab sich die Frage, ob die grof3en Zellen durch Apoptose
oder durch Nekrose zugrunde gehen. Zur Klarung wurde ein ,In Situ Apoptosis
Detection Kit“ eingesetzt (,TUNEL-Assay”). Der Antikdrper entdeckt die
apoptotischen Zellen anhand einer Fluoreszenz-Immunoreaktion (Abb. 9).
Jeweils links im Bild sind gro3e Zellen der Linien EFE-184 J-5 und EFO-27 mit
mehreren Zellkernen sichtbar, die keine Anfarbung mit dem Apoptose-
spezifischen Antikdrper zeigen (Abb. 9, oben). Die Zellmembran ist bis auf
geringe Reste aufgel6st; der Membran-Rest ist nur am unteren Zellrand bei der
mehrkernigen EFO-27 Zelle im Phasenkontrast zu erkennen (Abb. 9, unten
rechts). Aufgrund der Nekrose-typischen morphologischen Verdnderungen und
der negativen Reaktion im TUNEL-Assay befinden sich die grol3en
mehrkernigen Zellen offenbar im Zustand der Nekrose. Zusétzlich ist rechts in
jedem Bild jeweils eine kleine Zelle in Apoptose zu beobachten. Die Anfarbung
des apoptotischen Zellkerns durch den spezifischen Antikorper ist deutlich
sichtbar. Die Membran der apoptotischen Zellen ist erhalten geblieben. Damit ist
gezeigt, dal3 die grof3en flachen Zellen mit mehren Kernen sich im Zustand der
Nekrose befinden, und dalR die Apoptose offenbar in kleinen Zellen stattfindet.
Sowohl im TUNEL-Assay als auch im Phasenkontrast sieht man bei den kleinen
Zellen deutlich den Zellkern und die scharf konturierte Zellmembran. Das
Ergebnis des Versuches demonstriert das gleichzeitige und benachbarte

Vorkommen von Nekrose und Apoptose in derselben Zellkultur.
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Abb. 9.

Kultivierte Zellen der Linie EFE-184 Klon J-5 (links) und der Linie

EFO-27 (rechts) nach immuncytochemischer Anfarbung im

TUNEL-Assay und nach Gegenfarbung mit Propidium-lodid (oben).
Einerseits ist eine groRe Zelle in Nekrose mit Auflésung der
Zellmembran jeweils links im Bild zu sehen. Andererseits ist rechts
im Bild jeweils eine kleine Zelle in Apoptose mit Gelbfarbung des
Zellkerns sichtbar. Zusatzlich sind Zellen im normalen Zustand
erkennbar. Zum Vergleich ist jeweils dasselbe Gesichtsfeld im

Phasenkontrast gezeigt (unten). (300 x).
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3.2. Numerische Chromosomen-Aberrationen

Wie vorhergehend dargestellt, besitzen Zellen der Linie EFE-184 weitgehende
Heterogenitat der Morphologie. Daraus ergeben sich folgende Fragen:

-- Ist der Chromosomen-Gehalt einzelner Zellen ebenfalls unterschiedlich, d.h.
weist die Zahl der Chromosomen pro Zelle starke Variationen auf?

-- Gibt es einen Zusammenhang zwischen morphologischen Veranderungen und

numerischen chromosomalen Aberrationen?

Fur die Untersuchung dieser Fragen wurden Zellen der Linie EFE-184 in
verschiedenen Passagen der Kultivation sowie von Klon J-5 in Passage 70-88
analysiert (Abb. 10). Zum Vergleich wurden drei Subkulturen in Passage 58

abgezweigt und individuell weiter geziichtet.

Eine Kultur mit unklonierten Zellen der nachfolgenden Passage 59 wurde
subkultiviert in zwei Flaschen der Passage 60, die getrennt zu den Kulturen A
und B sowie zu den Kulturen C und D weiter gezichtet wurden. Von einer
weiteren Subkultur der Passage 59 wurden zwei Kulturen abgetrennt zu
Passage 60, die zu den Subkulturen E und F fuhrten. Eine von den drei
Subkulturen aus P58 wurde in Passage 59 zur Zellklonierung verwendet, und es
wurden die Klone J-1 bis J-6 erhalten (vgl. Abb. 7). Eine der aus Klon J-5
entstandenen Subkulturen wurde mit ,G* bezeichnet. Unabhangig davon wurden
Zellen aus einer anderen, friheren EFE-184 Kultivation in Passage 121
aufgetaut und getrennt weiter geziichtet bis zur Kultur H und zur Chromosomen-

Analyse in Passage 139.

Nach Praparation und G-Banderung oder FISH-Analyse wurden aus je 50 oder
100 Metaphasezellen der genannten Kultur-Passagen die Chromosomenzahlen
bestimmt (Abb. 11A - D und E - H). Die Zahl der Chromosomen pro Zelle war
groer als 46 in fast allen untersuchten Metaphase-Zellen. Keine einzige Zelle
hatte eine diploide Chromosomenzahl (2n = 46); fast alle Zellen besal3en
hyperdiploide Chromosomenzahlen mit mehr als 2n und weniger als 8n (8n =
184, n = 23). Die unklonierten, parallel geziichteten Zellen in Passage 71 der
Kultivation (Subkultur A) und in Passage P65 (Subkultur B) enthielten in der
Mehrheit 60 bis 85 Chromosomen pro Zelle.
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EFE-184 P57
ps:
P:59 ] %’9 kIIDo%ligert
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|
|
EFE-184 P 121
]
| |
P |122* = 1|22* H s
P 123 P123 ——— PI137*— P138 — P139**

Abb. 10. Kulturen aus verschiedenen Passagen der Kultivation von EFE - 184 Zellen.
A bis F: Ableitung von Subkulturen in der Passage 58; G: Zellklonierung in
Passage 59. Sublinie H wurde aus einer Kultur von eingefrorenen Zellen in
hoherer Passage (P 121) gewonnen, die zu einem friheren Zeitpunkt und
unabhéngig von den Zellkulturen A-G etabliert war. Von den Kulturen A bis
H wurden Chromosomen-Aberrationen durch FISH oder G-Banderung (GB)
bestimmt.
* Zellen dieser Passagen waren eingefroren und wieder aufgetaut worden;
** Chromosomen-Praparation.
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Abb. 11. Verteilung der Chromosomenzahlen pro Metaphase der Linie EFE-
184 in den parallel gezuchteten Subkulturen A - D sowie E - H (vgl.
Schema in Abb. 10). In B, C, G wund H wurden die
Chromosomenzahlen aus jeweils 100 Metaphasen ausgewertet; in
A, D, E und F lagen die Zahlen von jeweils 50 Metaphasen zugrunde.
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In Kultur A besalRen 68% der Metaphasezellen Chromosomenzahlen zwischen
60 und 85 pro Zelle, in B waren es 65% und in der aus geklonten J-5 Zellen
bestehenden Subkultur G hatten 72% der Zellen Chromosomenzahlen im
genannten Bereich (Tab. 3). Somit ist die Verteilung der Chromosomenzahlen
pro Metaphasezelle bei den Subkulturen A, B und G weitgehend &hnlich. Die
Chromosomenzahlen pro Metaphase sind in der klonierten Zellkultur G fast
genau die gleichen wie in den beiden unklonierten Zellkulturen A und B. Die
Modal-Chromosomenzahlen der drei genannten Kulturen (d.h. die jeweils
hdchsten vorkommenden Chromosomenzahlen pro Metaphase) wurden bei A
mit 73, bei B mit 76 und bei G mit 70/72 bestimmt. Fur die Bestimmung der
Modalzahlen wurden Metaphasen mit mehr als 150 Chromosomen nicht
herangezogen, da diese moglicherweise aus mehrkernigen Zellen stammen. In
diesen untersuchten Subkulturen zeigte sich eine relativ hohe Homogenitat der
numerischen  Aberrationen, obwohl sie aus véllig verschiedenen
Kultivationsansatzen stammten (vgl. Abb. 10). Ein &hnliches Aberrationsmuster
der Chromosomenverteilung ergab sich auch bei Kultur F sowie bei der Kultur H,

die aus vollig unabhéngig geziuchteten EFE-184 Zellen hergeleitet war.

Tab. 3. Chromosomenzahlen in Subkulturen von EFE-184 Zellen (vgl. Abb. 10 und 11)

Chromosomen / pro Metaphase | Metaphasen mit je 60-85| Modalzahl
Sub- Mittelwert Chromosomen fir Metaphasen
bei Zellen mit 46-150 bel alen bei den ausgewerteten mit < 150
kultuy  Chr./ Metaphase | Metaphasen Zéellen pro Kultur Chromosomen
A 3371/42 = 80,3 98,3 34/ 50 68 % 73
B 6995/86 = 81,3 93,5 65 /100 65 % 76
C 8789/ 84 =104,6 120,7 27 1100 27% * 142
D 3517/42 = 83,7 96,3 16 / 50 32% * 54/70
E | 3092/35 = 883 115,8 10/ 50 20% * 101
F 3457147 = 73,6 79,1 34/ 50 68 % 68/ 70
G 8110/ 97 = 83,6 86,3 72 | 100 72% ** 70/ 72
H 7773/95 = 81,8 86,2 71 / 100 71% 68/ 71

*weitgehend heterogene Chromosomen-Verteilung; ** G entspricht Klon J-5
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Im Gegensatz dazu ergab sich bei den Subkulturen C, D und E vermehrte
Heterogenitat der Chromosomenzahl pro Zelle (Abb. 11C, D und E). Die drei
Kulturen C, D und E, die in Passage 59 abgezweigt, aber ebenso wie die
Kulturen A, B und F unkloniert waren, hatten einen breit gestreuten Bereich der
Chromosomenzahlen von 50 bis 150 pro Metaphase, manchmal Uber 200
hinausgehend. Es gab keine Mehrheit von Zellen mit 60 bis 85 Chromosomen
pro Metaphase, in Kultur C hatten nur 27% der Zellen 60 bis 85 Chromosomen
pro Metaphase, bei Kultur D waren es 32% und in E nur 20% (Tab. 3). Die
Modalzahlen der Kulturen C, D und E mit sehr heterogener Chromosomen-
verteilung waren dementsprechend stark unterschiedlich; bei Kultur C war die
Modalzahl 142, bei D 54/70 und bei E 101 (Abb. 11C, D und E). Dies war
Uberraschend im Hinblick auf die parallele Zichtung der Subkulturen A und B
mit weitgehender Homogenitat der Chromosomenzahlen pro Zelle im Vergleich
mit den Kulturen C und D, die fast zu gleicher Zeit gezlichtet wurden und aus
der gemeinsamen parentalen Kultur in Passage 59 stammten. In ahnlicher
Weise wurde ein Unterschied in der Chromosomenzahl pro Zelle beim Vergleich
der Subkulturen E und F sichtbar, die von der gemeinsamen parentalen Kultur in
Passage 59 abgeleitet waren. Trotzdem hatte Kultur F eine weitgehend &hnliche
Chromosomenzahl-Verteilung wie die Subkulturen A, B, G und H. Die Zellen der
Kultur F enthielten in der Mehrheit 60 bis 85 Chromosomen (68% der Zellen),
und ihre Modalzahl war 68/70.

Besonders uberraschend sind die Ergebnisse bei EFE-184 Zellen der Subkultur
H (Abb. 11H), die vollig unabhéangig von den ubrigen genannten Kulturen
gezuchtet wurde (vgl. Abb. 10, Subkultur H). Dabei zeigte sich die gleiche
Verteilung mit Uberwiegend hyperdiploiden Zellen im Bereich vom 60 bis 85
Chromosomen pro Metaphase wie in den unklonierten Zellen der Kulturen A, B
und F sowie in G (Klon J-5). 71% der Zellen von Kultur H besal3en
Chromosomenzahlen zwischen 60 und 85, und die Modalzahl war 68/71 (Tab.
3). Das Ergebnis aus Subkultur H entsprache somit einer weitgehenden
Stabilitat der numerischen Aberrationen bei unabhangig voneinander

durchgefiihrten Kultivationen.
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Aus den dargestellten Analysen (Abb. 11) ergibt sich somit, dal3 der
Chromosomen-Gehalt einzelner Zellen sehr unterschiedlich sein kann. Dies wird
besonders klar bei Kultur H, die vollig unabhangig von den Kulturen A bis G
hoch-geziichtet war, jedoch deutlich eine andere Chromosomen-Verteilung
aufwies als die Kulturen C, D oder E. Die Chromosomen-Verteilung bei Zellen
der Kultur H ist weitgehend vergleichbar mit den Chromosomenzahlen pro Zelle
bei den Kulturen A, B, F und G, nicht aber mit der Chromosomen-Verteilung bei
Zellen der Kulturen C, D und E. Die Instabilitat der Chromosomenzahlen pro
Zelle ist deutlich erkennbar bei Kultur G, die aus Klon J-5 gezichtet wurde. Bei
stabilen Chromosomenzahlen pro Zelle ware nach der Klonierung aus einer
einzigen Zelle jeweils dieselbe Chromosomenzahl pro Metaphase bei Kultur G
zu erwarten; dies war jedoch nicht der Fall, sondern 72% der Zellen enthielten
60 bis 85 Chromosomen (Tab. 3). Offenbar geht die Instabilitat nicht soweit, dal3
eine vollig heterogene Verteilung der Chromosomenzahlen pro Zelle wie z.B. in
den Kulturen C, D und E entstanden ist. Ein Zusammenhang mit dem vorherigen
Einfrieren und Auftauen der Zellen konnte nicht hergestellt werden. Zellen der
Subkultur C waren im Untersuchungszeitraum nicht eingefroren gewesen (vgl.
Abb. 10) und zeigten ebenso weitgehende Heterogenitat der Chromosomen-
Verteilung wie Zellen der Kulturen D und E, die zwischenzeitlich eingefroren
waren. Es konnte vermutet werden, dal? nach dem Auftauen und beim
Wiederanwachsen der Zellen Selektionsprozesse stattfinden, die zur Entstehung
von Zellpopulationen mit bestimmten Eigenschaften fuhren. Dafir gaben die
Ergebnisse der Bestimmung der Chromosomenzahl pro Metaphase und der

spater beschriebenen Karyotypisierung jedoch keinen Hinweis.

Vereinzelt wurden Zellen mit Chromosomenzahlen von mehr als 8n gefunden
(Abb. 11A-F und H); in extremen Féllen waren es mehr als 200 Chromosomen
pro Zelle. Fur die extrem hohen Chromosomenzahlen kdnnen zwei Erklarungen
gegeben werden. Einerseits werden mdglicherweise bei der Chromosomen-
Praparation mehrere Metaphasenzellen (z.B. 2-4 Zellen) gleichzeitig auf- oder
nebeneinander gespreitet; damit konnten die Chromosomen mehrerer
Metaphasen Uberlappend fallen. Andererseits kann eine Zelle mehrere Zellkerne
enthalten (vgl. Abb. 8), die sich synchron teilen und gleichzeitig in die Metaphase

gelangen konnten. Es gab keine Anhaltspunkte dafir, dall hohe
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Chromosomenzahlen aus mehreren Zellen entstanden waren, denn in der
mikroskopischen Beobachtung lieBen sich nahe beieinander liegende
Metaphasen unterscheiden. Bei der gleichzeitigen Lyse von zwei oder mehreren
Metaphase-Zellen ist es wenig wahrscheinlich, dal3 die Chromosomen sich in
exakt denselben Stadien der Mitose befinden. Chromosomen aus zwei oder
mehreren Zellen, die zufallig nebeneinander gespreitet wurden, kénnen in der
Regel eindeutig anhand der Chromosomen-Struktur und der Anféarbung als aus
verschiedenen Zellen stammende Chromosomen diskriminiert werden. In
Zweifelsfallen wurden derartige Konstellationen nicht ausgewertet. Daher ist die
Wahrscheinlichkeit gro3er, dal3 sehr hohe Chromosomenzahlen aus Zellen mit
mehreren Zellkernen stammen konnen. In den Kulturen der Zellinie EFE-184
und des Klons J-5 wurden jeweils grof3e Zellen mit mehreren Zellkernen
beobachtet (vgl. Abb. 6). Bei einer grof3en Zelle mit gleichzeitiger Mitose von
mehreren Zellkernen konnten somit durchaus Zellen mit polyploiden
Chromosomenzahlen erfasst werden. Es kann nicht mit Sicherheit
unterschieden werden, ob in diesen Fallen die Chromosomen aus
mononukle&ren Zellen mit hyperdiploider Chromosomenzahl oder aus Zellen mit

mehreren Zellkernen stammen.

Die Variation der numerischen chromosomalen Aberrationen konnte im
Zusammenhang mit morphologischen Zellverdnderungen vermutet werden.
Einerseits sind bei einer grofen Zelle mit mehreren Kernen hohere
Chromosomenzahlen zu erwarten. Anderseits ist offenbar bei einem Teil der
Kulturen die Chromosomenzahl pro Zelle innerhalb eines gewissen Rahmens
von 60 - 85 Chromosomen pro Metaphase variabel (vgl. Tab. 3; Kulturen A, B, F,
G und H) oder au3erhalb dieses Rahmens weitgehend heterogen (Kulturen C, D
und E). Da jedoch kein Unterschied in der Anzahl der Zellkerne bei den
genannten Kulturen beobachtet wurde, und da die Mehrheit der Zellen nur einen
Kern enthielt, ist offenbar die Variation der Chromosomenzahl pro Metaphase
aus unbekannten Grinden recht gro3. Eine Ursache dafir konnte in der

Praparation der Chromosomen zu finden sein.

Zu dieser Frage wurden Experimente Uber die Verteilung der Chromosomenzahl

pro Metaphase unter verschiedenen Bedingungen der Préaparation durchgefihrt



Ergebnisse 51

(Abb. 12). Bei Variation der Quellzeit der Zellen in 0,4% KCI ergab sich ein
Unterschied in der Verteilung des Chromosomengehalts der untersuchten J-5
Zellen. Nach 8 Min Quellzeit wurden Zellen erhalten, die in der Mehrzahl 60 bis
85 Chromosomen pro Metaphase enthielten (Abb. 12A) und deren Modalzahl 74
war (A in Tab. 4). Die Zellen fir diese Experimente wurden in Passage 67 der
Kultivation benutzt und entsprachen einer parallelen Kultur zur Subkultur A (vgl.
Abb. 10), bei der in der Mehrheit der Zellen 60 bis 85 Chromosomen
aufgefunden wurden (vgl. Abb. 11A; Tab. 3). In einem weiteren Ansatz
derselben Zellsuspension in Passage 67 der Kultivation (Abb. 12B) war nach 16
Min Quellzeit die Verteilung der Zellen mit mehrheitlich 60 bis 85 Chromosomen
pro Metaphase zu Zellen mit geringerer Chromosomenzahl verschoben, und die
Modalzahl war 67; nur 46% der Zellen enthielten 60 bis 85 Chromosomen pro
Metaphase (B in Tab. 4). Einige Zellen besal3en nur 41 bis 55 Chromosomen
pro Metaphase, und zusatzlich wurden drei Zellen mit weniger als 40

Chromosomen pro Metaphase beobachtet.



Ergebnisse 52

_r#‘_ri_tmum . . |! — /-

:

:-'f _ LpLH”]J"L'l”JLJUlL.——I A ) e
: Il -

2 41 C I

F M

El -_n"'i" | T T rk 1 i1 .-.-'"'—E—-"'_I’
= 6

£ D

L,f e T R EE S — A T S

S0 o TD A0 M0 100 1000 1200 130 140 150 =150 =20

Number of Chromosomes per Metaphase

Abb. 12. EinfluR der Pr&parationsbedingungen auf die Chromosomenzahl pro
Metaphase.

A) und B) Variation der Quellzeit. Eine Suspension von Metaphase-Zellen
aus derselben Flasche von unklonierten EFE-184 Zellen in Passage 67
(Vorlaufer-Kultur von Kultur A in Abb. 10) wurde nach der Trypsinierung
geteilt und mit unterschiedlichen Quellzeiten von 8 Min (A) bzw. 16 Min (B)
im hypotonischen Milieu behandelt.

C) und D) Unterschiedlich lange Einwirkung von Trypsin. Metaphase-Zellen
aus derselben Flasche von Klon J-5 in Passage 86 nach einmaliger
Trypsinierung fur 10 Min (C) bzw. nach wiederholter Trypsinierung fur
weitere 10 Min (D).
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Tab. 4.  Chromosomenzahl von EFE-184 Zellen bei verschiedenen Praparation-
weisen (vgl. Abb. 12).

A und B: Unklonierte Zellen aus der Flasche einer Parallel-Kultur von “A* (vgl.
Abb. 10), nach Quellzeiten von 8 Min (A) bzw. 16 Min (B).

C und D: Zellen des Klons J-5 einer Vorlaufer-Kultur von “G* (vgl. Abb. 10) nach
einmaliger Trypsinierung far 10 Min (C) bzw. nach wiederholter

Trypsinierung fir weitere 10 Min (D).

Chromosomen / pro Metaphase | Metaphasen mit je 60-85 Modal zahl
Ver- Mittelwert Chromosomen fur Metaphasen
Suchs{ bei Zellen mit 46-150 bei dlen bei 50 ausgewerteten mit < 150

kultur[ Chr./ Metaphase | Metaphasen Zéllen pro Kultur Chromosomen

A 3858/49 =78,7 80,2 40 / 50 80 % 74
B 3293/44=748 74,6 23 / 50 46 % 67
C 3594 /45=79,9 88,9 39 / 50 78 % 75
D 3558/49=72,6 74,2 42 | 50 84 % 66/68/70

Zur Erklarung des Auftretens von Metaphasen mit Chromosomenzahlen von
Uberwiegend zwischen 60 und 85 bei kirzerer Quellzeit von 8 Min sind zwei
Moglichkeiten offen: Einerseits konnten Zellen mit héherer Chromosomenzahi
lAngere Zeit brauchen zum Quellen, bzw. die Zellen mit 60-85 Chromosomen
quellen leichter und schneller unter denselben Bedingungen, und werden somit
eher beim Spreitungsvorgang erfaf3t. In diesem Fall sollten bei kiirzerer Quellzeit
mehr Metaphasen mit 60-85 Chromosomen erfal3t werden als bei langerer
Quellzeit, und es sollten zusatzlich intakte Metaphase-Zellen zu sehen sein,
deren Chromosomen noch nicht gespreitet sind. Dies wurde in einzelnen Féllen
bei 8 Min Quellzeit beobachtet (Praparate nicht im Foto gezeigt). Andererseits
kénnten bei der langeren Quellzeit von 2 x 8 Min fragile Zellen mit jeweils mehr
als 60-85 Chromosomen bereits vor der Spreitung zerplatzt sein, und mehr
Metaphasen mit weniger Chromosomen waren zu beobachten und wurden
tatsachlich auch bestimmt. Weiterhin war bei langerer Quellzeit die Modal-

Chromosomenzahl von 74 auf 67 reduziert, d.h., es wurden mehr Metaphasen
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mit Chromosomenzahlen im niedrigen Bereich gefunden als bei 8 Min Quellzeit
(Tab. 4). Dies kann erklart werden durch einen Verlust von Chromosomen beim
Spreitungsvorgang infolge einer erhohten Fragilitat der Zellmenbran. Dafir
spricht auch, daf} vereinzelte Metaphasen mit weniger als 46 Chromosomen
gefunden wurden (Abb. 12B).

Eine andere Erklarung fur die Beobachtung von Metaphasen mit
unterschiedlichen Anzahlen von Chromosomen ist méglicherweise durch den
Ablosungsvorgang der Zellen vom Boden der Kulturgefal3e beim Trypsinieren
der Monolyer-Kulturen gegeben. Dazu wurde eine Kultur von Kklonierten J-5
Zellen in Passage 86 (vgl. Abb. 10G) zweimal hintereinander auf die gleiche
Weise fiur jeweils 10 Min mit Trypsin/EDTA behandelt, unmittelbar gefolgt von
der Hemmung der Trypsinwirkung bei den abgeldsten Zellen durch Zugabe von
Medium mit 10% FCS. Bei der ersten Trypsinierung wurden uberwiegend
Trypsin-sensitive Zellen erfaldt; bei der wiederholten Trypsinierung kamen Zellen
zur Analyse, die weitergehende Resistenz gegen die Trypsinierungsvorgang
zeigten. Nach paralleler Aufarbeitung ergab sich bei einmaliger Trypsinierung
eine Verteilung von Zellen mit (berwiegend 60-85 Chromosomen pro
Metaphase (Abb. 12C) und 75 als Modalzahl (C in Tab. 4). Die Aufarbeitung der
Préaparate bei nochmaliger Trypsinierung fihrte zu Metaphasen mit mehrheitlich
58 bis 76 Chromosomen (Abb. 12D), und die Modalzahl war 66/68/70 (D in Tab.
4). D.h., Zellen mit 60-85 Chromosomen wurden bereits durch einmalige
Trypsinierung vom Zellrasen abgeldst. Bei wiederholter Trypsinierung wurden
mehr Metaphasen mit leicht reduzierter Anzahl von Chromosomen gefunden.
Dieser Befund spricht fir eine erhdhte Fragilitdt der Zellmenbran bei insgesamt
langerer Einwirkungszeit des Trypsin/EDTA - Gemischs und fir einen
anschlielBenden Verlust von einzelnen Chromosomen beim Spreitungsvorgang.
Offenbar spielt die Stabilitat der Zellmembran eine entscheidende Rolle bei der
Bestimmung der exakten Chromosomenzahl pro Zelle. Die Ergebnisse der
Experimente mit Veranderungen von Quellzeit oder Dauer der Trypsin-
Einwirkung zeigten, dall eindeutige Unterschiede in der Anzahl der
Chromosomen bei einzelnen Zellen der jeweiligen Populationen bestehen, die
maoglicherweise auf die Praparation zurickzufiihren sind. Dabei ist offenbar die

Dauer der Quellzeit von groRRerer Bedeutung als die Trypsinierungszeit. Die
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Bestimmung der Chromosomenzahlen pro Zelle ist demnach nicht immer ganz
zuverlassig zur Charakterisierung von Tumorzell-Populationen, und ist offenbar

im wesentlichen abhangig von der Quellzeit vor dem Spreitungsvorgang.

3.3. Strukturelle Aberrationen

3.3.1. G-Banderung

Wie oben beschrieben (vgl. Abb. 11 und 12; Tab. 3 und 4) war die Zahl der
Chromosomen in fast allen untersuchten Metaphasen-Zellen grol3er als 46.
Kaum eine Zelle hatte eine diploide Chromosomenzahl (2n = 46), fast alle Zellen
besal3en hyperdiploide Chromosomenzahlen mit mehr als 2n und weniger als 8n
(8n = 184). Daraus ergeben sich mehrere Fragen:

-- Welche Chromosomen sind vermehrt?

-- Sind jeweils dieselben Chromosomen in verschiedenen Metaphasen

vermehrt?

Ist jeweils dasselbe Chromosom in den untersuchten Kulturpassagen der
Zellinien EFE-184 oder Klon J-5 vermehrt?

-- Gibt es spezifische strukturelle Chromosomen-Veranderungen in den
untersuchten Zellinien EFE-184 und EFO-27, die haufig auftreten?

Zur Klarung dieser Fragen wurden frihere Karyotyp-Analysen von EFO-27
Ovarialkarzinomzellen und von EFE-184 Zellen einbezogen (Abb. 13A und
13B). Aus den élteren Untersuchungen (Kunzmann & Hdélzel, 1987; Kunzmann
et al., unveréffentlicht; Nollau, 1991; Nollau et al., in Vorbereitung) ist bekannt,
dal3 einzelne Chromosomen mit regulérer Struktur vermehrt sein kénnen, und
dal’3 eine Polysomie jedoch nicht bei allen untersuchten Metaphasen dasselbe
Chromosom betreffen muf3, andererseits sehr haufig in verschiedenen
Metaphasen und zu unterschiedlichen Zeiten der Kultivation einer Tumorzellinie
beobachtet wird. Bei der Analyse der strukturellen Aberrationen hatte sich
gezeigt, dal’ individual-spezifische, strukturelle Chromosomen-Veranderungen
existieren, die offenbar charakteristisch fur die Tumorzellpopulation einzelner
Patienten sind und in ihrer Gesamtheit bestimmte Muster ergeben. Strukturelle

Aberrationen, die bei mehr als 50% der analysierten Metaphasen gefunden
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wurden, sind in diesen Untersuchungen als Marker-Chromosomen bezeichnet
worden. Weiterhin hat sich herausgestellt, dal die chromosomalen
Aberrationsmuster nicht stabil sind, sondern im Verlauf der in vitro Kultivation
weitere Veranderungen erfahren kénnen. Dies ist besonders deutlich geworden
bei Karyotyp-Analysen an EFO-27 Zellen (Kunzmann & Hdélzel, 1987). Offenbar
sind derartige “Shifts* der Chromosomen-Aberrationsmuster auch in vivo
maoglich, wie sich bei Karyotyp-Untersuchungen an Mehrfach-Explantaten von
Zellen eines metastasierten Mammakarzinoms gezeigt hat (Kunzmann &

Ho6lzel, unveroffentlicht).

In Zellen der Linie EFE-184 kommen mehrere Marker-Chromosomen vor. Diese
wurden anhand der G-Banderung analysiert (Abb. 13 und 14) und

folgendermal3en benannt:

M1 =t(1;5) (p13; q21)
M2 = der (2p3p)

M3 =der (293Q)

M4 =del (3) (p14)

M5 =del (4) (q31.2)
M6 =del (13) (g31)

M7 = unidentifiziert

M8 =del (2) (g31)

M9 =1t(79l7q)

M10 =t (X; 4) (p22.3; g24)
M11 =t (5; ?) (p13; ?)
M12 =t (6; ?) (q16; ?)
M13 = del (9) (g21)

M14 = del (4) (g24)

M15 =t (5; ?) (p12; ?)

M5* = del (M5)
M6* =1t (2; M6) (q31; M6)
M7* =del (M7)

Iso (9q)
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Abb. 13. Karyotyp von EFE-184 Zellen analysiert durch Trypsin-Giemsa-

Banderung (A) in Passage 24 (86; XX), (B) in Passage 69 (82;
XX). Die Marker-Chromosomen sind mit M1-M9 bezeichnet. Die
abgeleiteten Marker sind durch * angezeigt (nach Kunzmann &

Ho6lzel, unveroffentlicht).
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Abb. 14. Ableitung der EFE-184 Marker-Chromosomen M1-M6 in (A) und
M10-M15 in (B) (ldiogramme und G-Banderungen nach

Kunzmann & Hdolzel, unveroffentlicht).
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3.3.2. FISH - Analysen

3.3.2.1. EFE-184 Zellen

Die in situ Hybridisierung mit Fluoreszenzfarbstoff-markierten DNA-Sonden
ermdglicht einen direkten Nachweis von Nukleinsduresequenzen in Metaphase-
Chromosomen. Bei den FISH-Analysen wird die spezifische Bindung einer DNA-
Probe an komplementdre DNA-Sequenzen des jeweils untersuchten
Chromosoms benutzt. Die DNA-Sonden kénnen durch chemische Modifikation
markiert und nach der Hybridisierungsreaktion im Fluoreszenz-Mikroskop
nachgewiesen werden. Die in dieser Arbeit verwendeten sogenannten
.chromosome painting® Proben oder ,total chromosome® Proben erkennen
ganze Chromosomen und deren Bruchstiicke. Die Painting-Sonden sind
besonders geeignet zum Nachweis von strukturellen Veréanderungen an
Metaphase-Chromosomen. Bei Tumorzellen sind haufig Chromosomen-Teile
abgebrochen und auf andere Chromosomen transloziert. Zur Bestatigung der
durch Giemsa-Badnderung gefundenen strukturellen Veranderungen in
Metaphase-Chromosomen der Zellinie EFE-184 und des Klons J-5 wurden die

nachfolgend beschriebenen FISH-Analysen durchgefihrt.

Beispielhaft ist die Metaphase einer Zelle der Linie EFE-184 Klon J-5 in Passage
70 dargestellt (Abb. 15). Benutzt wurde hier die mit FITC markierte Painting
Probe fir Chromosom 1 (vgl. Abb. 3), und DAPI wurde zur Gegenfarbung der
Gesamt-DNA eingesetzt. Die Metaphase hatte 38 Chromosomen; dabei wurden
4 Immun-Fluoreszenz-Signale gefunden: drei normale Chromosomen 1, und ein
M1l. M1 war in den friheren Untersuchungen als eine Rekombination von
Chromosom 1 in Abschnitt p13 und Chromosom 5 in Abschnitt q21 erkannt
worden (vgl. Abb. 14A; S. 58). Das gezeigte M1-Signal gibt nur den Anteil fur
Chromosom 1 wieder, der durch die Sonde fur Chromosom 1 erkannt werden
kann. Der Bruchpunkt an p13 von Chromosom 1 (kurz tber dem Zentromer) ist
durch Vergleich mit der DAPI-Farbung (Abb. 15a und 15b) klar zu sehen.

Chromosom 5 ist nicht nur an der Translokation in M1, sondern auch in M11 und
M15 beteiligt (vgl. Abb. 14B; S. 58). In der G-Bé&nderung bestehen M11 und M15
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aus jeweils einem abgebrochenen Stiick des Chromosoms 5 in Abschnitt p13
bzw. pl2, die auf unbekannte Chromosomen-Fragmente transloziert wurden.

M11 erscheint etwas langer als M15.

Abb. 15. Metaphase-Zelle der Linie EFE-184 J-5 in Kultur-Passage 70. FISH-
Analyse mit einer FITC-markierten Painting Probe fir Chromosom
1, einem mit FITC markierten zweiten Antikorper und DAPI als
Gegenfarbung. Teil (a) zeigt 4 Metaphasen-Signale: Drei normale
Chromosomen 1 und ein M1 (mit Pfeil im Bruchpunkt 1p13; direkte
FISH-Methode; vgl. Abb. 3). Auf dem DAPI-BIld (b) ist die Metaphase

mit insgesamt 38 Chromosomen sichtbar;
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Bei Verwendung einer Digoxigenin-markierten Sonde fir Chromosom 5 und
eines Fluorescein-gekoppelten zweiten Antikérpers (vgl. Abb. 5) zeigten sich in
einer J-5 Metaphase-Zelle mit insgesamt 75 Chromosomen 5 Signale (Abb. 16):
Zwei normale Chromosomen 5, ein M1, ein M15 und eine Deletion von
Chromosom 5 (del 5), die an dem im Vergleich zu Chromosom 5 verklrzten
Signal zu erkennen ist. Del (5) entspricht mdglicherweise dem Bruchstiick von
Chromosom 5 in M11 = del (5p13) in Abb. 14B, denn ein etwas grofi3erer Anteil
von Chromosom 5 ist durch FISH als del (5) sichtbar als in M15. Bei Vergleich
mit der entsprechenden DAPI-Farbung ist del(5) in dieser Metaphase nicht mit
einem anderen Chromosomen-Fragment rekombiniert, im Gegensatz zu M11 in
Abb. 14B. Méglicherweise hat jedoch in anderen Zellen eine Rekombination von
del(5) mit einem unbekannten Chromosomen-Abschnitt stattgefunden, denn ein
ahnlich grol3es Fragment ist als Teil von M11 = t(5; ?) in der G-Banderung
sichtbar (vgl. Abb. 14B; S. 58). Das als M11 bezeichnete Signal entspricht
grélBenmafig nicht ganz dem Anteil von Chromosom 5 in M1 der Abb. 14A. Zwei
Chromosomen 5 sind unversehrt dargestellt, denn Fluoreszenz-Signal und

DAPI-Farbung entsprechen sich der Gro3e nach.

Zwei weitere Metaphase-Zellen der Linie EFE-184, unkloniert in Passage 71,
wurden durch FISH-Analysen mit derselbe DNA-Sonde fur Chromosom 5
untersucht (Abb. 17 und Abb. 18). In Abb. 17 (Gegenfarbung der DNA mit PI) ist
eine Metaphase mit 81 Chromosomen und mehreren Interphasekernen zu
sehen; in der Metaphase wurden anhand der Grol3e ein intaktes Chromosomen
5, drei M1 (Pfeile) und zwei M11 (entsprechend del 5 in Abb. 16; Doppel-Pfeile)
als insgesamt sechs Fluoreszenz-Signale detektiert. Die andere Metaphase
(Abb. 18) hatte insgesamt 143 Chromosomen; dabei wurden zehn
chromosomale Fluoreszenz-Signale sichtbar. Diese zeigen drei normale
Chromosomen 5, vier M1 (je mit einem Pfeil), ein M15 (mit einem Doppelpfeil)
und zwei Signale fur Deletionen von Chromosom 5 (del 5). Somit ergibt sich
weitgehende Ubereinstimmung der FISH-Analysen mit den zuvor etablierten G-
Banderungen (vgl. Abb. 13 und 14).
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Abb. 16.

Metaphase-Zelle von Klon J-5 der Linie EFE-184 in Passage
93 der Kultur. FISH-Analyse mit einer Digoxigenin-markierten
Sonde fur Chromosom 5, mit dem Fluorescein-gekoppelten
zweiten Antikorper (vgl. Abb. 5) und DAPI als Gegenfarbung. Auf
dem DAPI-Bild (b) ist die Metaphase mit 75 Chromosomen zu
sehen. Das Bild (a) zeigt 5 Signale: Zwei normale Chromosomen
5, ein M1 (mit Doppel-Pfeil), ein M15 (mit einem Pfeil) und eine
Deletion von Chromosom 5 (mit ,del 5 bezeichnet; entsprechend
M11 in Abb.14B).
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Abb. 17.

EFE-184 Zellen in Passage 71 der Kultivation in der FISH-Analyse
mit einer Digoxigenin-markierten ,total Chromosome Probe* fir
Chromosom 5 (a). Als Gegenfarbung wurde Pl eingesetzt
(b). Auf den PI-Bilder sind eine Metaphase mit insgesamt 81
Chromosomen und mehrere Interphasekerne sichtbar. Es sind 6
Signale in der Metaphase zu erkennen: Ein normales Chromosom
5, drei M1 (mit je einem Pfeil) und zwei M11 (entsprechend del 5 in Abb.
16; je mit Doppel-Pfeil) sowie mehrere punktférmige oder aufgequollene
Signale fir die Chromatin-Bezirke der Chromosomen 5 in den

Interphasekernen.
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Abb. 18.

Zellen desselben Préparats wie in Abb. 17 mit einer anderen
Metaphase. FISH-Analyse mit derselben Probe fir Chromosom 5
wie in Abb. 17. Auf dem PI-Bild (b) sind eine Metaphase mit
insgesamt 143 Chromosomen und mehrere Interphasekerne zu
sehen. Das Bild (a) zeigt 10 Signale in der Metaphase: Drei
normale Chromosomen 5, vier M1 (mit je einem Pfeil), ein M15
(mit Doppel-Pfeil) und zwei Signale fur del (5) (*C“ bezeichnet als
M1l in Abb. 14B). Zusatzlich sind mehrere aufgequollene
Regionen fur DNA von Chromosom 5 in den Interphasekernen

sichtbar.
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Chromosom 2 ist an Translokationen in M2 und M3 (vgl. Abb. 14A; S. 58) sowie
in M8 und M6* beteiligt (vgl. Abb. 13B; S. 57). Daher wurde eine Metaphase von
EFE-184 Klon J-5 Zellen in Passage 74 untersucht (Abb. 19). Die FISH-Analyse
mit einer Biotin-markierten Painting Sonde fir Chromosom 2 (vgl. Abb. 4) ergab
ein normales Chromosom 2, zwei M2, ein M3 und ein M8. Je nach der Grol3e
konnten die Signale durch Vergleich mit der G-Banderung und der DAPI-
Kontroll-Farbung zugeordnet werden. Das langste intakte Signal ist Chromosom
2. Jeweils ein Teil von M2 ist jeweils der p-Arm von Chromosom 2, hier als die
kirzesten Signale gezeigt (vgl. Abb. 14A). Ein Teil von M3 ist der g-Arm von
Chromosom 2; das Signal in M3 ist langer als der p-Arm des Chromosoms 2
(M2) und kurzer als M8. M8 wurde als Deletion von Chromosom 2 mit der
Bruchstelle in 31 erkannt (vgl. Abb. 13B) und ist deshalb etwas kirzer als das
normale Chromosom 2. Die untersuchte Metaphase hat 75 Chromosomen. Dies
entspricht in etwa dem G-Bénderungs-Karyotyp einer EFE-184 Zelle mit 82
Chromosomen in Passage 69 der Kultivation, in dem ein normales Chromosom
2, ein M2 und jeweils einmal M3 und M8 sichtbar waren (vgl. Abb. 13B).

Zum Vergleich wurde eine unklonierte Metaphase-Zelle der Linie EFE-184 in
Passage 69 durch FISH-Analyse mit genau derselbe Probe-DNA fir
Chromosom 2 wie in Abb. 19 untersucht (Abb. 20). Diese Metaphase hatte mehr
als 100 Chromosomen; dabei waren 9 chromosomale Fluoreszenz-Signale zu
erkennen: Zwei normale Chromosomen 2 (n), drei M2 (mit je einem Pfeil) und
vier M3 (je mit Doppelpfeil). Das fehlende M8 ist als Variation des Karyotyps zu
erklaren. Davon abgesehen gab es keinen grundsatzlichen Unterschied
zwischen den beiden Metaphasen von klonierten und unklonierten Zellen (Abb.
19 und 20).

Die jeweils komplementdren Teile von M2 und M3 entstanden aus den
Fragmenten 3p und 3g. Die Fragmente sind in Abb. 19a und Abb. 20a nicht
dargestellt, jedoch in den entsprechenden DAPI-Farbungen (Abb. 19b und Abb.
20b) wurden die Marker 2, Marker 3 und die Bruchstellen sichtbar.
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Abb. 19.

Metaphase von Klon J-5 der Linie EFE-184 in Passage 74 der
Kultivation. FISH-Analyse mit einer Painting Probe (Biotin-
markiert) fur Chromosom 2, Texas-Red-markiertem Antikorper
und DAPI als Gegenfarbung (indirekte FISH-Methode; vgl. Abb.
4). Auf dem DAPI-Bild (b) ist eine Metaphase mit insgesamt 75
Chromosomen sichtbar. Das linke Bild (a) zeigt 5 Signale: Ein
normales Chromosom 2, zwei M2 (mit je einem Pfeil), ein M3 (mit
Doppelpfeil) und ein M8 (mit Dreieck). Die beiden einfachen
Pfeilspitzen zeigen auf die Bruchpunkte in M2. Die doppelte

Pfeilspitze zeigt auf den Bruchpunkt in M3.
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Abb. 20.

Metaphase-Zelle der Linie EFE-184, unkloniert in Passage
69 der Kultur. FISH-Analyse mit einer Painting Probe
(Biotin-markiert) fur Chromosom 2 (der 2. Antikérper war
mit Texas-Red gekoppelt) und DAPI als Gegenfarbung. Auf
dem rechten Bild (DAPI) ist die Metaphase mit mehr als 100
Chromosomen sichtbar. Das linke Bild zeigt 9 Signale:
Zwei normale Chromosomen 2 (mit ,n“ bezeichnet), drei M2

(mit je einem Pfeil) und vier M3 (jeweils mit Doppel-Pfeil).
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Um die Fragment von Chromosom 3 in M2 und M3 darzustellen, wurde als
Erganzung eine DNA-Sonde fir Chromosom 3 in die FISH-Analyse eingebracht
(Abb. 21). Dazu wurde eine EFE-184 Metaphase-Zelle von Klon J-5 in Passage
82 analysiert, die 69 Chromosomen besal3. Zur FISH-Analyse wurde eine FITC-
markierte Painting Sonde fur Chromosom 3 eingesetzt (vgl. Abb. 3). Damit
wurden 5 Signale erkannt: Zwei normale Chromosomen 3, ein M2 (Pfeil) und
zwei M3 (Doppelpfeile). Bei M2 zeigt das Signal den Abschnitt 3p und bei M3
jeweils den Abschnitt 3g. Der translozierte Abschnitt 3p in M2 ist etwas kirzer
als der zu M3 gehorige Abschnitt 3g, wie aus der entsprechenden G-Banderung
(vgl. Abb. 14A) in Ubereinstimmung mit Abb. 19 bis Abb. 21 hervorgeht.

M4 stammt aus Chromosom 3 mit Bruchpunkt in pl4. Dieses Fragment ist
langer als 3q in M3 und kirzer als ein normales Chromosom 3 (vgl. Abb. 14A).
Bei der vorhergehenden FISH-Analyse an J-5 Zellen (vgl. Abb. 21) wurde
zunachst kein M4 gefunden. Deshalb wurden die Untersuchungen an
unklonierten EFE-184 Zellen weitergefuhrt, und M4 wurde entdeckt (Abb. 22).
Dazu wurde dieselbe Probe wie in Abb. 21 fur Chromosom 3 verwendet. Es sind
eine Metaphase mit 65 Chromosomen und mehrere Interphasekerne dargestellt.
In der Metaphase zeigten sich 5 Signale: Zwei normale Chromosomen 3 (n) und
einmal M2 (mit einem roten Pfeil), M3 (mit weil3em Doppelpfeil) und M4 (mit
rotem Doppelpfeil). Das kleinste Signal in Abb. 22 gehért zu M2; das nachst-
groRere Signal entspricht M3, das langere Fluoreszenzs-Signal zeigt M4,
wahrend die langsten Signale von den beiden normalen Chromosomen 3
stammen (vgl. Abb. 14A). In den Interphasekernen gab es verschieden héufig

Signale fir Chromosom 3.

Bei der weiteren Suche nach M4 wurde das entsprechende Signal auch in J-5
Zellen der Kultur in Passage 88 entdeckt. Dazu wurde dieselbe Digoxigenin-
markierte Probe fir Chromosom 3 benutzt (Abb. 23), die nach Behandlung mit
Rhodamin-markierten 2. Antikoper eine Metaphase mit insgesamt 78
Chromosomen und einen Interphasekern zeigt. Es gibt 6 Signale in der
Metaphase: Zwei normale Chromosomen 3, ein M2 (Pfeil), ein M3 (Doppelpfeil)
und zwei M4. Im Interphasekern sind sechs aufgequollene Signale zu erkennen.

Damit wurde die Anwesenheit von M4 sowohl in unklonierten als auch in
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klonierten EFE-184 Zellen bestatigt. Moglichweise ist M4 jedoch nicht in allen J-

5 Zellen vorhanden.

Abb. 21.

FISH-Analyse mit einer Painting Probe (FITC markiert) fur

Chromosom 3 bei der Metaphase einer Zelle der Linie EFE-184
J-5 in Passage 82 der Kultivation, mit FITC-markierten zweiten
Antikdrper und DAPI als Gegenfarbung. Auf dem DAPI-Bild (b) ist
die Metaphase mit insgesamt 69 Chromosomen sichtbar. Das
linke Bild (a) zeigt 5 Immunofluoreszenz-Signale: Zwei normale
Chromosomen 3, ein M2 (mit einem Pfeil) und zwei M3 (jeweils
mit Doppel-Pfeil; direkte FISH-Methode; vgl. Abb. 3).
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Abb. 22.

Zellen der Linie EFE-184, unkloniert in Passage 69 der Kultivation.
FISH-Analyse mit derselbe Probe fir Chromosom 3 wie in Abb. 21
und DAPI als Gegenfarbung. Auf dem DAPI-Bild (b) sind eine
Metaphase mit 65 Chromosomen und mehrere Interphasekerne
sichtbar. Das Bild (a) zeigt 5 Signale in der Metaphase: zwei
normale Chromosomen 3 (mit ,n* bezeichnet), ein M2 (mit einem
roten Pfeil), ein M3 (mit weillem Doppel-Pfeil) und ein M4 (mit
rotem Doppel-Pfeil). In den Interphasekernen sind jeweils

unterschiedliche Anzahlen von Signalen zu sehen.



Ergebnisse

71

Abb. 23.

J-5 Zellen der Linie EFE-184 in Passage 88 der Kultur.
FISH-Analyse  mit einer  Digoxigenin-markierten  total
Chromosome Probe* fur Chromosom 3, einem
Rhodamin-gekoppelten zweiten Antikérper (vgl. Abb. 5) und
DAPI als Gegenfarbung. Auf dem DAPI-Bild (b) sind eine
Metaphase mit insgesamt 78 Chromosomen und ein
Interphasekern zu sehen. In der Metaphase sind 6
chromosomale Signale dargestellt: Zwei normale Chromosomen
3, ein M2 (mit einem Pfeil), ein M3 (mit Doppel-Pfeil) und zwei
M4. Im Interphasekern sind 6 aufgequollene Signale zu

erkennen.
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Eine Probe von Chromosom 4 zur Untersuchung der Herkunft von M5, M10,
M14 und M5* sowie eine Probe von Chromosom 6 zur Bestéatigung der Herkunft

von M12 (vgl. Abb. 13 und 14) wurden in dieser Arbeit nicht verwendet.

Bei den FISH-Analysen von EFE-184 Zellen in Passage 71 mit einer DNA-Probe
fur Chromosom 13 wurde eine Metaphase mit insgesamt 69 Chromosomen
untersucht (Abb. 24). Es waren drei Immunfluoreszenz-Signale zu beobachten,
darunter ein normales Chromosom 13 und ein M6 als del 13 (Pfeil; vgl. Abb.
14A; S. 58). Zusatzlich wurde ein M6* als t(13; 2) (Doppelpfeil) detektiert (vgl.
Abb. 13B; S. 57). In ahnlicher Weise war in der friher durchgefiuhrten G-
Banderung ein Karyotyp mit zwei Chromosomen 13, einem M6 und einem M6*
erkennbar. M6 ist eine del(13), und der Bruchpunkt in M6 wurde in der G-
Banderung bei q31 bestimmt. M6* wurde als Translokation von M6 mit einem
Abschnitt (g31) von Chromosom 2 interpretiert, M6*=t(13;2)(931;931)

(Kunzmann & Hdlzel, unveroéffentlicht).

In einer weiteren FISH-Analyse von EFE-184 Zellen desselben Praparats
zeigten sich mit derselbe Probe fiir Chromosom 13 ein M6 und zwei M6* in einer
Metaphase-Zelle, die 48 Chromosomen hatte (Abb. 25). Ein normales
Chromosom 13 ist nicht zu erkennen. In Ubereinstimmung damit sind jeweils
drei Signale in den Interphasekernen zu beobachten. Die Interpretation von M6
und M6* der FISH-Analysen entspricht somit den friher durchgefiihrten G-
Banderungen. Moéglichweise ist ein normales Chromosom 13 nicht mehr in allen

EFE-184 Zellen der relativ hohen Kultur-Passage 71 vorhanden.

Bei einer weiteren Untersuchung lie3 sich durch Verwendung der ,total
chromosome probe“ fir Chromosom 7 die Anwesenheit von Marker 9 (M9)
zeigen (Abb. 26). M9 enthalt eine Translokation zwischen 7q und 17q (vgl. Abb.
13B; S. 57). Die Bruchstelle im Chromosom 7 ist durch den Pfeil jeweils in der
FISH-Analyse und nach DAPI-Anfarbung angezeigt. Zusatzlich zu M9 sind drei
intakte Chromosomen 7 zu erkennen. Das DAPI-Bild zeigt eine EFE-184
Metaphase mit insgesamt 68 Chromosomen und 5 Zellkernen. In den

Interphasekernen sind mehrere Signale zu beobachten. Dies entspricht der G-
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Banderung von EFE-184 Zellen in Passage 69 (vgl. Abb. 13B), in der drei

normale Chromosomen 7 und ein M9 gefunden wurden.

b,

Abb. 24. EFE-184 Metaphase der Kultur-Passage 71 mit 69 Chromosomen in
der FISH-Analyse mit einer Digoxigenin-markierten ,total

Chromosome Probe” fur Chromosom 13. Die Gegenfarbung war
Propidium-lodid. Es sind 3 Signale in der Metaphase sichtbar: Ein

normales Chromosom 13, ein M6 als Deletion (mit einem Pfeil) und

ein M6* als Translokation (mit Doppel-Pfeil). Zuséatzlich sind 5

Interphasekerne mit mehreren Signalen zu sehen.



Ergebnisse 74

Abb. 25. Zellen desselben Praparats wie in Abb. 24 in der FISH-Analyse mit
derselbe Probe fir Chromosom 13. Es sind 3 Signale in der
Metaphase mit 48 Chromosomen zu erkennen: Ein M6 als del 13
und zwei M6* als t(13; 2). Das Signal fur ein regulares Chromosom
13 ist offenbar nicht vorhanden. Zusatzlich sind 2 Interphasekerne

mit jeweils drei Signalen sichtbar.
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Abb. 26.

EFE-184 Metaphase der Kultur-Passage 71 in der FISH-Analyse mit
einer Digoxigenin-markierten ,total chromosome Probe* fir
Chromosom 7 und einem FITC-markierten Antikérper (Bild a).
Markierung des entsprechenden Chromatins in den
Interphasekernen. Als Gegenfarbung wurde DAPI eingesetzt (Bild b).
Auf den insgesamt 68 Chromosomen sind 4 Signale zu erkennen:
Drei normale Chromosomen 7 und ein M9. Die Bruchstelle des

Chromosoms 7 in M9 ist mit Pfeil angezeigt.



Ergebnisse 76

Die Signale in Interphasekernen kénnen uberlappend liegen; daher ist die
Bestimmung der Anzahl der Signale im Interphasekern von Tumorzellen mit
Hilfe von Painting-Sonden sehr unzuverlassig. Bei Verwendung von Autosom-
Proben sind gewoéhnlich in normalen diploiden Interphase-Zellkernen jeweils
zwei Signale zu erwarten, wenn das betreffende Chromatin bzw. die
entsprechenden DNA-“Territories” nicht Uberlappen. Wie die Ergebnisse dieser
Arbeit bestatigen, sind bei Tumorzellen gewodhnlich mehr als zwei Signale in den
Interphasekernen zu sehen. Die in dieser Arbeit untersuchten Tumorzellen
hatten meistens hyperdiploide Chromosomenzahlen mit mehr als 2n, und
manche Zellen hatten mehr als das Zweifache desselben Chromosoms, d.h.
einzelne Chromosomen kénnen mehrfach auftreten, wie in dieser Untersuchung
gezeigt (z.B. drei normale Chromosomen 7 und ein M9 in Abb. 26). Wegen der
haufigen Chromosomen-Brichen mit Translokation der Bruchsticke kann das
Chromatin eines bestimmten Chromosoms jedoch weiter verteilt sein. Dadurch
wird eine zusatzliche Vermehrung der Interphase-Signale erreicht (vgl. Abb. 17,
18 und 22-26). Deshalb ist die FISH-Analyse von Metaphase-Chromosomen
besser geeignet, die Anzahl der vermehrten Chromosomen und deren
Aberrationen festzustellen als die Untersuchung von Interphasekernen. Ein
wichtiger Grund fir die Durchfihrung von FISH-Analysen ist auf3erdem die

Bestatigung der nach G-Banderung beschriebenen strukturellen Veranderungen.

Bei einer weiteren FISH-Analyse wurden mit der DNA-Probe fiir Chromosom 7 in
einer EFE-184 Metaphase der Passage 71 insgesamt 119 Chromosomen und
zwei M9 entdeckt (Abb. 27), deren Bruchstellen jeweils mit Pfeil bezeichnet sind.
Zusatzlich zu den beiden M9 waren sechs intakte Chromosomen 7 sichtbar, die
anhand der GroRRe deutlich von M9 unterschieden werden kdnnen. In M9 ist 7q
enthalten (vgl. Abb. 13B; S. 57). Ein anderer Teil von M9 stammt aus 17q, das
durch die DNA-Probe fur Chromosom 7 nicht erkannt wird, aber in der
Gegenfarbung mit Propidium-lodid sichtbar ist. Daher kdénnen die beiden
verkirzten Signale in Abb. 27 mit gro3er Wahrscheinlichkeit als M9 anzusehen
sein. In den gezeigten drei Interphasekernen sind mehrere aufgequollene
Signale fur Chromosom 7 Territorien gut zu erkennen. In der gezeigten
hypertetraploiden Metaphase sind die Signale fiur Chromosom 7 zusammen mit

den beiden M9 doppelt so zahlreich wie im friheren, durch Giemsa-Féarbung
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bestimmten

Karyotyp mit 82 Chromosomen aus vergleichbar hoher

Kulturpassage (vgl. Abb. 13B).

Abb. 27.

b

Metaphase-Zelle der Linie EFE-184 in Passage 71 mit

insgesamt 119 Chromosomen. Zur FISH-Analyse (Bild a)
wurden eine Digoxigenin-markierten ,total Chromosome
Probe* fiur Chromosom 7 und ein Fluorescein-
gekoppelter Antikorper sowie als Gegenfarbung
Propidium-lodid (Bild b) verwendet. Es sind 8 Signale
sichtbar: sechs normale Chromosomen 7 und zwei M9

(mit je einem Pfeil im Bruchpunkt).
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Zum Nachweis des anderen Teils der Translokation in M9, der in der gezeigten
FISH-Analyse nicht zu erkennen ist und von Chromosom 17 stammen sollte (vgl.
Abb. 13B), wurde eine weitere FISH-Analyse mit einer Biotin-markierten DNA-
Probe fur Chromosom 17 bei einer EFE-184 Zelle mit Gber 100 Chromosomen
durchgefuihrt (Abb. 28). Fur die Markierung wurde der Farbstoff Texas-Red
verwendet und DAPI als Gegenfarbung. Der relativ kleine Abschnitt von
Chromosom 17 (vgl. Abb. 13B) ist bei beiden M9 gerade eben noch detektierbar;
die Bruchstellen lieBen sich durch Vergleich mit der DAPI-Kontroll-Farbung
erkennen (Pfeil). Daneben sind vier normale Chromosomen 17 in der Texas-
Red-Farbung dargestellt. In der friheren Karyotyp-Analyse mit G-Banderung
wurden in einer unklonierten EFE-184 Zelle der Kultur-Passage 69 bei
insgesamt 82 Chromosomen nur drei normale Chromosomen 17 und ein M9
gefunden. Die Diskrepanz ist erklarbar durch den Befund, dal} die Zahl der
Chromosomen pro einzelne Tumorzelle haufig variiert sein kann (vgl. Abb. 11A -
H). Wie die in Abb. 28 gezeigte Metaphase erneut erkennen laft, ist die
Gesamtzahl von Gber 100 Chromosomen nicht immer exakt bestimmbar, so dal3
die Abweichung in der Chromosomenzahl und in der Anzahl der Signale fir
Chromosom 17 zwischen Zellen des Klons J-5 und unklonierten EFE-184 Zellen

nicht Uberraschend ist.

Bei der FISH-Analyse mit der FITC-markierten Painting Sonde fir Chromosom 9
ergaben sich Hinweise fir ein Chromosom Iso 9p (Abb. 29); die Bestimmung
ergibt sich aus der Lange des Signals in der FISH-Analyse. Der Unterschied
zum normalen Chromosom 9 ist anhand des Vergleichs mit der DAPI-Farbung
erkennbar. Offenbar ist in der FISH-analysierten Metaphase das abgesprengte
komplementére Iso 99 nicht sichtbar, und ist im friiher durchgefihrten Giemsa-
Karyogramm als Iso 9q (vgl. Abb. 13B; S. 57) bestimmt worden. Die
Unterscheidung zwischen Iso 9p und Iso 9q ist sehr schwierig, da die
Bruchstiicke annahernd gleich grof3 sind. Die im friheren Karyotyp mit G-
Banderung als M7 und nicht identifizierbar angesprochene Chromosomen-
Aberration (vgl. Abb. 13A; S. 57) entspricht offenbar nach den in Abb. 29
gezeigten Daten dem in Abb.14B gezeigten M13 = del(9); der Bruchpunkt ist in
g21. In der friheren Analyse ist durch Giemsa-Banderung M13 als del(9)(g21)

benannt worden; d.h. nach Korrektur durch FISH-Analyse ware M7 jedoch als
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M13 = del(9)(g21) anzusprechen. Der Rest von Chromosom 9g21-qgter ist
offenbar mit einem anderen unbekannten Chromosomen-Fragment rekombiniert
und kann nach der FISH-Analyse in Ubereinstimmung mit der friiheren
Untersuchung (Kunzmann & Hoélzel, 1987) als M7* = t(9; ?) bezeichnet werden
(vgl. Abb. 13A und 13B; S. 57).

Abb. 28. Zellen von Klon J-5 der Linie EFE-184 in Kultur-Passage 70. FISH-
Analyse mit einer ,painting“ Probe fiur Chromosom 17 (Biotin-
markiert, mit Texas-Red-gekoppeltem 2. Antikdper) und DAPI als
Gegenfarbung. Auf dem DAPI-Bild (b) ist eine Metaphase mit mehr
als 100 Chromosomen und 3 Zellkernen sichtbar. Das Bild (a) zeigt
6 Signale in der Metaphase: Vier normale Chromosomen 17 (mit ,n*

bezeichnet) und zwei M9 (jeweils mit Pfeil).
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Abb. 29. Eine Metaphase von Klon J-5 der Linie EFE-184 in Passage 82 der
Kultivation in der FISH-Analyse mit einer FITC-markierten ,painting®
Probe fur Chromosom 9 und DAPI als Gegenfarbung. Auf dem
DAPI-Bild (b) sind insgesamt 106 Chromosomen sichtbar. Bild (a)
zeigt 6 Signale: Ein normales Chromosom 9, ein Iso 9p (mit ,i* und
kleinem Doppel-Pfeil), zwei M7 = del 9(q21) (mit je einem Pfeil) und
zwei M7*=t(9; ?)(q21-qgter; ?) (jeweils mit groRem Doppel-Pfeil).
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Nach dieser Korrektur sind in dieser Untersuchung somit zwei Derivate von
Chromosom 9q als M7* in Abb. 29 sichtbar, die Rekombinationen mit je einem
unbekannten Chromosomen-Abschnitt sind. Der Unterschied zur friheren
Analyse ist, dald M7* als Derivat von M7 (M7*=del M7) bezeichnet war und keine
Translokation von 9g21-gter gefunden wurde. Die Fehl-Interpretation kommt erst
nach Verwendung der DNA-Probe fur Chromosom 9 in der FISH-Analyse
heraus. Die in Abb. 29 gezeigte Metaphase der Linie EFE-184 Klon J-5 in
Passage 82 hatte 106 Chromosomen. Insgesamt sind 6 Signale sichtbar: Ein
normales Chromosom 9, ein Iso 9p (d.h. zwei translozierte p-Abschnitte von
Chromosom 9), zwei M7=del(9)(g21) und zwei M7*=t(9;?)(q21-qgter;?). In der
vorhergehenden Karyotyp-Analyse mit G-Béanderung war Iso 9q beschrieben
worden (vgl. Abb. 13B; S. 57).

Eine weitere Aberration von Chromosom 9 wurden in demselben Praparat wie in
Abb. 29 besprochen durch FISH-Analyse mit derselben Painting-Probe fir
Chromosom 9 gefunden (Abb. 30). Die Metaphase hatte 103 Chromosomen,
dabei waren 5 Signale sichtbar: Vier normale Chromosomen 9 und ein Iso 9q,
wie der Vergleich mit der DAPI-Farbung zeigt. Eines der Signale fir Chromosom
9 ist offenbar mit einem anderen unbekannten Chromosom rekombiniert und ist
durch Einzelpfeil angezeigt. In dieser Metaphase ist in Ubereinstimmung mit der
vorherigen Analyse der Abb. 29 ebenfalls ein Iso 99 zu beobachten. Dies
entspricht der friher durchgefiihrten G-Béanderung (vgl. Abb. 13B; S. 57).

Chromosom X ist offenbar selten an Translokationen in EFE-184 Zellen beteiligt
(vgl. Abb. 13A und B sowie 14A). In der gezeigten FISH-Analyse (Abb. 31)
wurden zwei normale Chromosomen X gefunden. Die untersuchte Metaphase
mit 69 Chromosomen stammte aus J-5 Zellen der Linie EFE-184 in Passage 74
der Kultivation und wurde mit einer FITC-markierten Painting Probe fir
Chromosom X analysiert. Das Ergebnis entspricht den Daten der friheren
Untersuchung mit G-Banderung, in der die meisten analysierten EFE-184
Metaphasezellen zwei normale Chromosomen X besal3en; nur in seltenen Fallen
war Chromosom X an Translokationen wie z.B. in M10 beteiligt: M10 =t (X; 4)
(p22.3; q24), (vgl. Abb. 14B; S. 58).
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Abb. 30.

Metaphase einer J-5 Zelle der Linie EFE-184 in Passage 82 der
Kultur. FISH-Analyse mit einer FITC-markierten ,painting”“ Probe flr
Chromosom 9, einem FITC-markierten zweiten Antikorper
und DAPI als Gegenfarbung. Auf dem DAPI-Bild (b) ist die
Metaphase mit insgesamt 103 Chromosomen sichtbar. Das Bild (a)
zeigt 5 chromosomale Signale: Drei normale Chromosomen 9, ein
Iso 9g (“ i “); und ein intaktes Chromosom 9, das anscheinend mit

einem unbekannten Chromosom rekombiniert ist (Pfeil).
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Abb. 31.

J-5 Metaphase der Linie EFE-184 in Passage 74 der
Kultivation. FISH-Analyse mit einer ,painting® Probe (FITC-
markiert) fur Chromosom X, FITC-markiertem zweiten
Antikdrper und DAPI als Gegenfarbung. Das DAPI-Bild (unten)
zeigt insgesamt 69 Chromosomen. Im oberen Bild sind zwei
Immunfluoreszenz-Signale fir normale Chromosomen X

sichtbar.
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3.3.2.2. EFO-27 Ovarialkarzinomzellen

Aus Vergleichsgrinden wurden einige FISH-Analysen mit Zellen der
Ovarialkarzinom-Linie EFO-27 durchgefthrt, die u.a. in Passage 179 der
Kultivation ebenfalls durch G-Béanderung karyotypisiert war (Kunzmann &
Holzel, 1987). Dabei wurden mehrere Marker-Chromosomen beschrieben (Abb.
32):

M1 = del (X) (q12)

M2 =t (X; 2) (q12; q37)
M3 = del (9) (p13)

M4 =1t (4; 9) (pl16; pl3)
M5 =1(8;9) (p12; ql3)
M6 = t (10g14q)

M7 = 16gh

Zur Bestatigung der Bruchstellen bei den EFO-27 Marker-Chromosomen wurden
Digoxigenin-markierte  DNA-Proben fur Chromosom 9 und Chromosom X

eingesetzt.

Die in Abb. 33 gezeigte Metaphase einer EFO-27 Zelle lie3 insgesamt 78
Chromosomen erkennen, dabei sind mit der DNA-Probe fir Chromosom 9 vier
Signale sichtbar: Zwei normale Chromosomen 9 und zwei M3. In der frlheren
Untersuchung (Kunzmann & Holzel, 1987) war M3 als Deletion von
Chromosom 9 in Abschnitt p13 beschrieben worden (vgl. Abb. 32). M3 entspricht
del (9) sowohl in der Giemsa-Banderung als auch in der FISH-Analyse. Die
Ubrigen in Abb. 32 dargestellten Marker M4 und M5, an denen Fragmente von
Chromosom 9 beteiligt sein sollten, wurden in der FISH-Analyse nicht gefunden.
Aufgrund des paarigen Vorkommens von M3 muf3 angenommen werden, dal3
der Bruch eines Chromosoms 9 bereits vor der Hyperdiploidisierung geschehen

ist.
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Abb. 32. Ableitung der Marker-Chromosomen in Zellen der Ovarialkarzinom-
linie EFO-27 in Kulturpassage 179. Die Pfeile zeigen die Projektion
vom jeweiligen Idiotyp auf die betreffenden Marker-Chromosomen
und lassen die Bruchstellen erkennen (aus Kunzmann & Holzel,

1987).
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Abb. 33.

Zellen der Linie EFO-27 in Passage 89 der Kultivation in der FISH-
Analyse mit einer Digoxigenin-markierten ,total Chromosome
Probe* fir Chromosom 9 und DAPI als Gegenfarbung. Die
Metaphase zeigt 78 Chromosomen und mehrere Interphasekerne
mit aufgequollenen Signalen. Auf dem oberen Bild sind vier Signale

in der Metaphase dargestellt: Zwei normale Chromosomen 9 und
zwei M3 = del (9).
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In einer weiteren EFO-27 Metaphase aus Passage 82 der Kultivation wurden bei
Verwendung der DNA-Sonde fir Chromosom X vier Signale sichtbar (Abb. 34):
Zwei M1 als del (X) (Xp; vgl. Abb. 32; in Abb. 34 mit X** markiert) und zwei
etwas groRere g-Fragmente von Chromosom X mit dem maéglichen Bruchpunkt
gl2 (X*in Abb. 34).

Die Unterscheidung zwischen Xp und del X(ql2) ist schwierig bei der FISH-
Analyse. Die beiden Abschnitte X* = del X(ql2, gter) sind bei der Analyse in
Kulturpassage 82 der vorliegenden Untersuchung offenbar noch nicht mit
Chromosom 2 zu M2 rekombiniert, wie in Abb. 32 (S. 85) aus einer friheren
Arbeit dargestellt. FUr die Unterscheidung der beiden Fragmente X* und X**
spricht die etwas gro3ere Lange von Fragment X* im Vergleich zu X**. Da in den
friheren Analysen ein disomes Vorkommen von M2 u.a. auch in der weitaus
hoheren Kaultivationspassage 179 beobachtet wurde, ist anzunehmen, daf}
Zellen der Linie EFO-27 bereits vor der Hyperdiploidisierung die Translokation
zwischen Chromosomen-Bruchstick Xqg (g12) und Chromosom 2 (g37) zu
Marker M2 erworben haben. Dabei wird unterstellt, daf3 der Bruch nur in einem
Chromosom X und die nachfolgende Hyperdiploidisierung die Selektion fur EFO-
27 Zellen mit den zwei entsprechenden Bruchsticken beginstigt haben. Ein X
Chromosom ist moglicherweise bereits vor der Hyperdiploidisierung
verlorengegangen. Dies ist ein ahnlicher Vorgang wie die in Abb. 33

beschriebene Entstehung von zwei M3 bei Chromosom 9.
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Abb. 34.

Zellen der Linie EFO-27 in Kultur-Passage 82. FISH-Analyse mit
einer Digoxigenin-markierten DNA-Sonde fiir Chromosom X, einem
Rhodamin-gebundenen zweiten  Antikérper und DAPI als
Gegenfarbung. Das untere Bild zeigt eine Metaphase mit insgesamt
85 Chromosomen und mehrere Interphasekerne. Es sind vier
Signale in der Metaphase zu sehen: Zwei kleinere Fragmente M1
als del X (mit X** bezeichnet) und zwei etwas grél3ere Abschnitte
von Chromosom X mit der mdglichen Bruchstelle in g12 (mit X*
bezeichnet). Die Interpretation geht davon aus, dal3 Chromosom X
in q12 gebrochen ist, und dal} das kurze Fragment X** als M1 qilt,
wahrend das langere Fragment X* noch nicht mit Chromosom 2 zu
M2 rekombiniert hat (vgl. Abb. 32). Durch die Hyperdiploidisierung
sind vier Signale von jeweils zwei gleich grof3en Fragmenten

sichtbar.



Diskussion 89

4. Diskussion

Der Zusammenhang zwischen Chromosomeninstabilitdt und Tumorentwicklung
ist bisher weitgehend ungeklart (Lengauer et al., 1998; Hanahan & Weinberg,
2000). Die Tatsache, dald in vielen Tumoren epithelialer Gewebe multiple
Chromosomen-Aberrationen vorhanden sind, ist seit etwa einem Jahrhundert
bekannt (Boveri, 1914). Die bei Karyotyp-Untersuchungen an explantierten
Tumorzellen gefundenen Aberrationen stehen offenbar am Ende einer
jahrelangen Entwicklung (Nowell, 1976). Naturgemald ist die Analyse von
frihen Verdnderungen des Karyotyps bei humanen Karzinomen kaum
durchzufiihren, da die Anfangsstadien der Tumorentwicklung beim Menschen
selten zur Verfiugung stehen. Wahrscheinlich ist die Karzinogenese ein
Mehrschritt-Prozess, bei dem eine Anhaufung von Mutationen in Genen der
Regulation von Wachstum und Differenzierung stattfindet (Hanahan &
Weinberg, 2000). Im spateren Verlauf der Erkrankung konnten aufgrund der
vielfaltigen Rekombinationen des genetischen Materials und der klonalen
Evolution die kausalen und maoglicherweise ungerichtet (stochastisch)
entstandenen Veranderungen des Genoms nicht mehr vorhanden sein (Loeb
et al., 1974; Nowell, 1976; Lengauer et al., 1998; Hulskamp, 2000). Bei der
Analyse von explantierten Tumorzellen wahrend des meist progredient
verlaufenden Krankheitsprozesses wird demnach nur das Bild eines aktuellen
Zustands zu gewinnen sein. Wenn es tatsachlich fortwadhrend zu
Veranderungen in der Zusammensetzung der Tumorzellpopulation kommt, die
aufgrund der genomischen Instabilitdt nicht vorhersehbar sind, werden mit
Sicherheit sehr viele, fir das Uberleben von Einzelzellen letal wirkende
Mutationen vorhergegangen sein. Allerdings werden auch Mutationen
entstanden sein, die einigen Tumorzellen bessere Chancen zur Uberwindung
von systemischen Therapie-MalRnahmen verschaffen und die Herausbildung
von chemoresistenten Subpopulationen gewéhrleisten. Wahrend der in vivo
Tumorzell-Proliferation haben somit einige Zellen mit bestimmten Aberrationen
offenbar genomisch fixierte Vorteile erworben und wachsen zu Zellklonen
heran, wahrend andere Zellen im Wachstum zuriickbleiben, so daf’ durch den

Selektionsprozess neue Subpopulationen mit veranderten Eigenschaften
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entstanden sind. Von diesen Zellpopulationen fihren einige aufgrund ihrer
Aggressivitat zum Tod des Patienten. Aus den nachfolgend genannten
Grinden sind in vitro Untersuchungen zur Aufklarung von Mechanismen der

Evolution von Tumorzellpopulationen mdglicherweise ein wichtiger Beitrag.

Chromosomen-Analysen bei in vitro wachsenden Tumorzellen kénnen mit
verbesserter Technik z.B. durch FISH (Fluorescence-in-situ-Hybridisation;
Lichter & Ward, 1990; Bentz et al.,, 1996) oder durch sogenannte CGH
(“Comparative Genomic Hybridisation“; Weiss et al., 1999) im grol3eren
Malflstab durchgefiihrt werden. Wegen der Vielzahl und der Variationsbreite der
chromosomalen Veranderungen bietet die Untersuchung an einzelnen Zellen
gegenuber der CGH jedoch Vorteile fir das Verstandnis der Entwicklung von
Aberrationsmustern bei der klonalen Evolution der Tumorzellen. Bei CGH-
Analysen werden quantitative Veréanderungen von Chromosomen oder von
chromosomalen Abschnitten ausgewertet, deren Zuordnung =zu den
Chromosomen des Karyotyps der einzelnen Zelle nicht sichtbar ist. Somit wird
das Gesamtbild der Karyotyp-Verdnderungen in der einzelnen Zelle durch die
CGH nicht verstandlich, und die Dynamik der Entwicklung einzelner Zellen

innerhalb einer Zellpopulation ist schwer nachvollziehbar.

Wie in vorausgegangenen Untersuchungen an den Zellen derselben EFE-184
Linie (Nollau et al., 1990) sowie an den vorliegenden Ergebnissen erkennbar
wird, ist die Stabilisierung einzelner Aberrationen in dieser Zellinie offenbar
derzeit noch nicht abgeschlossen. So konnte beispielsweise in einigen EFE-
184 Zellen ein I1so9p identifiziert werden (Abb. 29), wahrend in anderen Zellen
derselben Kultur (Abb. 30) sowie in der friheren Untersuchung 1so9q gezeigt
wurde. Demnach ist gegenwartigen Zeitpunkt offenbar nicht entschieden,
welche Zellen einen Selektionsvorteil haben, die mit Iso9p oder die mit 1s09q
oder ob es vollig ohne Bedeutung ist, welche der beiden Aberrationen
anwesend ist. In ahnlicher Weise ist die Translokation eines Chromosoms 9 mit
einem nicht identifizierten Chromosom zu deuten, die in der friheren
Untersuchung nicht vorhanden war und in der jetztigen Konstellation
zusammen mit Iso9q moglicherweise einen Selektionsvorteil mit sich bringt (vgl.
Abb. 30).
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In &hnlicher Weise wurden bei EFO-27 Zellen der Kulturpassage 89 in der
gegenwartigen Untersuchung zwei normale Chromosomen 9 beobachtet (Abb.
33); zusatzlich fanden sich zwei Marker M3 als del9(p13). Demgegenuber war
M3 in EFO-27 Zellen aus Passage 16 der Kultivation in einer friheren
Untersuchung (Kunzmann & Holzel, 1987) nicht auffindbar, wohl aber das
unveranderte Chromosom 9 als Tetrasomie. Bei den in der vorliegenden Arbeit
in Passage 89 analysierten, nahezu-tetraploiden EFO-27 Zellen ergaben sich
zwei M3 und Disomie 9, somit dieselbe Konstellation wie in Zellen aus Passage
179 der friheren Untersuchung. Wegen des disomen Vorkommens von
Chromosom 9 und M3 sollte die Entstehung von M3 bereits vor der
Hyperdiploidisierung der EFO-27 Zellen erfolgt sein, denn jede Translokation
mufd als einmaliges Ereignis betrachtet werden. Von den Chromosomen-
Fragmenten del(9)(p13) und del(9)(q13), die in der friheren Untersuchung bei
M4 und M5 beschrieben wurden (Kunzmann & Hdélzel, 1987), war in der FISH-
Analyse nur M5 in einer einzigen von mehreren Metaphasen aufzufinden.
Demnach wurde wéahrend der in vitro Kultivation gegen M4 und M5 selektiert,
wahrend bei der Passage der EFO-27 Zellen durch die Nacktmaus eine
positive Selektion fur Zellen mit den Markern M4-M6 stattgefunden hatte
(Kunzmann & Hdlzel, 1987).

In der friheren Analyse besallen nahe-tetraploide EFO-27 Zellen in
Kulturpassage 179 annahernd drei morphologisch intakte X Chromosomen und
zusatzlich Disomie fir M1 und M2, in denen jeweils die komplementaren
Fragmente eines X Chromosoms enthalten waren: M1=del(X)(gl12-pter) und M2
= 1(X;2)(gq12-gter;q37) (vgl. Abb. 32). Unter Hinzurechnung von durchschnittlich
drei unveranderten X Chromosomen pro nahezu-tetraploider EFO-27 Zelle war
somit das X Chromosom 4-mal vertreten. Bei der FISH-Analyse in Passage 82
(Abb. 34) zeigten sich zwei M1 und zwei Fragmente von X, die offenbar del(X)
(g12-gter) reprasentierten und nicht mit Chromosom 2 zu M2 rekombiniert
hatten. Demnach handelt es sich um die Zelle einer Sublinie, in der vor der
Hyperdiploidisierung ein X zwar an der entsprechenden Stelle q12 gebrochen
war, in der jedoch das Fragment del(X)(gl2-qgter) nicht zur Translokation mit
Chromosom 2 zu M2 gelangte und ebenso wie das kleinere Fragment

del(X)(ql2-pter)=M1 im Prozess der Hyperdiploidisierung verdoppelt wurde.
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Intakte X Chromosomen waren in der untersuchten Zelle offenbar eliminiert.
Die angefuihrten Beispiele belegen die komplexen Zusammenhange in der
Evolution der EFE-184 und EFO-27 Tumorzellpopulationen, die durch sehr
genaue Analysen der Karyotypverdnderungen an Einzelzellen sichtbar werden
(Lengauer et al., 1999; Cahill et al., 1999).

Die in dieser Arbeit untersuchten beiden Zellinien wurden etabliert nach
Explantation von Zellen aus fortgeschrittenen Tumoren und sind seit etlichen
Jahren unter Beobachtung. Daher kann im Verlauf der Langzeit-Kultivation die
Evolution von genomischen Verdanderungen untersucht werden, die auf
ahnliche Vorgange wahrend des in vivo Wachstum hindeuten (Kunzmann &
Holzel, 1987). Nach der Entnahme aus dem Tumor werden allerdings nicht alle
explantierten Zellen in Kulturflaschen mit FCS-haltigem, kinstlichem Medium
Uberleben, weil die Bedingungen des in vivo und des in vitro Wachstums sehr
unterschiedlich sind. Nur ein Teil der Zellen setzt sich in der Kulturflasche bei
der Anzucht durch. Somit ist es eine Auswahl von Zellen, die unter den
angebotenen in vitro Bedingungen anwachsen und proliferieren kdnnen. Nur
derartig selektierte Zellen werden fur Untersuchungen des Karyotyps und fur
FISH-Analysen zur Verfigung stehen. In vitro gewonnene Ergebnisse kdnnen

demnach nur mit Einschrankungen auf die in vivo Situation Ubertragbar sein.

In den eigenen Untersuchungen an der etablierten Zellinie EFE-184 waren die
Chromosomenzahlen einzelner Zellen sehr unterschiedlich. Das Spektrum der
Chromosomenzahlen reichte von nahezu-diploid bis zu ca. 150 Chromosomen
pro Metaphase. Zellen mit iber 150 Chromosomen wurden nicht bertcksichtigt,
da mdglicherweise in der Praparation zwei Metaphasezellen eng
nebeneinander gelangten. Bei Fallen von zwei Uberlappenden Metaphasen mit
weniger als insgesamt 150 Chromosomen kénnen in der Regel die aus
verschiedenen Zellen stammenden Chromosomen eindeutig anhand der
Struktur und der Anfarbung diskriminiert werden. In Zweifelsfallen wurden

derartige Konstellationen jedoch nicht ausgewertet.

Bei der Mitose kann es Unterschiede in der chromosomalen Verteilung geben,

so dall zwei Tochterzellen mit asymmetrischen Chromosomenzahlen
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resultieren (“Non-disjunction®). Bei der asymmetrischen Verteilung entstehen
aus einer Zelle eine Tochterzelle mit niedriger und eine mit hdherer
Chromosomenzahl (Buselmaier & Tariverdian, 1999). Wenn im Extremfall die
Chromosomenzahl und der DNA-Gehalt einer Tochterzelle zu gering sind, ist
die normale Aufrechterhaltung von Struktur und Stoffwechsel der Zelle nicht
gewahrleistet, und derartige Zellen werden absterben (Knippers, 1997). Bei
der symmetrischen Chromosomen-Verteilung entstehen zwei Tochterzellen mit
identischer Chromosomenzahl und Qualitat - ein normaler Mitose-Vorgang. Im
Fall des Ausbleibens der Zellteilung bei ungehemmter DNA-Synthese kommt
eine Zelle mit verdoppelter Chromosomenzahl zustande, da DNA und
Chromatin vermehrt werden, aber die Zelle keine Teilung vollzieht
(“Endoreduplikation®). Die Chromosomenzahlen solcher Zellen werden haufig
im weiteren Verlauf der Proliferation durch Verlust einzelner Chromosomen
reduziert, d.h., Chromosomen gehen durch Segregation verloren. Daraus
konnen Zellen mit hyperdiploider Chromosomenzahl und bestimmten
Chromosomen-Aberrationen entstehen, die sich aufgrund von Selektions-
vorteilen wahrend der Zellproliferation durchsetzen. Aus diesen Uberlegungen
und aus den Ergebnissen dieser Arbeit geht hervor, dal’ einzelne Tumorzellen
auch innerhalb derselben Population unterschiedliche Chromosomenzahlen

haben, an denen die genomische Instabilitat sichtbar wird.

Eine weitere Mdglichkeit fir das Auftreten von Zellen mit hoher
Chromosomenzahl besteht in der Anwesenheit von mehreren Kernen pro Zelle.
In den Kulturen der Zellinie EFE-184 und des Klons J-5 wurden jeweils grol3e
Zellen mit mehreren Zellkernen beobachtet. Aus einer grof3en, mehrkernigen
Zelle kénnten bei gleichzeitiger Mitose der Zellkerne durchaus auch Zellen mit
polyploider Chromosomenzahl entstehen. Bei der Analyse kann jedoch nicht
mit Sicherheit unterschieden werden, ob nach der Préparation die
Chromosomen aus einem oder aus mehreren Zellkernen einer einzelnen Zelle
stammen. Diese Unsicherheit ist in Kauf zu nehmen, lasst allerdings wegen des
relativ geringen Vorkommens von mehrkernigen Zellen an der Tatsache des
Auftretens von hyperdiploiden Chromosomensatzen in einkernigen Zellen
keinen Zweifel. Darlber hinaus sind mehrkernige Zellen offenbar nicht

lebensfahig und gehen durch Nekrose zugrunde, wie in dieser Arbeit gezeigt.
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Die Morphologie einzelner Tumorzellen kann sich mit der Zeit verandern,
obwohl der Zelltyp des entsprechenden urspriinglichen Gewebes erhalten
bleibt. Nach der Klonierung waren Zellen mit annahernd gleichmaRiger Form
und Grof3e zu erwarten. Aber die Ergebnisse haben gezeigt, dal3 nicht nur in
den verschiedenen EFE-184 Klonen die Zellen unterschiedliche Formen
besalRen, sondern dall auch bei Zellen desselben Klons morphologische
Verdnderungen auftraten (vgl. Abb. 6 und 8). Z.B. in Klon J-5 gab es
unterschiedliche Zellformen und gemischte Zellgré3en (kleine und grol3ere
Zellen) in derselben Weise wie bei den unklonierten Zellen. Dagegen waren in
Klon J-2 und J-6 fast nur groR3e Zellen und kaum kleine Zellen vorhanden.
Offenbar sind grof3e Zellen weniger gut befahigt zur Proliferation und zum
Uberleben in der Kultur, denn die Klone J-2 und J-6 waren nach wenigen
Kulturpassagen eingegangen. Aus der Beobachtung an klonierten einzelnen
Zellen ergab sich, dal3 die gro3eren, meistens mehrkernigen Zellen aus kleinen
Zellen stammen (vgl. Abb. 8). Die gro3eren Zellen mit Mehrkernigkeit haben
offenbar die regulare Teilungsfahigkeit weitgehend verloren. Sie gehen durch
Nekrose zu Grunde, wahrend Apoptose nur bei kleinen Zellen beobachtet
wurde (vgl. Abb. 9). Die Hauptkriterien von Apoptose und Nekrose sind in Tab.

5 zusammengefasst.

Tab. 5. Morphologische Kriterien von Apoptose und Nekrose (nhach Wyllie et
al., 1980; Nagata, 1997)

Apoptose Nekrose

-- Plasma-Membran bildet Blaschen, | --Verlust der Membranintegritat
kein Verlust der Membranintegritat
-- Zellen schrumpfen, apoptotische --Zellen schwellen

Abschnirungen werden gebildet

-- Chromatin verdichtet zu einer -- Aggregation des Chromatins
einheitlichen Masse -- entziindliche Antwort des Organismus
-- Phagozytose durch benachbarte -- Phagozytose durch Makrophagen

normale Zellen und Makrophagen

-- Absterben einzelner Zellen --Tod von Zellverbanden
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In vielzelligen Organismen kbnnen nicht nur immerfort neue Zellen entstehen,
sondern es mussen Zellen auch absterben, die Uberflissig oder von der Norm
abweichend sind, oder deren Zweck erflillt ist. Die physiologische
Selbstzerstorung durch programmierten Zelltod wird Apoptose genannt (Wyllie
et al., 1980). Der Vorgang ist fur das Gedeihen eines vielzelligen Organismus
sehr wichtig und unabdingbar. Auch Tumorzellen sind zur Apoptose befahigt,
wie in der eigenen Untersuchung gezeigt, obwohl als ihr Charakteristikum
haufig beschrieben wird, dal3 sie verlernt oder “vergessen“ haben zu sterben
(Duke et al., 1997).

Die andere Form des Zell-Untergangs, die sogenannte Nekrose, ist ein
Vorgang des pathologisch bedingten Absterbens, und im Organismus ist dafur
eine entzindliche Reaktion charakteristisch. Mikroskopisch lassen sich die
beiden Zelltod-Formen gut unterscheiden. Sie kdnnen in enger Nachbarschaft
in derselben Zellpopulation vorkommen, wie bei beiden untersuchten Zellinien
gezeigt (vgl. Abb. 9). Uber die Ursachen, die einzelne Zellen jeweils zur
Apoptose oder zur Nekrose bringen konnen, ist derzeit wenig bekannt.
Sauerstoffmangel (Duke et al., 1997) kann nicht als einzige Ursache zur
Nekrose fihren. In der vorliegenden Untersuchung standen alle Zellkulturen
(mit kleinen und gréflReren Zellen) unter gleichmafligen Wachstums- und O2-
Bedingungen; die Zellen wurden bei 37°C in Brutschranken mit 5% CO,-
Atmosphare und Wasserdampf-gesattigter Luft gehalten. Aus den &aulReren
physikalischen Bedingungen ist daher kein Anlal3 fir das Entstehen von
groReren Zellen aus kleinen Zellen abzuleiten. Es ist mdglich, dal3 einzelne
kleine Zellen wéahrend der Kultivation infolge eines endogenen irreparablen
Schadens (z.B. Spontan-Mutation) zur Endoreduplikation angeregt wurden und
daraus die gréRBeren Zellen mit mehreren Kernen entstanden. Wie oben

bemerkt hatten alle kleinen Zellen einen einzigen Kern.

In den untersuchten Metaphasen der Linie EFE-184 gab es keine einzige mit
exakt diploider Chromosomenzahl, weder in den klonierten noch in den
unklonierten Zellen, weder bei den friheren noch bei den spateren
Kulturpassagen. Neben einigen wenigen hypodiploiden Zellen waren die Zellen

hyperdiploid, in einigen Kulturen gab es nahezu-diploide Zellen. Bei den
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meisten Kulturen waren die Chromosomenzahlen pro Zelle nahezu-tetraploid.
Ein Teil der Subkulturen (vgl. Abb. 11A. B und F - H) enthielt Zellen mit
weitgehender Ahnlichkeit der Chromosomenzahlen im Bereich von 60 bis 85;
andere Subkulturen (vgl. Abb. 11C — E) zeigten grtéRRere Heterogenitat der
Chromosomenzahlen im Bereich von 46 bis 150 pro Zelle. Bei der weiteren
Subkultivierung von Zellen mit ahnlichen Chromosomenzahlen ware in
spateren Passagen ebenfalls eine Zellpopulation mit weitgehend &hnlicher
Chromosomenzahl pro Zelle zu erwarten. Und bei Kulturen mit sehr
heterogenen Chromosomenzahlen pro Zelle sollten in spéateren Passagen
wiederum Zellpopulationen mit heterogener Verteilung der
Chromosomenzahlen erkennbar sein. Dies war jedoch nicht der Fall; z.B. bei
den Kulturen E und F (vgl. Abb. 11E und F), die aus derselbe Vorlaufer-Kultur
entstanden waren und getrennt geziichtet wurden, waren die Chromosomen-
Verteilungen jeweils anders. Kultur E besalR eine heterogene Verteilung der
Chromosomenzahl pro Zelle, wahrend Zellen der Kultur F nahezu-diploid
waren. Ebenso ist auffallig, daf die parallel kultivierten Subkulturen A — G (vgl.
Abb. 10A — G) eine gemeinsame parentale Vorlaufer-Kultur hatten; trotzdem
gab es verschiedene Chromosomenzahl-Verteilungen in den spateren
Kulturpassagen. Demnach war die Anzahl der Chromosomen in einzelnen Zelle

variabel und offenbar nicht von den Kulturpassagen abhangig.

Es wére moglich, daf? die Chromosomen-Praparationen unbewuf3t mit kleinen
Variationen durchgeftuhrt wurden, die das Ergebnis beeinflu3t hatten. Die zu
dieser Frage angestellten Untersuchungen haben gezeigt, daf3 weder durch
verschiedene Lange der Trypsinierungszeiten noch durch unterschiedlich lange
Quellzeiten bei der Praparation eindeutig gréf3ere Veradnderungen in der
Verteilung der Chromosomenzahlen induziert wurden (vgl. Abb. 12A — D). Die
Variation der Praparationstechnik kann daher nicht der einzige Grund fir die
unterschiedlichen Chromosomenzahlen pro Zelle sein. Als SchlulZfolgerung
bleibt, dal? die Chromosomenzahlen von Zellen der Linie EFE-184 nicht stabil

sind, und dal3 dies zur Zeit im einzelnen nicht genau erklarbar ist.

Zusatzlich zu den numerischen Aberrationen werden parallel dazu auch

Chromosomenaberrationen beobachtet, die offenbar nach Struktur und Anzahl
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fur Zellpopulationen aus den Karzinomen verschiedener Patientinnen
charakteristisch sind (Mitelman, 1983; Kunzmann & Hdolzel, 1987; Lengauer
et al., 1998). In der eigenen Arbeit wurden nur Chromosomen mit strukturellen
Veranderungen, die in mehr als 50% der untersuchten Zellen einer Linie
vorkamen, als Marker-Chromosomen bezeichnet (Kunzmann & Hdolzel, 1987),
denn sie sind als charakteristisch fur die betreffende Zellinie anzusehen. Dies
steht im teilweisen Gegensatz zu Beobachtungen Uber karyotypische
Veranderungen, die spezifisch fir bestimmte Tumor-Entitdten sein sollen. So
wurde beispielsweise vermehrtes Vorkommen von 1q mit der Entstehung des
Endometriumkarzinoms in Verbindung gebracht (Milatovich et al., 1990; Shah
et al.,, 1994; Bardi et al., 1995; Ketter et al., 1995; Pere et al., 1998), wahrend
andererseits Verlust der Heterozygotie (LOH) von Chromosom 1p und somit
Verlust einer dort lokalisierten Tumor-Suppressorfunktion angenommen wurde
(Arlt et al., 1996). Weiterhin wurden Veranderungen an den Chromosomen-
Armen 3p, 8p, 9p, 14q, 169 und 18q (Fujino et al., 1994), oder an 10q bzw.
17q (Peiffer et al., 1995) oder auch ein Verlust von 6q (Tibiletti et al., 1997) mit
Entstehung und Progression des Endumetriumkarzinoms assoziiert. Das
intakte Chromosom 1 war bei den in der eigenen Arbeit untersuchten Zellen der
Endometriumkarzinomlinie EFE-184 mehr als tetrasom bei der friher
durchgefiihrten G-Béanderung und trisom in der FISH-Analyse einer Zelle mit 38
Chromosomen vorhanden. Mit beiden Methoden wurde die Beteiligung von
Chromosom 1 am haufig disom in hyperdiploiden EFE-184 Zellen
vorkommenden Marker M1 entsprechend t(1;5)(pl13-qter;q21-gter) gefunden
(vgl. Abb. 14). Demnach ist auch bei den Endometriumkarzinomzellen der Linie
EFE-184 eine Vermehrung von 1qg zu beobachten, allerdings nur in teilweiser
Ubereinstimmung mit den oben zitierten Befunden, denn in allen untersuchten
Zellen dieser Linie waren stets morphologisch intakte Chromosomen 1 mehr als
disom enthalten. Damit wird moéglicherweise die Bedeutung einer Aberration an

Chromosom 1q relativiert.

Im Verlauf der Langzeit-Kultivation kdnnen auch neue Marker-Chromosomen
auftreten (z.B. M6* und M8 in EFE-184 Zellen der Passage 69 der Kultur; vgl.
Abb. 13A und B), die in Kulturpassage 24 der frheren Untersuchung nicht

gefunden wurden. Auffallenderweise wurden in dieser Arbeit bei den aus EFE-
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184 Zellen geklonten und relativ schnell wachsenden J-5 Zellen keine neuen
Marker entdeckt. Dies ist mdglicherweise auf die zu geringer Anzahl der
untersuchten Metaphasen und auf die konstant eingehaltenen in vitro
Kulturbedingungen zuriickzufiuihren, die wenig Anreiz fur die Herausbildung

neuer Zellpopulationen bieten.

Strukturelle Verdnderungen der Chromosomen treten nicht oder nur in sehr
geringer Anzahl auf wahrend der regularen Entwicklung eines Individuums, die
durch intra- und extrazellulare Signale und Faktoren gesteuert wird.
Tumorzellen, die durch genomische Verdnderung entstanden sind und in
denen standig neue Veranderungen der DNA stattfinden, kdnnen infolge der
inh&renten genomischen Instabilitdt Selektionsvorteile erwerben. Wahrend der
Proliferation Uber langere Zeit setzen sich diese Zellen durch, so dal3 eine
klonale Evolution von Tumorzell-Subpopulationen resultiert. Wie zahlreiche
Untersuchungen (Whang Peng et al., 1983; Trent et al., 1985; Kunzmann &
Holzel, 1987; Duesberg et al. 1998; Ferrer-Roca et al. 1998; Pihan &
Doxsey, 1999) ergeben haben, wird beim Wachstum von soliden Tumoren fast
immer flr hyperdiploide Zellen mit bestimmten Marker-Chromosomen
selektiert. Dies war auch bei den in dieser Arbeit vorgestellten Zellinen EFE-184
und EFO-27 der Fall.

Die vorliegende Untersuchung hat ergeben, dalR Tumorzellen eine hohe
Variabilitat des Genoms besitzen, die an zytogenetischen Veranderungen
wahrend der Langzeit-Kultivation sichtbar ist. Vergleichbare Selektions-
mechanismen sind offenbar nicht nur in vitro sondern auch in vivo wirksam.
Dabei sind die durch klonale Selektion entstandenen individuellen Muster an
chromosomalen Aberrationen in Zellpopulationen aus verschiedenen Patienten
offenbar nicht stabil, sondern kénnen sich ohne erkennbare &uf3ere Einflusse
verandern. Die zeitabhangigen weiteren Verdnderungen der Chromosomen-
Aberrationsmuster beruhen maoglicherweise auf stochastisch ablaufenden
Alterationen des Zellgenoms. Sie sind daher nicht vorhersehbar und fuhren zur
standigen Neu-Entwicklung von zellularen Subpopulationen mit Eigenschaften,
die eine erfolgreiche Anwendung von systemischen Therapie-MalRnahmen in

der klinischen Behandlung von Karzinomerkrankungen sehr erschweren.
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5. Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurden Zellen der Endometriumkarzinom-Linie EFE-
184 und der Ovarialkarzinom-Linie EFO-27 im Verlauf der in vitro Kultivation
durch FISH-Analysen karyotypsiert. Ziel der Untersuchung war die
Charakterisierung von numerischen und strukturellen Chromosomen-
Verdnderungen wahrend der Langzeit-Kultivation, deren Ergebnisse zu
Aussagen Uber die genomische Stabilitat der untersuchten Tumorzellen fihren.
Die FISH-Analysen wurden mit den Banderungsmustern nach Giemsa-Farbung

verglichen.

Die untersuchten Einzelzellen der Linie EFE-184 besafl3en unterschiedliche
Chromosomenzahlen. Das Spektrum der numerischen Aberrationen reichte von
nahe-diploid bis zu tber 150 Chromosomen pro Metaphase. Bei 5 der 8
untersuchten Subkulturen aus verschiedenen Kultivationspassagen (Kulturen
A, B sowie F, G und H) fanden sich Chromosomenzahlen von 60-85 pro
Metaphase. In den Ubrigen drei Kulturen C, D und E zeigte sich vermehrte
Heterogenitdt der Chromosomenzahl pro Zelle. Die Bestimmung der
Chromosomenzahl ist offenbar in starkem Male von der jeweiligen
Praparationstechnik abhangig. In gesonderten Experimenten wurden bei
langerer Quellzeit vermehrt numerische Aberrationen unterhalb des Bereichs
von 60 bis 85 Chromosomen pro Zelle gefunden, wahrscheinlich bedingt durch
Chromosomen-Verlust beim Chromosomen-Spreitungsvorgang wahrend der
Praparation. Bei wiederholter Trypsinierung derselben Monolayer-Kultur ergab
sich eine weitgehend &hnliche Verteilung der Chromosomenzahl pro
Metaphase. Auch Zellen des Klons J-5 besalR3en ein relativ breites Spektrum
der Chromosomen-Verteilung im Bereich zwischen 60 und 85 pro Zelle, obwohl
nach Klonierung und Hochzichtung aus einer Einzelzelle dieselbe

Chromosomenzahl in allen Tochterzellen zu erwarten wére.

In  eingehenden FISH-Analysen mit Painting-Sonden wurden die in
vorhergehenden  Untersuchungen durch G-Banderung beschriebenen
strukturellen Chromosomenaberrationen bei EFE-184 Zellen weitgehend

bestétigt. Bei 7 von 9 beschriebenen Translokationen lieRen sich die nach G-
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Banderung aufgefundenen Bruchpunkte durch Verwendung der jeweiligen
FISH-Painting-Sonden reproduzieren. Den anhand der G-Banderung
bestimmten 6 Marker-Chromosomen mit Deletionen entsprachen 4 in den
FISH-Analysen. Das in einer friheren Untersuchung als iso9q bestimmte
Marker-Chromosom wurde in einer J-5 Metaphase gefunden, und zusatzlich
stellte sich in der FISH-Analyse einer anderen J-5 Metaphase ein iso9p heraus.
Eine andere Ausnahme war M7, das in der friheren Untersuchung nicht
identifiziert werden konnte, und das in dieser Arbeit als del(9)(g21) bestimmt
wurde. Weiterhin wurde das frihere Derivat von M7 (M7* = del M7) als
del(9)(q21-qgter) erkannt, das in den hier untersuchten Metaphasen mit einem
unbekannten Chromosomen-Fragment rekombiniert war. Als weitere
Ausnahmen wurden zwei neue Marker-Chromosomen bei EFE-184 Zellen
identifiziert: del(5) sowie t(9;?)(p24;?). Hinsichtlich der strukturellen
Aberrationen ergaben sich keine auffallenden Unterschiede zwischen den
parentalen EFE-184 Zellen und Klon J-5.

Die mit Zellen der Linie EFO-27 durchgefihrten FISH-Analysen haben
bestétigt, dafd die in friheren Untersuchungen durch G-Bé&nderung (Kunzmann
& Holzel, 1987) bestimmten Marker-Chromosomen 1-3 in Zellen der Kultur-
Passagen 82 und 89 tetrasom auftreten. Zwei der durch die G-Banderung
definierten Deletionen wurden in den FISH-Analysen ebenfalls gesehen (M1
und M3). In EFO-27 Zellen der Kulturpassage 82 wurde das X-Chromosomen-
Fragment detektiert, das in Passage 179 der Zellkultivation bei den friiheren
Untersuchungen mit Chromosom 2 rekombiniert als Marker 2 bestimmt wurde.
Das kurzere Fragment X(ql2—pter) lie3 sich in der FISH-Analyse dem Marker

M1 zuordnen.

Die Ergebnisse der FISH-Analysen haben gezeigt, dal3 die mehr als 10 Jahre
zuvor durchgefuhrten G-Banderungen bis auf wenige Ausnahmen zur nahezu
korrekten Identifizierung von Marker-Chromosomen bei beiden Zellinien geftuhrt
hatten. Die vorliegende Arbeit stellt erneut die chromosomale Instabilitat als

wichtigen Parameter der Selektion von malignen Zellpopulationen heraus.
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