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1.0 EINLEITUNG

Werner Syndrom (WS, Progerie des Erwachsenenalters) ist eine autosomal-rezessiv
vererbte Erkrankung, die zu den Chromosomenbruchsyndromen zdhlt. Dieser Gruppe
werden ebenfalls das Rothmund-Thomson Syndrom, das Bloom Syndrom, das
Cockayne Syndrom Typ A und Typ B, die Ataxia telangiectasia und das Nijmegen-
breakage Syndrom zugeordnet. Chromosomenbruchsyndrome zeichnen sich durch
genomische Instabilitdt, erhohte Priddisposition zur Entstehung von Neoplasien und
eine frithe Sterblichkeit der Patienten aus. Die Instabilitit beruht auf der Stérung
wichtiger DNA Transaktionen wie Replikation, Reparatur, Transkription sowie
Rekombination und unterstreicht deren Bedeutung fiir eine gesunde Entwicklung und

Aufrechterhaltung des menschlichen Organismus.

1.1 Klinik und Diagnose des Werner Syndroms

Das Werner Syndrom ist eine sehr seltene Erkrankung mit einer Inzidenz von
1:1.000.000 in der Allgemeinbevdlkerung. In einigen japanischen Populationen ist die
Frequenz mit 1:3.000 deutlich hoher aufgrund konsanguiner Heiraten [1]. Entdeckt
wurde das WS im Jahre 1904 von Otto Werner, der in seiner Inaugural-Dissertation
“Uber Katarakt in Verbindung mit Sclerodermie” einige Individuen aus einer Familie
mit Symptomen frithzeitigen Alterns beschrieb [2].

Kardinalbefunde bzw. -symptome der Patienten sind juveniler, bilateraler Katarakt,
Minderwuchs, frithzeitiges Ergrauen und/oder diinner werden des Haupthaares,
charakteristische dermatologische Verdnderungen (straffe Haut, Hautatrophien und
regionale subkutane Atrophien, Pigmentverdnderungen, Hyperkeratosen, Ulzera und
ein ,,Vogelgesicht™), parentale Konsanguinitit oder betroffene Geschwister und ein

positiver Hyaluronséuretest im 24-Stunden-Urin.



Weitere Symptome und Befunde sind Diabetes mellitus Typ II, Hypogonadismus,
Osteoporose, Osteosklerose der Phalangen der Finger und/oder Zehen,
Kalzifizierungen von Weichteilgewebe, friihzeitige Atherosklerose, mesenchymale
und/oder bestimmte epidermale, teilweise multiple Neoplasien, Stimmverdnderungen
(hohe, krichzende, heisere Stimme) und Senkfiile. Als klinisch gesichert gilt das
Vorliegen aller Kardinalsymptome/-befunde und zwei zusitzlicher Zeichen. Definitiv
ausgeschlossen wird das WS durch das Vorliegen von Symptomen vor Erreichen der
Adoleszenz [3]. Als erstes Symptom tritt in der Regel der nicht-vorhandene pubertale
Wachstumsschub auf. Patienten berichten oftmals, dass sie nach der Grundschule noch
eine durchschnittliche, nach Abschluss der Gesamtschulzeit jedoch eine unter-
durchschnittliche KorpergroBe besalen. In der 3. Lebensdekade manifestieren sich
allmihlich die Haut- und Haarverdnderungen, die subkutanen Atrophien, die
Stimmverdnderungen sowie der Hypogonadismus einhergehend mit dem Verlust der
Fertilitdt. Erkannt wird das WS in der Regel in der Mitte der 3. Lebensdekade,
spatestens bis zum 40. Lebensjahr ist das klinische Bild voll ausgepréigt. Bis zur 4.
Lebensdekade bediirfen die Patienten einer chirurgischen Exzision bilateraler
Katarakte. Die durchschnittliche Lebenserwartung betrdgt 47 Jahre, hauptsdchliche
Todesursachen sind Myokardinfarkt und cerebrale Infarkte als unmittelbare Folge
frithzeitiger Artherosklerose sowie maligne Neoplasien [4].

Der Phédnotyp des WS hat unverkennbar Gemeinsamkeiten mit dem normalen
Alterungsprozess, so dass in der Literatur oftmals von vorzeitigem Altern gesprochen
wird. Dies ist jedoch eine zu starke Vereinfachung, da das WS nur einen Teil des
komplexen, seneszenten Phdnotyps umfasst. Das WS wird daher der Gruppe der
»segmentalen progeroiden Syndrome” zugeordnet [5]. Wesentliche Unterschiede
zwischen dem WS und dem normalen Altern (nA) sind beispielsweise: Der
Minderwuchs bei WS ist entwicklungsbedingt, Osteosklerose der distalen Phalangen
werden im nA nicht beobachtet, demenzielle Syndrome, v.a. Demenzen vom
Alzheimertyp, werden beim WS nicht beobachtet, die Katarakte in WS sind
subkapsular, nicht nuklear wie im nA, arterielle Hypertonie ist WS-untypisch, das

Verhéltnis von mesenchymalen zu epithelialen Neoplasien ist bei WS etwa 1:1



gegeniiber 1:10 in der normalen Alterspopulation [5,6]. Deutliche Unterschiede finden

sich auch in Art, Auspragung und Verteilung innerhalb der Neoplasien [7].

Abbildung 1 zeigt eine Japanisch-amerikanische Frau im Alter von 15 bzw. 48 Jahren.
Sie hatte 8 Geschwister, 2 davon hatten ebenfalls WS. Mit 27 Jahren erfolgte die
Exzision bilateraler Katarakte. Mit 48 Jahren war sie kleinwiichsig und hatte extrem
diinne Extremitidten. Die Haut an den Fiissen war diinn, gespannt und trocken. Sie hatte
chronische, nicht verheilende Ulcera an den Malleoli und den Achillessehnen. Im Alter
von 54 Jahren musste ihr linkes Bein amputiert werden. Die Gesichtsverdnderungen
waren Resultat von Haut- und Weichteilatrophien. Das Haar war ergraut und
ausgediinnt. Sie starb mit 57 Jahren an einer Sepsis infolge einer Infektion des

Urogenitaltraktes und einer Bronchopneumonie [aus 4].

Die Diagnose stiitzt sich neben den erwdhnten klinischen Kriterien auf zytogenetische
und/oder molekulare Befunde. Fiir die zytogenetische Diagnostik werden Biopsien aus
den pathologischen Hautarealen entnommen und daraus in der Zellkultur Fibroblasten
geziichtet. Eine weitere Moglichkeit ist die Gewinnung von Lymphozyten aus
peripherem Blut. Aus Fibroblasten und Lymphozyten wiederum werden Metaphasen

prapariert, deren Chromosomen mit G- oder R-Binderung angefirbt werden.



Pathognomonisch in den zytogenetischen Befunden ist das Vorliegen von ,,Variegated
Translocation Mosaicism* [8]. Dieses Phdnomen wird in 1.4 eingehender beschrieben.
Eine ungleich aufwendigere Methode ist die Mutationsanalyse, mit deren Hilfe die fiir

das WS verantwortlichen Mutationen im WRN-Gen identifiziert werden konnen [9].

1.2 Genetische Grundlagen

Mit der Entdeckung des WS-Gen, WRN, war 1996, 92 Jahre nach der Erstbeschreibung
des WS, dessen Ursache gefunden worden [9]. WRN befindet sich auf dem
Chromosom 8p12 und setzt sich aus 35 Exons zusammen [7]. Uber 50 Mutationen von
WRN sind mittlerweile identifiziert worden. Mutationen sind entweder Stopp Kodons,
Insertionen, Deletionen oder Splice-Mutationen, die im Endeffekt zu einer Elimination
des nukledren Lokalisationssignals am C-terminalen Ende von dem aus WRN
hervorgehenden Genprodukt, dem WRN Protein (WRNp), fithren und die eine
Interaktion im Nukleus ausschlieBen und deshalb Null-Mutationen entsprechen. Dies
fiihrte zu der Annahme, dass der Phianotyp des WS aus einem vollstindigen Fehlen von
WRNp unabhéngig von der Art der Mutation resultiere [10]. Ein Beispiel, das dieser
These widerspricht ist die Tatsache, dass sich Schilddriisen-Karzinome in zwei
hauptsdchlichen Mutationen unterscheiden: Papilldre Karzinome sind mit N-terminalen
Mutationen assoziiert, wohingegen follikulire Karzinome ofter in C-Terminalen
Mutationen vorkommen [11]. In der neuesten Arbeit {iber Mutationen wurde zudem
von zwei Mutationen am N-Terminus berichtet, die ein instabiles WRNp zur Folge

hatten [12].



1.3 WRNp und dessen hypothetische Rolle in DNA-Transaktionen

Durch die Entdeckung von WRNp konnten in den letzten Jahren auf molekularer Ebene
genauere Thesen iiber dessen Rolle im Zellstoffwechsel aufgestellt und grofle
Fortschritte bei der Kenntnis von Struktur und Funktionsweise von WRNp gemacht
werden.

WRND ist mit 1432 Aminosduren und einem Molekulargewicht von 167kDa ein relativ
grofles Protein [7]. Vier definierte Regionen innerhalb des WRNp sind mittlerweile
bekannt. Diese beinhalten der Reihenfolge nach, vom N-terminalen Ende ausgehend,
die Doménen fiir eine 3'—5' Exonuklease (I-III), die eines Transkriptionsaktivators, die
einer ATP-abhingigen 3'—5' Helikase (I-VI), gefolgt von einer RecQ Doméne, einer
Helikase Ribonuklease D Doméne (HDRC) und einem nukledren Lokalisationssignal

am C-terminalen Ende (Abbildung 2).
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Abbildung 2 stellt das WRN Protein und seine funktionellen Doménen dar. Die
Aminosduren werden durch die arabischen, die funktionellen Doménen durch die

romischen Ziffern représentiert [7].



Die wichtigste funktionelle Einheit von WRNp ist die ATP-abhéngige Helikase [13].
Hauptaufgabe von Helikasen ist die ATP-getriebene Entwindung von DNA bzw.
anderer helikaler Strukturen. WRNp gehort zu der Familie der RecQ-Helikasen, die
erstmals 1984 in Eschericha coli gefunden wurden [13,14]. Sie beteiligen sich in dem
Bakterium an der Rekombination bzw. an der Unterdriickung fehlerhafter DNA-
Rekombinationsprozesse und spielen damit eine wichtige Rolle in DNA-Replikation
und -Reparatur [7,15]. Neben WRN konnten bisher 4 weitere humane RecQ-Helikasen
isoliert werden: BLM, RecQL, RecQ4 und RecQS5. BLM bzw. RecQ4 zeigten sich
ebenfalls verantwortlich fiir 2 monogenetische, autosomal-rezessiv vererbte
Erkrankungen, die mit Verlust der Integritit des Genoms einhergehen: das Bloom
Syndrom (BS) bzw. das Rothmund-Thomson Syndrom (RTS). Bei Patienten aller drei
Syndrome imponieren ein frithzeitiger Alterungsprozess mit dessen moglichen
Konsequenzen sowie eine Pradisposition zu zum Teil ungewohnlichen Krebsarten [7].
Einzigartig an WRNp ist, dass es im Gegensatz zu BLM bzw. RecQ4 eine 3'—5'
Exonuklease besitzt [16]. Dies konnte einer der Griinde fiir die trotz aller Gemein-
samkeiten bestehenden unterschiedlichen Phénotypen sein.

Die Substrat-Spezifitit der WRN Helikase in vitro umfasst eine Reihe von
Intermedidrprodukten der DNA-Replikation, -Rekombiation und -Reparatur wie
Holliday junctions und gegabelte Duplexstrukturen. RNA-DNA-Heteroduplexe werden
ebenfalls entwunden. Die 3'—5' Exonuklease initiiert den Abbau von 3'-Resten und die
Degradation an stumpfen Duplex-Enden, falls die Substrate gleichzeitig eine
»Abzweigung® oder andere Strukturen beinhaltet, wie eine Holliday junction, ein
bubble oder ein gegabeltes Duplex. Die Exonuklease baut aulerdem den DNA-Strang
von einem RNA-DNA-Heteroduplex ab. Ob Helikase und Exonuklease koordiniert

zusammenarbeiten, ist noch unklar, allerdings existieren erste Hinweise dafiir [17].
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Abbildung 3: Substrate der WRN-Helikase und -Exonuklease [aus 17].

In den letzten Jahren wurden die Funktionen und Interaktionen von WRNp genauer
aufgeschliisselt, und es wurde dadurch immer deutlicher, dass WRNp in zahlreichen
wichtigen zelluldren Prozessen zumindest mitbeteiligt ist.

WRNp ist in der DNA-Replikation involviert. Dies erschlie8t sich aus folgenden
Erkenntnissen: WS-Zellen werden vorzeitig seneszent [18,19], im Zellzyklus haben
diese eine verlingerte S-Phase [20] und eine reduzierte Frequenz von Replikations-
Initiations-Stellen [21]. Zudem interagiert WRNp mit dem Replikationsprotein A
(RPA), beispielsweise in mit Hydroxyurea vorbehandelten Zellen und ist fiir die
Anwesenheit von RPA an Replikationsfoci erforderlich. Weiterhin arbeitet es mit
anderen wichtigen Replikationsenzymen wie dem Proliferating cell antigen (PCNA),
der Topoisomerase I (Topo I), der DNA-Polymerase & (Pol &) und der struktur-

spezifischen Endonuklease 1 (FEN-1) zusammen [17].
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WRNDp beeinflusst Zellzyklus, Apoptose und Seneszenz. Dies begriindet sich auch aus
dem Zusammenspiel zwischen p53 und WRNp: (1) Die Uberexpression von WRN
fithrt zu einer erhohten p53-Transkription, (2) die p53-vermittelte Apoptose ist in WS-
Zellen abgeschwicht, (3) die WRN-Exonuklease wird durch den p53-Wildtyp inhibiert
und (4) WRNp transloziert zu nukledren Foci und befindet sich dann dort gemeinsam
mit p53 nach HU-induzierter S-Phase-Arretierung. Zudem bewirkt das Einbringen
einer p53-Nullmutation in WRN-knockout-Méusen, dass diese eine erhohte und
variablere Rate an Neoplasien zeigen [17].

WRNp hat eine bedeutende Rolle in unterschiedlichen DNA-Reparaturmechanismen.
(1) Da es mit dem Ku-Komplex und dem DNA-abhingigen Proteinkinasekomplex
(DNA-PK) interagiert, scheint dessen Mitwirken bei dem Prozess des Non-homologous
End Joining (NHEJ), ein Reparaturpfad durch den DNA-Doppelstrangbriiche (DSB)
repariert werden, gesichert. Wahrend NHEJ werden Abschnitte mit Mikrosequenz-
homologie zusammengefiigt. Es wird vermutet, dass WRNp v.a. an der End-joining-
Reaktion beteiligt ist. (2) Biochemische und genetische Untersuchungen deuten darauf
hin, dass ein weiterer Reparaturmechanismus, die homologe Rekombination (HR), in
erheblichem Mafle an der Aufrechterhaltung der genomischen Stabilitdt sorgt, an der
DSB-Reparatur beteiligt ist und WRNp auch hier involviert ist. HR kommt
physiologisch beispielsweise in der Meiose vor, dient jedoch auch dazu, DSB zu
reparieren, die nach Schidigung durch Rontgenstrahlen entstehen oder durch DNA-
Cross-Linkers induziert werden konnen. WS-Zellen reagieren hypersensitiv auf Cross-
Linkers, 4-Nitroquinolin-1-Oxid (4-NQO), Camptothecin (CPT), Methylmethan-
sulfonat (MMS) [22] und interagieren zudem mit Enzymen wie BLM oder RADS51, die
in der HR wichtige Funktionen einnehmen [23,24]. Es wird vermutet, dass WRNp an
der Wiederauflosung rekombinanter Intermedidrprodukte als eines der entscheidenden
Enzyme fungiert [17]. (3) WRNp ist an der Basenexzisionsreparatur (BER) beteiligt,
die alkylierte, oxidierte oder desaminierte Basen repariert. Hinweise fiir ein Mitwirken
von WRNp ist, dass es BER-Intermedidrprodukte entwindet, hypersensitiv auf MMS
reagiert und mit PCNA, RPA, Pol d sowie FEN-1 interagiert [17].

WRNp ist am Telomer-Metabolismus beteiligt. Dadurch, dass WS-Zellen wie bereits

erwahnt ein erhOhtes Mall an genomischer Instabilitit aufweisen und vorzeitig



seneszent werden bzw. dass WS-Zellen die Telomerase exprimieren, nicht seneszent
werden und weniger sensitiv auf 4-NQO reagieren, wird diese These unterstiitzt.
WRNp interagiert zudem mit dem Ku-, dem DNA-PK, dem Mrell-Komplex sowie
dem an das Telomere-Bindungs-Protein TRF2. Wie WRNp an den Telomeren wirkt ist
jedoch noch nicht geklart [17].

WRND ist also in hohem Malle an unterschiedlichen wichtigen DNA-Transaktionen,
v.a. an der DNA-Reparatur beteiligt und nimmt regulative und modulierende
Funktionen bei der Apoptose und im Zell-Zyklus ein (siche auch Abbildung 4).

All dies spricht dafiir, dass WRNp an der Entstehung von (bestimmten) Neoplasien
zumindest mitbeteiligt sein konnte. Neuere Arbeiten in denen gezeigt wurde, dass

WRNp in einigen Karzinomen inaktiviert ist, bestdtigen dies [25].
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Abbildung 4: Zelluldre Defekte in WS und Proteininteraktionen von WRNp [aus 17].

1.4 Zellkultur und Zytogenetik des WS

WS Fibroblasten wachsen in Kultur langsamer und erreichen frither das Stadium der
Seneszenz. Sie zeigen deutlich weniger Populationsverdoppelungen (etwa 55% der
Kontrollen) bzw. eine stark reduzierte, replikative Lebensspanne pro Zelle (etwa 27%
der Kontrollen) [18,19]. Zudem sind sie durch einen Deletion Mutator Phénotyp
gekennzeichnet [26]. Post-replikativ iiberleben sie genauso lange wie normale
Fibroblasten. Innerhalb einer Zellkultur kann das Wachstum von Passage zu Passage
sehr stark variieren. Vermutet wird, dass Variabilitdit und Reduktion der replikativen
Lebensspanne u.a. von der Art und Anzahl zytogenetisch charakterisierbarer Klone

abhingig ist.
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Ein zytogenetischer Klon wird als solcher definiert, wenn zwei oder mehr Metaphasen
einer Zellkultur dieselbe(n) Chromosomenaberration(en) als kleinsten gemeinsamen
Nenner tragen [27].

Fibroblastenkulturen von WS Patienten bestehen zytogenetisch zum grofiten Teil aus
mehreren pseudodiploiden Klonen, was durch mehrere Arbeiten aus unterschiedlichen
Laboratorien bestdtigt wurde [27-31]. Dabei ist charakteristisch, dass Art und Anzahl
der Klone von Patient zu Patient, von Zelllinie zu Zelllinie, aber auch innerhalb einer
einzigen Zelllinie stark variieren konnen. Die Mehrheit der zu beobachtenden
zytogenetischen Verdnderungen dieser Klone sind balancierte, reziproke, stabile
Translokationen und Deletionen. Begleitet werden diese Klone von Zellen mit sehr
komplexen, instabilen Rearrangements und von einem geringen Prozentsatz normaler
Zellen. Im Verlauf der Zellkultur etablieren sich einige wenige zytogenetische Klone,
die fir das Wachstum der Massenkultur hauptverantwortlich sind, wohingegen der
Grossteil der Zellen, insbesondere jene mit sehr komplexen und instabilen
Rearrangements, frithzeitig absterben. Die dominanten Klone vermehren sich in der
Regel stirker als andere Klone innerhalb der Zelllinie, aber auch stirker als
unverdnderte Metaphasen. Kurz vor Seneszenz sind in der Regel nur noch diese
dominanten Klone und einige wenige unverdnderte Metaphasen zu sehen, singuldre und
»kleinere* Klone jedoch nicht.

Das klonale Wachstum und die Pseudodiploidie, einhergehend mit multiplen,
variablen, reziproken Translokationen und instabilen Rearrangements sind das zyto-
genetische Kennzeichen des WS und wird als ,,Variegated Translocation Mosaicism*®
(VTM) bezeichnet [8], anlehnend an die Definition von ,,Variegation* als genetische
Instabilitdt und das gleichzeitige Vorkommen von somatischen Mutationen [32].

Dies wurde mafgeblich mit der ausfiihrlichsten zytogenetischen Studie an Haut-
fibroblasten von WS Patienten durch Salk et al. an 1538 Metaphasen herausgefunden
[28]. Nur 118 Metaphasen (ca. 8%) zeigten keine erkennbaren Aberrationen. Dagegen
wurden bei einer signifikanten Anzahl sehr komplexe Rearrangements gesehen. VIM
war in allen Zelllinien nachweisbar. 87% der aberranten Metaphasen wurden in 18
definierte Klone unterteilt. In einem Teil der Zelllinien konnte man iiber die gesamte in

vitro Lebenszeit eine Etablierung bzw. ein Uberleben von nur einigen wenigen stabilen

11



Klonen beobachten. Die Gesamtzahl der Zellen nahm iiber mehrere Passagen ab,
innerhalb dieser Population jedoch stieg der Prozentsatz an stabilen Klonen an. Diese
charakteristischen Phdnomene von WS-Zellen wurden mit den drei Schlagwortern
,»clonal attenuation®, ,,clonal succession* und ,,clonal expansion® treffend umschrieben
[28]. Die strukturellen Chromosomenaberrationen waren nicht abhéngig von der Liange
der Chromosomen. Allerdings fanden sich einige Chromosomenabschnitte, die
scheinbar vulnerabler waren und 6fters als andere brachen. Diese vermuteten hot-spots
fihrten zu der Annahme, dass trotz der groBen Mannigfaltigkeit verschiedener
Bruchpunkte eine nicht-zufillige Verteilung dieser besteht.

VTM kommt auch in vivo vor [29,33] und konnte in geringerer Auspragung ebenfalls
in Blutlymphozyten und in, mit Epstein-Barr Virus immortalisierten, lymphoblastoiden
Zelllinien (LCL) von WS-Patienten festgestellt werden [29,30,34]. Chromatid-
aberrationen, u.a. nachweisbar in anderen Chromosomeninstabilitits-syndromen, waren
nicht in erhohtem Ausmal zu sehen [34]. Die postulierte These, dass WRNp v.a. in der
G1- bzw. in der frithen S-Phase des Zellzyklus seine hochste physiologische Aktivitét
besitzt, konnte auch durchflusszytometrisch bestitigt werden [20].

Ein Hinweis fiir ein Muster fiir bestimmte numerische Chromosomenaberrationen fand
sich nicht. Diese kamen zwar in teilweiser erhohter Anzahl vor, waren jedoch in den
meisten Féllen mit komplexen Verlusten oder Zugewinnen an genetischem Material

durch DSB vergesellschaftet [28].
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1.5  Fragestellung

In den genannten zytogenetischen Studien wurde mit konventionellen Methoden,
insbesondere mit der G- und der R-Binderung von Chromosomen gearbeitet. Neuere
Techniken wurden beim WS bisher einmal bei der Untersuchung von durch
Rontgenstrahlen induzierten Chromosomenaberrationen angewendet. Hierbei wurden
mit Fluoreszenz in situ Hybridisierung (FISH) einzelne Chromosomen bzw. bestimmte
Chromosomenregionen mit spezifischen Farbproben hybridisiert, detektiert und
analysiert [35]. Ausfiihrlichere Studien iiber die zytogenetischen Eigenschaften des WS
mit modernen Methoden wurden bisher nicht verdffentlicht. Die Spektrale
Karyotypisierung (SKY) ist eine neue molekular-zytogenetische Methode, die
Sensitivitit und Spezifitit von FISH Analysen mit den Vorteilen herkdmmlicher
zytogenetischer Methoden, insbesondere der Darstellung aller Chromosomen einer
gesamten Metaphase in einem Experiment kombiniert [36].

Des Weiteren vermuteten Salk et al. [28], dass mit den damalig angewendeten,
konventionellen Methoden nicht alle pathologischen, zytogenetischen Veridnderungen
von WS-Zellen erfasst wurden. In der hier vorgestellten Arbeit wurden Metaphasen
von vier WS-Fibroblastenkulturen (AA, WL, SCH, H-51) mit der Spektralen
Karyotypisierung analysiert. Ziel war die Anwendung von SKY als moderne

molekular-zytogenetische Methode auf Metaphasen von WS-Fibroblasten, um

1) das Werner Syndrom mit Hilfe von SKY als neuartige Methode auf
zytogenetischer Ebene zu diagnostizieren bzw. auszuschlieBen,

2) die bisher mit konventionellen Methoden erarbeiteten Erkenntnisse mit SKY zu
bestitigen, vertiefen oder evtl. zu erweitern,

3) {ber einen, aus einer seneszenten Mutterkultur hervorgegangenen pseudotetra-

ploiden Subklon mit ungewdhnlichem Wachstumspotential zu berichten [37].

Als Bezugspunkt dienten v.a. die fritheren Studien von Hoehn et al. bzw. Salk et al

[8,27,28].
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20 MATERIAL UND METHODEN

2.1  Zellkulturen und Chromosomenpraparation

2.1.1  Zellkulturen

Vier Fibroblasten Zelllinien (AA, H-51, WL und SCH) wurden untersucht. Jede dieser
Ziellinien stammte aus Hautbiopsien von vier verschiedenen Patienten mit klinisch
diagnostiziertem Werner Syndrom, welche zum Zwecke der zytogenetischen Diagnose-
sicherung zugesandt wurden. Die Hautbiopsien wurden bei —77 °C eingefroren und
dann ein kleiner Prozentsatz jeder Zelllinie aufgetaut und anschlieBend mit der SKY-
Methode charakterisiert. Die klinischen Verdachtsdiagnosen konnten in allen vier

Zellkulturen bestitigt werden.

Erndhrung und Subkultivierung der Zellkultur

Zunichst wird mit einem inversen Mikroskop die Zelldichte erfasst und iiberpriift, ob
die Fibroblasten am Boden der 25cm? Kulturflasche haften. An einer sterilen
Arbeitsbank wird nun das Medium mit einer Pipette abgesaugt und entsorgt. Dann spiilt
man vorsichtig mit 3ml angewdrmtem PBS, saugt dieses wieder ab und fiigt der
Kulturflasche 10ml ebenfalls angewérmtes frisches Medium hinzu. Die Fiitterung der
Zellen erfolgt alle 4 Tage. Als Nahrmedium wird RPMI (Life Technologies,
Eggenstein), versetzt mit 10% fetalem Kélberserum (Sigma Chemie, Deisenhofen),
Penicillin (100 U/ml) und Streptomycin (100png/ml), verwendet.

Anschliefend inkubiert man die Zellen in einem Brutschrank unter feuchter
Atmosphire bei 37 °C unter Zufuhr von 5% CO, und 95% Luft. In der Regel haben
WS-Zellen in frithen Passagen eine im Vergleich zum spiteren Verlauf relativ hohe
Proliferationsrate, so dass von nun an tiglich die Zelldichte und Bodenhaftung
kontrolliert wird. Zunéchst finden sich im Mikroskop einzelne Zellnester, die im
Verlauf zusammenflieBen (konfluieren). Nach einer Woche + 3 Tagen, wenn die

Zellkultur ausreichend konfluiert ist, wird passagiert. Die Zellen bedecken zu diesem

14



Zeitpunkt den Boden der Kulturflasche moglichst vollstindig, um ausreichend Material
zum Anlegen von Subkulturen zu besitzen. Sie diirfen jedoch nicht zu dicht gewachsen
sein, um einen Néhrstoffmangel beziehungsweise Platzmangel und ein damit
verbundenes erhohtes Absterben der Zellen zu vermeiden.

Zunichst erwdrmt man frisches Medium, Trypsin-EDTA und Phosphate Buffered
Saline (PBS) 15min lang auf 37 °C. An der sterilen Arbeitsbank wird das Medium aus
der Kultur abgesaugt. Dann wird mit 3ml PBS mehrmals vorsichtig gespiilt und dass
PBS anschlieend in ein 10ml Rohrchen gegeben. Nun wird 4ml Trypsin-EDTA
beigefiigt, um die Zellen vom Boden der Kulturflasche abzuldsen und inkubiert die
Zellen in der Trypsin-Losung 5 min lang im Brutschrank. Anschlieend wird unter dem
inversen Mikroskop iiberpriift, ob sich alle Zellen vom Boden gelost haben. Durch
leichtes Klopfen der Kulturflasche auf eine Unterlage lassen sich noch am Boden
haftende Zellteppiche leicht ablosen. So konnen unnétig lange Trypsinzeiten vermieden
werden. Die Zell-Trypsin-Suspension wird mit einer Pipette abgesaugt und in das PBS-
enthaltende R6hrchen gegeben. Dann spiilt man die Kulturflasche mehrmals vorsichtig
mit 3ml frischem Medium und fiigt es dem Rest hinzu und verschlie8t das Rohrchen.
Das Rohrchen wird bei 900 U/min fiir 8 min zentrifugiert. An der Arbeitsbank wird nun
der Uberstand abgesaugt und ca. lcm Abstand zum weiBlichen Niederschlag gelassen.
Unter vorsichtigem, mehrmaligem Mischen wird die Suspension mit frischem,
angewidrmtem Medium auf insgesamt 4ml aufgefiillt. Je Iml wird in je eine der 4 neuen
25 ecm® Kulturflaschen gegeben. AbschlieBend wird 9 ml frisches Medium zu jeder

neuen Subkultur hinzugeben, noch einmal gemischt und bei 37 °C inkubiert.

Allgemeines zum Arbeiten an einer sterilen Arbeitsbank

o Vor benutzen die Arbeitsbank mit Alkohol desinfizieren.

o Hénde desinfizieren oder Einmalhandschuhe benutzen.

. Abzugshaube anschalten.

o Pipetten, Deckel und Hals der Kulturflasche vor und nach jedem

wichtigen Arbeitsschritt mehrmals durch eine Bunsenbrennerflamme
ziehen um das Kontaminationsrisiko der Kultur zu minimieren.

. Jeder Arbeitsschritt erfordert eine neue, sterile Pipette.
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) Vor Inkubation im Brutschrank den Deckel der Kulturflasche nur locker
auf den Flaschenhals aufschrauben, um die fiir addquates Zellwachstum

notwendige Luftzufuhr nicht zu unterbinden.

2.1.2 Chromosomenpréaparation

Abbruch von Fibroblastenkulturen

Der Abbruch erfolgt, wenn die Zellkulturen subkonfluent sind. Der Boden der
Kulturflasche ist noch nicht vollstindig mit Zellen bedeckt. Unter dem inversen Mikro-
skop sind viele abgerundete Zellen zu sehen. Diese Zellen befinden sich gerade im
Zellteilungsvorgang. Je mehr abgerundete Zellen vorhanden sind, desto wahr-
scheinlicher ist eine hohe Anzahl analysierbarer Metaphasen.

Zunichst erwdrmt man hypotone 0,075 M Kaliumchlorid-Losung, Medium, PBS und
Trypsin-EDTA im Inkubator auf 37 °C und setzt eine Losung aus Methanol und
Eisessig im Verhéltnis 3:1 an; das sogenannte Carnoy Fixativ, welches dann im
Gefrierfach auf -20°C gekiihlt wird. Subkonfluente Zellkulturen werden nun mit
20ul/ml Colcemid 3 Stunden lang bei 37 °C inkubiert. Nach spiilen mit PBS, Ablosen
der Zellen mit Trypsin-EDTA und erneutem Spiilen mit frischem Medium werden die
Zellen in einem 10ml Rohrchen bei 1400 U/min 8min lang zentrifugiert und
anschlieBend der Uberstand abgesaugt. Das Pellet wird vorsichtig in ca. 10ml KCI
resuspendiert und 12min lang bei 37°C inkubiert. Nun wird erneut bei 1400 U/min
8min zentrifugiert und der Uberstand mit ca. 0,5-lcm Abstand zum Niederschlag
abgesaugt. Das Pellet wird dann unter stindigem Schiitteln in Fixativ (-20°C)
resuspendiert. Das Fixativ wird im Folgenden langsam, dann schneller tropfchenweise
hinzugeben, bis das Rohrchen vollstindig mit Fixativ aufgefiillt ist. Anschlieend wird
die Suspension fiir mindestens 12h im Gefrierfach fixiert. Am néchsten Tag wird die
Suspension bei 1400 U/min 8min zentrifugiert und in frischem Fixativ resuspendiert

und diese beiden Vorgéinge 3 bis 4 mal wiederholt.

Priparation der Objekttriger

Zunichst mehrere Objekttriger mit 60% Ethanol reinigen und in eine Kiivette mit

destillierten Wasser geben. Das Pellet wird in soviel frischem Fixativ resuspendiert,
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dass eine triilbe Suspension entsteht (ca. 2-3ml). Wenige Tropfen Zellsuspension mit
Einmalpipette aufnehmen und aus ca. 8-10cm Hohe auf einen leicht nach unten
abgekippten, feuchten Objekttrager auftropfen. Zur besseren Spreitung der Metaphasen
wird der Objekttrager danach kurz durch eine Gasflamme gezogen, anschlieBend dieser

beschriftet und fiir mindestens 30min getrocknet.

Auswertung der Objekttriager

Die getrockneten Objekttrager werden nun systematisch von links nach rechts sowie
von oben nach unten bei zehnfacher VergroBerung mit einem Phasenkontrastmikroskop
durchgemustert. Nach Auffinden einer Metaphase wird diese in hundertfacher
Vergroferung auf Vollstandigkeit tiberpriift. Sofern dies gewihrleistet ist, notiert man
die Koordinaten, nimmt einen zweiten vollig unbehandelten Objekttrager, stellt erneut
die Koordinaten ein und markiert die exakte Position jeder vollstindigen Metaphase
mit einem wasserfesten Stift. Das Durchrastern des Objekttrigers fithrt man fort bis die
Gesamtanzahl der Metaphasen feststeht und diese auf dem zweiten Objekttrager
markiert sind. Der letztere fungiert dann bei der Hybridisierung als Schablone. Es
sollten sich auf jedem Objekttriger mindestens zehn komplette Metaphasen auf einer
Fliche von 18 x 18mm’ befinden. Objekttriiger mit weniger Metaphasen werden
verworfen beziehungsweise als Reserve zuriickgehalten. Zuletzt werden die fiir SKY zu

verwendenden Objekttriger bei Raumtemperatur 3-15 Tage aufbewahrt ( ,,gealtert™).
2.1.3 Berechnung der Populationsverdoppelungen

Die Anzahl der Populationsverdoppelungen (PD) pro Subkultivierung kann nach
folgender Formel ndherungsweise berechnet werden:

PD = (log N;—log Ny) / log2, [38]

mit N; = Anzahl der Zellen, die sich bis zum Zeitpunkt der Ernte innerhalb der Zeit t

vermehrt haben, und mit Ny = Anzahl der Zellen die urspriinglich gesidt wurde. Da Y4
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der Zellen pro Passagierung gesit wurden und jede Subkultur in etwa 7 Tage bis zum

Erreichen der Konfluenz wuchs ergibt sich:

PD/ = (log 4x — log x) / log2 =

Subkultivierung = (log 4x / x) / log2 =
=log 4 /log2 =
=2

2.2 Spektrale Karyotypisierung

2.2.1. Ziel des Tests

Spektrale Karyotypisierung (SKY) ist eine neuentwickelte, molekular-zytogenetische
Methode, die es ermdoglicht, alle Chromosomen eines Zellkerns in einem Experiment
farblich differenziert darzustellen. Zur Darstellung menschlicher Chromosomen benutzt
man 24 verschiedene Farben. Jedem der 22 autosomalen Chromosomenpaare und den
beiden Geschlechtschromosomen wird jeweils eine Farbe zugeordnet. Die Karyo-
typisierung der Chromosomen erfolgt anhand des visuellen Emissionsspektrums. Wie
bei den Chromosomenbénderungen, aber im Gegensatz zu der Fluorescence In Situ
Hybridization (FISH) kann die gesamte chromosomale DNA in einem Experiment auf
Aberrationen untersucht werden. Gerade im Erkennen mit bis zu 1-2 Megabasen sehr
kleinen oder sehr komplexen Verdnderungen sowie bei der Klassifikation von Marker-
chromosomen ist SKY den konventionellen Methoden iiberlegen [36,39-41].
Anwendungen finden sich hauptsdchlich auf dem Gebiet der Krebsdiagnostik, der
Charakterisierung von Tumor-Zelllinien [z.B. 42,43], aber auch bei anderen Er-
krankungen in denen komplexe chromosomale Rearrangements, insbesondere Trans-
lokationen und Deletionen verherrschen.

Das Werner Syndrom ist ein Chromosomeninstabilitdtssyndrom oder Chromosomen-
“rearrangement“-Syndrom. WS-Karyotypen zeigen v.a. das in der Einleitung

beschriebene VTM und Deletionen. Chromatidaberrationen treten nicht gehduft auf
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[8,27-29]. Die bisherigen zytogenetischen Ergebnisse sind mit konventionellen
Chromosomenfarbungen, insbesondere der G- und R-Bidnderung erzielt worden.
Aufgrund der beschriebenen Charakteristika des WS und den Vorteilen und

Féhigkeiten von SKY wurde es auf die 4 untersuchten Zelllinien angewendet.

2.2.2 Geréate und Testmaterialien

Der erste Schritt bei SKY ist die Hybridisierung. Bei dieser wird eine komplementire,
mit Fluorochromen markierte DNA-Probe an die zu untersuchende DNA angelagert.
Die bei SKY benutzten DNA-Proben bestehen aus ganzen Chromosomen. Diese
werden durch ,,High Resolution Flow Sorting* gewonnen, durch die so genannte DOP-
PCR (degenerate oligonucleotide- primed polymerase chain reaction) amplifiziert und
mit Fluorochromen markiert [36,44].

Die DNA-Proben werden dann mit Nukleotiden, die mit verschiedenen
Fluorezenfarbstoffen verbunden sind, gelabelt. Genauer gesagt durch den Einbau von
Fluorochrom-konjugierten dUTPs sowie von biotinylierten- und digoxigenierten-
dUTP-Molekiilen. Die letztgenannten werden nach der Hybridisierung iiber indirekte
Immunfluoreszenz sichtbar gemacht [46]. Man verwendet hierbei fiinf verschiedene
Fluoreszenzfarbstoffe [36,47]. In dieser Arbeit waren dies Rhodamin, Texas Red, Cy5,
FITC und Cy5.5 (siehe Tabelle II und III) (Applied Spectral Imaging (ASI), 2000). Bei
der anschlieBenden Detektion wird das Hapten Biotin durch den mit Cy5 markierten
Antikorper Cy5-StrepAvidin erkannt. Das Hapten Digoxigenin wird mit dem
Mausantikorper Anti-Digoxigenin erkannt und anschlieBend durch Cy5.5 sheep
antimouse detektiert. Jede chromosomenspezifische Probe ist entweder mit einem
dieser Farbstoffe oder mit einer Kombination aus diesen Farbstoffen markiert. Auf
diese Weise ist jedes Chromosom durch ein spezifisches Fluoreszenzspektrum
charakterisiert, was letztendlich die Identifizierung ermoglicht [36]. Mit der
Kombination von bis zu vier Fluorochromen pro Chromosom der DNA-Probe erreicht
man, dass jedes der 24 menschlichen Chromosomen eine einzigartige spektrale
Signatur bekommt und so in einer von den anderen Chromsomen unterscheidbaren
Farbe dargestellt werden kann. Mittels einer Suppressions-Hybridisierung werden

vorhandene repetitive Sequenzen vorher ausgeschaltet. Das so hergestellte, alle 24
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menschlichen Chromosomen enthaltende Probengemisch kann mit entsprechend
etablierten Standardmethoden auf Metaphasechromosomen in-situ hybridisiert werden

[36].

A- B- C- D- E-
Fluorochrom
Rhodamin Texas Red Cy5 FITC Cy5.5
Abs. (nm) 550 596 650 495 675
Em. (nm) 570 620 670 525 694

Tabelle 11: Verwendete Fluorochrome mit Absorptions- und Emissionsspektrum.

Chromosom | Markierung| | Chromosom | Markierung| | Chromosom | Markierung
1 BCD 9 ADE 17 C
2 E 10 CE 18 ABD
3 ACDE 11 ACD 19 AC
4 CD 12 BE 20 A
5 ABDE 13 AD 21 DE
6 BCDE 14 B 22 ABCE
7 BC 15 ABC X AE
8 D 16 BD Y CDE
Tabelle 111: Verwendete Farbstoffkombinationen fiir die einzelnen Chromosomen.

Nach der Hybridisierung erfolgt die digitale Aufnahme und Auswertung mit dem SKY-
System (SD200 spectral bio-imaging system (ASI, Ltd., Israel)). Das System besteht
aus einem inversen Mikroskop, einer Quecksilberlampe, einem speziellen Tripleband
Filter (SKY CUBE™, ASI), einem Interferometer und einer CCD Kamera. An einem
Computer erfolgt die Auswertung mit einer speziellen Software (SKYVIEW™
Software, ASI).
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Das von der Probe emittierte Licht gelangt durch das Mikroskop in das Sagnac
Interferometer. Dieses erzeugt ein Interferogramm, dessen Fourier Transformation es
ermoglicht, das gesamte Emissionsspektrum des Objekts Pixel fiir Pixel zu ermitteln.
Jedem Pixel wird nun mit Hilfe auf den Spektraldaten beruhenden Algorithmen der
SKYVIEW™ Software, anhand seines Spektrums eine Referenzfarbe zugeordnet. Die
Chromosomen, zu sehen als Summe von Pixel eines Spektrums, kénnen so voneinander
unterschieden und klassifiziert werden.

Nach der Aufnahme mit der Kamera und Speicherung der Datei erfolgt die Auswertung
am Computer. Eine Aufnahme zur SKY-Analyse liefert drei verschiedene Versionen
der untersuchten Metaphase-Probe: Einmal das Bild im RGB (Rot-, Griin-, Blau-)-
Modus, die darauf basierende Darstellung mit zugeordneten Falschfarben und
schlieBlich die Metaphase in der DAPI (4'- 6'- diamidino- 2- phenylindol)-
Gegenfarbung abgebildet. Letztere ist eine Q-Binderung, die anndhernd die Qualitit
einer G-Binderung besitzt [47]. Zur besseren Ubersicht werden die Chromosomen in
ein Klassifizierungsschema gebracht, das die Chromosomen geméf ihrer Nomenklatur

ordnet [36,45].
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)

erfolgt die Aufnahme der Bilder iiber ein Spectra-Cube-System, das an ein
Floureszenzmikroskop angeschlossen ist. Die Emissions-Spektren der unterschiedlich
markierten Chromosomen-Sonden werden in einer Aufnahme mittels eines “Triple-
pass”-Filters gemessen. Mittels Fourier-Transformation wird schlieBlich das Spektrum
exakt berechnet. Die Intensitét jeder Display-Farben ist proportional zu der Intensitét
mit der die einzelnen Spektral-Bereiche vertreten sind. Unter Anwendung
verschiedener, auf den Spektraldaten basierender Algorithmen werden den Bildpunkten
mit identischen Spektren dann eindeutig definierte Farben zugeordnet. Gleichen

Spektraldaten werden entsprechende Falschfarben zugewiesen [36].

2.2.3 Versuchsablauf
Der Versuch gliedert sich in Pepsinbehandlung, Denaturierung und Hybridisierung am

Tag 1 sowie Detektion und Waschvorginge am Tag 3.

Unbedingt benétigt wird das Skypaint™ — DNA Kit bestehend aus:

Vial #1: Human Spectral Reagent: ~ Enthilt die Probe fiir die Hybridisierung
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Vial #2: Blocking Reagent: Enthilt eine Losung, die hilft, den bei der
nachfolgenden Analyse storenden Hinter-

grund, zu minimieren.

Vial #3: CysS5 Staining Reagent: Enthilt die fiir die Detektion bendtigten
Antikorper.

Vial #4: Cy5.5 Staining Reagent: Enthélt die fiir die Detektion bendtigten
Antikdrper.

Vial #5: Anti-Fade-DAPI Reagent:  Enthilt die DAPI-Férbung und eine

Losung, die ein vorzeitiges Abblassen der

Hybridisierung verhindert.

Vial #1, #2 und #5 miissen bei Applied Spectral Imaging erworben werden, Vial #3

und #4 konnen selber hergestellt werden.

Herstellung von Cy5 Staining Reagent und Cvy5.5 Staining Reagent

CyS5 Staining Reagent (Vial #3):
Iml 4xSSC-Puffer wird 5ul Anti Digoxin und Sul Cy5 StrepAvidin hinzuaddiert,

gemischt, anschlieBend bei +4°C aufbewabhrt.

Cy5.5. Staining Reagent (Vial #4):
Iml 4xSSC — Puffer wird Sul Cy5.5 Anti mouse beigemengt und bei +4°C aufbewahrt.

Beide Reagenzien sind am selben Tag aufzubrauchen. Die unbenutzten Antikorper bei -
20°C lagern. Ist eine lingere Aufbewahrung von Vial #3 und #4 erwiinscht, kann zu
dem 4xSSC - Puffer vorgewdrmtes 1% BSA fraction V beigemengt und bei
Raumtemperatur in dem Puffer gelost werden. Bei +4°C ist mit dieser Vorbehandlung

eine Lagerung von bis zu 4 Wochen moglich.
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Tag 1 (Hybridisierung):

Vorbereitung:
e (.01M Salzséure: 0.5ml HCl in 49.5ml destilliertem Wasser
in einer Glaskiivette auf 37°C erwirmen.
o 10%ige Pepsinlosung: 100mg Pepsin in 1ml sterilem Wasser
auflosen.

e Phosphate Buffered Saline(1xPBS) erstellen und bei Raumtemperatur

lagern.

e 1xPBS/MgCl,: 50ml von 1M MgCl; in 950ml 1xPBS
auflosen.

e 1% Formaldehyd: 2.7ml von 37%igen Formaldehyd zu
100ml 1xPBS/MgCl, geben.

e FEthanollosungen: Mit destilliertem Wasser 70%, 80% und
100%ige Ethanolldsungen mischen und
bei Raumtemperatur in drei Glaskiivetten
lagern. Dieselbe Serie nochmals mischen
und bei -20°C lagern.

e Denaturierungslosung: 35ml Formamid, 10ml destilliertes Wasser
und 5ml 20xSSC mischen, mit HCl den
pH-Wert 7.0 einstellen und auf kurz vor
Verwendung auf +72°C erhitzen.

Pepsinbehandlung
1. Zundchst préaparierte Objekttriager(siche 2.1.2) auf Zytoplasmagehalt und

Verunreinigungen kontrollieren und anhand dessen die bendtigte Pepsinzeit und
-konzentration abschitzen.

2. Wihrenddessen 0.01M HCI auf 37°C in einer Glaskiivette erwédrmen.

3. 5-15pl Pepsinldsung hinzufiigen und die Objekttrager fiir 3-5min in der
Losung inkubieren.
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Die Objekttrager zweimal in 1XxPBS 5min lang waschen.
Die Objekttrager mit einem 24mm x 60mm Abdeckglas bedecken, um
geniigend Feuchtigkeit zu gewéhrleisten, und unter Phasenkontrast priifen und

entscheiden, ob eine nochmalige Behandlung mit Pepsin vonndten ist.

Sind viele Chromosomen verschwommen und sehen durch das Pepsin deutlich

verandert aus, sollten diese Objekttrager nicht mehr verwendet werden. In der Regel

war ein einmaliger Pepsinschritt mit 6pl Pepsin fiir 3%2min ausreichend.

Objekttrager fiir Smin in 1xPBS/MgCl2 bei Raumtemperatur waschen.
Objekttrager in einer Glaskiivette 10min lang mit 1%igen Formaldehyd
ebenfalls bei Raumtemperatur inkubieren.

Erneut in 1xPBS fiir Smin waschen.

Objekttrager jeweils 2min lang in 70%,80% und 100% Ethanol dehydrieren und

einige Minuten lufttrocknen.

Chromosomendenaturierung

1.

40ml Denaturierungslosung auf 70°C(£2°C) aufwiarmen und Objekttrager fiir
90-120s hinzugeben. Sehr vorsichtig und nicht zu lange denaturieren da, die
Chromosomen  beschddigt werden konnen.  Gegebenenfalls  unter
Phasenkontrast priifen und Vorgang anschlieBend bei Bedarf wiederholen.

Objekttrager sofort in auf -20°C gekiihltem 70%,80% und 100% Ethanol

jeweils 2min dehydrieren und dann lufttrocknen.

Probendenaturierung und Hybridisierung

1.

Vial #1 (= Hybridisierungsprobe) des Skypaint™ DNA-Kit kurz zentrifugieren
und anschlieend mit Pipette vorsichtig mischen.

Fiir jeden zu behandelnden Objekttrager 8-10ul aus Vial #1 entnehmen und in
ein gesondertes Eppendorf Cap geben.

Das Eppendorf Cap nun in einem Wasserbad fiir 7min bei 80°C denaturieren

und anschlielend fiir 1h in einem Wasserbad auf 37°C halten.
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4. Pro denaturierter Chromosomenpriparation nun schnell und vorsichtig mit
Pipette 8-10ul der denaturierten Probe auf den Objekttrager tropfen. Um die
Stelle auf dem Objekttrager mit der hochsten Metaphasenanzahl zu finden, die
unter 2.1.2. erstellte Schablone unter den zu behandelnden Objektriager
schieben.

5. Ein 18 x 18mm’ Abdeckglas nun langsam auf den Tropfen legen. Die
Unterseite des Abdeckglases sollte vollstindig mit der denaturierten Probe
befeuchtet sein. Luftbldschen sind vorsichtig zu entfernen.

6. Die Rénder des Abdeckglases vollstindig mit Kunststoftkleber abdichten.

7. Die so behandelten Objektrager nun in eine feuchte, abgedunkelte Kammer

geben und bei 37°C in einem Inkubator oder Ofen fiir 36h inkubieren.

Nach Hybridisierung die Objekttrager immer vor direktem Lichteinfall schiitzen!

Tag 3 (Waschprozedur und Detektion):

Vorbereitung:

e Waschlosung I: 15ml 20xSSC, 60ml destilliertes Wasser
und 75ml Formamid mischen
(=150ml 50% Formamid/2xSSC).

Mit HCI pH-Wert auf 7 einstellen und
Losung auf 45°C erwédrmen.

e  Waschlosung I1 12.5ml 20xSSC mit 237.5ml destilliertes
Wasser mischen (=250ml 1xSSC). Nun
auf 45°C erwédrmen.

e  Waschlosung II1 100ml 20xSSC, 400ml destilliertes Wasser
und 0.5ml Tween 20 (=500ml
4xSSC/0.1% Tween) mischen und auf

45°C erwarmen.
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10.
1.
12.

Objekttrager aus der feuchten Kammer nehmen und Klebstoff mit einer

Pinzette entfernen.

Objekttrager in ein, sich in einem Wasserbad befindliche Glaskiivette, das

Waschlosung I enthélt, geben und 3x bei 45°C waschen.

Objekttrager nun in Waschlosung II 2x bei 45°C in einem Wasserbad waschen.

2min lang die Objekttrager in Waschlosung I11 halten.

Optionaler Schritt: ~ 80ul von Vial #2 auf jeden Objekttriager geben, mit
einem 24 x 60mm” groBen Glas abdecken und fiir 30min
bei 37°C und Dunkelheit inkubieren. Dieser Schritt soll
iiberfliissige Lichtreize abblocken.

Schritt 3 wiederholen.

Auf feuchte Objekttriiger 80pl von Vial #3 geben, mit einem 24 x 60mm’

groflen Glas abdecken und fiir 45min bei 37°C und Dunkelheit inkubieren.

Objekttrager nun im Wasserbad 3x fiir 3min bei 45°C in Waschlosung III

geben.

80ul von Vial #4 auf Objekttriger geben, mit einem 24 x 60mm” groBen Glas

abdecken und fiir 45min bei 37°C und Dunkelheit inkubieren.

Schritt 7 wiederholen.

Objekttrager kurz in destilliertem Wasser reinigen.

20ul von der DAPI/Antifade Losung (Vial #5) auf Objekttrager geben und mit

einem 24 x 60mm’ groBen Glas abdecken. Gegebenfalls Luftblischen

entfernen.
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3.0 ERGEBNISSE

Im Ergebnisteil wird zunichst iiber die einzelnen Fibroblasten-Zelllinien (ZLL) H-51,
SCH, AA und WL berichtet (3.1-3.4). Von H-51 wurden zwei Zellpassagen untersucht,
von SCH, AA und WL jeweils eine Passage. In 3.5 wird der aus der Mutterkultur WL
stammende Subklon T (Wls T) beschrieben und in 3.6 werden die Ergebnisse aus den 4
einzelnen Zelllinien zusammengefasst. Die Zellen stammen aus Hautbiopsien von vier
verschiedenen Patienten mit klinisch manifestem Werner Syndrom und wurden zu
diagnostischen Zwecken entnommen. Fiir diese Arbeit wurden nur diese bereits

vorhandenen Fibroblasten benutzt.

3.1 Zelllinie H-51

In der Zellkultur durchlief die Zelllinie H-51 neun Passagen bis Seneszenz eintrat.
Nach der Formel aus 2.1.3 ergab sich somit ndherungsweise eine durchschnittliche
Populationsverdoppelung von PD = 9 x 2 = 18. Dies entspricht einer fiir WS-Zellen
typischen reduzierten PD, in diesem Fall von etwa 33% im Vergleich zu Kontroll-FL-
Zelllinien [19,48]. H-51 iiberlebte mehrere Monate im postseneszenten Stadium, ohne
jedoch seine Teilungsfahigkeit zurtickzuerlangen.

Insgesamt wurden 32 Metaphasen ausgewertet, davon 20 Metaphasen in der Friihphase
(Passage x+2) und 12 Metaphasen in der Spétphase der Massenkultur (Passage x+7).
Bei Durchsicht der Passage x+7 waren zwar deutlich mehr Metaphasen nach der
Priparation vorhanden, ein grofler Teil dieser beinhaltete jedoch eine teilweise stark
reduzierte Chromosomenanzahl (in 6 genauer untersuchten Metaphasen >5
Chromosomen), was fiir einen ausgepréigten Verlust an genetischem Material 4 PD vor
dem Stadium der Seneszenz spricht. Diese wurden nicht mit in die genauere Analyse

einbezogen.
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28 der 32 Metaphasen (87,5%) beinhalteten chromosomale Aberrationen, nur vier
Metaphasen besallen den normalen Karyotyp 46, XX. 25 der 28 aberranten Metaphasen
(=89%) zeichneten sich durch Pseudodipoidie und klonales Wachstum mit insgesamt 4
identifizierten zytogenetischen Klonen aus. Die Mehrheit der Aberrationen waren
reziproke, balancierte Translokationen.

In der Passage x+2 dominierte der Klon a, der in 10 aberranten Metaphasen vorhanden
war. Einen kleineren Teil, ndmlich insgesamt 5 aberrante Metaphasen, machten 2
weitere Klone (Klon b und Klon c) aus (Tabelle IV). 3 Metaphasen zeigten einmalige,
2 Metaphasen waren frei von sichtbaren Verdnderungen (Tabelle V). In der Passage
x+7 waren neben zwei scheinbar unverdnderten Metaphasen, nur noch Subklone des
Klon a (insgesamt 10 von 12 Metaphasen) zu sehen (Tabelle VI).

Insgesamt wurden 24 aberrante Chromosomen mit 29 sicher beurteilbaren chromo-
somalen Bruchpunkten an folgenden Abschnitten gefunden: Xpll1, 1ql1, 1921, 2pl1,
2q24, 3p21, 3922, 4q34, 4q35, 6ql6, 7ql1, 7933, 8q21, 10922, 10924, 11ql12, 12p13,
12922, 2 x 13q12, 13q31, 14ql3, 15923, 15926, 16q13, 2 x 16q22, 18p11 und 19q12.

5 Bruchpunkte konnten nicht zugeordnet werden (an den Chromosomen 5, 6, 7, 8, 11).
Die Chromosomen 3, 4, 13 ,16 waren an jeweils 3 der 24 Aberrationen (je 12,5%)

beteiligt.

Finzelanalyse der Passage H-51 x+2

Insgesamt wurden 20 Metaphasen ausgewertet. 2 Metaphasen besallen diploiden
Chromsomensatz 46, XX und waren scheinbar frei von Aberrationen. 18 Metaphasen
waren pseudodiploid oder besal3len Mono- bzw. Trisomien bei gleichzeitig bestehenden
strukturellen Chomosomenaberrationen.

15 der 18 aberranten Metaphasen (=83,3%) konnten in drei zytogenetisch
klassifizierbare Klone eingeteilt werden. 3 Metaphasen boten singuldre strukturelle
Chromosomenaberrationen.

Der dominierende Klon a (10 von 20 Metaphasen) war gekennzeichnet durch die
balancierte, reziproke Translokation t(3;11)(q22,q12), zeigte aber zusitzliche
unterschiedliche chromosomale Rearrangements und numerische Chromsomen-

aberrationen, sodass Klon a in vier Subklone unterteilt wurde (a;-a4).
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Subklon a; (7 von 10 Metaphasen) (Abbildung 6) trug solitir die Translokation
t(3;11)(q22,q12), Subklon a, (1 von 10 Metaphasen) hatte zusédtzlich eine Monosomie
21.

Subklon a; (1 von 10 Metaphasen)(Abbildung 7) hatte sehr komplexe Rearrangements
mit Verlusten und Zugewinnen an genetischem Material. Das aberrante Chromosom 11
war identisch mit denen in den anderen Subklonen. Das 11q-Fragment, das sich an
Chromosom 3 angelagert hatte, brach jedoch ein weiteres Mal und lagerte sich im
reziproken Austausch mit dem distalen Fragment des Bruchpunktes 4q34 an
Chromosom 4 an. Zudem farbte sich zentromernah an 3p ein Abschnitt wie
Chromosom 11, jedoch nicht iiber die gesamte Breite, so dass hier nicht von einem
Doppelstrangbruch auszugehen ist. Durch die unmittelbare Ndhe zum hetero-
chromatinreichen Zentromer konnte nicht ausreichend festgestellt werden, ob dies
einem Priparationsartefakt oder einer aberranten Verdnderung entsprach Es wurde
jedoch, unter Vorbehalt, in der Metaphase mit dargestellt, floss jedoch nicht in die
Bruchpunktanalyse (in 3.6) mit ein. Aus dieser Verdnderung resultierte u.a. das
aberrante Chromosom der(3) t(3;11;3;11;4)(q22;?;?;?;q34). Zusétzlich fand sich in a3
das aberrante Chromosom der(12)t(5;12)(?;q22). Der Abschnitt distal von 12q22 ging
verloren. Ein Bruch an Chromosom 5 war u.a. aufgrund der ungiinstigen Faltung des
Chromosoms nicht zu entdecken. Weiterhin zu sehen war ein aberrantes Chromosom 8,
der(8)t(8;13)(q21;q12), ein zusidtzliches Markerchromsom 8, die reziproke
Translokation t(X;16)(p11;g21), eine Deletion von Chromosom 19, del(19)(q12) und
eine Monosomie 13.

Bei Subklon a4 (1 von 10 Metaphasen) (Abbildung 8) waren folgende Rearrangements
identisch mit denen von Subklon a;z: t(3;11)(q22;q12),  der(4)t(4;11)(q34;?),
der(8)t(8;13)(q21;q12), t(X;16)(pl11;q22), +mar(8), die Monosomie 13 und der(3)
t(3;11;4)(q22;?;q34), allerdings ohne den zusitzlichen zentromernahen Einbau von
zusitzlichem Material von Chromosom 11. Die Verdnderungen der(12)t(5;12)(?;q922)
und del(19)(q12) waren nicht zu sehen, stattdessen jedoch das aberrante Chromosom

10, der(10)t(3;10)(p21;q924). Das Fragment proximal von 3p21 ging verloren.
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Klon b (3 aus 20 Metaphasen) war durch die nicht reziproke Translokation
der(2)t(2;13)(q24;q12) gekennzeichnet, bei Subklon b; mit zusdtzlicher Monosomie 13
und einem Markerchromsom 2, dass vermutlich einem p-Arm entsprach (Abbildung

9) und in Klon b, mit eine Monsomie 8.

Bei Klon ¢ (2 aus 20 Metaphasen) war die reziproke Translokation t(15;16)(q23;q13),
bei Subklon c¢; (Abbildung 10) mit einer Trisomie 12 und bei Subklon c, mit einer

Monosomie 21, zu sehen.

Die einmalige Metaphase d (Abbildung 11) zeigte einen komplexen Karyotyp mit
unbalancierten Rearrangements: Ein Segment des Chromosoms 13 (distal von dem
Bruchpunkt 13q31) lagerte sich an das Chromosom 10 an und brach dann,
wahrscheinlich bei einer der darauf folgenden Zellteilungen, ein weiteres Mal und
lagerte sich distal des Bruchpunktes 16q22 an Chromosom 16 an, dessen Bruchstiick
sich wiederum an das, des sich am Chromosom 10 befindlichen Bruchstiickes von
Chromosom 13 anlagerte. Es entstanden der(10)t(10;13;16)(q22;q31;922) und del(13)
(q31). Weiterhin war in dieser Metaphase die nicht-reziproke Translokation
der(4)t(4,15)(q35;926) zu sehen, dessen Bruchstiick 15926 sich an 4q anlagerte und das
Fragment distal von 4q35 verloren ging. Chromosom 15 deletierte an 15q26.

Die Aberrationen der einmaligen Metaphasen e und f sind Tabelle V zu entnehmen.

In der Zelllinie H-51 konnten in jeweils unterschiedlichen Metaphasen bzw. Klonen

gemeinsame Bruchpunkte an 4q34—4q35, 13q12 und 16q22 festgestellt werden, die

jedoch jeweils andere Aberrationen nach sich zogen (Tabelle VII).
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Anzahl der

Klon Metaphasen Karyotyp
a 10 -
(a) 7 46, XX, t(3;11)(q22;q12).
(ap) ) 45, XX, -21, t(3;11)(q22;q12).
(a3) (1) 46, XX, -13, +mar(8)(?), der(3)t(3;11;3;11;4)(q22;?;?;7;q34), der(4)
t(4;11)(q34;?), der(8)t(8;13)(q21;q12), der(11)t(3;11)
(922;q12), der(12)t(5;12)(?;922), t(X;16) (p11;q922), del(19)
(q12).
(aq) 1) 46, XX, -13, +mar(8)(?), der(3)t(3;11;4)(q22;7;q34), der(4)t(4;11)
(q34;?), der(8)t(8;13)(q21;q12), der(11)t(3;11)(q22;q12),
t(X;16) (p11;922), der(10)t(3;10)(p21;q24).
b 3 -
(b)) 1) 46, XX, -13, +mar(2)(p11), der(2)t(2;13)(q24;q12).
(by) 1) 45, XX, -8, t(2;13)(q24;q12).
(bs) @)) 46, XX, t(2;13)(q24;q12).
c 2 -
(c1) (1) 47, XX, +12, t(15;16)(q23;q13).
(c2) @)) 45, XX, -21, #(15;16)(q23;q13).

Tabelle 1V: 3 Klone und deren Subklone waren in der Zelllinie H-51 in der Passage

x+2 (n=20) fiir 15 aberrante Metaphasen verantwortlich.

Anzahl der
Metaphase Metaphasen Karyotyp
d 1 46, XX, der(4)t(4;15)(q35;926), der(10)t(10;13;16)(q22;q31;q22),
t(13;16)(q31;922), del(15)(g26), del(13)(g31).
1 46, XX, t(1;14)(q11;q13).
1 45, -20, XX, t(7;18)(q11;p11), del(6)(q16).

Tabelle V: Singuldre Metaphasen der Zelllinie H-51 in der Passage x+2 (n = 20).

Finzelanalyse der Passage H-51 x+7

Zwar wurden 19 Metaphasen analysiert, 7 davon hatten jedoch wenigstens 4
Chromosomen verloren, sodass diese nicht mit in die Bewertung mit eingingen.
Interessanterweise hatten von diesen 7 Metaphasen jedoch 6 auch die Translokation
t(3;11)(q22;q12).

Von den 12 in die Bewertung genommenen Metaphasen hatten 10 die Translokation
die den Klon a der Passage x+2 kennzeichneten, nur 2 Metaphasen hatten einen

scheinbar unveridnderten Karyotyp. Komplexe Rearrangements oder die Klone b und ¢
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waren nicht mehr zu sehen (Tabelle VI). Eine Wiederholung der in x+2 gesehenen

numerischen Aberrationen wurde nicht beobachtet. Erwdhnenswert ist noch der in sonst

keiner verdanderten Metaphase gesehene Chromatidbruch in as.

a 10 -
(ay) 5) 46, XX, t(3;11)(q22;q12)
(ay) (1) 45, XX, -14, -17, +mar(7), t(3;11)(q22;q12), del(7)(q33).
(a3) (1) 46, XX, -20, +tmar(6), t(3;11)(q22;q12)), del(1)(q21), del(6)(?).
(aq) (1) 46, XX, t(3;11)(q22;q12), ctb(5)(p12).
(as) (1) 46, XX, t(3;11)(q22;q12), del(12)(p13).
(ag) (1) 45, XX, -12, 1(3;11)(q22;q12).

Tabelle VI: 10 Aberrante Metaphasen der WS Zelllinie H51 (n = 12) der Passage x+7

entsprechen Varianten des Klons a der Passage x+2.

Klone/
BP
Metaphasen
4q34—q35 | a,d
13q12 a,b
16q22 a,d

Tabelle VII zeigt gemeinsame Bruchpunkte in den
unterschiedlichen = Metaphasen, die in  H-51 fiir

unterschiedliche Aberrationen verantwortlich waren.
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Abbildung 7: Klon a3 der ZLL H51 mit dem Karyotyp 46, XX, -13, +mar(8)(?), der(3)

£(3;11;3;11;4)(q22:%:%:%:q34),  der(@)t(4:11)(q34;?),  der(8)4(8;13)
(q21;q12), der(12)t(5;12)(?;,922), t(X;16)(pl11;922), t(3;11)(q22;q12),
del(19)(q12).
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Abbildung 8: Klon a4 der ZL H51 mit dem Karyotyp 46, XX, -13, +mar(8)(?), der(3)
t(3;11;3;4)(q22;7;q34), der(4)t(4;11)(q34;?), der(8) t(8;13)(q21;q12),
t(X;16)(p11;q21), t(3;11)(q22;q12), der(10)t(3;10) (p21;q24).
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Abbildung 9: Klon b; der ZLL H51 mit dem Karyotyp 46, XX, -13, +mar(2)(p?),
der(2)t(2;13)(q24;q12).
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Abbildung 10: Klon ¢; der ZL H51 mit dem Karyotyp 47, XX, +12, t(15;16)(q23;q13).
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Abbildung 11: Metaphase d der ZLL H51 mit dem Karyotyp 46, XX, der(4)t(4,15)
(935;926), der(10)t(10;13;16)(q22;q31;922), del(15)(q26), del(13)
(q31).

3.2 Zelllinie SCH

In der Zellkultur durchlief die Zelllinie SCH insgesamt sieben Passagen bis zum
Eintritt in das Stadium der Seneszenz. Nach der Formel aus 2.1.3 ergab sich somit
ndherungsweise eine durchschnittliche Populationsverdoppelung von PD =7 x 2 = 14.
Dies entspricht einer deutlich reduzierten PD, in diesem Falle von etwa 26% im
Vergleich zu Kontroll-FL-Zelllinien [19,48]. Die Zellkultur SCH wurde im Gegensatz
zu den anderen Zellkulturen direkt nach Eintritt in die Seneszenz verworfen. Die
Metaphasen wurden nach der Passage x+1 gewonnen, prépariert und mit SKY
analysiert. Es wurden 10 Metaphasen ausgewertet. 2 Metaphasen hatten 46
Chromosomen und waren frei von Aberrationen. 8 Metaphasen waren pseudodiploid
oder besallen numerische Chromosomenaberrationen in Kombination mit strukturellen

Verianderungen.
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Insgesamt wurden 25 aberrante Chromosomen mit 36 sicher beurteilbaren
chromosomalen Bruchpunkten an folgenden Abschnitten gefunden: Xpll, Xql2,
Xq23, 1p22, 1932, 2pl1, 2q31, 3926, 5ql12, 5ql13, 6q24, 7p21, 7q31, 3 x 9q13, 9931,
10q12, 11pl1, 11pl3, 11pl5, 11q12, 2 x 12p12, 2 x 12924, 15924, 16p13, 2 x 16q12, 3
x 16922, 18ql12, 21g21 und 22q12. 5 Bruchpunkte konnten nicht zugeordnet werden
(an den Chromosomen 2, 9, 10, 16, 17). Die Chromosomen X, 2, 5, 11, 12 waren an je
3 (12%), Chromosom 9 an 5 (20%) und Chromosom 16 an 10 (40%) der 25
Aberrationen beteiligt. 2 der 10 aberranten Metaphasen wuchsen klonal (Klon a,
Tabelle VIII). Die Mehrheit der Aberrationen waren reziproke, balancierte

Translokationen.

Bei Klon a (2 aus 10 Metaphasen) (Abbildung 12) hatten beide Metaphasen den
pseudodiploiden Chromosomensatz 46, XY. Er war gekennzeichnet durch die zwei

reziproken Translokationen t(X;2)(q12;p11) und t(12;16)(q24;q12).

Die Metaphase b (Abbildung 13) war eine schwierig zu analysierende Metaphase mit
dem Karyotyp 46, XY, der(10)t(9;10)(?;?), der(22)t(16;22)(q?;q12), del(9)(q13),
del(16)(q?). Mit hoher Wahrscheinlichkeit handelte es sich bei der nicht-reziproken
Translokation t(9;10)(?;?) um t(9;10)(q13;p12), allerdings erschien hierfiir der an
Chromosom 10 translozierte p-Arm des Chromosoms 9 in Relation zu dem
unverdnderten Chromosom 9 zu lang. Das Bruchstiick von Chromosom 10 ging
verloren. Weiterhin konnte der Bruchpunkt an dem Chromosom 16 nicht exakt
definiert werden, zudem ging das Bruchstiick von Chromosom 22 verloren, so dass
demzufolge die nicht-reziproke Translokation t(16;22)(?;q12) nicht ausreichend
klassifiziert werden konnte. Am ehesten brach Chromosom 16 an 16q12, allerdings war
die DAPI-Farbung zwischen den beiden Schwesterchromsomen 16 zu unterschiedlich,

um dies mit hinreichender Sicherheit aussagen zu konnen.

In der komplexen Metaphase ¢ (Abbildung 14) mit dem Karyotyp 45, XY, -21, der(16)
t(9;16)(q13;q12),  t(1;12)(p22;p12), t(3;11)(q26;pl13), (5:18)(q13;q12), (9;10)
(q31;q12), del(9)(q13) waren die Translokationen t(1;12)(p22;p12), t(3;11)(q26;p13)
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und t(5;18)(q13;q12), t(9;10)(q31;q12) reziprok. Es zeigten sich jedoch auch instabile
Rearrangements: Das distale Fragment von Chromosom 9 unterhalb des BP 9ql13
lagerte sich an Chromosom 16 an. Es resultierten daraus die Deletion del(9)(q13) und
das aberrante Chromosom der(16)t(9;16)(q13;q12). Das Fragment unterhalb des BP

16q12 ging verloren. Zusétzlich beinhaltete die Metaphase ¢ eine Monosomie 21.

Der singuldren, pseudodiploiden Metaphase d (Abbildung 15) waren die zwei
reziproken Translokationen t(1;2)(q32;q31) und t(X;16)(p11;q22) eigen.

Metaphase e (Abbildung 16) zeigte den komplexen pseudodiploiden Karyotyp 45, XY,
-17,-17, +11, der(5)t(5;17)(q12;?), der(11)t(5;11)(q12;q12), der(11)t(11;15)(p11;q24),
der(12)t(12;17) (p12;?), der(15)t(12;15)(p12;q24), t(X;16)(q23;q22), t(7;16)(q31;q12),
mit den zwei reziproken Translokationen t(X;16)(q23;q22), t(7;16)(q31;q12), einer
Trisomie 11 und dem Verlust des Chromosomenpaares 17. Abschnitte der
Chromosomen 17 bzw. zwei der drei Chromosomen 11 waren teil komplexer, instabiler
Rearrangements, die im Folgenden beschrieben werden. Das erste nicht sicher zu
identifizierende Fragment des Chromosoms 17 lagerte sich an den BP 5q12 an. Das
Fragment des Chromosoms 5 proximal des BP wiederum verband sich mit Chromosom
11 an dem BP 11q12. Der Teil von 11 proximal des BP ging verloren. Das zweite nicht
sicher zu klassifizierende Fragment des Chromosoms 17 lagerte sich an den BP 12p12
an, das Bruchstiick von 12 proximal des BP verschmolz mit Chromosom 15 an 15q24.
Das Fragment distal dieses BP ging an 11q11 und hatte somit das Markerchromosom
der(11)t(11;15)(p11;q24) zur Folge. Hier ging ebenfalls das Fragment von 11 proximal
des BP verloren. Bei den Chromosomenbruchstiicken von 17 kénnte es sich um ein und
dasselbe Chromosom handeln, dass moglicherweise am BP 17q21 zerbrach. Weiterhin
konnte der Verlust zweier Abschnitte beider p-Arme des Chromosoms 11 die

Entstehung der Trisomie 11 mitverursacht haben.

Metaphase f (Abbildung 17) zeigte den Karyotyp 45, XY, -20, der(16) t(6;16;16;11)
(924;p13;922;p15), t(6;16)(q24;922), t(7;12)(p21;924), t(11;16)(p15;p13), mit der
Monosomie 20, der reziproken Translokation t(7;12)(p21;9q24) und dem dreifach-
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rekombinierten Chromosom der(16)t(6;16;16;11)(q24;p13;q22;p15), dessen jeweiligen
Fragmente reziprok mit den jeweiligen Fragmenten von dem Chromosom 7 und dem

Chromosom 11 translozierten.

Metaphase g (Abbildung 18) beinhaltete die Monosomie 22, das zusétzliche
Markerchromosom mar(5)(?) sowie die reziproke Translokation t(2;21)(q?;q21). Der
BP an 2 konnte aufgrund der etwas schlechteren Hybridisierungsqualitédt nicht genauer

eruiert werden.

Zusammenfassend konnten in der Zelllinie SCH die fiir das Werner Syndrom typischen
Verianderungen (Pseudodiploidie, Klonformation, reziproke Translokationen, aber auch
instabile, multiple Aberrationen) entdeckt werden. Allerdings hétte es eine groBere
Anzahl von Metaphasen in verschiedenen Passagen bedurft, um gerade die
Klonformationen genauer beurteilen zu kdnnen. Zwar konnte nur ein Klon (Klon a)
verifiziert werden, jedoch wiesen mehrere Metaphasen gemeinsame Bruchpunkte auf,
aus denen jedoch unterschiedliche Aberrationen hervorgingen (Tabelle X). Besonders
sind hier die BP an Chromosom 16 (16q12, 16q22) hervorzuheben, die beide auftillig
héufig vorkamen. Wenn Klone durch gemeinsame Bruchpunkte durch mindestens eine
gemeinsame Aberration definiert wiirden, hitte dies in dieser Zelllinie eine deutlich

hohere Anzahl an Klonen zur Folge gehabt.

Anzahl der
Klon Metaphasen Karyotyp

a 2 46, XY, t(X;2)(q12;p11), t(12;16)(q24:q12).

Tabelle VIII: Klon a der Zelllinie SCH war in der Passage x+1 (n=10) fiir 2 aberrante

Metaphasen verantwortlich.
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Metaphase

Anzahl der

Metaphasen

Karyotyp

46, XY, der(10)t(9;10)(?;?), der(22)t(16;22)(q?:q12),
del(9)(q13), del(16)(q?).

45, XY, -21, der(16)t(9;16)(q13;q12), t(1;12)(p22;p12), t(3;11)
(q26;p13), t(5;18)(q13:q12), 1(9;10)(q31;q12), del(9)(q13).

46, XY, t(1;2)(q32;q31), t(X;16)(p11;922).

45, XY, -17,-17, +11, der(5)t(5;17)(q12;?), der(11)t(5;11)(q12;q12),
der(11) t(11;15)(p11;q24), der(12)t(12;17)(p12;?), der(15)
t(12;15)(p12:;q24), (X;16)(923;922), 1(7;16)(q31;q12).

45, XY, -20, der(16)t(6;16;16;11)(q24;p13;922;p15), t(6;16)(q24:;922),
t(7;12)(p21;924), t(11;16) (p15;p13).

46, XY, -22, +mar(5)(?),.t(2,21)(q?;q21).

Tabelle IX: 8 der 10 Metaphasen waren in der Passage x+1 der Zelllinie SCH singuldre

Metaphasen.

BP | Metaphasen
9q13 b,c Tabelle X  zeigt gemeinsame Bruchpunkte in den
12p12 . e .. . .

P - unterschiedlichen Metaphasen der Zelllinie SCH, die fiir
12q24 a, f, o . .

unterschiedliche Aberrationen verantwortlich waren. In Klammern

16q12 | a,(b),c,e
16922 dof angegebene Metaphasen zeigen an dieser Stelle vermutete BP.
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Abbildung 12: Klon a der ZLL SCH mit dem Karyotyp 46, XY, t(X;2)(q12;pl1),
t(12;16)(q24;q12).
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Abbildung 13: Metaphase b der ZL SCH mit dem Karyotyp 46, XY, der(10)
t(9;10)(?;?), der(22)t(16;22)(q?;p12), del(9)(q13), del(16)(?).
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Abbildung 14: Metaphase ¢ der ZLL SCH mit dem Karyotyp 45, XY, -21, der(16)
t(9;16)(q13:q12),  «(1;12)(p22;p12),  t(3;11)(q26:p13),  ¢(5;18)
(q13:;q12), t(9;10)(q31;q12), del(9)(q13).
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Abbildung 15: Metaphase d der ZL SCH mit dem Karyotyp 46, XY, t(1;2)(q32;q31),
t(X;16)(pl1;q922).
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Abbildung 16: Metaphase ¢ der ZLL SCH mit dem Karyotyp 45, XY, -17, -17, +11,
der(5)t(5;17)(q12;q?), der(11)t(5;11)(q12;q12), der(11)t(11;15)
(p11;q24), der(12)t(12;17)(p13;?), der(15)t(12;15)(p12;q24), t(X;16)
(923;922), t(7;16)(q31;q12).
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Abbildung 17: Metaphase f der ZL SCH mit dem Karyotyp 45, XY, -20, der(16)
t(6;16;16;11)(q24;p13;923;p15), 1(6;16)(q24;q23), (7;12)(p21;q924),
t(11;16)(p15;p13).
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Abbildung 18: Metaphase g der ZLL SCH mit dem Karyotyp 45, XY, -22, +mar(5)(?),
t(2;21)(q?7;921).

3.3 Zelllinie AA

In der Zellkultur durchlief die Zelllinie AA insgesamt acht Passagen bis zum Eintritt in
das Stadium der Seneszenz. Nach der Formel aus 2.1.3 ergibt sich somit
ndherungsweise eine durchschnittliche Populationsverdoppelung von PD = 8 x 2 = 16.
Dies entspricht einer fiir WS-Zellen typischen reduzierten PD, in diesem Falle von etwa
30% im Vergleich zu Kontroll-FL-Zelllinien [19,48]. AA {iberlebte noch mehrere
Monate in Kultur, ohne jedoch ihre Teilungsfahigkeit zuriickzuerlangen. Die
Metaphasen wurden direkt nach der ersten Passage (x+1) gewonnen, prédpariert und
anschlieBend mit SKY analysiert.

Insgesamt wurden 13 Metaphasen ausgewertet, 12 Metaphasen hatten 46
Chromosomen, Klon b, die Monosomie 17. 11 der 13 Metaphasen (=85%) hatten
chromosomale Aberrationen, zwei Metaphasen besallen einen normalen Karyotyp.

Insgesamt wurden 17 aberrante Chromosomen mit 23 sicher beurteilbaren
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chromosomalen Bruchpunkten an folgenden Abschnitten gefunden: Xq26, 1p12, 1p32,
1921, 2p13, 2q21, 3q13, 3q21, 4pl6, 7pl4, 8p22, 9922, 10p11, 10p15, 10924, 12pll,
13921, 2x16q22, 17921, 17923, 17925 und 19q13. Alle Bruchpunkte, bis auf das
zusitzliche genetische Material des Chromosoms 1 konnten zugeordnet werden. Die
Chromosomen 3, 16 und 17 waren an jeweils 3 (=18%), die Chromosomen 1 und 2 an
jeweils 5 der 17 Aberrationen (=29%) beteiligt.

10 der 11 aberranten Metaphasen konnten in drei Klone zusammengefasst werden
(Tabelle IX), zudem war eine singulire Metaphase vorhanden. Die Mehrheit der

Aberrationen waren reziproke, balancierte Translokationen.

Der dominierende Klon a (6 aus 13 Metaphasen) (Abbildung 19) war gekennzeichnet
durch die zwei reziproken Translokationen t(9;16)(q22;q22) und t(17;19)(q21;q13).
Weiterhin zeigte Klon a einen zyklischen Austausch dreier Bruchstiicke der
Chromosomen 2, 3 und 16 (Abbildung 20): Chromosom 2 brach distal von dem BP
2qg21. Dieses Bruckstiick lagerte sich distal von 3g21 an. Das distale Fragment ab BP
3921 wiederum translozierte an das Chromosom 16 am BP 16q22 und das distale
Fragment ab 16q22 verband sich mit dem Chromosom 2 am BP 2q21. Es resultierten
die Chromosomen der(2)t(2;16)(q21;q22), der(3)t(2;3)(q21;q21) und der(16)t(3;16)
(921;922). Zudem wurde in Klon a ein teilweiser Verlust von Chromosom 4 oberhalb
des Bruchpunktes 4p16 und ein moglicher Zugewinn eines Teils von Chromosom 2 mit
dem daraus resultierenden Markerchromosom der(4)t(2;4)(?;p16) beobachtet.
Alternativ war das Chromosom 2 an zwei Stellen zerbrochen (q21 und q?) und das eine

nicht néher identifizierte Fragment lagerte unter Verlust von 4p16 an Chromosom 4 an.

Im Gegensatz zu diesen komplexen Rearrangements des Klon a waren die beiden
anderen Klone jeweils durch balancierte, reziproke Translokationen gekennzeichnet.
Bei Klon b (2 aus 13 Metaphasen) (Abbildung 21) waren dies die Translokationen
t(1;10)(p12;p11) und t(10;10)(q24;p15), bei Klon c (2 aus 13 Metaphasen) (Abbildung
22) alleinig die Translokation t(1;12)(q21;p11).
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Metaphase d (Abbildung 23) zeigte einen einmaligen, komplexen Karyotyp mit einer
reziproken Translokation t(3;17)(q13;923) und folgenden komplexen Rearrangements:
Ein Segment des Chromosoms 1 (distal von dem Bruchpunkt 1p32) lagerte sich an vier
andere Chromsomen an. Es entstanden die Markerchromosomen der(1)t(1;8)(p32;p22),
der(7)t(1;7)(?;p14), der(®)t(1;8)(?;p12) und der(17)t(1;17)(?;q23). Die auf diesen
Chromosomen neu angelagerten Segmente des Chromosoms 1 waren in der Summe
deutlich groBer als das verlorene Bruchstiick 1p und sprechen fiir einen Zugewinn an
genetischem Material. Des Weiteren konnte auch in dieser Metaphase ein Austausch
von drei chromosomalen Bruchstiicken, in diesem Fall von X, 2 und 13 entdeckt
werden (Abbildung 24) mit den daraus resultierenden Markerchromosomen
der(X)t(X;2) (q26;p13), der(2)t(2;13) (p12;?) und der(13)t(X;13)(?;q21): Das Segment
proximal von dem Bruchpunkt 2p12 lagerte sich unterhalb von Xq26 an. Das X —
Segment distal von Xq26 brach insgesamt zwei Mal und band sich jeweils oberhalb
und unterhalb an ein Fragment des Chromosoms 13. Das Segment des Chromosoms 13
lagerte sich wiederum an den Bruchpunkt 2p12 des Chromosoms 2 an. Ein kleiner Teil
des Chromosoms 13 (ca. 10-20 Megabasen) ging verloren. Bei der(17)t(1;17)(?;q23)

konnte zudem ein Verlust des distalen Abschnitts von Chromosom 17 beobachtet

werden.
Anzahl der

Klon Metaphasen Karyotyp

. 6 46, XY, der(2)t(2;16)(q21;q22), der(3)t(2;3)(q21;q21), der(4)t(2;4)
(2:p16), der(16)t(3:16)(q21;q22), t(9;16)(q22:;q22), t(17;19)
(921 ;q13).

b 2 -

b, (1) 46, XY, , -17, t(1;10)(p12;p11), t(10;10)(q24;p15)

b, (1) 45, XY, t(1;10)(p12;p11), t(10;10)(q24:p15).

c 2 46, XY, t(1;12)(q21;p11).

Tabelle XI: Drei Klone waren fiir 10 aberrante Metaphasen der Zelllinie AA (n = 13)

in der Passage x+1 verantwortlich.
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Anzahl der

Metaphase Metaphasen

Karyotyp

46, XY, der(X)t(X;2)(q26;p13), der(1)t(1;8)(p32;p22), der(2)t(2;13)
d 1 (p13;921), der(Mt(1;7)(?;p14), der(8)t(1;8)(?;p22), der(13)
t(X;13)(q26;q21), der(17)t(1;17)(?;923), t(3;17)(q13;925).

Tabelle XII: Die einzige singuldare Metaphase der Zelllinie AA in der Passage x+1.
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Abbildung 19: Klon a der ZLL AA mit dem komplexen Karyotyp 46, XY,
der(2)t(2;16)(q21;q22), der(3)t(2;3)(q21;921), der(4)t(2;4) (?;pl6),
der(16)t(3;16) (q21:;922), t(9;16)(q22;922), t(17;19) (q21;q13). Man
beachte den trizyklischen Austausch zwischen den Chromosomen 2, 3

und 16 (siche auch Abbildung 20).
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Abbildung 20: Trizyklischer Austausch der Chromosomen 2,3 und 16 als Teil

multipler Rearrangements die den Klon a charakterisieren.
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Abbildung 21: Klon b, der ZL AA mit dem Karyotyp 45, xy, -17, t(1;10)(p12;p11),
t(10;10)(q24;p15).
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Abbildung 22: Klon ¢ der ZLL AA mit dem Karyotyp 46, xy, t(1;12) (q21;p11).
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Abbildung 23: Metaphase d der ZLL AA mit dem komplexen Karyotyp 46, XY,
der(X) t(X;2)(q26;p13), der(1)t(1;8)(p32;p22), der(2)t(2;13) (p13;921),
der(7)t(1;7)(?;p14), der(8)t(1;8)(?;p22), der(13) t(X;13)(q26;921),
der(17)t(1;17)(?;923), t(3;17)(q13;925). Man beachte den Zugewinn an
chromosomalem Material des Chromosomes 1 und den zyklischen

Austausch zwischen den Chromosomen X, 2 und 13.
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Abbildung 24: Trizyklischer Austausch der Chromosomen X, 2 und 13 in Metaphase d
der Zelllinie AA.

3.4. Zelllinie WL

Die Zelllinie WL wurde insgesamt achtmal subkultiviert bis Seneszenz eintrat. Nach
der Formel aus 2.1.3. ergibt sich somit ndherungsweise eine durchschnittliche
Populationsverdoppelung von PD = 8 x 2 = 16 (=30% der PD von Kontroll-FL-
Zelllinien) [19,48]. Die Metaphasen wurden direkt nach der ersten Passage (x+1)
gewonnen, pripariert und anschliefend mit SKY analysiert.

Es wurden 14 Metaphasen ausgewertet. Alle 14 Metaphasen hatten jeweils 46
Chromosomen. 13 der 14 Metaphasen (<93%) beinhalteten Aberrationen, alle
aberranten Metaphasen zeichneten sich durch klonales Wachstum mit insgesamt 4
identifizierten zytogenetischen Klonen aus. Die Mehrheit der Aberrationen waren
reziproke, balancierte Translokationen (Tabelle XIII). Eine Metaphase war frei von
sichtbaren pathologischen Verdnderungen. Insgesamt wurden 12 aberrante

Chromosomen mit 21 sicher beurteilbaren chromosomalen Bruchpunkten an folgenden
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Abschnitten gefunden: 3q21, 4925, 2 x 5931, 6p21, 7922, 2 x 8q22, 9pl13, 12pl3,
13922, 3 x 15q15, 15922, 16p11 und 4 x 16g22. 1 Bruchpunkt konnte nicht zugeordnet
werden (an Chromosom X). Chromosom 15 war an 5 (=42%) und Chromosom 16 an

sechs (50%) der zwolf Rearrangements beteiligt.

Der in der Zelllinie WL dominierende Klon a (7 von 14 Metaphasen) (Abbildung 25)
zeigte in allen Metaphasen drei reziproke, balancierte Translokationen: t(3;9)(q21;p13),
t(5;15) (q31;q15) und t(8;16)(q22;q22), es wurden keine zusdtzlichen Aberrationen
oder instabile Rearrangements gesehen.

Insgesamt vier Metaphasen zeigten unbalancierte Translokationen. Die Metaphasen des
Klons b (2 von 14 Metaphasen) (ohne Abbildung) beinhalteten die Verdnderung
t(7;16)(q22;p11), del(15)(q22), der(12)t(12;15)(p13;922). Chromosom 12 verlor das
Segment oberhalb von 12pl13, gleichzeitig gewann das daraus resultierende

Markerchromosom 15 das Segment ab 15q22.

Klon ¢ (2 von 14 Metaphasen) (ohne Abbildung) zeigte die reziproken Translokationen
t(13;16)(q22;922) und t(15;16)(q15;922).

Klon d (2 von 14 Metaphasen) (ohne Abbildung) war neben den balancierten
Rearrangements  t(4;16)(q25;922),  t(5;16)(q31;g22) und  t(8;15)(q22:;q15)
gekennzeichnet durch das Markerchromosom der(6)t(X;6)(q?;p21) mit Verlust von 6p

und Zugewinn eines Abschnittes an Chromosom Xq.

Auch innerhalb der Zelllinie WL hatten eine nicht unerhebliche Anzahl der Metaphasen
klontibergreifende, gemeinsame Bruchpunkte. Im Einzelnen waren dies 5q31, 8q22,
15q15 und 16922, aus denen jedoch unterschiedliche Aberrationen hervorgingen
(Tabelle XIV). Besonders ist hier der BP 16g22 hervorzuheben, der bereits in den
anderen Zelllinien, insbesondere der Zelllinie SCH in vielen Verdnderungen vorkam.

Die Tatsache, dass all diese Bruchpunkte in den Klone a und d vorkamen legt den

Schluss nahe, dass die Chromosomen zunichst an diesen ,,hot spots* zerbrochen waren,
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sich konsekutiv an andere Chromosomenfragmente anlagerten, und dann

unterschiedliche Translokationen entstanden.

a 7 46, XY, t1(3;9)(q21;p13), t(5;15)(q31;q15), 1(8;16)(q22;q22).

b 2 46, XY, der(12)t(12;15)(p13;q22), t(7;16)(q22;p11), del(15)(q22).
c 2 46, XY, t(13;16)(q22;q22), t(15;16)(q15;922).

d 2 46, XY, der(6)t(X;6)(q?;p21), t(4;16)(q25;922), t(5;16)(q31;922),

t(8;15)(q22;q15).

Tabelle XI11I: 4 Klone waren fiir 13 aberrante Metaphasen der Zelllinie WL (n = 14)

der Passage x+1 verantwortlich.

BP Klone

531 | a.d | Tapelle XIV zeigt gemeinsame Bruchpunkte, die in den

822 | a.d unterschiedlichen Klonen der Zelllinie WL fiir unterschiedliche

15915 | a,c,d i i
Aberrationen verantwortlich waren.

16922 | a,c,d
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Abbildung 25: Klon a der Zelllinie WL mit dem Karyotyp 46, xy, t(3;9) (q21;p13),
£(5;15)(q31;q15), 1(8;16)(q22:q22).

3.5  Entstehung eines postsenszenten Subklon T aus der WS Zelllinie WL

Nach Erreichen der Seneszenz wurden alle Zelllinien noch mehrere Wochen kultiviert.
Bei einer letzten Priifung unter dem Mikroskop wurde eine Verdnderung in der
Zelllinie WL beobachtet. In einer der 75cm* Flaschen formierte sich, inmitten von
Zelltrimmern und mehrheitlich seneszenten Zellen der Mutterkultur, ein aktiv teilender
zusammenhéngender rundlicher Zellverband.

Morphologisch waren sich die Zellen dieser neuen Subkultur untereinander sehr
dhnlich, jedoch waren sie deutlich kleiner und schlanker als die benachbarten,
seneszenten Zellen. Sie zeigten auch kaum mehr Ahnlichkeit mit dem spindeligen
Aussehen bzw. mit dem typischen Wachstum von Fibroblasten. Aus dem Zellverband
konnte eine neue Zellkultur angesetzt werden, die drei Wochen weiter wuchs. In dieser

Zeit wurden etwa 10* Zellen subkultiviert. Dies entspricht ca. 13 zusitzlichen

54



Populationsverdoppelungen im Vergleich zur Mutterkultur WL, aus der sich der Klon
als Massenkultur etablierte (= Klonformation).

Nach der Formation wurde der Klon nach acht weiteren Passagen (=16 PD’s)
seneszent. Acht Wochen nachfolgender Beobachtung der Kultur zeigten typische,
postseneszente Zellen ohne Teilungsaktivitét.

Insgesamt erreichte der Klon ein ungewdhnliches Wachstumspotential von etwa 45
Populationsverdoppelungen (16 der Mutterkultur WL, 13 in der Phase der
Klonformation und 16 Verdoppelungen in der nachfolgenden Massenkultur) und
iiberschritt damit die fiir WS-Fibroblasten tiblichen 20 PD’s um mehr als das Doppelte.
Jedoch lag sein Wachstum noch unter der durchschnittlichen Populationsverdoppelung
normaler Kontrollfibroblasten, die etwa 54 PD’s betrédgt [19,48].

Es wurde insgesamt fiinfmal versucht Chromosomen aus der Kultur zu gewinnen und
mit SKY zu analysieren. Aus ungekldrten Griinden bereitete v.a. die Hybridisierung
deutlich groflere Probleme, als bei der Mutterkultur und den anderen Zelllinien. Nur
einmal, ndmlich direkt nach der Klonformation, nach etwa 29 PD’s, konnten fiinf
Metaphasen zuverléssig beurteilt werden.

Die zytogenetische Untersuchung nach 29 PD’s ergab einen pseudotetraploiden
Karyotyp mit 87-90 Chromosomen. Eine Tetrasomie wurde fiir alle autosomalen
Chromosomen festgestellt. Ausnahmen waren die Chromosomen 4 und 6, die bei allen
Metaphasen in dreifacher Ausfithrung vorhanden waren. Einmalig war ein Verlust von
Chromosom der(9)t(3;9)(q21;p13) und von Chromosom 14 zu vermerken, und
wahrscheinlich zuféllig bedingt waren (random loss). Die Geschlechtschromosomen X
und Y waren jeweils zweimal vertreten. Alle Metaphasen zeigten dieselben
strukturellen Aberrationen wie Klon a der Mutterkultur WL (Abbildung 25). Die
reziproken Translokationen t(8;16)(q22;922), t(5;15)(q31;q15) und t(3;9)(q21;p13),
allerdings im Gegensatz zu WL in jeweils zweifacher Ausfiihrung.

Die Entwicklung einer Subkultur mit klonalem Wachstum, entstanden aus einer
einzigen genomisch verdnderten ,,Griinderzelle® konnte somit beobachtet werden und

wurde als Subklon T der Zelllinie WL definiert (Abbildung 26).
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3.6 Auswertung und Bruchpunktanalyse aller vier Zelllinien

Die 4 FL-Zellkulturen hatten einen fiir das WS typischen, reduzierten Prozentsatz an
Populationsverdopplungen im Vergleich zu Nicht-WS-Zellstrangen (27-33%).

Nur 9 (=13%) der insgesamt 69 Metaphasen waren frei von Chromosomenaberrationen.
78 aberrante Chromosomen waren fiir die Entstehung von 11 zytogenetischen Klonen
und deren Subklonen sowie 10 singuldren, aberranten Metaphasen verantwortlich. Der
Prozentsatz an verdnderten Metaphasen bewegte sich im Intervall zwischen 80% und
93%, der Prozentsatz an Metaphasen pro Zelllinie mit klonalem Wachstum zwischen
20% und 93%, wobei, wie bereits bei SCH in dem Abschnitt 3.2. besprochen,
identische Bruchpunkte der Metaphasen von SCH verschiedene Aberrationen zur Folge
hatte und somit den sehr niedrigen Wert von 20% zumindest teilweise erkliren.

Die Mehrheit der Metaphasen waren pseudodiploid (71%). Die meisten aneuploiden
Zellen waren das Resultat von artifiziellen Artefakten (,,overspreading®), von dem
Vorhandensein zusétzlicher Markerchromosomen (in H-51 und in SCH) und von
Hypo- bzw. Hyperploidien (in H-51, SCH und AA), die gleichzeitig mit strukturellen
Verdnderungen in diesen Metaphasen auftraten.

22 Metaphasen hatten >3 strukturelle Aberrationen, 8 davon waren singuldre
Metaphasen, 14 Metaphasen davon wuchsen klonal (6 in Klon a in AA, 6 in Klon a
bzw. 2 in Klon d in WL). Die klonal wachsenden Metaphasen trugen in der Regel
stabile, zumeist reziproke Translokationen ohne Verdnderung der Summe an
genetischem Material. Im Gegensatz dazu beinhalteten die meisten singuldren
Metaphasen zumeist nicht-reziproke Rearrangements mit Zugewinn und Verlust an
genetischem Material. Komplexe Rearrangements wurden in der untersuchten spiten
Passage (H-51, x+7) nicht gefunden (Tabelle XV).

Es wurden keine instabilen Aberrationen gefunden (Ringe, dizentrische oder
azentrische Fragmente) auch keine Chromatidaustausche. Nur ein Chromatidbruch (in

a4 der Passage x+7 der Zelllinie H-51) konnte detektiert werden.
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46, XX oder Strukturelle Aberrationen

Anzahl
Zelllinie Chromosomenzahl 46, XY Klonal
an MP
<45 46 47 (normal) a b c d Singulir
H-51 32 6 21 1 4 20 3 @ - 3
SCH 10 3 5 - 2 2 - - - 6
AA 13 1 10 - 2 6 2) 2 - 1
WL 14 - 13 - 1 7 2 2 2 -
SUMME 69 10 49 1 9 50 10

Tabelle XV: Frequenz numerischer und struktureller Chromosomenaberrationen sowie
Anzahl normaler, klonaler und singulérer Metaphasen in den 4 mit SKY
untersuchten Zelllinien. Die Nummern in Klammern geben Metaphasen
mit mindestens einer identischen, aber auch zusitzlichen, von einander
unterschiedlichen Rearrangements an, deren Verdnderungen eine
detailliertere Einteilung in jeweilige Subklone erforderlich machten (siche

auch Einzelanalysen in 3.1-3.4).

Die Mehrheit der strukturellen Aberrationen waren balancierte, reziproke
Translokationen. Es fand sich kein spezifisches Verteilungsmuster bestimmter
Translokationen. Keine Translokation trat zweimal oder hiufiger in identischer Form
auf. Der Rest an strukturellen Aberrationen waren Deletionen und nicht-reziproke
Translokationen, die wiederum jeweilig zumeist gekennzeichnet waren durch einen
Verlust bzw. einem Zugewinn an chromosomalen Material und jeweilig in der

Mehrheit derivative Chromosomen zur Folge hatten.

In der Zelllinie AA wurden in Klon a und der Metaphase d bisher noch nie
dokumentierte trizyklische Chromosomenaustausche (zwischen 2, 3 und 16 (Abbildung
20) bzw. X, 2, 13 (Abbildung 24)) gefunden.

Ebenfalls noch nie dokumentiert wurde das Vorhandensein von dreifach-
rekombinanten Chromosomen, die in Abbildung 27 noch einmal hervorgehoben
werden: [. bzw. II. waren in a3 bzw. a4 der Zelllinie AA vorhanden und schienen klonal
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zu wachsen, allerdings wurde in 1. ein fraglicher, zusitzlicher, nicht in II. gefundener,
zentromernaher Einbau von genetischem Material von Chromosom 11 gesehen. Ob
dies ein Hybridisierungsartefakt oder ein  authentischer, rekombinierter
Chromosomenabschnitt war, konnte nicht mit hinreichender Sicherheit festgestellt
werden. Fir das WS untypisch wére, dass hier kein Doppelstrangbruch vorgelegen
hatte. Mit dieser fraglich neuen Rekombination wurden insgesamt 4 dreifach-
rekombinierte Chromosomen gefunden. Interessanterweise waren an diesen

Verianderungen je dreimal Chromosom 11 und zweimal 16 beteiligt.

Abbildung 27: Dreifach-rekombinante Chromosomen:

l. in H-51, x+2, Klon as:
46, XX, -13, +mar(8)(?), der(3)t(3;11;3;11;4)(q22;?;?;7;q34),
der(11)t(3;11)(q22;q12), der(4)t(4;11)(q34;?), der(8)t(8;13)
(q21;q12), der(12)t(5;12)(?;q22), t(X;16)(p11;922), del(19)(q12).

Il. in H-51, x+2, Klon a4:
46, XX, -13, +mar(8)(?), der(3)t((3;11;4)(q22;?;q34), der(4)
t(4;11)(q34;?), der(®)t(8;13)(q21;q12), der(11)t(3;11)(q22;q12),
t(X;16)(p11;922), der(10)t(3;10)(p21;q24).

1. in H-51, x+2, Metaphase d:
46, XX, der(4)t(4;15)(q35;926), der(10)t(10;13;16)
(922;931;922), t(13;16)(q31:;922), del(15)(q26), del(13)(q31).

IV. in SCH, x+1, Metaphase f:
45, XY, -20, der(16)t(6;16;11)(q24;p13—q22;pl5), t(6;16)
(924;922), t(7;12)(p21;924), t(11;16) (p15;p13).
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Von strukturellen Aberrationen waren nahezu alle Chromosomen betroffen.
Ausnahmen waren nur die Chromosomen Y und 20, die nie beteiligt waren. 11
Chromosomen beinhalteten >6 Briiche und machten mit 85 Briichen ungefahr 71% der
insgesamt 119 Briiche aus. Gerade die Chromosomen 9, 10, 12, 15 und 16 waren,
gemessen an ihrer relativ geringen Chromosomengrof3e, iiberdurchschnittlich héufig
beteiligt, was filir eine nicht-zufdllige Verteilung der Briiche spricht. Bei einer
zufdlligen Verteilung, hitte jedes Chromosom durchschnittlich etwa 5 Briiche
(multipliziert mit einem GroBenkoeffizienten, der hier nicht beriicksichtigt wird)
beinhalten miissen. V.a. Chromosom 16 verursachte mit 17 Bruchpunkten (=14%) den
mit Abstand groften Anteil an Aberrationen. In 23 von insgesamt 78 aberranten
Chromosomen (=29%) war das Chromosom 16 vorhanden, was dessen
aullergewohnlich hohe Involvierung in die rekombinanten Prozesse zeigt.

Eine weiterer Hinweis fiir eine nicht-zufillige Verteilung der Bruchpunkte war die
Tatsache, dass 5 Chromosomen (X, 3, 7, 12, 16) in allen Zelllinien an Aberrationen
beteiligt waren.

Fasst man die allgemeine Bruchpunktanalyse zusammen (die Anzahl der Bruchpunkte
pro Chromosom sowie die Beteiligung einzelner Chromosomen in allen Zelllinien an
aberranten Chromosomen) waren die Chromosomen X, 3, 7, 10, 12, 15 und 16,
insbesondere 12 und 16 ,,Hauptverursacher®, struktureller Verdnderungen (Abbildung

27 und Tabelle XVI).
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X 3 4 5 6 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22
Chromosom
XY 12 3 456 7 8 91011121314 1516 17 18 19 20 21 22|SUMME
H51 |1 02222123202 22312301T1FTG0GTEG0OF®O0 34
SCH 3023102120524 40017T1TT1T60U0T1:1 41
AA |1 03221 001T1T130110022301TH0°00 23
WL 1 00011211T210O0T1T1TG0SM45°%000°O0°O0°0O0 21
SUMME|6 0 7 7 6 45 4 757 7 6 851717422011 119

Abbildung 27 und Tabelle XVI zeigen die Anzahl der Briiche pro Chromosom in den

einzelnen Zelllinien sowie in der Summe: Die Chromosomen 9, 10, 12, 15 und 16

waren iiberdurchschnittlich hédufig fiir strukturelle Aberrationen verantwortlich. Die

Chromosomen X, 3, 7, 12 und 16 waren an den Aberrationen in allen untersuchten

Zelllinien beteiligt, 12 und 16 beinhalteten die meisten Bruchpunkte.
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119 chromosomale Doppelstrangbriiche wurden detektiert, 108 davon konnten mit
SKY sicher zugeordnet werden, die Klassifikation von 11 Briichen gelang nicht (siche
3.1-3.5). Diese 119 Briiche waren iiber das gesamte Genom verteilt. Teilweise brachen
jedoch die Chromosomen mehrfach an bestimmten Bruchpunkten. Daraus resultierten
Deletionen, reziproke und nicht-reziproke Translokationen. Die Gesamtzahl
verschiedener Bruchpunkte betrug 77.

Betrachtete man die einzelnen klassifizierten Bruchpunkte der verschiedenen
Chromosomen genauer, konnte auch hier eine nicht-zufillige Verteilung dieser
festgestellt werden. Waren 59 (=55%) der 108 Briiche nur an einmaligen Bruchpunkten
vorhanden, resultierten aus 18 Bruchpunkten die restlichen 49 Briiche (=45%). 13
chromosomale Abschnitte beinhalteten 2, und 4 Abschnitte 3 Briiche. Im Einzelnen
waren dies die Abschnitte 3q11—ql2, 9q13, 15q15, 16q12—ql3. Eine Frequenz >3
hatte ausschlieBlich ein Bruchpunkt, ndmlich 16q22. Dieser vermutliche ,,hot spot™ war
hauptsédchlich fiir die hohe Beteiligung des Chromosoms 16 an den strukturellen
Aberrationen verantwortlich, brach sogar 11mal und war als einziger Bruchpunkt in
allen 4 Zelllinien vorhanden. Mit den betroffenen Bruchpunkten mit einer
Bruchfrequenz von >3 trugen zusammengenommen fiinf Abschnitte Rechnung fiir
~21% der Gesamtzahl an Bruchpunkten. Gemessen an der Gesamtgrofle des Genoms
von etwa 3000 Megabasen, erscheint ein zufélliges Verteilungsmuster der Briiche als
dulerst unwahrscheinlich. Bezog man groBere Chromosomenanschnitte in die Analyse
mit ein, gab es weitere interessante Regionen, ndmlich 3q13—q26 (4 Bruchpunkte),
8921—q22 (3 Bruchpunkte), 9q13—q31 (5 Bruchpunkte), 11cen (3 Bruchpunkte),
12p11—12tel (5 Bruchpunkte) und 15q21—15q26 (4 Bruchpunkte), so dass auch hier
der Eindruck einer erhohten Fragilitit entstand (Abbildung 28 und Tabelle XVIL.).
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17
Abbildung 28:

18 19 21 22

Verteilung der an den strukturellen Chromosomenaberrationen
beteiligten Abschnitte: 108 auswertbare Bruchpunkte in 69
Metaphasen der 4 untersuchten Zelllinien. Einige ,,Sites* wurden in
der Einzelbruchpunktanalyse als eine Bruchstelle gewertet

(symbolisiert durch die geschweiften Klammern).
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) Gesamtzahl an
Bruchfrequenz ~ Chromosomenbande der Aberration

Bruchpunkten
1 siche Abbildung 55 59
2 siche Abbildung 55 13
3 3ql1—ql2,9ql3, 15ql15, 16q12—ql3 4
11 16922 1
SUMME 77

Tabelle XVII: Ubersicht iiber die Bruchfrequenz, die Lokalisation und die Anzahl der
Bruchpunkte.
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4.0 DISKUSSION

4.1  ,Variegated Translocation Mosaicism” als charakteristischer Befund beim

Werner-Syndrom

Die in dieser Arbeit vorgetragenen Ergebnisse stimmen mit den Beobachtungen
fritherer Studien [8,27-31] insofern {iberein, dass Metaphasen von WS Fibroblasten
einen vornehmlich pseudodiploiden Karyotyp mit multiplen, variablen, grofBtenteils
stabilen strukturellen Chromosomenaberrationen, aber auch einigen instabilen
Rearrangements aufweisen und zu einem iiberwiegenden Prozentsatz klonal wachsen.
Damit einhergehen wenige Metaphasen die keine sichtbaren Verdnderungen tragen.
Diese Charakteristika entsprechen dem zytogenetischen Kennzeichen des WS in Form
des ,,Variegated Translocation Mosaicism* und reflektieren die scheinbar verminderte
Féahigkeit von WRNp aberrante DNA-Strukturen, die wahrend der DNA-Replikation
und der DNA-Reparatur entstehen, wieder in korrekter Art und Weise aufzulésen [49].
Alle 4 untersuchten Zelllinien (H-51, SCH, AA, WL), insbesondere H-51, bei der auch
die spitere Passage x+7 analysiert wurde, waren charakterisiert durch einen einzigen
dominanten Klon, der zumeist begleitet war von multiplen kleineren Klonen
(Ausnahme: Zelllinie SCH) und bestitigen somit die weiteren zytogenetischen
Eigenschaften des WS in Form der ,,clonal attenuation®, der ,,clonal succession* und
der ,,clonal expansion‘ [27,28].

Der Prozentsatz unverdnderter und aberranter Metaphasen war im Vergleich zu der
ausfiihrlichsten Studie von Salk et al. [28] im Wesentlichen identisch. Auch die Klon-
anzahl bzw. die Anzahl an singuldren aberranten Metaphasen stimmten grdftenteils
iiberein. Allerdings war innerhalb der Klone eine teilweise deutlich hohere Varianz an
zusétzlichen, singuldren Aberrationen beobachtbar und machte eine stirkere
Aufsplittung in Subklone erforderlich. Diese einzelnen Subklone wiederum waren
zumeist nur einmalig vertreten.

Beziiglich der Klonanzahl war die Zelllinie SCH die einzige Ausnahme und

unterschied sich von den Ergebnissen in [28]. Es wuchsen nur 20% der Zellen
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eindeutig klonal. In SCH wurden jedoch 5 Bruchpunkte gefunden, die jeweilig
unterschiedliche strukturelle Aberrationen in unterschiedlichen Metaphasen zur Folge
hatten (siehe Tabelle X). Diese Beobachtung wurde ebenfalls in den Zelllinien H-51
(Tabelle VII) und WL (Tabelle XIV) gemacht, allerdings hatten sich hier bereits
weitere Klone entwickelt (,,formiert*).

Art und Anzahl der Klone konnen im Allgemeinen von Patient zu Patient, von Zelllinie
zu Zelllinie, aber auch innerhalb einer einzigen Zelllinie stark variieren. Am
wahrscheinlichsten ist, dass die Zellen in SCH in einem sehr frithen Stadium erfasst
wurden (,,clonal attenuation”) und erst im Verlauf weiterer Zellteilungen ,,clonal
succession® und ,,clonal expansion® stattfanden. Die Zelllinie SCH wurde jedoch in
dieser Arbeit nicht in weiteren Passagen untersucht, sodass dies nur als Hypothese
gelten kann. SCH =zeigte alle weiteren Charakteristika fir das WS (ein hoher
Prozentsatz aberranter Metaphasen, Pseudodiploidie, ein hoher Anteil reziproker

Translokationen, aber auch instabile Rearrangements).

Die Chromosomen X, 1, 2,3, 7,9, 10, 12, 15 und 16 beinhalteten >6 Briiche in den 69
Metaphasen und waren in >3 der 4 Zelllinien an Chromosomenaberrationen beteiligt.
V.a. Chromosom 16 war mit 17 Bruchpunkten (=14%) mit Abstand am haufigsten
involviert. In 23 von insgesamt 78 aberranten Chromosomen (<29%) war Chromosom
16 beteiligt. Zudem war es Partner bei 2 der 3 dreifach-rekombinierten Chromosomen
und bei einem der zwei trizyklischen Chromosomenaustausche.

An dieser Stelle soll eine Untersuchung erwédhnt werden, die 2001/02 in den
Laboratorien von Professor Monnat und Professor Swisshelm an der University of
Washington in Seattle durchgefiihrt wurde und weitere interessante Aspekte bzgl. des
Chromosoms 16 zeigten. Es sei jedoch ausdriicklich darauf hingewiesen, dass dies erste
Ergebnisse waren, die weiterer Bestitigung bediirfen.

Es ist bekannt das WS-Zellen sensibel auf bestimmte Stoffe reagieren, die den DNA-
Stoffwechsel beeinflussen. Hydroxyurea (HU), ein DNA-Antimetabolit und
Replikationsinhibitor, zéhlt zu diesen Stoffen. HU scheint die bei WS vermutlich
fehlerhafte homologe Rekombination negativ zu beeinflussen, hier v.a. die Reinitiation

der DNA-Synthese nach HU-Behandlung [23]. In dem hier nur kurz erwéhnten
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Experiment wurden WS-LCL mit HU behandelt und anschlieBend u.a. zytogenetisch
mittels SKY untersucht. Es fanden sich erhdhte strukturelle Aberrationen v.a. in Form
von Deletionen und Zentromer- bzw. Telomerassoziationen in den un- und behandelten
WS-Zellen sowie in der behandelten Kontrolle. ,,Hot-spot* fiir Deletionen war die
Zentromerregion des Chromosoms 16. An den Abberationen waren v.a. die
Chromosomen 1 und 16 beteiligt (Abbildung 29). Chromosom 1 war in dieser

Doktorarbeit (siche Abbildung 27 bzw. 28), aber v.a. in [28] ebenfalls in hohem Mafle

in Aberrationen involviert.

. 1. Il. V.
Abbildung 29: Beispiele fiir die hohe Beteiligung von Chromosom 1 und 16 bzw.
erhéhtes Vorkommen von Zentromer- bzw. Telomer-Assoziationen in
unbehandelten WS-LCL sowie in mit HU behandelten WS-LCL und
Kontrollen: 1. tas(1;16), II-I11. cas(1;16), IV. tas(3;16).

Dies sollen nur zusitzliche Beispiele fiir eine moglicherweise wichtige Bedeutung von
Chromosom 1 und v.a. Chromosom 16 in Reparatur- und Rekombinationsprozessen
innerhalb der DNA in WS-Zellen, aber nicht nur in diesen reflektieren. Untermauert
wird dies dadurch, dass ein derivatives Chromosom der(16)(1;16) als Produkt einer
Translokation der Chromosomen 1 und 16 an mindestens 18 verschiedenen Krebsarten

des Menschen, u.a. in Sarkomen unterschiedlicher Genese beschrieben wurde [50].

Die Tatsache, dass bestimmte Chromosomen sich gehduft an den multiplen, von
Zelllinie zu Zelllinie unterschiedlichen Translokationen beteiligen, konnte u.a. daran

liegen, dass bestimmte Chromosomenabschnitte bevorzugt rekombinieren (,,hot spots®)

67



und dies in Kombination mit klonaler Selektion zu einem Uberwiegen spezifischer
Bruchpunkte fiihrt [51]. In dieser Arbeit waren das die Bruchpunkte 3q11—ql12, 9q13,
15q15, 16q12—q13 und v.a. 16q22.

Die Bande 16q22, die in 3 von 24 in H-51, in 4 von 25 in SCH, in 3 von 9 in AA und in
6 von 12 verschiedenen Rearrangements in WL gesehen wurde, ist von besonderem
Interesse. 16¢g22 ist ein bekannter ,,hot spot* fiir Schwesterchromatid-austausche [52]
und entspricht dem Distamycin A-sensitivem fragilem Abschnitt FRA 16B, welches
aus einem variabel amplifiziertem AT-reichen ,,minisatellite repeat™ besteht [53]. Die
Helikase- und Exonuklease-defizienten WS-Zellen kdnnten an solchen repetitiven
Sequenzen anfillig fiir molekulare Fehler wiahrend der Replikation und/oder Reparatur
sein. 16g22 enthélt liberdies genetisches Material, welches fiir den klinischen Phénotyp
des WS Bedeutung haben konnte. Im Einzelnen sind dies HSD11B2/HSD11K, die
beide mit arterieller Hypertonie in Verbindung mit mineralokortikoiden Stdrungen
assoziiert sind, RRAD, das mit Diabetes assoziiert ist. Dergleichen findet sich MAF,
das ein Protoonkogen fiir muskuloaponeurotische Fibrosarkome ist sowie als einer der
Mitverursacher fiir einen ,,juvenile-onset” und den kongenitalen Katarakt Typ 4 gilt
[54]. Auch scheint u.a. 16922 in Osteosarkomen verstirkt amplifiziert zu werden [55].
Zudem sind die Abschnitte CDH1/ UVO/LCAM und ECAD mitverantwortlich fiir
bestimmte weibliche Karzinome und Magenkarzinome [54]. Gerade im Hinblick auf
weibliche Karzinome ist dies auflerordentlich interessant, da erst kiirzlich festgestellt
wurde, dass WRNp und BRCA1 in der Antwort auf ,,DNA interstrand cross-links*-
Schaden miteinander kooperieren [56]. Die Bruchpunkte 3ql1—ql2, 9q13, 15ql5,
16q12—q13 waren nicht anndhrend so oft an Aberrationen beteiligt, haben ebenfalls
interessante Abschnitte (z.B. Abschnitte die auch mit der Entstehung von Katarakten
eine Rolle spielen) und die in der Referenz [54] diskutiert werden. 16q22 wurde in
vorherigen Untersuchungen bisher noch nicht als einer der bevorzugten Bruchpunkte in
WS festgestellt [z.B. 28,58].

Einige der in [28] genannten ,,hot spots* (Tabelle I) wurden in dieser Arbeit bestitigt,
ndmlich Xcen, lcen, 5q12, 7q31, 7935 und 1224, jedoch nur jeweils ein- oder
zweimal. Einige ,,hot spots* in [28] waren 1 oder 2 Banden ober- bzw. unterhalb der in

dieser Arbeit detektierten Bruchpunkte (z.B. 16ql1 in [28], hier 16ql12). Das
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unterschiedliche Verteilungsmuster hidngt moglicherweise u.a. mit der hdheren
Sensitivitidt von SKY zusammen (siehe auch 4.3).

Alle 4 Zelllinien erreichten das Stadium der Seneszenz nach 7 oder 8 Passagen. Diese
extrem reduzierte Lebensspanne entspricht den vorherigen Beobachtungen [29,58] und

ist pathognomonisch fiir WS-Fibroblasten-Kulturen.

4.2  Die Entstehung des Subklons T aus der seneszenten Mutterkultur WL

Die Zellen des Subklons T, der aus der seneszenten Mutterkultur WL entstand,
durchlief insgesamt 45 PD bis seine Proliferation sistierte. Normale Fibroblasten
erreichen durchschnittlich 60-70 PD, wohingegen sich die Population von WS-
Fibroblasten nur ca. 20mal verdoppelt. Subklon T vermehrte sich also wesentlich
hdufiger als typische WS-Fibroblasten, blieb jedoch in seiner Proliferation immer noch
unter der von normalen Fibroblasten. Da T dieselben Translokationen wie Klon a der
Zelllinie WL hatte, muss er aus dieser Massenkultur entstanden sein. Polyploide
Karyotypen werden regelmdfig wihrend maligner Zelltransformationen und
Tumorprogressionen gesehen, was zu einer verdnderten Dosis von tausenden
regulatorischen und strukturellen Genen fiihrt [58]. Obwohl der Subklon nicht immortal
wurde, ist davon auszugehen, dass die Tetraploidisierung moglicherweise ein erster
Schritt zur Zelltransformation bedeutete und das mehr als doppelt so hohe
Wachstumspotential erkldren konnte. Trotz des erhohten Risikos fiir WS-Patienten
Malignome zu entwickeln wurde bisher noch nie von spontaner Transformation bzw.
Immortalisierung von WS-Fibroblasten berichtet. Bisher ist nicht bekannt welche
Chromosomenalterationen in WS-Patienten bevorzugt vorherrschen. Wyllie et al. [59]
analysierten mehrere tausend Klone von verschiedenen WS-Patienten, entdeckten
jedoch keinen einzigen immortalen Klon. Thnen war allerdings moglich, nachdem sie
WS-Fibroblasten mit Telomerase-cDNA transfizierten, zwei Klone zu isolieren, die

scheinbar immortal wurden. Leider publizierten Wyllie et al. keine zytogenetischen
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Daten dieser Zellkulturen. Es wire nicht von unerheblichem Interesse zu wissen, ob
zytogenetische Verdnderungen die vermutete Immortalitdt begleiteten.

Da in dieser Arbeit vermutlich eine einzige Zelle innerhalb einer seneszenten
Massenkultur der WS-typischen, vorzeitigen Seneszenz entkam, und ein solches
Ereignis bisher noch nie beschrieben wurde, konnte man spekulieren, dass Polyploidie
in  Kombination mit einmaligen = Chromosomentranslokationen  und/oder
Gendosisveridnderungen an den Chromosomen 4 und 6 diesen Effekt hervorrief. Der
Verlust von den Chromosomen 4 und 6 wurde in normalen Fibroblasten-Kulturen, in
Kulturen von verschiedenen ,premature aging“-Syndromen [60,61], aber auch in
Kulturen kolorektaler Tumoren gefunden [z.B. 62]. Zu letzterem wiirde auch passen,
dass WRN in kolorektalen Tumoren inaktiviert wird [25]. Bisher wurden noch keine
Tumorsupressorgene auf Chromosom 4 oder 6 enthiillt, es konnte jedoch eine mogliche

Beteiligung von Chromosom 4 an zelluldrer Seneszenz in vitro festgestellt werden [63].

4.3.  Werner-Syndrom und die Spektrale Karyotypisierung

Die hier mit SKY untersuchten 4 Zelllinien bestitigten die grundlegenden zyto-
genetischen Charakteristika, die zuvor mit konventionellen Methoden gewonnen
wurden. Auch die Anzahl aberranter Metaphasen bzw. scheinbar normaler Metaphasen
war in etwa vergleichbar. Obwohl man kryptische Translokationen in den normalen
Metaphasen nicht ausschliefen kann, ist deren Existenz aufgrund der hohen Sensibilitét
von SKY &duBerst unwahrscheinlich.

Innerhalb der Analyse der aberranten Metaphasen war SKY den konventionellen
Methoden deutlich tiberlegen. Wahrend in [28] 1005 Metaphasen aus 11 FL-Zelllinien
271 identifizierbare Briiche aufwiesen, konnten in der vorliegenden Arbeit in 69
Metaphasen aus 4 Zelllinien insgesamt 119 Briiche detektiert und davon 108 Briiche
eindeutig klassifiziert wurden. Zellen mit hochkomplexen Rearrangements, aber auch
mit kleineren Verdnderungen konnten viel eingehender untersucht werden und machten

beispielsweise eine detailliertere Einteilung der Klone in unterschiedliche, teilweise
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singuldre Subklone erforderlich. Es konnten komplexe genomische Verdnderungen
genau beschrieben werden, die die enorme Dynamik in der Pathophysiologie des WS
reflektieren und die konventionellen Methoden niemals zu beschreiben vermochten.
Als Beispiele seien hier nochmals die bisher noch nie dokumentierten trizyklischen
Chromosomenaustausche (Abbildungen 20 und 24), die Darstellung dreifach-
rekombinanter Chromosomen (Abbildung 27), der Zugewinn an genetischem Material
von Chromosom 1 mit der Anlagerung von dessen Bruchstiicken an unterschiedliche
Chromosomen (Abbildung 23), die Klassifikation der zahlreich vorhandenen Marker-
chromosomen und die Beschreibung des pseudotetraploiden Subklones T der Zelllinie
WL (Abbildung 26) genannt.

Die Tatsache, dass in der Einzelbruchpunktanalyse eine unterschiedliche Verteilung
gesehen wurde ist auch, aber nicht nur, der hohen Sensitivitdt von SKY geschuldet.
Sicherlich spielen die im Vergleich zu [28] deutlich niedrigere Anzahl an analysierten
Metaphasen, bereits in vivo bestandene Verdnderungen, unterschiedliches Alter der
Patienten zum Zeitpunkt der Biopsieentnahme, unterschiedliche Kultur- und
Praparationsbedingungen sowie andere, beispielsweise molekulare Faktoren
(unterschiedliche Aktivitdit und Funktionalitit des WRNp bzw. verschiedene WRN-
Mutationen, die durch unterschiedliche strukturelle Aberrationen hervorgerufenen
unterschiedlichen somatischen Mutationen) eine nicht unbedeutende Rolle. Auch die
Tatsache, dass neueste Erkenntnisse darauf hinweisen, dass aus unterschiedlichen
Mutationen nicht nur nicht-aktive WRNp's resultieren soll hier nochmals erwéhnt
werden [12]. Die Untersuchung einer statistisch signifikanteren Anzahl an Metaphasen
mit SKY wiirde bzgl. der vermuteten nicht-zufélligen Verteilung und der Verifizierung
bzw. Erweiterung bisheriger Ergebnisse hilfreich sein.

Einige wenige Bruchpunkte konnten nicht eindeutig einem bestimmten Chromosomen-
abschnitt zugeordnet werden. Eine der Griinde war, dass die Invers-DAPI Férbung in
Kombination mit der spektralen Signatur und der pseudo-colour Féarbung keine
eindeutigen Ergebnisse lieferten. Um dies zu optimieren kdnnten G- und R-Bénderung
mit SKY in einem Experiment kombiniert werden, wie bereits beschrieben in [45].
SKY kann auch mit anderen neuartigen Methoden kombiniert werden. Als Beispiel soll

hier die Kombination mit ,,Peptide Nucleic Acids* (PNAs) genannt werden. PNAs sind

71



eine bemerkenswerte neue Klasse synthetischer Nukleinsdureanaloga mit Peptid-
dhnlichem Riickgrat. Diese haben die Eigenschaft mit hoher Spezifitdt und Affinitét
komplementdre RNA- und DNA-Sequenzen zu hybridisieren und sind resistent
gegeniiber Nukleasen und Proteasen [64,65]. PNAs kamen bisher v.a. in der Anfarbung
von Zentromeren und Telomeren zur Anwendung [z.B. 66]. Es ist eine Untersuchung
bekannt, in der SKY mit einer PNA-Telomer-Hybridisierung, allerdings in Mé&usen,
kombiniert wurde. Zudem ist eine Schitzung der Telomerldnge iiber die Fluoreszenz-
Signalstirke moglich [67]. Gerade neueste Erkenntnisse zeigen, dass WRN in der
Aufrechterhaltung von Telomeren bzw. in der Telomer-assoziierten Antwort auf DNA-
Schiden eine bedeutende Rolle spielt, so dass eine kombinierte PNA-SKY-
Hybridisierung als sinnvoll erscheint, um eine Korrelation zwischen WRN,
Chromosomenaberrationen und der Lénge bzw. dem Fehlen von Telomeren
herzustellen [68,69,70].

Nicht nur die Kombination mit PNAs wire eine sinnvolle Anwendung fiir SKY den
Zusammenhang von WRN und den Telomeren ndher zu ergriinden. WS-Fibroblasten
die Telomerase (hTERT) verstirkt exprimieren, sind scheinbar immortal und die
typische vorzeitige Seneszenz von WS-Fibroblasten wird so verhindert [59]. Bisher
wurden an diesen noch keine zytogenetischen Untersuchungen durchgefiihrt und mit
SKY als hochgradig-sensitive Methode, konnte man auch hier neue interessante
Erkenntnisse gewinnen.

Wie in Abschnitt 1.4. und in 4.1. (u.a. Abbildung 32) erwéhnt, sind WS-Zellen sensitiv
auf bestimmte Stoffe, wie z.B. ,,Cross-Linkers®, womit u.a. entscheidende Fortschritte
in der WS-Forschung gemacht wurden [17,22]. Eine weitere Anwendungsmoglichkeit
von SKY konnte sein, systematisch die behandelten Zellen zytogenetisch zu
untersuchen, um eventuelle Auswirkungen auf chromosomaler Ebene entdecken zu
konnen. Da mit cTERT immortalisierte WS-Fibroblasten weniger sensitiv z.B. 4-NQO
reagieren [17], wiéren zytogenetische Untersuchungsreihen, die diese Zellen

miteinbeziehen zudem sinnvoll.

Zusammenfassend kann man sagen, dass SKY die bisher gewonnen zytogenetischen

Erkenntnisse bestitigt, vertieft und erweitern konnte und weitere mannigfaltige
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Anwendungsmoglichkeiten bestehen. SKY ist zudem eine relativ sichere Methode. Nur
ein geringer Prozentsatz an Objekttragern mit darauf befindlichen Metaphasen mussten
aufgrund einer unzureichenden Hybridisierungsqualitit verworfen werden.
Einschriankend mufl man aber hinzufiigen, dass nie alle Metaphasen eines Objekttragers
ausgewertet werden konnten, da diese entweder unvollstindig oder nicht alle

Fluoreszenzfarbstoffe gleich verteilt waren (Abbildung 30).
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Abbildung 30: Exemplarisches Beispiel einer ungeniigenden Hybridisierung anhand
einer SKY-Metaphase des Suklons T nach 43 PD. Die Chromosomen-
klassifikation bereitete groe Schwierigkeiten. Aberrationen waren

nicht hinreichend beurteilbar.

Der vergleichsweise hohe zeitliche und materielle Aufwand der Prédparation und der
Auswertung limitieren die Mdglichkeiten von SKY, so dass Experimente mit einer sehr
groBBen Anzahl von Metaphasen, wie z.B. in [28], sehr oder sogar fast zu aufwendig
wiren. Die Hybridisierung dauert 2 Tage, die Aufnahme und Auswertung einer
einzelnen Metaphase bis sie wie in dieser Arbeit dargestellt werden kann, erfordert

mehrere Stunden.
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Als diagnostisches Instrument erscheint SKY nur in den Fillen, in denen
konventionelle Methoden nicht ausreichen die zytogenetischen Charakterisitika des WS
darzustellen als sinnvoll. Mit der Eigenschaft komplexe Rearrangements, Trans-
lokationen und Deletionen mit hoher Sensitivitdt zweifelsfrei nachzuweisen, kann es
jedoch als der Gold-Standard bei unklaren Fillen gelten. Es konnen neue Erkenntnisse
in der Pathophysiologie und dem zytogenetischen Korrelat des WS gewonnen werden,
gerade wenn man SKY mit anderen Methoden kombiniert bzw. WS-Zellen zuvor
systematisch unterschiedlichen Einfliissen (genetisch: z.B. hTERT, exogen: z.B. HU,
,»cross-linking drugs®) aussetzt. Die Technik wird in den kommenden Jahren zudem mit
hoher Wahrscheinlichkeit verfeinert werden, so dass noch kleiner Abschnitte innerhalb

der DNA analysiert werden kdnnen.

4.4  Ausblick

Wie die einzigartigen zytogenetischen Charakteristika des WS entstehen, bleibt bisher
nicht vollstdndig geklart. Wie die Zelle fiir die genomische Integritit sorgt und welche
Mechanismen fiir den Verlust dieser verantwortlich sind, sind nicht nur das WS
betreffend Gegenstand intensiver interdisziplindrer Forschung. Schon allein die
Tatsache, dass noch nicht genau verstanden ist, wie Translokationen im Allgemeinen
entstechen und welche Enzyme an deren Formation beteiligt sind, spiegelt die
Komplexitit der biochemischen Prozesse wieder: Nur wenn die exakte DNA-Sequenz
des Bruchpunktes von vornherein bekannt ist, konnen relativ  sichere
Schlussfolgerungen gezogen und Thesen aufgestellt werden. Sichere und anwendbare
Methoden um einen Bruchpunkt genau zu lokalisieren, der in einer Zelle bereits
vorhanden ist, existieren bisher nicht [57].

Auch wenn dieser einzelne Aspekt in der Suche nach der Ursache des WS ein
unglaublich schweres Unterfangen und in dieser, fiir jeden einzelnen Patienten
tragischen, unheilbaren Erkrankung, die Entwicklung vom Genotyp zum klinischen

Phénotyp noch vollkommen unklar ist, gibt es neben der Hoffnung eine mdgliche
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Therapie zu finden, mehr als nur einen liberzeugenden Grund an WS bzw. an anderen
seltenen, monogenetischen Erkrankungen weiter zu forschen. Der Effekt einer
einzelnen Genmutation mit hoher Penetranz vermag, unabhidngig von betrdchtlichen
genetischen  Variationen 1im menschlichen Genom wund unterschiedlichen
Umweltbedingungen, in denen Menschen leben, eine komplexe Erkrankung zu
bewirken. Diese einzelnen Gene erscheinen hochpenetrant, da sie an entscheidenden
physiologischen Schnittpunkten agieren und so unabhdngig von anderen Faktoren
untersucht werden konnen. Diese seltenen Erkrankungen konnen somit maBgeblich
zum pathophysiologischen Verstindnis von genetisch komplexeren, jedoch weitaus
hdufigeren Erkrankungen fiihren. Als Beispiele seien hier die Entstehung erster
Erkldrungsmodelle fiir die neurodegenerativen Erkrankungen Morbus Alzheimer,
Morbus Parkinson und Amyotrophe Lateralsklerose genannt [71].

Das Werner Syndrom stellt zudem eine sehr seltene menschliche Genomvariante dar,
deren phénotypische Expression den normalen Alterungsprozess zumindest teilweise
und in beschleunigter Form nachahmt. Insofern kann die Aufklédrung der molekularen
Mechanismen, welche den pleiotropen Phénotyp des Werner-Syndroms bedingen,

wichtige Hinweise auf die Pathogenese des normalen Alterungsprozess liefern [5].
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5.0 ZUSAMMENFASSUNG

Im Rahmen dieser Arbeit wurden erstmals Metaphasen von Fibroblastenkulturen (AA,
WL, SCH, H-51) von Patienten mit der klinischen Verdachtsdiagnose Werner Syndrom
(WS) mit der Spektralen Karyotypisierung (SKY) analysiert.

Die Auswertung bestitigte in allen vier Zelllinien (ZLL) die zuvor mit konventionellen
Methoden (z.B. mit G- und R-Bénderung) etablierten zytogenetischen Charakteristika
des WS in Form des ,,Variegated Translocation Mosaicism* (VTM) und in Form der im
zeitlichen Verlauf einer Zellkultur vorherrschenden zytogenetischen, dominanten
Klone, deren Eigenschaften mit den drei Schlagwdrtern ,,clonal attenuation®, ,,clonal
succession® und ,,clonal expansion® bereits durch Salk et al. [28] treffend umschrieben
wurden. Alle ZLL wurden nach 7 oder 8 Passagen seneszent, einer fiir WS-
Fibroblasten typischen, reduzierten Lebensspanne.

In der genaueren Analyse der aberranten Metaphasen war SKY den konventionellen
Methoden deutlich tiberlegen. Wiahrend bei Salk et al. in 1005 Metaphasen 271 Briiche
entdeckt wurden, wurden mit SKY in 69 Metaphasen 108 Briiche eindeutig
klassifiziert, was aulerdem eine detailliertere Einteilung der Klone in unterschiedliche,
teilweise singulidre Subklone erforderlich machte. Die bisher noch nie in WS-Zellen
festgestellten trizyklischen Chromosomenaustausche und dreifach-rekombinanten
Chromosomen zeigten die Fahigkeit der SKY-Methode, komplexe genomische
Verianderungen zu erkennen und genau darzustellen. Zudem wurde erstmals ein
pseudotetraploider Subklon T mit 87-90 Chromosomen entdeckt, der aus der
Mutterkultur WL stammte und ein ungewo6hnliches Wachstumspotential von etwa 45
Populationsverdoppelungen (PD) erreichte und die durchschnittlichen 20 PD von WS-
Fibroblasten um mehr als das Doppelte tiberschritt, aber unter den 54 PD von Kontroll-
fibroblasten lag. Durch SKY konnte der Subklon T exakt karyotypisiert werden. Eine
Tetrasomie wurde fiir alle autosomalen Chromosomen aufler den Chromosomen 4 und
6 festgestellt, die jeweils dreimal, die Geschlechtschromosomen X und Y jeweils
zweimal vertreten waren. Die Translokationen waren identisch mit denen von Klon a

aus WL, allerdings in jeweils zweifacher Ausfiihrung.
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10 Chromosomen beinhalteten in den 69 Metaphasen >6 Briiche und waren in jeweils
mindestens 3 der 4 ZLL an Chromosomenaberrationen beteiligt. V.a. Chromosom 16
war mit 17 Bruchpunkten bzw. in 23 von 78 aberranten Chromosomen am haufigsten
involviert. Zudem war es an zwei der drei dreifach-rekombinierten Chromosomen und
bei einem der zwei trizyklischen Chromosomenaustausche beteiligt. Dies weist auf eine
moglicherweise grofle Bedeutung von Chromosom 16 in Rekombinationsprozessen hin.
Auffillig war eine nicht-zuféllige Bruchpunktverteilung. Die Bruchpunkte 3q11—ql2,
9q13, 15q15, 16q12—ql3 und 16922 waren mdgliche hot spots fiir Bruchereignisse
und trugen Rechnung fiir =21% der Bruchereignisse. V.a. 1622 brach am hiufigsten
(11mal), war als einziger Bruchpunkt in allen 4 Zelllinien vorhanden und malBgeblich
fiir die hohe Beteiligung des Chromosoms 16 an strukturellen Aberrationen
verantwortlich. 1622 wurde in vorherigen Untersuchungen bisher noch nicht als einer
der bevorzugten Bruchpunkte in WS festgestellt. Einige der bei Salk et al. genannten
hot spots wurden in dieser Arbeit bestdtigt, jedoch mit unterschiedlichem Verteilungs-
muster. Dies hingt mdglicherweise mit der hoheren Sensitivitdt von SKY, aber auch
mit der in dieser Arbeit relativ niedrigen Anzahl an Metaphasen zusammen.

Fiir SKY bestehen weitere mannigfaltige Anwendungsmdglichkeiten von (beispiels-
weise in Kombination mit anderen modernen Methoden wie PNA-FISH), die in der
zytogenetischen Forschung nicht nur auf dem Gebiet des WS Fortschritte erzielen
konnen. SKY ist zudem eine sichere Methode, erfordert jedoch einen vergleichsweise
hohen zeitlichen und materiellen Aufwand, die die Anwendungsmoglichkeiten
wiederum limitieren. Als diagnostisches Instrument erscheint SKY daher nur in Fillen
sinnvoll, in denen nach der Anwendung konventioneller Methoden weiterhin
Unsicherheiten beziiglich der Diagnose bestehen. Mit der Eigenschaft komplexe
Rearrangements mit hoher Sensitivitdt zweifelsfrei nachzuweisen, kann es jedoch als

der Gold-Standard bei unklaren Féllen gelten.
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