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Spezifische COMBO-FISH-Sonden fiir repetitive Einheiten des Genoms und ihre mikro-
skopische Charakterisierung am Beispiel der Triplettexpansionsregion des Fragilen X-
Syndroms:

Eine Trinukleotid-Expansion auf dem Gen FMR1 ist die Ursache fiir die Inaktivierung dieses
Gens bei Menschen, die am Fragilen X-Syndrom leiden. Man vermutet die Ausbildung von
Heterochromatin in diesem Bereich. In dieser Arbeit wurde die Expansionsregion von menschli-
chen Fibroblasten, die dieses Syndrom tragen, spezifisch mit kombinatorischer Oligonukleotid-
Fluoreszenz-In-Situ-Hybridisierung (COMBO-FISH) markiert. Die markierte Zell-DNS wurde
mit Epifluoreszenz-, Konfokal- und Lokalisationsmikroskopie untersucht. Erstmals konnten
fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von der Position dieser Expansionsregion innerhalb
des Zellkerns und relativ zu den mit FISH markierten X-Chromosomenterritorien gemacht
werden. Ebenfalls zum ersten Mal konnten Aufnahmen der Nanostruktur des markierten
Expansionslocus mithilfe der Lokalisationsmikroskopie durchgefiihrt und quantitativ ausge-
wertet werden. Fiir die Markierung wurden DNS- und PNS-Sonden verwendet. Es wurden
Kolokalisationsexperimente durchgefiihrt um die Spezifitdt zu validieren. Des Weiteren wurden
unter Anwendung bioinformatischer Methoden tripelhelikal und doppelhelikal bindende Son-
densets fiir die Markierung und Strukturanalyse der an die Expansionsregion angrenzenden
Genabschnitte entworfen. Ein durchgefiihrtes Sequenzalignment der FMR1-Gensequenzen
finf verschiedener Spezies lieferte nicht transkribierte evolutiondr konservierte Abschnitte,
die womoglich Anteil an der Regulierung der physiologische Faltung des gesunden Gens
haben. Schlieflich wurden erste Schritte fiir die Bestimmung der Durchfiihrbarkeit einer neuen
Methode die Aktivitit eines Gens mit COMBO-FISH zu bestimmen in silico ausgefiihrt.

Specific COMBO-FISH probes for repetitive units of the genome and its microscopic cha-
racterisation using the example of the triplet expansion region of Fragile X Syndrome:

A trinucleotid repeat expansion in the gene FMR1 is the cause of inactivation of this gene in
humans who suffer from the Fragile X syndrome. One supposes the formation of heterochro-
matin in this area. In this work the region of expansion of human fibroblasts that carry that
syndrom was marked specifically with COMBO-FISH. The marked cell DNA was examined by
epifluorescence, confocal and localisation microscopy. For the first time fluorescence microscopic
images of the position of this region of expansion within the nucleus and relatively to the
X-chromosome territories, which were marked with FISH, were taken. Also for the first time
imaging of the nano structure of the marked locus of expansion was carried out by localisation
microscopy and was quantitatively evaluated. The mark was performed by using DNA and
PNA probes. Experiments of colocalisation were carried out to validate specificity. In addition
triple helical and double helical binding probe sets were designed for marking the genetic
segments adjacent to the expansion region and analysing its structure. A sequence alignment
of the FMR1 gene in five different species provided non-transcribed evolutionary preserved
segments, that possibly take part in regulation of gene folding. Finally, first steps were made
in silico for determining the feasibility of a new method of deducing a gene’s activity with
COMBO-FISH.
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Einleitung und Ziele der Arbeit

Das Fragile X-Syndrom ist die hdufigste geistige Behinderung verursachende Erbkrank-
heit. Hervorgerufen wird sie durch die Inaktivierung des Gens FMR1 auf dem langen
Arm des X-Chromosoms. Dieser Prozess hat bei Mannern, die nur ein X-Chromosom be-
sitzen gravierendere Auswirkungen als bei Frauen, bei welchen die Krankheit meistens
in Mosaikform vorliegt. Bei ihnen liegt bei einem Bruchteil der Zellen das inaktivierte
Gen auf dem aktiven X-Chromosom und in den anderen das aktive gesunde FMR1-Gen.

Die molekularbiologische Ursache dieser Geninaktivierung ist noch nicht vollstandig
aufgedeckt. Man hat herausgefunden, dass die Krankheit mit der Expansion einer
mehrere (CGG)-Wiederholungen umfassenden Region am 5’-Ende des Gens zusam-
menhdngt. Wenn diese einen Schwellenwert tiberschreitet, endet die Expression des
FMRI1-Proteins und die Krankheitssymptome konnen beobachtet werden. Man ver-
mutet dahinter eine Bildung von Heterochromatin im Bereich des Gens, aber die
experimentelle Evidenz des Prozesses steht noch aus.

An dieser Stelle setzt die Aufgabenstellung der Arbeit an. Es sollen Methoden ent-
wickelt werden um die Chromatinstruktur der Expansionsregion sichtbar zu machen.
Mit kombinatorischer Oligonukleotid-Fluoreszenz-In-Situ-Hybridisierung (COMBO-
FISH) soll der Expansionsbereich spezifisch markiert werden, um mit hochauflésenden
fluoreszenzmikroskopischen Verfahren die Struktur der Region in der Grofienord-
nung von 10 nm auflésen zu kéonnen. COMBO-FISH nutzt kurze 15-30 Nukleotide
lange Oligonukleotidsonden, die spezifisch auch kurze Genabschnitte mit syntheti-
schen Fluoreszenzfarbstoffen markieren konnen, ohne in dem Ausmaf in die native
Genomstruktur einzugreifen wie beispielsweise BAC-Sonden.

Die weit unter der beugungsbegrenzten Auflosungsgrenze liegende Tertidrstruktur
des Expansionsbereichs soll mit der Lokalisationsmikroskopie dargestellt werden.
Diese kann tiber eine zeitliche Trennung der aufgrund des reversiblen Bleichvorgangs
blinkenden Farbstoffmolekiile eine im Nanometerbereich liegende Auflosung erreichen.

In dieser Arbeit sollen verschiedene an die Expansionsregion bindende Sondentypen
ausgetestet werden, um die Experimente zu optimieren. Dabei handelt es sind nicht nur
um DNS-Sonden sondern auch um PNS-Sonden, deren Riickgrat aus Peptiden besteht.
Diese besitzen gegeniiber herkémmlichen DNS-Oligonukleotiden einige Vorteile, die in
dieser Arbeit ausgenutzt werden sollen.

Schliefilich ist ein Ziel dieser Arbeit die Ermoglichung weiterer Experimente be-
ziiglich der Struktur von FMR1. Dabei werden in silico-Untersuchungen mit dem Ziel
durchgefiihrt spezifische Sondensets fiir die Markierung der an die Expansionsregion
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angrenzenden Gebiete zu erstellen, so dass in Zukunft die Nanostruktur der DNS
kranker und gesunder Zellen verglichen werden kann.

Teil I der Arbeit erldutert die Grundlagen des aktuellen Kenntnisstands iiber das
Fragile X-Syndrom. Aufserdem werden die Prinzipien der in dieser Arbeit verwendeten
Mikroskopiemethoden und von COMBO-FISH néher erklart. Teil II fiihrt explizit die
Vorgehensweise bei den theoretischen Untersuchungen aus und stellt Materialien und
Methoden der FISH-Experimente und der Mikroskopie vor. Teil III prasentiert und
diskutiert die mithilfe der in Teil II beschriebenen Methodik erhaltenen Ergebnisse.
Aufserdem wird ein Ausblick auf in Zukunft denkbare Experimente gegeben.
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Teil 1.

Grundlagen






1. Das Fragile X-Syndrom

1.1. Symptome

Das Fragile X-Syndrom (FXS), welches die hdufigste vererbbare Ursache geistiger
Behinderung ist, tritt bei Mdnnern mit einer Haufigkeit von etwa 1:4000 und bei Frauen
mit 1:6000 auf [1].

Im Allgemeinen nimmt der Schweregrad der Beeintrdachtigungen im Laufe der
Generationen zu. So bezeichnet man eine Vorstufe des FXS als das Fragile X-assoziierte
Tremor/Ataxia-Syndrom (FXTAS), welches sich bei ungefdhr einem von dreitausend
Minnern, oft erst im fortgeschrittenen Alter, entwickelt. Frauen sind in geringerem
Ausmafs davon betroffen. FXTAS manifestiert sich in fortschreitendem Intentionstremor
und Gangataxie. Damit verbundene Befunde sind kognitive Defizite, die sich hdufig zu
Demenz ausweiten, so dass es zu schwerwiegenden Beeintrachtigungen der exekutiven
Funktionen kommt. Weitere Merkmale sind Periphere Neuropathie, Dysautonomie
sowie, vor allem bei erkrankten Frauen, Autoimmunerkrankungen [2].

Personen mit ausgepragtem FXS leiden an Defiziten im Arbeits- und Kurzzeitgedacht-
nis, den exekutiven Funktionen, den mathematischen Fahigkeiten und dem raumlichen
Vorstellungsvermogen. Sprech- und Sprachvermogen sind eingeschrankt und es zeigt
sich oft autistisches Verhalten, wie zum Beispiel das Vermeiden von Augenkontakt,
das fortlaufende Wiederholen von Gesprochenem und von Bewegungen, Angst vor
Beriihrungen, Schiichternheit, Sozialangst und Beifsen. Das Auftreten von Krampfen
und Ergebnisse aus Elektroenzephalogrammuntersuchungen sind vergleichbar mit
jenen von Epilepsiepatienten. Zusétzlich zu den kognitiven Problemen beobachtet man
vielfédltige physische Anomalien wie vergrofierte Hoden, Bindegewebsstorungen, ein
charakteristisches Aussehen durch ein langes, schmales Gesicht, grofie Ohren und
engstehende Augen, des Weiteren Plattfiifse, hyperbewegliche Gelenke und schielender
Blick [3].

1.2. Molekulare Ursachen

1.2.1. FXS - Fragiles X-Syndrom

Die erste Beobachtung der molekularen Ursache des FXS wurde 1969 gemacht. Am lan-
gen Arm des X-Chromosoms vier verschiedener geistig behinderter Patienten entdeckte
man eine ungewOhnliche Einschniirung oder briichige (fragile) Stelle, von welcher
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1. Das Fragile X-Syndrom

die Krankheit ihre Bezeichnung erhielt. Diese Stelle erwies sich als induzierbar, wenn
Zellen in Ndhrmedien mit zu geringen Folsdurekonzentrationen kultiviert wurden, was
wiederum die Etablierung einer Verbindung zwischen der Expression der briichigen
Stelle und dem klinischen Phanotyp beférderte. Klonen dieser Region, die das mit der
Krankheit assoziierte Gen FMR1 (Fragile X Mental Retardation 1) enthilt, deckte die
Existenz eines Genabschnitts instabiler Trinukleotidwiederholungen auf. Der Abschnitt
besteht aus n Wiederholungen der Sequenz (CGG), im weiteren (CGG),, genannt, auf
dem kodierenden Strang. Dieser liegt im 5’-untranslatierten-Bereich (UTR) des FMR1-
Gens. Wie sich herausstellte bricht FXS aus, falls n die Anzahl von 200 tiberschreitet.
Im Normalfall gilt 5 < n < 55 mit einem Durchschnitt von 29-30. Instabilitdt bedeutet
in dem Zusammenhang, dass die Wahrscheinlichkeit einer weiteren Verldngerung des
Wiederholungsbereichs im Zuge einer Zellreplikation dramatisch zunimmt, sobald
eine gewisse Schwellenldnge {iberschritten ist. Der Expansion der (CGG)n-Sequenz
kann die Methylierung derselben folgen; dies fiihrt zu einer Strukturdnderung des
Chromatins in eine dichte, kondensierte Struktur — das ist die fragile Stelle — und der
Stilllegung des FMR1-Gens. Am Beispiel zweier nicht erkrankter Briider mit expandier-
ten, aber nicht methylierten CGG-Wiederholungen und einer sichtbaren Einschniirung
des X-Chromosoms wurde gezeigt, dass nicht die Expansion selbst FXS verursacht,
genausowenig wie sie Methylierung erzwingt. Vielmehr verortet man die Ursache von
FXS in der Stilllegung des Gens und somit dem Fehlen des FMR1-Proteins [3, 4, 5].

Xp22.33
Xp22.32
¥p22.31
Xp22.2 o . .
w22,19 FMR1, das man an der Position Xq27.3 findet (siehe
224

frzi-a Abbildung 1.1), gehort zu einer kleinen Genfamilie, zu

®p21.2

o welcher des Weiteren die Gene FXR (Fragile X Related

Xpll.4

Regulation des FMR1-Proteins

— Gene) 1 und 2 an den Orten 3q28 und 17p13.1 gehoren.
AT Diese Gene sind in hohem Mafe evolutionir konser-
iz viert und man findet Orthologe in allen Wirbeltierar-
Eg% ten. Die menschliche Variante besteht aus 17 Exons,
xat-1 die 39 Kilobasen (kb) des Genoms abdecken, wobei
gig;%é das Transkript eine Lange von 4,4 kb hat. In der FMR1-

%q22.1
Xq22.2
%922.3

Xq23
Xq24

Promotorregion sind mit USF1/USF2 und «-Pal/Nrf-1
zwei fiir positive Regulation zustdndige Konsensusge-
biete bekannt. Der FMR1-Promotor ist CG-reich und

e besitzt keine charakteristische TATA-Box, dafiir drei
:’:‘,’f EMRL Initiator-dhnliche (Initiator like — Inr) Regionen, die
e nahe der Position des Transkriptionsstarts lokalisiert
o sind. Die Nutzung dieser drei Regionen wird signifi-
kant von der Lange der CGG-Wiederholungen beein-

flusst [3].

%928
%q26.1

Abb. 1.1.: Position des FMRI-
Gens [6]
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1.2. Molekulare Ursachen

Funktion des FMR1-Proteins

Das Protein FMRP des Gens FMR1 ist ein RNS bindendes Protein, welches aus bis
zu 631 Aminosduren besteht. Intensives alternatives Spleifien ermoglicht die Bildung
von zwolf verschiedenen Isoformen. Man findet zwei hnRNP (heterogenes nukleares
Ribonukleoprotein) K-Protein-Homologie-Domé&nen und eine Arg-Gly-Gly-RGG-Box,
die typisch fiir RNS-bindende Proteine sind. Zudem stiefs man auf ein Kernlokalisa-
tionssignal (Nuclear Localisation Signal — NLS) und ein Kernexportsignal (Nuclear
Export Signal — NES) sowie zwei Doppelwendeln (Coiled Coils — CC), die zur Protein-
Protein-Interaktion beitragen. Eine G-Quartett-Struktur auf der mRNS wechselwirkt
vermutlich mit der RGG-Box des Proteins.

In unterschiedlichem menschlichem Gewebe wird FMRP in verschiedenem Mafse
exprimiert. Hohe oder moderate Expression beobachtet man in Eizellen, der Thymus-
driise, dem Auge, der Milz, im Speiserohrenepithel, den Hoden, im Gehirn, wobei sie
auf differenzierte Neuronen vor allem im Hippocampus und der Kornerschicht des
Kleinhirns beschrankt ist, im Dickdarm, der Gebiarmutter, der Schilddriise, der Leber
sowie in T-Lymphozyten. Keine Expression hat man im Herzen und in Aorta- sowie
Muskelgewebe nachgewiesen.

Heute kennt man eine grofie Anzahl an RNS, mit denen FMRP interagiert und welche
die Synthese einer Vielzahl von Proteinen unterschiedlichster Funktionen steuern.
FMRP bindet bevorzugt an solche mRNS, die eine G-Quartett-Struktur oder eine U-
reiche Sequenz enthalten. Ein signifikanter Anteil der mRNS im Gehirn interagiert mit
FMRP; ebendiese zeigen bei einem Mangel dieses Proteins Verdnderungen ihres Ortes
und ihrer Verfiigbarkeit.

Ergdnzend zu den Interaktionen mit mRNS bindet FMRP an verschiedene andere
Proteine. So hat man in Hefe das Zusammenwirken von FMRP mit FXR1P, FXR2P,
NUFIP1, 82-FIP und MSP58 beobachtet, welches womoglich die Affinitat von FMRP
fur verschiedene Klassen von mRNS durch Induzierung struktureller Veranderungen
modifiziert. Dariiber hinaus fand man komplexe, FMRP enthaltende Strukturen von
mehreren Proteinen sowie einige wenige nicht RNS-bindende Proteine, die mit FMRP
interagieren.

Man schreibt FMRP eine Schliisselrolle bei der synaptischen Plastizitdt zu, die durch
die Regulation des mRNS-Transports und der Proteinsynthese in den Synapsen vermit-
telt wird. Ein denkbares Modell, das diesen Regulationsmechanismus in Neuronen be-
schreibt, beginnt mit dem Transport von als Dimer vorliegendem FMRP in den Zellkern
tiber dessen NLS. Dort bildet es mit mRNS einen Boten-Ribonukleinproteinkomplex
(messenger Ribonucleoprotein — mRNP), der anschliefiend {iber sein NES in das Cy-
toplasma gelangt. Dort interagiert der Komplex mit einem RNS-induzierten Stillle-
gungskomplex (RNA induced silencing complex — RISC), bevor das FMRP-mRNP
an Ribosomen bindet. Dieser Komplex regelt die Proteinsynthese im Zellkdrper oder
kann in die Dendriten transportiert werden um dort durch lokale Proteinsynthese die
Antwort auf synaptische Signale zu liefern. Die genaue Art und Weise dieser Regulation
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1. Das Fragile X-Syndrom

ist noch nicht bekannt, jedoch sind verschiedene Methoden denkbar. Man vermutet,
dass der RNS-Interferenzweg (RNA interference — RNAi) der wichtigste Mechanismus
ist, tiber den FMRP die Translation reguliert. Wenn nun FMRP an die passende mRNS
bindet, rekrutiert es RISC zusammen mit Mikro-RNS (micro RNA — miRNA), welche als
nicht kodierende, 18 bis 25 Nukleotide lange RNS die Translation spezifisch passender
mRNS steuert, indem sie an deren 3’-UTR bindet.

Ein weiterer Mechanismus mag die Phosphorilierung des FMRP sein, wobei die
Entfernung der Phosphatgruppe als Signal an FMRP dient, die Unterdriickung der
Translation aufzugeben und die Synthese eines benotigten Proteins zu erlauben.

Vorstellbar ist des Weiteren eine Funktion des FMRP als Nukleinsdurenchaperon,
das das Erreichen der stabilsten Konfiguration der Nukleinsdure unterstiitzt, so dass
FMRP die Translation tiber mRNS-Strukturdnderungen reguliert.

Letztlich beobachtet man bei Patienten mit FXS eine Verdnderung der Dendriten,
die verldngert, diinner und gewundener sind; ein Hinweis darauf, dass FMRP die
Zytoskelettstabilitdt und synaptische Plastizitdt beeinflusst [3].

1.2.2. FXTAS - Fragiles X-assoziiertes Tremor/Ataxia-Syndrom

Wie oben erwiahnt, kann man FXTAS als Vorstufe von FXS ansehen, in der Hinsicht, als
dass die Anzahl der Trinukleotidwiederholungen ((CGG),,) tiber den Normwert erhoht
ist, allerdings nicht die Schwelle von 200 Wiederholungen tiberschreitet, wie es bei FXS
der Fall ist. Sowohl der Krankheitsverlauf als auch die molekulare Ursache sind jedoch
sehr verschieden.

Generell lasst sich sagen, dass die Schwere der Erkrankung mit der Lange der
Wiederholungssequenz innerhalb des Pramutationsbereichs zunimmt. Im Gegensatz
zu der Abwesenheit von FMRP bei FXS ist der FMRP-Spiegel bei FXTAS normal oder
nur leicht erniedrigt. Demgegentiber ist die Produktion der mRNS mit expandiertem
CGG-Bereich bei FXTAS-Erkrankten zwei- bis achtfach erhoht, wiahrend bei FXS keine
mRNS des Expansionsbereichs vorliegt. Diese Tatsachen fiihrten zu dem Konzept eines
toxischen Funktionsgewinns der RNS, die den (CGG)n-Bereich enthalt.

Einerseits ist denkbar, dass die verlangerte mRNS direkt giftig wirkt, indem entweder
Proteine an der Expansionsregion gebunden werden konnen, so dass sie fiir ihre
eigentlichen Aufgaben nicht langer zur Verfiigung stehen oder durch die Bindung eine
Proteinfunktion ausgeldst wird, die weitere schadliche Effekte haben kann. Andererseits
ist es moglich, dass bereits wahrend der Transkription Schaden verursacht wird, weil
die Expansionsregion beispielsweise Schleifen (R-loops) induziert, die Schédden in der
DNS nach sich ziehen konnen [2].
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Abb. 1.2.: Schddlicher Funktionsgewinn der FMR1-RNS [2]

1.3. Vergleichbare Erkrankungen

Inzwischen wurde bei einer Reihe von Erbkrankheiten und Behinderungen die Ex-
pansion eines Genbereichs mit Nukleotidwiederholungen als Ursache identifiziert.
Zwei dieser Krankheiten, die ebenfalls auf einem Verlust der Proteinfunktion beruhen,
werden im Folgenden kurz vorgestellt. In Tabelle 1.1 sind wichtige Expansionserkran-
kungen zusammengestellt.

1.3.1. FRAX-E-assoziierte geistige Behinderung

Ahnlich wie im Falle von FXS wird FRAX-E (Untertyp E des Fragilen X-Syndroms)
durch die Expansion einer (GGC),,-Region im 5'UTR des zugehorigen Gens hervorge-
rufen. Dieses Gen, FMR2, dessen Promotorregion bei Ausbruch der Krankheit hyper-
methyliert und stillgelegt wird, liegt 550 kb abwérts von FMR1 auf dem X-Chromosom.
Das FMR2-Protein scheint eine Rolle als Transkriptionsfaktor auszufiillen, die genaue
zelluldre Funktion und die Rolle beim Ausbruch der Krankheit sind allerdings noch
nicht geklart. IThre Auspragung scheint allgemein zu einer weniger starken Auspragung
geistiger Behinderung zu fithren als bei FXS [7].

1.3.2. FRDA - Friedreich-Ataxie

Die Friedreich-Ataxie wurde das erste Mal 1863 in Heidelberg von Nicolaus Friedreich
dokumentiert und ist eine autosomal-rezessive Erbkrankheit. (GAA),,-Wiederholungen
im Pramutationsbereich (33 < n < 101) konnen bis zur zehnfachen Lange expandieren
und so die Krankheit verursachen, indem die Produktion der mRNS stark verringert
wird, so dass das Genprodukt Frataxin stark unterdriickt wird. Frataxin kontrolliert die
Verfligbarkeit von Eisen in den Mitochondrien und spielt eine Rolle bei der Synthese
von Eisen-Schwefel-Clustern und Ham. Folglich fiihrt zu geringes Vorhandensein des
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1. Das Fragile X-Syndrom

Krankheit Sequenz  Gen (Ort) Position Normal- Krankheits-
im Gen bereich bereich

Proteinfunktionsverlust

FXS (CGG)n  FMR1(Xq27.3) 5'UTR 4<n<b6 n > 200

FRAX-E-assoz. (GGCO)n, FMR2(Xq28) 5'UTR 5<n<26 n > 200

geist. Behinderung

Friedreich Ataxie (GAA)n FDRA(9q13-21.1) Intron 1 3B3<n<101 199 <n <1700

RNS-Funktionsgewinn

Myotonische Dys- (CTG)n DMPK(19q13) 3'UTR 4<n<38 49 < n < 3000

trophie Typ 1

Myotonische Dys- (CCTG)n  ZNF9(3q21) Intron 1 n <27 74 <n < 11000

trophie Typ 2

FXTAS (CGG)n  FMR1(Xq27.3) 5UTR 4<n<56 54 <n <201

Unsicher

Spinozerebelldre (CTG)n SCA8(19q13) 3'UTR 15<n <35 n > 100

Ataxie Typ 8

Spinozerebelldre (ATTCT), ATXN10(22q13) Intron 1 n <29 n > 800

Ataxie Typ 10

Spinozerebellare (CAG)n,  PPP2R2B(5q32) 5'UTR n< 32 50<n<79

Ataxie Typ 12

Proteinfunktionsgewinn

Kennedy- (CAG)n AR(Xq13-21) Kod. Reg. 8§<n<37 37 <n <63

Krankheit

Huntington- (CAG)n,  Huntingtin(4p16.3) Kod.Reg. 5<mn <36 39 <n<122

Krankheit

Spinozerebelldre (CAG)n SCA1(6p23) Kod. Reg. 5<n<45 38<n <83

Ataxie Typ 1

Spinozerebellire (CAG)n SCA2(12q24.1) Kod.Reg. 13<n<32 33<n <63

Ataxie Typ 2

Spinozerebellare (CAG)n SCA3(14q32.1) Kod.Reg. 11 <n <44 n > 60

Ataxie Typ 3

Spinozerebellare (CAG)n CACNAI1A(19p13) Kod. Reg. 4<n<19 19<n<34

Ataxie Typ 6

Spinozerebelldre (CAG)n SCA7(3p12-21.2) Kod. Reg. 4<n<35 n > 37

Ataxie Typ 7

Spinozerebelldre (CAG)n,  TBP(6g27) Kod.Reg. 24 <n <45 44 <n <67

Ataxie Typ 17

Okulopharyngeale (GCG)n  PABP2(5q32) Kod. Reg. n==6 7<n<14

Dystrophie

Huntigton-dhnliche (CTG)n JPH3(16q24.3) Kod. Reg. 5<n<29 39 <n <59

Krankheit 2

Tab. 1.1.: Charakteristiken einiger Nukleotidwiederholungen [7]
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1.4. Chromatin-Remodulierung bei Expansionserkrankungen

Proteins zu einer geringeren Energieproduktion und zudem zur Abgabe von freien
Radikalen [7].

1.4. Chromatin-Remodulierung bei Expansionserkrankungen

Wie oben aufgefiihrt gibt es mehrere Erkrankungen, bei welchen die Expansion ei-
ner Region von Nukleotidwiederholungen zu einer Stilllegung des Gens fiihrt (u.A.
FXS, FRAXE, FRDA). In [8] werden Modelle fiir einen gemeinsamen Mechanismus
der Stilllegung bei diesen und vergleichbaren Krankheiten diskutiert. Diese Modelle
basieren auf einer durch die Expansionen induzierte Bildung von Heterochromatin, die
sich auf angrenzende Regionen ausbreitet und die Transkription be- oder verhindert.
Anschlieffende Methylierung der CpG-Bereiche verstarkt diesen Effekt womoglich.

Ein Uberlegungsansatz ist es, die Genkompaktierung mit einem RNS-basierten Mo-
dell zu erkldren. Hierbei geht man davon aus, dass Transkripte dieses Genbereichs bei
Vorhandensein einer Expansion doppelstrangige RNS (dsRNS) bilden. Diese dsRNS
erhélt man entweder durch tiberlappende sense- oder antisense-RNS-Transkripte oder
durch RNS-Hairpins im Expansionsbereich. Diese dsRNS bildet ein Substrat fiir die
Ribonuklease Dicer, die sie in kurze, ungefahr 20 Nukleotide lange, Segmente schneidet.
Diese Segmente wiederum konnen von einem RITS-Komplex (RNA-induced Initiation
of Transcriptional gene-Silencing — RITS) aufgenommen werden, womit sie das Ziel
von diesem festlegen. Der RITS-Komplex leitet nach der Bindung an die DNS die Dea-
cetylierung der Histone H3 und H4, die Methylierung von H3K9 und die Methylierung
der DNS ein. Dies fiihrt zu der Bildung von Heterochromatin in diesem Bereich.

Der zweite Ansatz benutzt ein DNS-basiertes Modell fiir diese Vorgédnge: Es sind eine
Anzahl von spezifischen DNS-bindenden Proteinen bekannt, die an (CGG) - (CCG)-,
(CTG) - (CAG)- oder (GAA) - (TTC)-Wiederholungen binden. Des weiteren sind Prote-
ine bekannt, die Histon-Deacetylasen oder HP1 rekrutieren. So ist es denkbar, dass
Wiederholungen-bindende Proteine auch bei genannten Expansionserkrankungen fiir
die Bildung von Heterochromatin verantwortlich sind. Die beiden Modelle werden in
Abbildung 1.3 illustriert.

Ein noch nicht geklarter Aspekt dieser Uberlegungen ist die Frage, auf welche
Weise isolierende Elemente wie das Zinkfinger-11-Protein CTCF tiberwunden werden,
die normalerweise die Ausbreitung von Heterochromatin stoppen. Moglicherweise
benotigt man einen Schwellwert an Nukleotidwiederholungen um eine ausreichende
epigenetische Modifikation herbeizufiihren [8].
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1. Das Fragile X-Syndrom
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Abb. 1.3.: Schematische Darstellung von Modellmechanismen fiir die Heterochromatinformati-
on in Gebieten langer (CGG) - (CCG)-, (CTG) - (CAG)- und (GAA) - (TTC)-Wiederholungen.
Die griinen Segmente der DNS und RNS stellen die die Wiederholungen enthaltende Region
dar. Die orangenen und blauen Linien reprasentieren Ausldufer der Histone H3 und H4.
Die Acetyl-Gruppen (violette Kreise) sind angeheftet an H3K9 und H4K16, wie es beim
FXS beobachtet wurde. H3K9-Methylierung wird durch blaue Kreise gekennzeichnet. Un-
methylierte CpG-Regionen werden durch weifSe, methylierte durch rote Kreise dargestellt.
A: RNS-basiertes Modell. Doppelstrangige RNS oder RNS-Hairpins bilden ein Substrat fiir
Dicer. Die kurzen Dicer-Produkte werden von dem RITS-Komplex aufgenommen, der die He-
terochromatinbildung einleitet. B: DNS-basiertes Modell. Wiederholungen-bindende Proteine
binden an die Genregion und rekrutieren heterochromatinbildende Proteine wie HP1 [8].
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2. Mikroskopie

Im vorigen Kapitel wurden einige interessante strukturelle Effekte erldutert, die es sich
ndher zu untersuchen lohnt. Dabei handelt es sich insbesondere um die mutmafiliche
Kondensation von Heterochromatin, die im Expansionsbereich des FMR1-Gens ihren
Anfang nimmt [8]. In vorliegender Arbeit wird vor allem Augenmerk auf die Lage des
Expansionsbereichs im Zellkern und seine nanoskopische Struktur gelegt. Das folgende
Kapitel widmet sich der Beschreibung der in dieser Arbeit verwendeten mikrosko-
pischen Untersuchungsmethoden und der diesen zugrundeliegenden physikalischen
Prinzipien, die die Visualisierung der im Nanometerbereich liegenden biologischen
Strukturen ermdglichen. Weiterfithrende Informationen zu den angeschnittenen The-
men konnen in [9], [10] und [11] erworben werden.

2.1. Auflésung

In der Mikroskopie werden die untersuchten Objekte aus der Objektebene in die
Bildebene vergrofiert. Die verwendeten Linsensysteme besitzen allerdings stets einen
begrenzten Durchmesser, weshalb die Lichtwellen an dieser Offnung gebeugt werden.
Ein punktférmiges Objekt wird aus diesem Grund nicht als Punkt abgebildet, sondern
als Beugungsscheibe. Diese Abbildung wird als Punktverwaschungsfunktion bezeichnet
(Point Spread Function — PSF). Der minimale Abstand din, in welchem zwei Punkte
noch als getrennt voneinander wahrgenommen werden konnen, wird als Auflosung
bezeichnet. Bei der Festlegung der Aufldsungsgrenze hat man sich auf einige wenige
Definitionen geeinigt.

Das Rayleigh-Kriterium [12] definiert die Auflosungsgrenze als die Entfernung, in
der das Maximum der PSF des einen Punktes auf dem Minimum der PSF des anderen
Punktes liegt (siehe Abbildung 2.1). Diese Bedingung fiihrt fiir die laterale Richtung,
also senkrecht zur optischen Achse, zu

A
atet —o0,61- NA (2.1)

wobei die Wellenldnge des Lichts durch A und die Numerische Apertur durch NA =

n- sin @ mit dem Brechungsindex des Mediums n und dem Offnungswinkels des

Objektivs o gegeben ist. In axialer Richtung, parallel zur optischen Achse, erhilt man
nA

i =2 NAZ (2.2)
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Abb. 2.1.: Uberlagerung der Intensititen zweier punktformiger Objekte. Von links nach rechts
liegt der Abstand unterhalb, genau auf und iiber der Auflosungsgrenze nach Rayleigh [11].

Eine alternative Auflosungsgrenze wird durch die Halbwertsbreite der PSF bestimmt,
die in lateraler Richtung

A
atet =0,51- NA (2.3)
und in axialer Richtung
X A
glin =1,77- NA (2.4)

betrédgt. Die einzigen beiden Moglichkeiten in der konventionellen Mikroskopie diese
Auflosungsgrenzen zu senken sind die Verringerung der Wellenldnge und Vergrofierung
der Numerischen Apertur. Ersteres wird in der Elektronenmikroskopie verwirklicht,
Letzteres durch die Verwendung eines Immersionsmediums mit hohem Brechungsindex
(z.B Ol) mit einem hochnumerischen Objektiv [11].

2.2. Fluoreszenz

Ein wichtiges Hindernis bei der Mikroskopie biologischer Objekte mit Durchlichtmi-
kroskopen ist das Kontrastproblem. Aufgrund der geringen Dicke und des geringen
Absorptionskoeffizienten der Proben erhilt man nur schwer ausreichenden Kontrast
um feine Strukturen zu erkennen. Dieses Problem amplifiziert sich mit hoherer Vergro-
Berung des Objekts, da die Zahl der detektierten Photonen immer weiter abnimmt und
damit das Signal-zu-Rausch-Verhiltnis sinkt.

Die Losung dieses Problems bietet die Fluoreszenzmikroskopie. Interessante Struktu-
ren werden hierbei mit fluoreszenten Molekiilen markiert, die, wenn sie mit Licht einer
bestimmten Wellenldnge angeregt werden, in einer anderen Wellenlédnge fluoreszieren.
So kann man mit geeigneten Filtersystemen das Anregungslicht herausfiltern und das
Fluoreszenzlicht detektieren. Theoretisch ist so ein unendlich guter Kontrast moglich.
Praktisch ist er durch die Breiten der Exzitations- und Emissionskurven, nicht perfekte
Filtersysteme, Hintergrundfluoreszenz der Praparate und unspezifische Markierung
limitiert.
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2.3. Konfokale Mikroskopie

Der der Fluoreszenzmikroskopie zugrundeliegende Prozess ist in Abbildung 2.2 sche-
matisch dargestellt. Das anregende Photon der Energie E5 hebt das System in einen
der Schwingungszustdnde von S, dem ersten angeregten Singulett-Zustand. Die Dauer
dieses Vorgangs liegt in der Groflenordnung von Femtosekunden. Innerhalb von Picose-
kunden geht das Molekiil dann durch strahlungslose Uberginge (Internal Conversion —
IC) in den energiedrmsten Schwingungszustand von S; iiber. Von hier aus kann das
Molekiil einen, aufgrund der Auswahlregeln atomphysikalisch verbotenen, Ubergang
in den Triplettzustand machen oder ein Photon abstrahlen und in einen beliebigen
Schwingungszustand von Sy zuriickkehren. Diese spontane Emission mit der Energie-
abstrahlung Ef erfolgt innerhalb von Nanosekunden. Durch weitere strahlungslose
Ubergénge kehrt das Molekiil schliefSlich in den energiedrmsten Schwingungszustand
von Sy zuriick. Aufgrund mehrerer ICs ist EF < E, so dass wie oben geschildert die
Anregungsphotonen kleinerer Wellenldnge herausgefiltert werden kénnen [11].
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Abb. 2.2.: Vereinfachtes Energieschema eines fluoreszenten Molekiils. Unterbrochene Pfeile:
Strahlungslose Ubergénge, Durchgezogene Pfeile: Strahlende Uberginge, Sy: Singulett-
Grundzustand, Si: 1. angeregter Zustand, T;: Erster Triplettzustand, A: Absorption, IC:
Innere Konversion, F: Fluoreszenz, ISC: Intersystem Crossing, PH: Phosphoreszenz [11]

2.3. Konfokale Mikroskopie

Konventionelle Weitfeldmikroskopie arbeitet mit einer gleichméfligen Beleuchtung des
Objekts. Die erreichbare Auflosung hingt allein von den Beugungseffekten im Detekti-
onssystem ab. Epifluoreszenzmikroskope sind Beispiele fiir diese Art der Weitfeldmi-
kroskopie. Im Gegensatz dazu wird in der konfokalen Mikroskopie der Anregungslaser
auf den Beobachtungspunkt fokussiert und das Objekt punktweise abgerastert. Licht,
welches nicht aus dem Fokus kommt, wird durch eine Blende entfernt. Aufgrund der Fo-
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kussierung bei der Anregung und der Fokussierung des Detektionssystems entspricht
das resultierende Bild eines Punktsignals der Faltung der PSF des Anregungslasers
mit der PSF des Objektivs. Dies fiihrt zu einer Verbesserung des Auflosungsvermogens
in lateraler Richtung gegentiber der Epimikroskopie um den Faktor 1,4. Die Tiefen-
diskriminierung durch die Blende fiihrt dazu, dass man den Fokus axial verschieben
kann und somit Bildstapelaufnahmen moglich sind, aus welchen eine dreidimensionale
Aufnahme des Objekts konstruiert werden kann [11].

2.4. Lokalisationsmikroskopie

In den letzten Jahren wurden mehrere Methoden zur weiteren Verbesserung obiger
Auflosungsgrenzen entwickelt. Dies kann geschehen, indem man versucht die PSF
einzuschrdnken. Beispiele dafiir sind die 4Pi-Mikroskopie, bei welcher die Foki zweier
gegeniiberliegender Objektive iiberlagert werden, oder STED (Stimulated Emission
Deletion — STED), die Farbstoffe in einem Ring um den gewtinschten Fokus mit
stimulierter Emission abregt, bevor ein Fluoreszenzphoton ausgesendet werden kann.

Ein anderer Ansatz besteht darin, die Datenaufnahmen konventionell oder konfokal
durchzufiihren und die Aufldsungsverbesserung iiber die Auswertung der Daten zu
erreichen. Beispiele dieser Form der Nanoskopie sind etwa die SMI-Mikroskopie (Spa-
tially Modulated Illumination — SMI), die mit strukturierter Beleuchtung arbeitet, oder
die in dieser Arbeit verwendete Lokalisationsmikroskopie. Diese beruht darauf, dass
fluoreszente Molekiile, deren Abstand unterhalb der Beugungsgrenze liegt, optisch
voneinander getrennt werden. Werden viele Aufnahmen dieser optisch unterscheid-
baren Signale durchgefiihrt, konnen fiir alle Signale Signalschwerpunkte und deren
Abstdnde zueinander ermittelt werden, die je nach Zahl der detektierten Photonen die
klassischen Auflosungsgrenzen wesentlich unterschreiten konnen. Der Ursprung dieser
Methode ist die Spektrale Prazisionsdistanzmikroskopie (Spectral Precision Distan-
ce/Position Determination Microscopy — SPDM), die eine spektrale Trennung einzelner
Regionen unterschiedlicher Farbsignatur vornimmt [13, 14]. Die aktuell angewandte
Lokalisationsmikroskopie ist eine Weiterentwicklung der SPDM und fiihrt eine zeitliche
Trennung einzelner Fluoreszenzmolekiile durch ihr reversibles Bleichverhalten bei
intensiver Lasereinstrahlung durch.

Der Prozess des reversiblen Photobleichens wurde erst 2005 an einer Variante des
Grin Fluoreszierenden Proteins (GFP) entdeckt. Es wurde beobachtet, dass sich be-
stimmte gebleichte Photomolekiile nach gewisser Zeit regenerieren und erneut fluores-
zieren. Da aufierdem eine Abhéangigkeit dieses Vorgangs vom pH-Wert vorliegt und er
auch bei Bestrahlung mit Licht aufierhalb des Absorptionsbereichs beobachtet wurde,
wurde folgendes Modell entwickelt (sieche Abbildung 2.3): Das Molekiil besitzt zwei
Zustdnde, die in einem pH-abhingigen Gleichgewicht stehen: Einen deprotonierten
Zustand D und einen protonierten Zustand P. Ein Photon des Anregungslichts kann
nun entweder den D- oder den P-Zustand anregen. Der angeregte Zustand P* kann
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2.4. Lokalisationsmikroskopie

nun in den reversibel gebleichten Zustand B zerfallen, welcher nach atomphysikalisch
langer Zeit in den fluoreszenten Grundzustand D zuriickkehren kann [15].

B*

H* *
e

y °B
H .~ LT Abb. 2.3.: Modell des reversiblen Bleichvorgangs

4/:,—' nd bei fluoreszenten Molekiilen. D: Deprotonierter
D —a P Zustand, P: Protonierter Zustand, B: Reversibel
H; + gebleichter Zustand, X: Irreversibel gebleichter
Zustand, der Stern (*) kennzeichnet einen ange-
X &

regten Zustand [11]

Das beschriebene Bleichverhalten macht man sich in der Lokalisationsmikroskopie
zunutze: Man macht {iber einen lingeren Zeitraum eine grofie Anzahl von Aufnahmen
der fluoreszierenden Molekiile und kann anschliefSend die statistisch blinkenden Signale
optisch voneinander trennen wie oben beschrieben wurde. Der genaue Aufbau des in
dieser Arbeit verwendeten Lokalisationsmikroskops sowie die verwendete Software
werden im Teil II Materialien und Methoden vorgestellt.
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3. COMBO-FISH

In dieser Arbeit sollen Methoden entwickelt werden um die Chromatinstruktur im
Bereich der Expansionsregion einer das FXS tragenden Zelle sichtbar zu machen und
untersuchen zu konnen. Die hierbei verwendete Vorgehensweise macht Gebrauch von
der COMBO-FISH (Combinatorial-Oligonucleotide-Fluorescence-In-Situ-Hybridisation),
eine Variante der herkommlichen Fluoreszenz-In-Situ-Hybridisierung. Beide Verfahren
werden in folgendem Kapitel vorgestellt.

3.1. FISH

Die Geschichte der Fluoreszenz-In-Situ-Hybridisierung (FISH) begann in den 1960er
Jahren mit der Entwicklung der (klassischen) Zytogenetik und insbesondere der Chro-
mosomen-Banderungsanalyse, welche durch spezifische Farbung der Chromosomen
die Identifikation genetischer Abnormalitidten erlaubte.

Mit der Kombination der klassischen Zytogenetik mit rekombinatorischer DNS-
Technologie wurde die molekulare Zytogenetik begriindet. Durchgefiihrt wurde sie
zundchst mithilfe von radioaktiven Nukleinsduren und Photoplatten, dann, in den
1980ern, erstmals mit fluoreszenten Sonden. Gegeniiber den Vorgdngermethoden hat
FISH zahlreiche Vorteile: Stabilere und schnellere Ergebnisse, hohere raumliche Auflo-
sung, weniger Hintergrund und die Moglichkeit verschiedene Farben zu verwenden.

Alle FISH-Methoden basieren darauf, dass fluorochromierte Nukleotidsonden re-
kombinant an die Zielnukleotidsequenz binden, so dass diese anschlieffend mithilfe
eines Fluoreszenzmikroskops beobachtet werden konnen, um das bei der Mikroskopie
von biologischen Strukturen storende Kontrastproblem zu losen. FISH machte die
Beobachtung vieler biologischer Prozesse erst moglich; so konnen mit RNS-FISH die
Genexpression, die Prozessierung und der Transport von RNS in einer Zelle beob-
achtet werden. DNS-FISH kann die Chromatinstruktur und die Position einzelner
Gene aufdecken. Eine beliebte Methode der Genmarkierung stellt die Verwendung
von BAC-Sonden (Bacterial Artificial Chromosome — BAC) dar. Hierbei werden die
interessierenden Gensegmente bakteriell geklont und amplifiziert; eine Methode, die
zu guten Signalstdrken fiihrt, weil die resultierenden sehr langen Sonden (mehrere
10* Nukleotide Lange) hdufig markiert werden konnen. Unter ebendieser Léange leidet
jedoch die Genauigkeit der Markierung aufgrund moglicher Uberlappungen mit ande-
ren Genbereichen. Eine neue Art FISH zu betreiben, die die Nachteile der BAC-Sonden
zu umgehen versucht, ist COMBO-FISH. [16, 17]
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3. COMBO-FISH

3.2. Methoden bei COMBO-FISH

COMBO-FISH wurde durch die in groffem Umfang erfolgten Sequenzierung und
weltweite Verfligbarmachung des menschlichen Genoms ermoglicht. Eine computerge-
stiitzte Suche liefert hierbei spezifisch an die interessierende Genregion bindende 15
bis 30 Nukleotide lange Sequenzen, mit deren Hilfe Genregionen nach Wahl spezifisch
markiert werden konnen [18]. Diese Sequenzen kénnen auf verschiedene Weise an die
Zielnukleotide binden; dies wird im Folgenden kurz erldutert.

3.2.1. Hoogsten-Bindung der Sonden

Tripelhelikale COMBO-FISH beruht auf der Fihigkeit bestimmter Oligonukleotide
(triplexformende Oligonukleotide — TFO) in die grofie Furche der DNS zu binden
und eine Tripelhelix zu bilden. Erméglicht wird dies durch die Ausbildung zweier
zusétzlicher Hoogsten-Wasserstoffbriickenbindungen zwischen den Nukleotiden des
Oligonukleotidstrangs und den Purinen des DNS-Strangs (Abbildung 3.1). Hierbei ist
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Abb. 3.1.: Moglichkeiten der Tripelhelixbildung sind entweder (a) die Bindung von Polypy-
rimidinen parallel zum Polypurinstrang der DNS oder (b) die Bindung von Polypurinen
antiparallel zum Polypurinstrang der DNS [19].
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3.2. Methoden bei COMBO-FISH

zu beachten, dass das Cytosin des Oligonukleotids vor Ausbildung der Triplexstruktur
durch Anpassung, d.h. Senkung, des pH-Werts bei der Hybridisierung protoniert wer-
den muss. Die Hoogsten-Bindung einiger unterschiedlicher Nukleotidkombinationen
ist moglich:

YR-Y-Triplexe Ist das Pyrimidin-Motiv mit den TA-T- und C*G-C-Triplexen (C" ist
das protonierte C) und Bindung von Homopyrimidinen an die DNS, wobei
sich die Watson-Crick-Bindungen verschieben ohne zu reifien. Die Bildung ist
pH-abhingig.

RR-Y-Triplexe Das Purin-Motiv mit GG-C- und AA-T-Triplexen bildet sehr stabile
Strukturen und ist pH-unabhéangig. Die Energien der Watson-Crick-Bindungen
(—5,4k]/mol pro Basenpaar) und der Hoogsten-Bindungen (—10, 9k]/mol pro
Basentriplet) sind vergleichbar.

GT-A-Triplexe Hier interagiert das TFO mit Pyrimidin-Resten im purinreichen Strang
der DNS, um einen sehr stabilen Komplex zu bilden. Zur Etablierung der Bindung
muss das G aus der T-A-Ebene heausbewegt werden.

TC-G-Triplexe In diesem Triplex bildet sich eine Wasserstoffbriicke zwischen Thymin
und Cytosin.

Einige Modifikationen am Oligonukleotidstrang sind moglich, um die Bindung an
die DNS zu verbessern [19]. Eine davon, die Verwendung von Peptidnukleinsdure
(PNS), wird in Abschnitt 3.2.3 vorgestellt.

Die YR-Y- und die RR-Y-Triplexbildung kann ausgenutzt werden um fluorochro-
mierte Homopurine oder Homopyrimidine an die interessierenden Genregionen zu
binden. Der Vorteil dieser Vorgehensweise liegt im Verzicht auf eine der Hybridisierung
vorausgehende Denaturierung der Ziel-DNS, wodurch es zu weniger schwerwiegenden
Verdnderung der DNS-Struktur im Zuge der Markierung kommt. Genaue Beschreibun-
gen zuvor durchgefiihrter Experimente mit tripelhelikalem COMBO-FISH koénnen in
[18, 20, 21, 22] nachgelesen werden.

Computerbasierte Sequenzsuche

Die Suche und Auswahl der passenden Homopurin- bzw. Homopyrimidinsequenzen
wird mithilfe dreier C-Programme durchgefiihrt, die im Folgenden kurz vorgestellt
werden. Datengrundlage der Operationen sind die menschlichen Genomdateien, die
vom Server des NCBI heruntergeladen werden konnen [23].

Datenbankerstellung: Es wird eine Datenbank P erstellt, indem alle Homopurin- und
Homopyrimidinsequenzen einer Lange > 15 im menschlichen Genom gesucht
und mit dem Ort ihres Vorkommens abgespeichert werden.
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3. COMBO-FISH

TFO-Sammlung: Aus obiger Datenbank wird manuell eine Anzahl dieser Sequenzen
Q; im gewtinschten Genbereich ausgewéhlt und in einer eigenen Datei gespei-
chert.

Positionssuche: Dieses C-Programm sucht die gewédhlten TFO in der Datenbank P und
sucht Ansammlungen M > 5 von Sondenbindungsstellen innerhalb eines Bereichs
S = 250kb um jede Bindungsstelle. Dies dient der Suche nach Ansammlungen
von Bindungsstellen auflerhalb des interessanten Bereichs um diese im ndchsten
Schritt, fiir den das Ergebnis der Input ist, zu eliminieren.

Declustering: Dieses Programm zeigt das Vorkommen aller verbleibenden Cluster
mit der Position der Sequenzen Q; in jedem einzelnem Chromosom an. Der
Benutzer kann nun gezielt sich hidufig aufserhalb des gewiinschten Genbereichs
anhdufende Qj von der Anzeige ausschlieffen um schliefSlich nur noch Q; im
Zielbereich zu erhalten. Ebendiese konnen nun fiir die spezifische Markierung
mit TFO verwendet werden.

Eine detaillierte Beschreibung der verwendeten Algorithmen kann man in [24] nachle-
sen.

3.2.2. Watson-Crick-Bindung der Sonden

Doppelhelikale COMBO-FISH basiert auf spezifischer Bindung der kurzen Sondense-
quenzen iiber Watson-Crick-Bindungen an die Ziel-DNS, welche zunichst denaturiert
werden muss. Vorteil der Methode ist die gute Kenntnis dieser Bindungsart, was zu
vorhersehbareren Ergebnissen fiihrt, sowie die Tatsache nicht auf Homopurin- oder
Homopyrimidinsequenzen angewiesen zu sein (Abschnitt 3.2.1). In Abschnitt 4.3.3 wird
das hier verwendete Vorgehen zur Erstellung der Sonden geschildert.

3.2.3. PNS-COMBO-FISH

Peptid-Nukleinsdure (PNS) ist ein DNS-Analogon, welches anstatt eines negativ gelade-
nen Zucker-Phosphat- ein ungeladenes Peptidriickgrat besitzt. Fiir die Markierung von
Genbereichen bietet PNS einige Vorteile gegeniiber DNS-Sonden. So zeigt PNS eine
hohere chemische Stabilitdt als DNS und ist resistent gegeniiber DNasen. Diese Tatsache
macht PNS-COMBO-FISH zu einem geeigneten Verfahren fiir die in vivo-Markierung
von Zell-DNS. Aufierdem besitzt PNS eine hohere Sequenzspezifitat als DNS.

Im Rahmen von COMBO-FISH kénnen PNS-Oligonukleotide sowohl Watson-Crick-
als auch Hoogsteen-Bindungen mit der Ziel-DNS eingehen. PNS-DNS-Doppelbindungen
sind vergleichbar mit solchen zwischen DNS und DNS mit dem Unterschied, dass
erstere aufgrund der fehlenden Abstoflung der negativ geladenen Riickgrate stabi-
ler sind. Dies findet unter anderem in einem hoheren Schmelzpunkt Ausdruck. Es
werden sowohl parallele als auch antiparallele PNS-DNS-Bindungen gebildet, wobei
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3.2. Methoden bei COMBO-FISH

die antiparallele Variante bevorzugt wird. Triplexbildungen sind in zwei Varianten
moglich: Zum einen, bei hohen Ionenkonzentrationen im umgebenden Medium und
geringer PNS-Konzentration, bindet das PNS-Oligonukleotid nach Abschnitt 3.2.1 an
den DNS-Doppelstrang. Bei niedrigen Ionen-, hohen PNS-Konzentrationen oder langer
Reaktionszeit dominieren Triplex-Invasions-Komplexe. Hierbei handelt es sich um
einen PNS-DNS-PNS-Triplex, wobei einer der DNS-Strange ungebunden bleibt. Diese
Komplexe sind dufierst stabil. [17, 25]

Protein \1’( DNS

CONH,

Abb. 3.2.: Vergleich zwischen Protein, DNS und PNS [17]
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4. Theoretische Untersuchungen

In diesem Kapitel wird die Methodik hinter durchgefiihrten theoretischen Vorarbeiten
und Uberlegungen ausgefiihrt. Teilweise wurden Ergebnisse dieses Abschnittes bereits
im Zuge dieser Arbeit verwendet oder sie sind eine Hilfe bei weiteren Arbeiten mit
COMBO-FISH insbesondere an Zellen, die das Fragile X-Syndrom tragen.

4.1. Konservierte Sequenzen im Bereich des FMR1-Gens

Im Zuge dieser Arbeit wurde die Chromatinstrukturdnderung im Bereich des FMR1-
Gens experimentell untersucht. Damit einhergehend stellte sich die Frage, auf welchen
molekularen Mechanismen eine solche Strukturdnderung beruhen kénnte. Der hier
verwendete Ansatzpunkt bestand darin, das FMR1-Gen in fiinf verschiedenen, evolutio-
ndr weit voneinander entfernten Spezies mithilfe eines Sequenzalignmentalgorithmus
zu vergleichen um konservierte Sequenzen aufierhalb von Exons, proteinkodierenden
Bereichen (Coding Sequence — CDS) oder Vorlagenbereichen fiir nicht kodierende
RNS (non-coding RNA — ncRNA) zu finden. Tabelle 4.1 zeigt die verglichenen Spezies,
die Lange der Gene sowie die Gesamtldnge der tibereinandergelegten Sequenzen, die
die Genldnge plus 5000 bp am 5’- und am 3’-Ende des Gens betrdgt. Das Ziel dieser
Untersuchung ist es, Cluster der konservierten Sequenzen zu finden, die womdglich
durch Interaktion einzelner Sequenzen fiir die Strukturausbildung in diesem Gen
verantwortlich und deshalb evolutionér konserviert sind.

Spezies Gen Genlidnge [bp] Gesamtlinge [bp]
Homo Sapiens FMR1 39179 49179
Mus Musculus FMR1 39409 49409
Danio Rerio FMR1 32696 42696
Drosophila Melangolaster =~ FMR1 8702 18702
Hydra Magnapapillata hyFMR1 46378 56378

Tab. 4.1.: Verglichene Spezies und Langen der untersuchten Bereiche.

Die Suche nach konservierten Sequenzen wurde mit dem Sequenzalignmentpro-
gramm Kalign durchgefiihrt, weil dieses schnell, prazise und fiir die Suche in grofien
Genbereichen geeignet ist [26]. Der Input bestand aus Dateien im Fasta-Format mit der
oben aufgefiihrten Gesamtlange.
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4. Theoretische Untersuchungen

Die Ausgabe von Kalign besteht aus einer die Alignments enthaltenden Datei. In diese
wurden an den entsprechenden Positionen Exon- und ncRNA-Vorlagen-Sequenzen
eingefiigt, um in den Bereichen, die nicht von diesen abgedeckt wurden, systematisch
nach ldngeren Sequenzen mit hohem Konservierungsgrad zu suchen und diese in
einer weiteren Datei mit ihrer Position im Gen aufzulisten. Dabei wurden nur Se-
quenzalignments tibernommen, die von Kalign ohne Liicken in den Einzelsequenzen
erstellt worden waren. Das Markieren der Exon- und ncRNA-Bereiche wurde manuell
mithilfe des Programms Jalview durchgefiihrt [27]. Jalview dient der Visualisierung
von gefundenen Alignments, die von Kalign im Fasta-Format ausgegeben wurden. Die
Positionen und Sequenzen der Exons und RNS-Gene wurden der Ensembl-Datenbank
entnommen [28].

Mit dieser Methodik wurde in allen moglichen Kombinationen der Gensequenzen
von vier oder fiinf der oben aufgefiihrten Spezies nach konservierten Sequenzen mit
hohem Konservierungsgrad gesucht, unter der Bedingung, dass das menschliche Gen
immer Teil der Kombination ist. Tabelle 4.2 fiihrt die Zahl der gefundenen Alignments
mit hohem Konservierungsgrad in den verschiedenen Spezieskombinationen aufserhalb
kodierender Bereiche auf. Es zeigt sich, dass in Kombinationen, die die Drosophila-
Sequenz enthalten weniger mutmaflich homologe Sequenzen zu finden sind. Dies
mag einerseits mit ihrer kiirzeren Gesamtldnge oder einer geringeren Effizienz Kaligns
beim Alignment von Sequenzen sehr unterschiedlicher Lange zusammenhéangen oder
andererseits mit einem Mangel an zu den anderen Spezies homologen Sequenzen im
Drosophila-Gen. Aufgrund dessen wurden ndhere Untersuchungen mit Kombination
3.) durchgefiihrt.

... Anzahl
Kombination
Konsensussequenzen
1.) H.Sap., M. Mus., D. Rer., D. Mel., H. Mag. 11
2) H.Sap., M. Mus,, D. Rer., D. Mel. 14
3.) H.Sap., M. Mus,, D. Rer., H. Mag. 53
4.) H. Sap., M. Mus., D. Mel., H. Mag. 22
5) H. Sap., D. Rer., D. Mel., H. Mag. 12

Tab. 4.2.: Gefundene liickenlose Sequenzen mit mehr als 10 Nukleotiden, die in allen jeweils
aufgefiihrten Spezies auftreten. Sie liegen nicht auf Exons, CDS oder Vorlagenbereichen fiir
ncRNA.

Um den Wert einer gefundenen homologen Sequenz zu beurteilen wurde die Wahr-
scheinlichkeit, dass eine Sequenz dieser oder besserer Qualitdt durch reinen Zufall
auftritt, abgeschatzt, wie im Folgenden beschrieben ist.

Der Alignmentalgorithmus von Kalign verwendet zur Auffindung moglichst guter
Konsensussequenzen negative Kostenwerte fiir das Offnen, SchlieSen sowie Erweitern
einer Liicke in einer der verglichenen Nukleotidstrange und Belohnungen fiir das
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4.1. Konservierte Sequenzen im Bereich des FMR1-Gens

Finden einer Ubereinstimmung. Der Algorithmus versucht die Summe dieser Werte
zu maximieren. Man nehme nun an, dass Homologien in den Gensequenzen von a
verschiedenen Spezies gesucht werden. Die Fragestellung ist nun, ob der Algorithmus
durch Verschiebung dieser Striange zueinander eine nur scheinbare Homologie in a
Sequenzen gefunden hat, weil zufillig passende iibereinanderlegbare Sequenzen in
den a DNS-Strangen entstanden sind, ohne dass sie eine gemeinsame Funktion haben.
Eine mit Kalign gefundene mutmafilich homologe Sequenz wird folgendermafsen cha-
rakterisiert: Sie hat eine Lange von Z Nukleotiden. Auf ihr befinden sich S mutmaflich
konservierte Nukleotide und somit Z — S beliebige nicht konservierte Nukleotide. Es
handelt sich um ein Alignment von a Spezies.

Die obere Grenze der Wahrscheinlichkeit, dass es sich um eine zufillige a-fache
Homologie handelt soll abgeschitzt werden. Der Ansatz dafiir besteht darin a aus
zufélligen Nukleotiden bestehende Strange tibereinanderzulegen, gegeneinander zu
verschieben und die Wahrscheinlichkeit zu berechnen, dass der Alignmentalgorithmus
scheinbare Homologien, die obige Charakterisierung erfiillen, findet. Aus diesem Grund
wurde ein Algorithmus entwickelt, der Nukleotidsequenzen verschiedener Spezies
durchrastert und gegeneinander verschiebt, um homologe Nukleotide zu finden. Er ist
in Abbildung 4.1 skizziert.

Der Input dieses Alignmentprogramms besteht aus Daten, die die reale Alignment-
suche mit Kalign geliefert hat. Alle aufgefiihrten Langen sind in der Einheit Nukleotide
angegeben. Das sind zum einen die Anzahl der Spezies a, bei denen die Homologie
gefunden wurde, die Lange Z der Sequenz, deren Homologie tiberpriift werden soll
und die Anzahl S der in dieser Sequenz in allen a Spezies an der gleichen Position
vertretenen Nukleotide. Des Weiteren wird jeder der a Spezies ein Strang von zufalli-
gen Nukleotiden zugeordnet, die nach Homologien untereinander durchsucht werden
sollen. Die Haufigkeit jedes Nukleotids in den Zufallssequenzen richtet sich nach der
Nukleotidbasenverteilung in den mit Kalign durchsuchten realen Genabschnitten. Die
Haufigkeit der einzelnen Basen wurde fiir die Genbereiche, die in Tabelle 4.1 aufgefiihrt
sind, fiir die vier ndher untersuchten Spezies aus den Gendatenbanken bestimmt. Die
Haufigkeiten sind in Tabelle 4.3 aufgefiihrt.

Spezies Gen A/T-Gehalt C/G-Gehalt
Homo Sapiens FMR1 0,312 0,188
Mus Musculus FMR1 0,319 0,181
Danio Rerio FMR1 0,315 0,185
Hydra Magnipapillata hyFMR1 0,366 0,135

Tab. 4.3.: Durchschnittliche Basenhaufigkeit in den Bereichen des Gens FMR1, die 5000 bp in 5'-
und 3’-Richtung verldngert wurden (siehe Tabelle 4.1) in den ndher untersuchten Spezies.

Damit kann man einen Wert fiir die Wahrscheinlichkeit angeben, dass bei zufilliger
Auswahl eines Nukleotids von jedem der Strange der a Spezies diese a Nukleotide
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Homeo Sapiens |ms mmm wm s w— - Vom Sequenzalignmentprogramm
gefundenes Alignment:

In einem Bereich der Linge Z sind
S Nukleotide in a Spezies homolog

Spezies A |mn wm—u—— — —
Spezies B [ mmm wm— i — —
Spezies C | mm— u——— —

Z Nukleotide

Suche nach einem gleich starken oder hoheren Alignment in a Zufallssequenzen:
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N N S | S S S S s s e s Spezies O

Breite des Suchrahmens Z

L-malige Verschiebung
T ————— ————————— e nichtmenschlichen
II)q— —————————————————>Genqbschnitts

. m—— —— UM ein Nuk-
leotid

IIII

L x & B N B || &8 ' B _§N N _§ B N N B g

Bereich der Linge C+Z, innerhalb dessen nach zufilligen Homologien gesucht wird C-malige Wiederholung
der Schritte II) und III)

7 . I_b
Verschiebung des Suchrahmens entlang der
menschlichen Gensequenz um ein Nukleotid

P 1-P*
In mindestens einem der N Es bilden sich in den
Schritte I), II) und III) bildet Schritten I), II) und III)

sich in einem Bereich der innerhalb des Suchrahmens
Linge Z eine Homologie von der Linge Z nur

S Nukleotiden. Homologien von weniger
als S Nukleotiden

Abb. 4.1.: Algorithmus fiir das Finden von Alignments in a Zufallsequenzen. Die Zufallssequen-
zen werden Spezies zugeordnet, in deren Genom man zuvor mit einem Sequenzalignment-
programm homologe Nukleotide gefunden hat. Der Algorithmus wird fiir die Abschédtzung
der Wahrscheinlichkeit, dass diese Homologien durch Zufall entstanden sind, eingesetzt.
Schwarze Striche sind beliebige Nukleotide, graue Striche kennzeichnen in den a Sequenzen
homologe Basen.
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iibereinstimmen. Wie in Tabelle 4.3 ersichtlich ist, liegen unterschiedliche Wahrschein-
lichkeiten fiir die verschiedenen Basen vor, so dass fiir die untersuchten Spezies a = 4
Nukleotide mit

P2 PP PN PRAP PR 2 e P pRR P a)
tibereinstimmen. Zur Vereinfachung und weil eine Abschidtzung der maximalen Wahr-
scheinlichkeit fiir eine Zufallshomologie vorgenommen werden soll, wird im Folgenden
die grofte der Einzelwahrscheinlichkeiten fiir alle Basen angenommen: b = P;hj? e
0,366. Obige Wahrscheinlichkeit fiir vier {ibereinstimmende Nukleotide wird somit
durch

Py =1° 4.2)

gendhert.

Zwei weitere Parameter werden bendétigt: Zum einen die Lange C des Bereichs auf
dem dem menschlichen Gen zugeordneten Strang zufilliger Nukleotide, der nach zufal-
ligen Homologien durchrastert wird. Da das Ziel dieser Untersuchung die Entdeckung
von Clustern konservierter Sequenzen ist, wird die Lange C mit der Ausdehnung der
gesuchten Cluster identifiziert. So konnen Aussagen dartiber getroffen werden, wie
grofd die Wahrscheinlichkeit ist, dass eine homologe Sequenz in einem Clusterbereich
zufdllig dort entstanden ist. Die maximale Clustergrofse C wurde in dieser Untersu-
chung auf C = 1500 festgelegt. Zum anderen benotigt man die Lange L, um die das
Alignmentprogramm die Gensequenzen der beteiligten Spezies gegeneinander verschie-
ben kann. Dieser Wert wurde aus dem von Kalign erstellten Alignment abgeschétzt:
Wenn man dieses betrachtet, fallt auf, dass die Exons hochkonserviert sind, so dass
sie als Anker fiir alle Sequenzen dienen und zwischen ihnen nur wenig Raum fiir
Verschiebungen der Strange gegeneinander bleibt. Verschiebungen geschehen vor allem
durch das Einftigen von Liicken in Sequenzen einzelner Spezies. Als Abschitzung
fur die Lange solcher Verschiebungen in dieser Untersuchung wurde die Lange der
grofiten Liicke in einer Sequenz L = 643 gewdhlt.

Wie in Abbildung 4.1 skizziert, ldsst sich die Suche nach Homologien in Zufallsse-
quenzen in drei Schritte einteilen. In jedem dieser Schritte kann mit einer gewissen
Wahrscheinlichkeit ein Zufallsalignment gefunden werden. Die Summe dieser Wahr-
scheinlichkeiten gibt schliefilich die Gesamtwahrscheinlichkeit fiir das Vorkommen
eines Zufallsalignments an.

In Schritt I) wird ein Suchfenster der Lange Z am Beginn des zu durchrasternden
Clusterbereichs der Lange C auf dem mit Homo Sapiens identifizierten Zufallsstrang
iiber alle a Stréange gelegt. Die Wahrscheinlichkeit, dass mindestens S in allen Strangen
homologe Nukleotide gefunden werden, betragt

0 _ z Z a—1\s(q1 _ ,a—1\Z—s
P9 =) (7)o hsa—pe) (4.3)

S
s=S
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Fiir Gleichung (4.3) wird angenommen, dass Z Zufallsexperimente mit der Wahrschein-
lichkeit b~ ! jeweils a tibereinstimmende Nukleotide zu finden durchgefiihrt werden.
Analog dazu ist die Wahrscheinlichkeit ein Alighment in « (2 < « < a) Strdngen zu
finden

z
P =) <f> (b 1) (1—bx % s (4.4)
s=$S
Hierin sind die P(S)& +1...P(S)(z1 enthalten, sodass die Wahrscheinlichkeit es in genau «

Sequenzen zu finden P(S)Y, — P(S)?X 1 betragt.

In Schritt II) kénnen, wenn in Schritt I) keine S homologen Nukleotide in a Strangen
im Bereich Z gefunden wurden, alle Zufallsstrange aufler der festgehaltene, der mit
Homo Sapiens identifiziert wird, gegeneinander um L verschoben werden. Es gibt nun
zwei Félle: Im ersten Fall wurde in I) ein Alignment in & > 2 Spezies gefunden (mit
der Wahrscheinlichkeit aus Gleichung (4.4)). Um nun ein Alignment in a Sequenzen zu
erhalten muss die {ibereinstimmende Nukleotidkombination in dem verschiebbaren
Bereich der Linge L in den fehlenden i Spezies ebenfalls mindestens jeweils einmal
vorkommen. Die Wahrscheinlichkeit von dem beschriebenen Startereignis zu einer
Ubereinstimmung von S Nukleotiden in a Sequenzen zu kommen betrigt somit:

P), = (P(S)% —P(S)%q)- (1—(1—b5)H)* (4.5)

Im anderen Fall wurde in I) kein Alignment der Lange S in mindestens 2 der Sequenzen
gefunden. Die Wahrscheinlichkeit dafiir betragt

P(S)Y =1—P(S) (4.6)

Da an diesem Punkt noch keine Festlegung auf eine bestimmte Sequenz getroffen
wurde, betrdgt die Wahrscheinlichkeit iiber diesen Fall das Zielalignment zu erreichen

PI=(1-P(S) - (1—-(1—-P(S)N")-(1—(1—-b5)L)a-2 (4.7)

Hierbei wird einer der Strange verschoben bis ein Alignment in zwei Strangen gefunden
wurde (P9) um diese dann festgelegten Nukleotide in den iibrigen Strangen zu suchen.
Die Summe obiger Wahrscheinlichkeiten

a
P'=P)+> P (4.8)
x=2

gibt an wie wahrscheinlich man in einem Suchrahmen der Lange Z S iibereinstimmende
Nukleotide in allen a Spezies findet, wenn eine Verschiebung der nicht festgehaltenen
Sequenzen zueinander um L moglich ist.

In Schritt ITI) wird der Suchrahmen innerhalb des Clusterbereichs C auf dem mit
Homo Sapiens identifizierten Zufallsstrang um ein Nukleotid verschoben. Analog zu
Schritt I) berechnet man nun die Wahrscheinlichkeit, dass sich in den Strangabschnitten,
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die von dem Fenster umschlossen werden, Homologien von 1 bis a Spezies befinden.
Anders als in I) kann man die Wahrscheinlichkeit nun nicht mehr tiber ein unbedingtes
Zufallsexperiment bestimmen, weil von den Z Nukleotiden des menschlichen Strangs
im Suchfenster Z — 1 bereits fiir die Suche verwendet wurden. Falls beispielsweise
in Schritt I) S +1 homologe Nukleotide gefunden wurden, darf diese Homologie in
Schritt III) nicht verwendet werden, da sie sonst doppelt gezahlt wiirde. Schritt IT) und
Schritt IIT) werden insgesamt C-mal wiederholt.

Es werden rekursive Folgen aufgestellt um die Wahrscheinlichkeit 0 homologe Nu-
kleotide nach der n. Verschiebung des Suchfensters zu finden in Abhingigkeit von
den Wahrscheinlichkeiten nach der (n — 1)-ten Verschiebung darstellen zu konnen. Es
werden die Wahrscheinlichkeiten P (o) fiir alle 0 < o < S und Speziesanzahlen in
den Homologien 2 < o < a berechnet: Nach der Verschiebung kénnen von den hinzu-
gekommenen Nukleotiden « iibereinstimmen (P = b*~!) oder nicht {ibereinstimmen
(P =1—b*"1). Gleichzeitig sind die Nukleotide, die nun aus dem Suchfenster heraus-
gefallen sind mit der Wahrscheinlichkeit P = 6“2*1 identisch, bzw. mit P =1 — 6“2*1 nicht
identisch. 0,1 kennzeichnet die Anzahl der homologen Nukleotide im Suchfenster
im vorhergehenden Schritt. Aus diesen Einzelwahrscheinlichkeiten kann man nun die
Wahrscheinlichkeit fiir eine Homologie von 2 < 0 < S — 2 Nukleotiden zusammenset-
zen:

Plo) =5 b 1 P(o)3 1+ (1-5) -(1—b* 1) - Plo) !

n (1 - G;) 1. p(g—1)n! (4.9)

o+1

(1-b*1Y.Plo+1)1!

Die Wahrscheinlichkeit genau S — 1 iibereinstimmende Nukleotide zu finden ist ge-
ringer als nach (4.9) berechnet, da die Wahrscheinlichkeit dafiir im Schritt nach dem
Finden einer Sequenz mit S Nukleotiden Ubereinstimmung als 0 definiert ist um
Mehrfachberticksichtigung gefundener scheinbar homologer Sequenzen zu verhindern:

S—1 o _ S—1 _ _
P(S—1)5 == -b" Lps—1)n 1+<1Z ) (1-b*1.P(S—1)3 !

(4.10)
- (1 — Sj) b*l.p(s—2)n-1

Ebenso kann eine Sequenz mit mindestens S Konsensusnukleotiden nur erreicht werden,
wenn im Versuch zuvor S — 1 gefunden wurden, wofiir die Wahrscheinlichkeit mit 4.10
ausgerechnet wurde:

S—1

sz = (1-371) o tps -z (411)

Um keine moglichen Ereignisse zu verlieren muss definiert werden, was geschieht,
falls im Schritt zuvor eine Konsensussequenz von mindestens S Nukleotiden gefunden
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wurde. Geschieht dies, so konnen im aktuellen Schritt nur 0 oder 1 Konsensusnu-
kleotide gefunden werden, um die Konsensussequenz nicht doppelt zu zdhlen. Die
Wahrscheinlichkeit im n. Schritt 0 Konsensusnukleotide zu finden wird damit zu:

1

P(O)™ =(1—b* 1 .P(O)v 1+ = .(1—p>*1).p(1 )1

(0% = ) PO)E 4+ )-PE i
+(1=b*).P(S)a!
Analog dazu ist die Wahrscheinlichkeit fiir 1 Konsensusnukleotid:
n 1 o—1 n—1 1 x—1 n—1

P(1)% Zz-b P4 1—Z S(1—b* ). P

+ g . (1 _ bocfl) . P(Z)Eil 4 bocfl . P(O)]&il (4.13)

z
+o% L P(S)E!

Als Startglieder (n = 0) fiir alle 2 < « < a und alle 0 < o0 < S werden die Summan-
den der Formel fiir die Wahrscheinlichkeit der unbedingten Zufallsexperimente (4.3)
verwendet:

P(o)s = @ (b7 —b*1e7e (414)
In P(S)& werden alle Wahrscheinlichkeiten fiir S bis Z Konsensusnukleotide im Bereich
der Lange Z zusammengefasst:

0 _ z Z a—1y\s(q _yax—1\Z—s
PSS =D (b* 1) (1—bx 1) (4.15)

S
s=S

Mit diesen Startbedingungen wurden die Folgenglieder der P(o)§ fir 2 < a« < a
und alle 0 < o < S bis zur Konvergenz berechnet. Als Konvergenzbedingung wurde
festgelegt, dass die Anderung der P(S)¥ iiber zehn Folgenglieder hinweg nicht mehr
als ein Prozent betrug.

Wie in Abbildung 4.1 skizziert wird Schritt II) C-mal nach Schritt III) ausgefiihrt.
Da sich fiir die Nummer des Folgenglieds nyon, bei dem es zur Konvergenz kommt,
Nion < C herausgestellt hat, wurde fiir die Homologiewahrscheinlichkeit ohne Ver-
schiebung der Einzelstrénge fiir alle Schritte IIT) als P(S)g*" gendhert.

Damit werden die Wahrscheinlichkeiten fiir mindestens S homologe Nukleotide nach
Verschiebung der einzelnen Sequenzstrange in den Schritten II) analog zu (4.5) und
47) fur2 < a < a

Plkon = (P(S)Mkon — P(S)Mon) - (1— (1 —bS)h)e—« (4.16)

Fiir die Félle, in welchen in Schritt III) im Suchfenster keine Homologie zwischen
mindestens zwei Spezies vorhanden war, erhélt man:

Plkon — (1 —P(S)Ion ). (1— (1—P(S)PH) - (1— (1 —b3)F)e2 (4.17)
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Man erhilt fiir die Wahrscheinlichkeit nach Verschiebung des Suchfensters und der
Verschiebung einzelner nichtmenschlicher Nukleotidstrange eine Homologie von min-
destens S Nukleotiden in dem Suchfenster zu erhalten die Summe der Gleichungen
(4.16) und (4.17):

a
Pnkon — P?kon + Z P&Lkon (418)
x=2
Da das Suchfenster C-mal verschoben wird, besteht in C Fallen die Moglichkeit eine
Homologie mit der Wahrscheinlichkeit P in a Spezies mindestens einmal zu finden:

P9¢S =1 — (1 —PMkon)C (4.19)

Dieser Wert gibt, wie oben mehrfach erwdhnt, die Wahrscheinlichkeit an, dass in a
Nukleotidstrangen mit zufilliger Basenabfolge, auf einem Bereich C auf einem dieser
Strange in mindestens einem Abschnitt der Lange Z mindestens S Konsensusnukleotide
in allen a Strangen gefunden werden. Die Parameter C, L und b wurden so gewahlt
(siehe S. 39), dass sie eine obere Grenze der im realen Alignment vorkommenden
Parameter darstellen. Aus diesem Grund wird im Folgenden P9¢* als obere Grenze
der Wahrscheinlichkeit, dass in realen Genen gefundene Konsensusnukleotide mit den
Eigenschaften Z und S durch reinen Zufall entstanden sind, angesehen.

Die in dieser Arbeit gefundenen 53 mutmaflich in Homo Sapiens, Mus Musculus, Danio
Rerio und Hydra Magnipapillata konservierten Konsensusnukleotide wurden mit dem
Ort in ihrem Gen in eine Libre Office Calc-Datei eingetragen. Es wurden automatisiert
die jeweiligen Parameter S und Z eingetragen und mittels obiger Formeln P9¢* aus
(4.19) fiir jede Sequenz bestimmt. Sequenzen, fiir die P9¢% < 0,046 gilt und die somit
aufierhalb des 20-Bereichs normalverteilter Zufallshomologien liegen, wurden als
konserviert angesehen. Eine weitere Libre Office Calc-Datei berechnet bei jeder Spezies
gesondert den Abstand der konservierten Sequenzen zu ihrer Vorgdngersequenz. Die
konservierten Sequenzen und ihre Abstidnde zueinander werden in Abschnitt 6.1
prasentiert.

4.2. Fragestellungen der COMBO-FISH Experimente

Folgender Abschnitt beschreibt Fragestellungen und Herausforderungen, welchen im
Verlauf dieser Arbeit vor Beginn experimenteller Handlungen nachgegangen wurde.

4.2.1. Erkennung und Charakterisierung der Expansionsregion

Der erste Schritt im Rahmen der Experimente um das Fragile X-Syndrom ist eine
erfolgreiche Markierung der Expansionsregion mit COMBO-FISH-Sonden um davon
ausgehend eine Strukturanalyse dieser Region durchfiihren zu konnen. Dabei muss
beachtet werden, dass diese Sonde nicht an zu viele andere Stellen im Genom bindet,
um starken Hintergrund und uninteressante Signale zu vermeiden.
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4.2.2. Erstellung von Sondenclustern im Bereich von FMR1

Ein Ziel dieser Arbeit war es, die Beobachtung der Verdnderung der Chromatinstruk-
tur um das Gen FMR1 bei Manifestierung von FXS zu ermoglichen. Dafiir werden
Sonden benotigt, die spezifisch an diese Genregion binden. Im Falle von FMR1 sollen
die Promotorregion und die Region auf dem Gen mit unterschiedlichen Fluoreszenz-
farbstoffen markiert werden, um sie auf den Mikroskopaufnahmen, insbesondere der
Lokalisationsmikroskopie, eindeutig identifizieren zu konnen.

4.2.3. Untersuchung von Moglichkeiten zur Genaktivitiatsbestimmung

Ein weiterer Weg zur Bestimmung der Genaktivitdt ist von Interesse. Tripelhelikal
bindende COMBO-FISH-Sonden sollten an doppelstrangig vorliegende DNS nach
Abschnitt 3.2.1 binden. Liegt ein Gen jedoch aufgrund laufender Transkription ein-
zelstrangig vor (single stranded DNA — ssDNA), so kann ein Sondentyp womoglich
doppelstriangig und ein weiterer tripelhelikal an den ssDNA-Sonden-Komplex bin-
den. Mit unterschiedlicher Farbmarkierung konnte man auf diese Weise offen und
geschlossen vorliegende DNS-Bereiche identifizieren.

4.3. Sondendesign fiir FMR1

Dieser Abschnitt widmet sich der Erstellung erfolgsversprechender Sondensets auf
Basis derer sich die ersten beiden der oben genannten Fragestellungen behandeln
lassen.

4.3.1. Erwartete Sondenbindungsstellen auf repetitiven Sequenzen

Beziiglich des Designs von Sonden fiir repetitive Sequenzen, die mehrfach und mog-
lichst oft dort binden sollen, ergab sich folgende Fragestellung: Welche Anzahl von
Sonden, die aus S dieser Sequenzen bestehen (zum Beispiel S = 7 fiir eine Sonde
(CGG)y), erwartet man auf einem Zielstrang aus Z Wiederholungssequenzen (in diesem
Beispiel: (CCG)z)?
Fiir Z > S kann man davon ausgehen, dass jede Liickengrofie 0 < L < S zwischen
zwei gebundenen Sonden gleich hdufig vorkommt (Abbildung 4.2). Dies bedeutet, dass
k<S
auf S? durch Sonden besetzte Sequenzen Y k nicht besetzte Sequenzen kommen.
k=0
Womit man die Besetzung fiir lange Zielsequenzen
B S? B S? 2§
T k<S CS=D) ;g2 351
> k+8? 7+
k=0

BL (4.20)

erhilt, welche fiir grofie S gegen 3 geht.
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Er I

Zielstrang

Abb. 4.2.: Sequenz mit gleicher Liickenverteilung

Fiir kurze Zielsequenzen 2§ < Z < 3§, an die entweder eine oder zwei Sonden
binden konnen, gibt es 2(Z — 2S5 + 1) Moglichkeiten, dass die erste Sonde so bindet,
dass die zweite noch binden kann. Die Wahrscheinlichkeit dafiir ist also:

_2(2—-25+1)
P(2) = ZS11 (4.21)
und

P(1) =1—P(2) (4.22)

Somit erhdlt man die Besetzung fiir ein bis zwei mdogliche Sonden

S 25 S 2(Z—-25+1)
— = == - 4.2

B ZP(1)+ZP(2) Z(l—i— 7 s+ 1 ) (4.23)

Im Folgenden wird je nach Lange der Zielsequenz die Formel 4.20 oder 4.23 verwendet.

4.3.2. Expansionssonden

Dieser Abschnitt befasst sich mit dem Design der fiir die Experimente dieser Arbeit
angepassten Oligonukleotidsonden, die spezifisch die Expansionsregion von FMR1
markieren.

(CGG)s-Sonden

Fiir das Gelingen des oben geschilderten Vorhabens ist es essentiell, dass die (CGG)s-
Sonde nicht an zu vielen anderen Loci im Genom bindet und Cluster bildet. Um dies
herauszufinden wurde das in Kapitel 3.2.1 und in [24] beschriebene Programm umge-
schrieben um auch (CGG)-Sequenzen finden zu konnen. Langere repetitive Sequenzen
der Lange S < Z < 5§ wurden vom Entclusterungsteil des Programms als Cluster
erkannt, obwohl weniger als fiinf Sonden dort binden kénnten, und mussten manuell
tiberpriift werden. Die Ergebnisse der Suche nach (CGG)s-Sequenzen mit ganzahligem
6 < S < 8 sind in Tabelle 4.4 zusammengestellt.

Fiir eine brauchbare Mikroskopieaufnahme benétigt man ausreichend Bindungs-
stellen in der interessierenden Genregion. Mithilfe von Formel 4.20 kann die Zahl
der moglichen Bindungen abgeschétzt werden (Tabelle 4.5). Hierbei flossen keine bio-
logischen Effekte in die Abschdtzung ein, da dafiir keine sicheren Daten vorlagen.
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S Anzahl der Cluster > 3
6 3
7 3
8 1

Tab. 4.4.: Ergebnisse der (CGG)s-Sequenzsuche

Bindungszahl Bindungszahl Bindungszahl Bindungszahl
S bei gesunden Zellen Primutationsbereich bei FXS bei FXS
Z =30 Z =200 Z =500 Z = 1000
6 4 24 59 118
7 3 20 50 100
8 2 17 43 87

Tab. 4.5.: Mogliche Bindungen verschieden langer Expansionssonden bei verschiedenen
Expansionslangen

Aufgrund niedriger Bindungszahlen im Pramutationsbereich, der unten vorgestellten
Schmelzpunktanalyse und der Tatsache, dass auch bei kleinerem S die Clusteranzahl
iiberschaubar bleibt, fiel die Wahl fiir die (CGG)s-Expansionssonde auf S = 6 und
damit (CGG)e. Fiir S = 6 sind die Cluster, an welchen neben der FXS-Expansionsregion
Bindungen von drei oder mehr Sonden zu erwarten sind, in Tabelle 4.6 aufgefiihrt.

Anzahl moglicher Position im

Chromosom Sondenbindungen Chromosom
2 6 88124262
2 5 105472557
8 3 145560552

Tab. 4.6.: Cluster einer (CGG)g-Sonde im Genom

Zu (CGG)s wurde das Komplement (CCG)s in Auftrag gegeben. Aufgrund des
spiegelsymmetrischen Charakters der repetitiven Sequenz spielt die Polymerisations-
richtung der Sonden keine Rolle, das heifit 3'-(CGG)s-5’ ist bei der Bindung dquivalent
zu 5'-(CGG)s-3'. In Tabelle 5.3 und 5.4 sind die verwendeten Repetitionssonden aufge-
flihrt.

(CC_)s-Sonden

In Abschnitt 3.2.1 wurde tripelhelikale COMBO-FISH, die auf der spezifischen Hoogsten-
Bindung der Sonden an die Ziel-DNS beruht, und die Methodik fiir die Suche nach
passenden Sondensequenzen beschrieben. (CGG)s- oder (CCG)s-Sonden sind, nach
aktuellem Wissenstand, nicht in der Lage tripelhelikal zu binden. So stellte sich die
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Frage, ob es moglich ist den Expansionsbereich von FMR1 mit modifizierten Hoogsten-
bindenden Sonden zu markieren.

In [29] werden kiinstliche Nukleobasen vorgestellt, die sich in doppelstrangige
DNS ohne die den anderen Nukleobasen eigene Spezifitit einfiigen (hier mit ,_“
symbolisiert). Wenn es nun gelingt Expansionssonden zu synthetisieren, deren Guanin-
Anteil durch diese universalen Basen ersetzt wird, so ist es vorstellbar, dass diese
iiber Hoogstenbindungen tripelhelikal die Expansionsregion markieren konnen. In
dieser Arbeit wurde nach Clustern dieser nun weniger spezifischen (CC_)s-Sonden im
restlichen Genom gesucht. Das geschah mithilfe einer weiteren Modifikation des in
Abschnitt 3.2.1beschriebenen C-Programms. Die Ergebnisse der Suche sind in Abschnitt
6.2.1 aufgefiihrt.

4.3.3. Watson-Crick-bindende Clustersonden

Die die Promotor- und die Genregion von FMR1 abdeckenden Sonden, die iiber Watson-
Crick-Bindungen an das Zielgenom binden sollten, wurden so ausgewdhlt, dass sie
mehrere Bedingungen erfiillten:

1. Lange von mindestens 15 Nukleotiden

2. Moglichst kurz, um Synteseaufwand zu sparen

3. Schmelztemperaturunterschied ATs zu (CGG)s - (CCG)g erfiillt ATs < 10K
4. Weniger als dreimaliges Vorkommen im {iibrigen Genom

5. Etwa 490 Nukleotide Abstand zwischen den Sondenbindungsstellen

Die Suche nach passenden Sonden wurde folgendermafien durchgefiihrt: Zunachst
wurde aus einer Textdatei [23], die die bekannte Nukleotidsequenz des X-Chromosoms
enthalt, eine 70 Nukleotide lange Sequenz nahe der Expansionsregion von FMR1 her-
ausgesucht. Deren Schmelzpunkt T2 wurde bestimmt (siehe néchster Unterabschnitt).
Falls TZ® > 100°C war, wurde die Sequenz unter Beibehaltung eines Schmelzpunktes
Ts > TS(CGG)6 + 10 K soweit wie moglich gekiirzt um schliefSlich die die nachsten
490 Nukleotide in 3’- (Genregion) oder 5-Richtung (Promotorregion) liegende 70-
Nukleotid-Sequenz zu untersuchen. Sollte sich in diesem Abstand keine geeignete
Sequenz befinden, wurde der Abstand von 490 Nukleotiden entsprechend gekiirzt oder
verldngert.

Die erhaltenen Nukleotidreihen wurden schliefSlich mit BLAST (Basic Local Ali-
gnment Search Tool)[30] im menschlichen Genom gesucht und verworfen beziehungs-
weise, wenn moglich, verlangert, falls eine Ubereinstimmung mit dem Genom an mehr
als drei Stellen festgestellt wurde. Die Suche wurde auf in hohem Mafse dhnliche
Sequenzen optimiert (Megablast).
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Die Tabellen 6.4 und 6.5 listen die auf diese Weise gefundenen COMBO-FISH-
Sequenzen, wie auch die mit den 110,6 °C von (CGG)s - (CCG)g verglichenen zugehori-
gen Schmelztemperaturen auf.

Schmelzpunktbestimmung

Fir die Bestimmung und Anpassung des Schmelzpunktes der doppelbindenden
COMBO-FISH-Sequenzen wurde das Programm UNAfold (Unified Nucleic Acid Fol-
ding) verwendet [31]. Der online verfiigbare DINAmelt web server [32] kann zwar
ebenfalls die Schmelzpunkte berechnen, jedoch unterstiitzt er nicht die bei der Hy-
bridisierung verwendeten Salzkonzentrationen, so dass er nur zur Bestimmung der
jeweiligen Sequenzkomplemente verwendet wurde.

UNAfold ist ein Paket verschieder Programme, die die Faltung, Hybridisierung und
Schmelzung von einzel- oder doppelstrangigen Nukleinsduren simulieren. Hier wurde
das Teilprogramm hybrid2.pl verwendet, das ein Ensemble von zwei in verschiedener
Weise gebundenen gegebenen Sequenzen (A und B) bei verschiedenen Temperaturen
simuliert und die Zustandssumme berechnet. Mogliche Ergebnisse der Simulation kon-
nen einzelstrangig vorliegende Sequenzen (Au, Bu) und doppelstriangige Homodimere
sein, die aus zwei gebundenen Abschnitten identischer Sequenz bestehen (AA, BB).
Des Weiteren wird die Moglichkeit berticksichtigt, dass sich die ssDNS-Abschnitte in
sich selbst falten konnen (Af, Bf). Bei komplementdren Nukleinsduresequenzen ist das
Heterodimer (AB) die dominante gebundene Form.

Fiir die Abstimmung der Schmelzpunkte der Clustersonden auf den der Expan-
sionssonde wurde in dieser Arbeit das Ensemble fiir jede Clustersonde mit ihrem
Komplement simuliert. Als Schmelzpunkt wurde die Temperatur, bei welcher 1 der ur-
spriinglich doppelstrangig vorliegenden Molekiile nicht mehr in Bindung sind definiert.
Die Schmelzpunkte wurden mit dem Ergebnis fiir die (CGG)s-Sequenz (Abbildung
4.3) verglichen. Tabelle 4.7 fithrt die verwendeten Parameter, die den etablierten expe-
rimentellen Bedingungen bei COMBO-FISH entsprechen, auf. Sequenz A entspricht
der jeweiligen COMBO-FISH-Sonde, Sequenz B wird mit der DNS identifiziert, auf
welche A hybridisiert wird. Aufgrund dieser Tatsache wurden die Produkte BB und Bf
ausgeschlossen.

4.3.4. Hoogsten-bindende Clustersonden

In Abschnitt 3.2.1, S. 28, werden die Eigenschaften von Hoogsten-bindenden COMBO-
FISH-Sonden erldutert.Unter Befolgung der dort dargelegten Vorgehensweise wurden
Sondensets designt, die in 3’-Richtung von der Expansionsregion binden und so den
Promotorbereich von FMR1 abdecken, in welchen sich die Heterochromatinbildung von
der Expansionsregion ausgehend mutmafllich erstreckt. Ebenso wurde nach Bindungs-
stellen in 5’-Richtung der Expansionsregion gesucht, um den Bereich des Gens selber
abzudecken und dort Faltungsstrukturen beobachten zu konnen. Wie in Abschnitt 3.2.1
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Parameter Wert
Art der Nukleinsdure DNS
Natriumkonzentration 3,5 mol/l

Magnesiumkonzentration 0,6 mol/1
Konzentration von Seq. A 2-10* mol/1
Konzentration von Seq. B 2- 10 mol/1

Starttemperatur 0°C
Endtemperatur 150 °C
Temperaturinkrement 1°C

Ausgeschlossene Produkte BB, Bf

Tab. 4.7.: Verwendete Parameter bei der Schmelzpunktbestimmung mit UNAfold

cggcggcggceggeggegg versus ccgecgecgecgecgecg

1 Y T T T T T T T
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Abb. 4.3.: Berechnete Schmelzkurven der (CGG)g-Sonde mit ihrem Komplement. Als Schmelz-
temperatur eingetragen ist die Temperatur, bei welcher 1 der urspriinglich doppelstrangig
vorliegenden Molekiile (mit AB bezeichnete Kurve) nicht mehr in Bindung sind. Au und
Bu sind die ungefalteten und ungebundenen Sequenzen, mit Af werden die in sich selbst
gefalteten, mit AA die mit einer Sonde gleicher Art gebundene Sonden bezeichnet [31].
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beschrieben, wurden die Sondensequenzen so ausgewdhlt, dass nicht mehr als vier
Nebenbindungsstellen innerhalb von 250000 Basen an anderer Stelle des menschlichen
Genoms auftreten. Die designten Sondensets werden im Teil Ergebnisse in Abschnitt
6.2.3 aufgefiihrt.

4.3.5. Sondenbindungstellen auf dem Mausgenom

Wie Menschen konnen auch ménnliche Hausmause (mus musculus) FXS, verursacht
durch eine Expansion des (CGG)n-Bereichs, entwickeln. Es stellte sich nun die Frage,
ob die im menschlichen Genom spezifisch an diese hoch konservierte Genregion
bindenden Sonden auch zur Markierung des FMR1-Gens der Maus verwendet werden
konnten. Im Zuge dieser Fragestellung wurden die in den Tabellen 6.4, 6.5, 6.6 und
6.7 aufgefithrten Sondensequenzen mithilfe von BLAST (siehe 4.3.3) im Mausgenom
gesucht und ihr Vorkommen dokumentiert.

4.4. Sondendesign fiir die Genaktivititsbestimmung

In diesem Teil der Arbeit wurde nach passenden Genregionen und Sonden gesucht
um ein neues Konzept zur Erkennung von Genaktivitdt auf die Probe zu stellen, das
durch tripelhelikale COMBO-FISH ermoglicht wird. Ausgehend von der Annahme,
dass inaktive Gene in doppelt gebundener Helixform vorliegen, bei aktiven Genen
diese Helixform jedoch entwunden vorliegt, so dass Zugriff auf zwei Einzelstrange
moglich ist, sollten Sonden entwickelt werden, die wie in Abbildung 4.4 schematisch
dargestellt binden. Dies bedeutet, dass die Homopurinsonde A den Farbstoff a und die
Homopyrimidinsonde B den Farbstoff b tragt. An inaktive Gene in Doppelhelixform
kann (siehe Abschnitt 3.2.1) nur Sonde A binden, wenn der pH-Wert so gewéhlt wird,
dass das Cytosin nicht protoniert wird. Ist das Gen aktiv, so kann Sonde B tiber
Watson-Crick-Bindungen an den Einzelstrang binden und Sonde A tiber Hoogsten-
Bindungen an den Komplex aus Einzelstrang und Sonde B. In der resultierenden
Mikroskopieaufnahme sollten sowohl a als auch b festzustellen sein.

Inaktives Gen Aktives Gen

=)

3' 5' Purinsonde A

e IHoogsten-Bindung[

' " 5 Purinsonde A | Watson-Crick-Bindung | L
IHoogsten—Blndung[ . 3 5' Pyrimidinsonde B
3'  Purinsequenz der DNS &' .b

Watson-Crick-Bind
[ Watson:Crick Bindung | 5' Pyrimidinsequenz der DNS 3'—\

3

Abb. 4.4.: Bindung der Sonden A und B abhéangig von der Genaktivitat

Wird das oben beschriebene Experiment nun mit, unter Umstdnden repetitiven,
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4.4. Sondendesign fiir die Genaktivititsbestimmung

Sonden durchgefiihrt deren Sequenz eine Spiegelsymmetrie besitzt, d.h. die Sequenz
der Sonde passt vorwérts wie riickwérts gelesen zu der der Ziel-DNS, so ist es Sonde
A moglich zudem an der Pyrimidinsequenz der DNS eine tripelhelikale Bindung zu
bilden (Abbildung 4.5). Werden symmetrische Sonden verwendet, so miissen die Py-
rimidinsonden Cytosinanteile enthalten, damit {iber die Verhinderung der Protonierung
von diesen eine Spezifitdt fiir die Doppelbindung an aktive DNS sichergestellt werden
kann.

Inaktives Gen Aktives Gen Q
3 5' Purinsonde A"
[Hoogsten—Bindungl
' ' : sym 3
3 " 5' Purinsonde A | Watson-Crick-Bindung | o sym
[Hoogsten—Blndung[ . 3 5' Pyrimidinsonde B
' 3'  Purinsequenz der DNS 5

| Watson-Crick-Bindung |

5' Pyrimidinsequenz der DNS 3'—\

. ] Watson-Crick-Bindung |

é [Hoogsten—Bindung[
3! 5' Purinsonde A"
)

sym

3' Purinsonde A

Abb. 4.5.: Bindung der Sonden symmetrischer Sequenz A*Y™ und B*Y™ abhingig von der
Genaktivitat

In beiden Fillen erhdlt man bei fluoreszenzmikroskopischer Untersuchung ein ko-
lokalisiertes Signal beider Farbstoffe, wenn das Gen aktiv ist, und ein Negativsignal
eines Farbstoffs im Falle eines inaktiven, in Doppelstrangform vorliegenden Gens. Die
in silico-Suche nach Genbereichen, an welchen diese Methode getestet werden kann,
wurde unter folgenden Bedingungen durchgefiihrt.

¢ Die Bindungsstellen liegen auf einer langen repetitiven Homopurin- oder Homo-
pyrimidin-Sequenz auf einem Gen, um den Versuch mit nur einem Sondentyp
durchfiihren zu konnen.

¢ Das Gen sollte biochemisch aktivierbar und deaktivierbar sein.

¢ Keine Nebenbindungscluster der verwendeten Sonden, die mehr als fiinf Bin-
dungsstellen haben.

* Moglichst geringe Bindungsstellenzahl im Genom, um den Hintergrund zu be-
grenzen.

Unter Benutzung des in Abschnitt 3.2.1 beschriebenen Programmpakets wurde nach
dem Vorkommen aller méglichen Kombinationen von repetitiven Homopurin- oder
Homopyrimidin-Sequenzen, deren repetitive Einheiten eine Lange zwischen einer
und fiinf Basen haben, gesucht. Der Richtwert fiir die Sondenldnge betrug 20 Basen,
d.h. es wurde zunédchst aus repetitiven Elementen bestehenden Sequenzen dieser
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4. Theoretische Untersuchungen

Lange nachgegangen. Die Ergebnisse dieser Suche werden in Abschnitt 6.3 auf S. 89
vorgestellt.
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5. Experimentelle Methoden

Dieses Kapitel widmet sich der Auflistung der in der Diplomarbeit verwendeten
experimentellen Protokolle und Bedingungen. Die entwickelten Protokolle basieren
auf bewdhrten Arbeitsschritten, dargelegt in [33]. Durchgefiihrte Verdanderungen dieser
Protokolle werden in Teil III erldutert.

5.1. Zellkultur

Die Erforschung der Struktur des Expansionsbereiches des Gens FMR1 wurde an einer
Zellkultur, die die gewtinschte Eigenschaft einer Vollmutation im 5-UTR von FMR1
besitzt, durchgefiihrt. Um existierende Protokolle von COMBO-FISH verwenden und
weiterentwickeln zu konnen wurden als funktionierend bekannte Kultivierungs- und
Fixierungsmethoden verwendet, die im Folgenden beschrieben werden.

5.1.1. Verwendete Zelllinie

Fiir die Experimente in dieser Arbeit wurde die Fibroblasten-Zelllinie GM05847 der
Coriell Cell Repositories, Camden, USA verwendet. Dabei handelt es sich um eine
untransformierte Zelllinie, die der Spenderin aus dem Bindegewebe entnommen wurde.
Die Zelllinie wurde mit der 16. Passage geliefert.

Eigenschaften der Spenderin

Die Spenderin der Fibroblasten war zum Zeitpunkt der Zellentnahme eine 36-jahrige
Frau, die als , klinisch normal, aber dumpf; mit leichter Bindegewebsschwéache” be-
schrieben wurde. Eines ihrer X-Chromosomen trigt eine Vollmutation des FMR1-Gens,
mit vollstandiger Methylierung der Expansionsregion. Die Expansionszahl betragt laut
Vertreiber etwa 650 (CGG)-Wiederholungen; dies wurde mittels einer Southern-blot-
Analyse ermittelt. Das zweite X-Chromosom ist klinisch normal mit 21 Wiederholungen
(Nachweis tiber PCR und Kapillarelektrophorese).

Kulturbedingungen

Die adhdrenten Zellen wurden in T25- und T75-Zellkulturflaschen beziehungsweise di-
rekt auf 24x24 mm?-Deckgldsern aus Glas in 6-Well-Platten kultiviert. Ein Wechsel des
Wachstumsmediums wurde standardméfig jeden dritten bis vierten Tag durchgefiihrt.

53



5. Experimentelle Methoden

Das verwendete Medium setzt sich aus MEM (minimal essential medium) mit Earles
Salzen fiir die Grundversorgung der Zellen mit Nahrstoffen und fotalem Kalbsserum
(Fetal Calf Serum — FCS), das wichtige Proteine und Wachstumsfaktoren liefert zu-
sammen. Zugesetzt werden aufierdem L-Glutamin und nicht essentielle Aminosduren
(Non-Essential Amino Acids — NEAA) sowie Penizillin/Streptomycin (P/S). Letzteres
dient der Verhinderung von Bakterien- oder Pilzinfektionen in der Zellkultur.

Alle Arbeitsschritte in der Zellkultur werden unter Beachtung folgender Punkte
duchgefiihrt:

¢ Arbeiten unter sterilen Bedingungen
— Desinfektion von Hianden und Unterarmen mit 70 %-igem Ethanol
— Arbeiten in der Sterilbank (15 min Vorlaufzeit)
— Sterile Arbeitsmaterialien

¢ An lebenden Zellen zu verwendende Losungen werden im Wasserbad auf 37 °C
erwarmt

* Lebende Zellen moglichst kurze Zeit aufSerhalb des Brutschranks halten

MEM mit Earles Salzen 500 ml

FCS 50 ml

Verwendetes Medium L-Glutamin 100x konzentriert 5ml
P/S 100x konzentriert 5ml

NEAA 100x konzentriert 5ml

N Temperatur 37 °C
Kulturatmosphire CO,-Gehalt 59

Tab. 5.1.: Kulturbedingungen

5.1.2. Subkultivierung

Die Subkultivierung dient der weiteren Vermehrung des Zellbestandes und der Ver-
diinnung eines dicht gewachsenen Zellrasens um die Zellen in der Log-Phase zu
halten. Das ist das Stadium der Kultur, in welchem sich die Zellen optimal an das
Wachstumsmedium angepasst haben und sich exponentiell vermehren.
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5.1. Zellkultur

Materialien

Medium

Trypsinlosung 10x konzentriert
DPBS ohne Mg?* und Ca?*
Neue Kulturflaschen
Phasenkontrastmikroskop
Serologische Pipetten
Autoklavierte Pasteurpipetten

Protokoll

1.

10.

Neue Kulturflaschen im Brutschrank auf 37°C vorwéarmen
Altes Medium mit Pasteurpipette absaugen

Zellen mit DPBS spiilen

DPBS absaugen

1 ml Trypsinlosung auf dem Boden der Zellkulturflasche verteilen; darauf achten,
alle Bereiche zu benetzen

5 min im Brutschrank bei 37 °C inkubieren
Abrunden der Zellen im Mikroskop tiberpriifen

Zellen mit 15 ml (T75-Flasche) bzw. 5 ml (T25-Flasche) neuem Medium mit sero-
logischer Pipette von dem Flaschenboden spiilen

Zellsuspension in neue Kulturgefafse verteilen
¢ T25-Flasche wird komplett in T75-Flasche tiberfiihrt

e T75-Flasche wird in zwei neue T75-Flaschen tiberfiihrt

Kulturflasche auf passendes Mediumsvolumen auffiillen

5.1.3. Aussaat der Zellen

In diesem Arbeitschritt wird die Fixierung der Fibroblasten mit Formaldehydlosung
auf Deckgldsern vorbereitet, indem die Zellen auf ebendiesen angesiedelt werden.
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5. Experimentelle Methoden

Materialien

Dicht bewachsene T75-Zellkulturflasche
Medium

Trypsinlosung 10x konzentriert
DPBS ohne Mg?* und Ca?*
Ethanol, absolut

Zwei 6-Well-Platten

12 Deckglaser 24x24 mm?
Phasenkontrastmikroskop
Trockenofen

Serologische Pipetten
Autoklavierte Pasteurpipetten
Aluminiumfolie
Préazisionswischtiicher

Protokoll

1. Deckgldser reinigen und iiber Nacht in Ethanol einlegen

2. Deckgldser in mit Ethanol gereinigter Aluminiumfolie eingeschlagen 1 h bei
200 °C im Trockenofen erhitzen

3. Deckglaser in 6-Well-Platten platzieren
4. Protokollschritte 2 bis 7 aus Protokoll 5.1.2 duchfiihren
5. Zellen mit 12 ml neuem Medium vom Kulturflaschenboden spiilen

6. Abhdngig von der Zelldichte in der Suspension vorsichtig bis zu 1 ml Zellsuspen-
sion auf jedes Deckglas geben

7. Zellen einige Stunden anwachsen lassen

8. 1 ml weiteres Medium pro Deckglas hinzugeben

5.1.4. Einfrieren von Zellkulturen

Kulturen, welche nicht benétigt oder als Sicherheitsreserve zuriickgelegt werden, kon-
nen eingefroren und bei -80 °C lange Zeit gelagert werden. Als Gefrierschutz, um
Zellschdden durch Kristallbildung zu vermeiden, wird DMSO verwendet. DMSO
dringt sehr leicht in die Zellen ein, wirkt allerdings toxisch und muss daher beim
Auftauen ziigig entfernt bzw. verdiinnt werden.
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5.1. Zellkultur

Materialien

Dicht bewachsene T75-Zellkulturflasche
Medium

Trypsinlosung 10x konzentriert
DPBS ohne Mg?* und Ca?*
DMSO
Phasenkontrastmikroskop
Zentrifuge

Serologische Pipetten
Autoklavierte Pasteurpipetten
2 Kryorohrchen

50 ml-Falcon

Protokoll

1. Protokollschritte 2 bis 7 aus Protokoll 5.1.2 duchfiihren

2. Als Einfriermedium 10 % DMSO in Wachstumsmedium mischen
3. Zellen mit 10 ml neuem Medium vom Kulturflaschenboden sptilen
4. Zellsuspension in 50 ml-Falcon {iiberfiihren

5. 10 min bei 100 g und 24 °C zentrifugieren

6. Mediumsiiberstand vorsichtig so weit wie moglich absaugen

7. Mit Einfriermedium bis auf 5 ml auffiillen

8. Zellen vorsichtig resuspendieren

9. Zellsuspension in die Kryorohrchen tiberfithren

10. In einem Styroporgefafs langsam bei -80 °C einfrieren

5.1.5. Auftauen von Zellkulturen

Wihrend das Einfrieren der Zellen langsam geschieht, sollte der Auftauvorgang schnell
durchgefiihrt werden, um die Inkubation der Zellen in hohen DMSO-Konzentrationen

so kurz wie moglich zu halten.
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5. Experimentelle Methoden

Materialien

Ein Kryoréhrchen mit gefrorener Zellsuspension
Medium

Eine neue T25-Zellkulturflasche

Wasserbad

Phasenkontrastmikroskop

Serologische Pipetten

Autoklavierte Pasteurpipetten

Protokoll

1. Neue Zellkulturflasche mit 5 ml Medium befiillen und bei 37 °C im Brutschrank
erwarmen

Zellen im Wasserbad bei 37 °C unter Schwenken auftauen
Zellsuspension in Zellkulturflasche tiberfiihren
Uber Nacht im Brutschrank inkubieren

Adhérenz der Zellen tiberpriifen

AN

Medium wechseln, um DMSO-Anteil zu entfernen

5.1.6. Formaldehyd-Fixierung

Um bewachsene Deckgldser bzw. eine Zellsuspension aufbewahren und FISH- bzw.
COMBO-FISH-Experimenten unterziehen zu kénnen wird eine Fixierung durchge-
fiihrt. Dies kann entweder mit einer Methanol/Eisessig- (Kapitel 5.1.7) oder einer
Formaldehyd-Losung geschehen. Letztere fixiert durch den Aufbau kovalenter Bindun-
gen zwischen den Zellproteinen, ohne dass die native Form der Zellen verandert wird
[17]. Fixierte Praparate konnen einige Wochen bei 4 °C gelagert werden.

Materialien

Dicht bewachsene Deckglaser (s. Kapitel 5.1.3) in 6-Well-Platten
1x PBS mit 1 mmol/1 Ca?* und 2 mmol/l Mg?*+

1x PBS ohne Mg?* und Ca?*

1x PBS mit 1 % Natriumazid

4 % Formaldehyd in 1x PBS

Einweg-Pasteurpipetten 1 ml

Autoklavierte Pasteurpipetten

Parafilm

Wasserbad

Warmeschrank (37 °C)
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5.1. Zellkultur

Protokoll

1. Formaldehydlosung und 1x PBS mit 1 mmol/1 Ca%* und 2 mmol/1 Mg2+ auf
37 °C erwarmen

2. Bewachsene Deckglédser dreimal mit 1x PBS mit 1 mmol/l Ca?* und 2 mmol/1
Mg?* spiilen

3. Zellen 10 min im Fixativ bei 37 °C im Warmeschrank inkubieren
4. Dreimal mit 1x PBS ohne Mg?" und Ca?* spiilen

5. Deckglédser mit 1x PBS mit 1% Natriumazid bedecken

6. 6-Well-Platte mit Parafilm verschliefSen

7. Bei 4 °C lagern

5.1.7. Methanol/Eisessig-Fixierung

Die Methanol/Eisessig-Fixierung wird {iblicherweise fiir die Herstellung von Metapha-
senprdparaten verwendet. Dabei werden die Zellen mit einem Spindelgift (z.B. Colchi-
cin) behandelt um sie in der Metaphase festzuhalten. Die kondensierten Chromosomen
konnen anschlieffend untersucht werden. Bei der verwendeten Fixierungsmethode er-
hilt man im Gegensatz zu oben beschriebener Formaldehyd-Fixierung eine Suspension
fixierter Zellen, die auf Objekttrager oder Deckgldser aufgetropft wird. Zuvor wird
eine hypotone Behandlung der Zellen durchgefiihrt um die Aufnahme der Sonden
in den Zellkern zu erleichtern. Ein weiteres Merkmal der auf diese Weise fixierten
Zellen ist eine hohere Signalintensitdt von COMBO-FISH-Signalen, weshalb sie sich
gut eignen um die Funktionsfdhigkeit von Sondensets zu testen. Letzteres war der
Verwendungsgrund dieser Methode in dieser Arbeit.
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5. Experimentelle Methoden

Materialien

Dicht bewachsene T75-Zellkulturflasche
Medium

Trypsinlosung 10x konzentriert

DPBS ohne Mg?* und Ca**
Methanol/Eisessig-Losung (Verhaltnis 3:1) bei -20 °C
75 mmol/1 Kaliumchlorid in Wasser
Warmeschrank (37 °C)

Zentrifuge

Phasenkontrastmikroskop
Pasteurpipetten 1 ml

Serologische Pipetten

Autoklavierte Pasteurpipette

50 ml-Falcons

Protokoll

1.

—_
e}

11.
12.
13.

14.
15.
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Protokollschritte 2 bis 7 aus 5.1.2 duchfiihren

Zellen mit 10 ml neuem Medium vom Kulturflaschenboden spiilen
Zellsuspension in 50 ml-Falcon tiberfiihren

10 min bei 100 g und 24 °C zentrifugieren

Uberstand bis auf 5 ml absaugen

Unter leichtem Schwenken 25 ml Kaliumchloridlosung eintropfen
25 min bei 37 °C inkubieren

10 min bei 100 g und 24 °C zentrifugieren

Uberstand bis auf 5 ml absaugen

. Unter leichtem Schwenken 20 ml eiskalte Methanol/Eisessig-Losung tropfenweise

hinzufiigen
Uber Nacht bei -20 °C inkubieren
10 min bei 100 g und -20 °C zentrifugieren

Protokollschritte 9 bis 12 zweimal wiederholen bis die Zellen als weifdes Pellet
ausfallen

10 min bei 100 g und 24 °C zentrifugieren

Uberstand absaugen bis die gewiinschte Zellkonzentration erreicht ist



5.2. Protokolle der FISH-Experimente

5.2. Protokolle der FISH-Experimente

Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung ist die Anlagerung einer mit einem Fluoreszenzfarb-
stoff markierten Nukleotidsequenz an die Ziel-DNS (Kapitel 3). Um diese Anlagerung
zu ermoglichen bedarf es einiger vorbereitender Schritte: Zundchst muss die Zellmem-
bran und die Membran des Kerns fiir die Sonden bei der Hybridisierung und die
Enzyme in der Vorbehandlung permeabilisiert werden. Dies erfolgt durch Saure, extre-
me Kilte und Detergenzien. Die Enzymbehandlung im Anschluss umfasst Inkubation
mit RNase, um RNS-Sequenzen in der Zelle, an die die FISH-Sonden binden kénnten,
zu verdauen und somit den Signalhintergrund zu verringern. Proteine im Zytoplasma
werden ebenfalls enzymatisch zersetzt, hier mithilfe von Pepsin oder Proteinase-K
(siehe Abschnitt 7.2.2). Dies verringert den Hintergrund und verbessert die Zugang-
lichkeit des Zellkerns fiir die FISH-Sonden. In dieser Arbeit wurden sowohl kurze,
18 Nukleotide lange, DNS- oder PNS-Oligonukleotide verwendet als auch mehrere
hundert Basen umfassende Sonden fiir die Firbung des X-Chromosomes.

5.2.1. Verwendete Hybridisierungspuffer

Ein wichtiger Faktor fiir den Erfolg einer Hybridisierung ist der verwendete Puffer,
in welchen die Sonden aufgenommen und die Hybridisierung durchgefiihrt werden.
Die Bindung an die Ziel-DNS ist stark vom pH-Wert, der Art der verwendeten Salze
und ihrer Konzentration abhéngig. Im Verlauf dieser Arbeit wurden zwei verschiedene
Hybridisierungspuffer verwendet.

Die Funktionsfahigkeit des einen, im weiteren , Standardpuffer” genannt, wurde
bereits in mehreren Experimenten unter Beweis gestellt (siehe u.A. [20, 17, 18, 22, 21]).
Hierbei handelt es sich um einen Puffer hoher Salzkonzentration.

Der zweite verwendete Puffer ist der in [34] vorgestellte, ohne die Zugabe von
Formamid und SDS. Dieser, im folgenden , Trispuffer” genannte, hat eine wesentlich
geringere Salzkonzentration, wodurch die Aufnahme der Painting-Sonden erleichtert
wurde. Tabelle 5.2 zeigt die genaue Zusammensetzung der beiden Puffer.

Standardpuffer Trispuffer

3 mol/1 NaCl 0,9 mol/1 NaCl

0,6 mol/1 MgCl, 20 mmol/1 Tris-HCl
1 mol/1 NaAc

pH=7,4 pH=7,4

Tab. 5.2.: Zusammensetzung der Puffer
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5. Experimentelle Methoden

5.2.2. Farbstoffe

Da Lokalistionsmikroskopie (siehe Kapitel 2.4) betrieben werden sollte, bendtigte man
Farbstoffe, die reversibles Bleichverhalten zeigen. Im Zuge der Markierung der repeti-
tiven Zentromer 9-Sequenzen hat sich herausgestellt, dass der synthetische Farbstoff
Alexa 488 (Invitrogen, Carlsbad, USA) fiir diesen Zweck geeignet ist [18]. Folglich
wurden fiir die Sequenzmarkierungen in dieser Arbeit dieser Farbstoff sowie das bei
langeren Wellenldngen angeregte Alexa 568 ausgewahlt. Fiir starkere Fluoreszenzsigna-
le bei PNS-COMBO-FISH wurden zusétzlich zu den einfach am 5’-Ende markierten
PNS-Sonden auch doppelt an beiden Enden markierte Sonden synthetisiert. Um Quen-
chen, d.h. die Verhinderung der Fluoreszenz durch zu dicht gepackte Farbstoffmolekiile,
zu vermeiden wird zwischen Farbstoff und Oligonukleotid ein sogenannter Linker
eingeschoben, der fiir zusdtzlichen Abstand sorgt. Im Falle der doppelt markierten
PNS-Sonden sind dies eine Kette von sechs Kohlenstoffatomen auf der 3’-Seite und ein
Lysinmolekiil auf der 5’-Seite. Berechnet man die Lange mit 0,34 nm pro Nukleotid
und mit 0,15 nm fiir die kovalenten Bindungen im Linker, so erhdlt man einen Abstand
der Ankerpunkte der Alexa-Farbstoffe von etwa 8 nm. Die Abbildungen 5.1 und 5.2
zeigen das Anregungs- und Emissionsspektrum der in dieser Arbeit fiir COMBO-FISH
verwendeten Farbstoffe.
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Abb. 5.2.: Anregungs- und Emissionsspek-

Abb. 5.1.: Anregungs- und Emissionsspek-
trum des synthetischen Farbstoffs Alexa

trum des synthetischen Farbstoffs Alexa
488 [35] 568 [36]

5.2.3. Verwendete Sonden

Auf Basis der in Kapitel 4.3 dargelegten Untersuchungen wurden die COMBO-FISH-
Oligonukleotidsonden fiir die Expansionsregion von FMR1 in Auftrag gegeben. Fiir
die Moglichkeit einer Kolokalisation des Signals auf einem X-Chromosom des Zell-
kerns wurden zudem Paints fiir das gesamte X-Chromosom bezogen. Die Lagerung
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5.2. Protokolle der FISH-Experimente

der Sonden-Stocks erfolgte bei -20 °C; um unnétige Auftau- und Einfrierzyklen zu
vermeiden wurde diese auf mehrere Aliquots aufgeteilt.

PNS-Oligonukleotide

Die Synthese der PNS-Sonden wurde nach den Designvorgaben dieser Arbeit von
der Firma Peps 4 Lifescience, Heidelberg durchgefiihrt. In Tabelle 5.3 werden die
verwendeten Oligonukleotide mit Peptidriickgrat aufgefiihrt. Die Synthese wird in
Kapitel 3.2.3 kurz erldutert. Bei einfach markierten Sonden befindet sich der Fluores-
zenzfarbstoff am 5-Ende, bei doppelt markierten am 3’- und am 5-Ende. Geliefert
wurden die Sonden in wiéssriger Losung mit 0,1 % Trifluoressigsdaure (TFA) und in der
Konzentration 100 pmol/ul.

?et- Sequenz Farbstoff . Mark-
Bezeichnung ierungen
gﬂgge: ; Alexa 488 [E)mfacﬁ‘t
€ 3-CGGCGGCGGCGGCGGCGG-5 oppe
PNS-Set 3 Alexa 568 Einfach
PNS-Set 4 Doppelt
gﬁgge: Z Alexa 488 gmf“kl‘t
€ 3-CCGCCGCCGCCGCCGCCG-5 oppe
PNS-Set 7 Alexa 568 Einfach
PNS-Set 8 Doppelt

Tab. 5.3.: PNS-Sonden

DNS-Oligonukleotide

Hierbei handelt es sich um kommerzielle DNS-Oligonukleotide, die wie die PNS-
Sonden nach den Erfordernissen dieser Arbeit hergestellt wurden. Die Sythese wurde
von der Firma IBA GmbH, Goéttingen tibernommen. Aggregatzustand und Konzen-
tration waren identisch zu den PNS-Sets. Tabelle 5.4 zeigt die drei verwendeten DNS-
Sonden-Sets.

.Set- Sequenz Farbstoff . Mark-
Bezeichnung ierungen
DNS-Set 1 , , Alexa 488 Einfach
DNS-Set 2 F-LOEECEELEEEGEELEEEESS Alexa 568  Einfach

DNS-Set3  3’-CCGCCGCCGCCGCCGCCG-5"  Alexa 488  Einfach

Tab. 5.4.: DNS-Sonden
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Paintingsonden fiir das X-Chromosom

Die Painting-Sonden unterscheiden sich in der Hinsicht von den zuvor vorgestellten,
als dass sie eine Lange von mehreren Hundert Basenpaaren besitzen und zahlreiche
Farbstoffmolekiile tragen. Das Set ist so gewdhlt, dass die Sonden das X-Chromosom
gleichméflig abdecken und dieses so im Fluoreszenzmikroskop detektiert werden kann.
Die Synthese der Sonden wurde von der Firma Metasystems, Altlussheim, durchgefiihrt.
Dabei wird eine Mikrosezierung eines X-Chromosoms vollzogen um viele einzelne
Chromosomenstiicke als Primer fiir eine darauf folgende PCR der Painting-Sonden
zu verwenden. Die Sonden werden bis zu einer Lange von 150-450 Basenpaaren
synthetisiert. Die Anzahl der das X-Chromosom abdeckenden Sonden ist unbekannt.
Metaphase-X-Chromosomen haben sich als gleichméfiig gefarbt herausgestellt.

Zwei Varianten dieses Produkts wurden verwendet: Einmal die gebrauchsfertige
Verkaufsversion in einem hauptsdchlich Formamid enthaltenden Hybridisierungspuf-
fer, zum anderen die Sonden in Pulver- bzw. Pelletform. Die Pellets sind das Produkt
der Synthesereaktion vor Aufnahme in oben erwdhnten Puffer. Um Lokalisierungs-
experimente mit den DNS- und PNS-Sonden durchfithren zu kénnen wurden die
Paintingsonden in mit Alexa 488 und Alexa 568 spektral kompatiblen Farben bestellt.

.Set- Farbstoff Hybridisierungs
Bezeichnung puffer
Paint-Set 1 Rot, spektral kompat. zu Texas Red Formamid mit
Paint-Set 2 Orange, spektral kompat. zu Spectrum Orange 2x SSC, Phosphat,
Paint-Set 3 Griin, spektral kompat. zu FITC Dextransulfat
Paint-Pellet Griin, spektral kompat. zu FITC Stanc?lardpuffer
Trispuffer

Tab. 5.5.: X-Chromosom-Farbungssonden

5.2.4. Eindeckmedien

In der FISH ist es wiinschenswert, dass die Fluorophore der Markierungen mdglichst
lange fluoreszent bleiben. Wie in Abschnitt 2.2 erldutert kann das Fluorophor nach jeder
Anregung mit einer geringen Wahrscheinlichkeit vom Singulett- in den Triplettgrundzu-
stand iibergehen, der energiereicher ist, als der Singulettgrundzustand. Seine Metastabi-
litat sorgt allerdings fiir eine relativ lange Lebensdauer, wahrend der es durch Reaktion
mit anderen Molekiilen eine reversible oder irreversible Strukturdnderung erfahren
kann. Moderne Eindeckmedien versuchen diesem Prozess entgegenzuwirken und die
Lebensdauer der Fluorophore zu erhéhen. In dieser Arbeit wurden Immumount, I-Brite
plus und ProlongGold verwendet. Die ersten beiden bleiben nach Eindeckelung fliissig,
weshalb das Deckglas mit Nagellack oder Fixogum versiegelt werden muss um einen
Verlust an Einbettmedium zu vermeiden. ProlongGold polymerisiert und hat sich
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im Verlauf der Arbeit als das Medium mit der besten Signalstabilitdt herausgestellt
(siehe auch Abschnitt 7.2). Eine Versiegelung des Deckglases dient hier dem Schutz der
Objektive bei der Mikroskopie.

5.2.5. COMBO-FISH auf Methanol/Eisessig-fixierten Zellen

Es wurde COMBO-FISH auf Methanol/FEisessig-fixierten Zellen durchgefiihrt, da fast
alle Protokollschritte des Hybridisierungsvorgangs und der Vorbehandlung leichter
an Objekttragern mit aufgetropften Zellen als an bewachsenen Formaldehyd-fixierten
Deckgléasern durchzufiihren sind und man aus in einer Suspension fixierten Zellkultur
meist eine grofle Menge an verwendbaren Praparaten herstellen kann. Des weite-
ren nehmen Methanol/Eisessig-fixierte Zellen, zumal nach hypotoner Behandlung,
FISH-Sonden leichter auf als Formaldehyd-fixierte und diese Fluoreszenzsignale sind
zudem stirker, weshalb man potentielle Signale am ehesten hier erwartet. Aufgrund
dieser Eigenschaften wurden Methanol/Eisessig-fixierte Zellen in dieser Arbeit fiir das
Austesten der Bindungsfahigkeit der verwendeten Sonden verwendet.

Materialien

Methanol/Eisessig-Zellsuspension aus 5.1.7
Objekttrager (Standard oder Superfrost)
Deckglaser

1x PBS

2x SSC

1x SSC (pH=7,4; 37 °C)
Permeabilisierungspuffer (0,5 % Vol. Triton-X in 1x PBS)
RNase-Stocklosung (10 mg/ml in Tris-HCI)
Pepsin-Stocklosung (100 mg/ml in H,O)
0,01 mol/1 HCI in H,O (37 °C)

70-, 85- und 100-prozentiges Ethanol (absolut) (-20 °C)
70% Formamid in 2x SSC (72 °C)
COMBO-FISH-Sondenset

Standardpuffer

DAPI-Losung (100-500 ng/ml in 1x PBS)
Fixogum

Phasenkontrastmikroskop

Riittler

pH-meter

Wiarmeschrank (37 °C)

Wasserbad

Pinzette

Eppendorf-Pipetten
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Pipettenspitzen
Eppendorf-Reaktionsgeféfse
Serologische Pipetten
Parafilm

Protokoll

Vorbehandlung

1.

10.

11.

12.

13.

14.

15.
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30 pl Zellsuspension auf Deckgladser oder Objekttrager auftropfen und trocknen
lassen

Zelldichte mikroskopisch tiberpriifen

. Die Schritte 1 und 2 bis Erreichen gewiinschter Zelldichte wiederholen

Auf Objekttragern Zellposition mit Diamantschneider markieren

. Zellen 30 min auf dem Riittler in Permeabilisierungspuffer inkubieren

Dreimal in 1x PBS waschen

RNase-Stock 2:98 mit 2x SSC auf 0,2 mg/ml verdiinnen

. 100 pl RNase-Losung auf die Zellen jeden Objekttragers auftropfen und mit Deck-

glasern bedecken bzw. zellbedeckte Deckglaser auf je 100 pl auf aufgespannten
Parafilm getropfte RNase-Losung auflegen

. 30 min bei 37 °C inkubieren

Dreimal in 1x PBS waschen

Pepsin-Stock 3:10000 in 0,01 mol/1 HC1 (37 °C) verdiinnen
Zellen 45 s in Pepsinlosung inkubieren

Dreimal in 2x SSC waschen

Fiir jeweils 3 min in 70-, 85- und 100-prozentigem, eiskaltem Ethanol inkubieren;
nach jedem Ethanolschritt kurz trocknen lassen

In 70-prozentigem Ethanol ist eine Zwischenlagerung der vorbehandelten Zellen
moglich



5.2. Protokolle der FISH-Experimente

Hybridisierung

1. In einem Eppendorf-Reaktionsgefdfs COMBO-Sonden-Stocklosung mit Standard-
puffer mischen, so dass die Sondenkonzentration 200 ng/10 nl = 20 ng/ul betragt

2. Zellen 5 min in 70 % Formamid bei 72 °C denaturieren

3. 10 pl Sondenldsung auf Objekttrdager auftropfen

* Falls Zellen auf Objekttrager aufgetropft: Formamidlosung vom Objekttrager
abschiitteln und Sondenldsung auf die Zellen tropfen

¢ Falls Zellen auf Deckglas aufgetropft: Vorsichtig Formamidlosung vom
Deckglas mit einem Prézisionswischtuch absaugen

4. Deckglas vorsichtig auf Sondenlosung legen
5. Mit Fixogum versiegeln

6. 24 h im Warmeschrank in einer feuchten Kammer bei 37 °C inkubieren

Post-Hybridisierungsschritte
1. Fixogum entfernen und Zellen sofort 5 min in 2x SSC (pH= 7, 4) bei RT waschen

2. Zellen 2 min in 1x SSC (pH= 7, 4) bei 37 °C waschen

3. Zellen 5 min in 2x SSC (pH= 7, 4) bei RT waschen

4. 70 nl DAPI-Losung auf Objekttrager auftropfen und Deckglédser auflegen

5. 5 min bei Dunkelheit inkubieren

6. Dreimal 5 min in 1x PBS waschen

7. 35 ul ProlongGold auf den Objekttrager tropfen, das Deckglas blasenfrei auflegen
8. Deckglas mit Nagellack oder Fixogum versiegeln

9. Bei 4 °C dunkel lagern

5.2.6. COMBO-FISH auf Formaldehyd-fixierten Zellen

Wie oben erwidhnt, benotigt COMBO-FISH auf Formaldehyd-fixierten Zellen einige
Vorbehandlungsschritte mehr als auf Methanol/Eisessig-fixierten um die Zellkerne den
Sonden zugénglich zu machen. Dies sind der HCI-Schritt und das Schockfrosten der
Zellen in fliissigem Stickstoff bei -196 °C. Dafiir ist im Idealfall die nattirliche Geometrie
des Zellkerns bewahrt und es konnen mikroskopische 3D-Analysen durchgefiihrt
werden. Es ist zu beachten, dass Formaldehyd-fixierte Zellen nicht trockenfallen diirfen.
Unternommene Verdnderungen am Standardprotokoll zur Optimierung des Signal-
Hintergrund-Verhiltnisses sind in Kapitel 7.2 aufgefiihrt.
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Materialien

Formaldehyd-fixierte Zellen nach 5.1.6
Objekttrager

1x PBS

1x PBS mit 50 nmol/1 MgCl,

2x SSC

1x SSC (pH=7,4, 37 °C)
Permeabilisierungspuffer (0,5 % Vol. Triton-X in 1x PBS)
20 % Glycerin in 1x PBS (pH=7,4)

Fliissiger Stickstoff

0,1 mol/1 HCI

RNase-Stocklosung (10 mg/ml in Tris-HCI)
Proteinase-K-Stocklosung (20 mg/ml in H,O)
20 mmol/I Tris und 2 mmol/1 CaCl, in H,O (37 °C)
50 % Formamid in 2x SSC

70 % Formamid in 2x SSC (72°C)
COMBO-FISH-Sondenset

Standardpuffer oder Trispuffer

DAPI-Losung (100-500 ng/ml in 1x PBS)
Fixogum

Phasenkontrastmikroskop

Riittler

pH-meter

Wirmeschrank (37 °C)

Wasserbad

Pinzette

Eppendorf-Pipetten

Pipettenspitzen

Eppendorf-Reaktionsgefife

Serologische Pipetten

Parafilm

Protokoll

Vorbehandlung

1. PBS mit Natriumazid aus 6-Well-Platten absaugen und sofort durch 1x PBS
ersetzen.

2. Dreimal mit 1x PBS spiilen

3. PBS absaugen und die Zellen mit Permeabilisierungspuffer bedecken
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10.
11.
12.
13.
14.
15.
16.
17.
18.

19.
20.

21.

. 30 min auf den Riittler

Dreimal mit 1x PBS spiilen

Uber Nacht in 20% Glyzerin bei 4 °C inkubieren

Deckglaser fiir einige Sekunden in fliissigen Stickstoff tauchen
Erneut mit 20% Glyzerin benetzen

Die vorherigen zwei Schritte fiinfmal wiederholen

Dreimal mit 1x PBS spiilen

10 min in 0,1 mol/1 HCI inkubieren

Dreimal mit 1x PBS spiilen

RNase-Stock im Verhaltnis 2:98 mit 2x SSC auf 0,2 mg/ml verdiinnen
100 pl verdiinnte RNase pro Deckglas auf aufgespannten Parafilm tropfen
Deckgldser mit der zellbewachsenen Seite auf RNase auflegen

30 min bei 37 °C inkubieren

Dreimal mit 1x PBS spiilen

Proteinase-K in der Konzentration 50 ng/ml zu 20 mmol/1 Tris und 2 mmol/1
CaCly in H>O hinzufiigen

10 min bei 37 °C inkubieren
5 min in 1x PBS mit 50 nmol/1 MgCl, spiilen

Uber Nacht in 50% Formamid in 2x SSC bei 4 °C inkubieren

¢ In dieser Form konnen die vorbehandelten Zellen gelagert werden

Hybridisierung

1.

In einem Eppendorf-Reaktionsgefafs COMBO-Sonden-Stock mit Standardpuffer
mischen, so dass die Sondenkonzentration 200 ng/10 pl = 20 ng/pl betragt

¢ Im Fall einer gleichzeitigen Hybridisierung verschiedener Sonden diese
Konzentration fiir jede einzelne Sonde einstellen

Zellen 5 min in 70 % Formamid bei 75 °C denaturieren

10 pl Sondenlosung auf Objekttrager auftropfen
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4. Vorsichtig Formamidlésung vom Deckglas mit einem Tuch absaugen
5. Deckglas vorsichtig auf Sondenlosung legen
6. Mit Fixogum versiegeln

7. 24 h im Warmeschrank in einer feuchten Kammer bei 37 °C inkubieren

Post-Hybridisierungsschritte
1. Fixogum entfernen und Zellen sofort 5 min in 2x SSC (pH= 7, 4) bei RT waschen
2. Zellen 2 min in 1x SSC (pH= 7, 4) bei 37 °C waschen
3. Zellen 5 min in 2x SSC (pH= 7, 4) bei RT waschen
4. 70 nl DAPI-Losung auf aufgespannten Parafilm auftropfen
5. Deckglédser mit Zellen auf DAPI-Losung auflegen
6. Nach gewiinschter DAPI-Intensitdt 5-30 min bei Dunkelheit inkubieren
7. Dreimal 5 min in 1x PBS waschen
8. 35 ul ProlongGold auf den Objekttrager tropfen, das Deckglas blasenfrei auflegen
9. Bei 4 °C dunkel lagern
5.2.7. Painting-Experimente auf Formaldehyd- oder

Methanol/Eisessig-fixierten Zellen

Um die Funktionsfahigkeit der X-Chromosom-Paintingsonden mit den nach der jeweili-
gen Methode fixierten und vorbehandelten Zellen zu iiberpriifen, wurden Experimente
unter grofitmoglicher Befolgung des Herstellerprotokolls durchgefiihrt. Da Experimen-
te mit gemeinsamer Hybridisierung von Painting- und COMBO-FISH-Sonden vollfiihrt
werden sollten, lag der Hauptaugenmerk auf moglichst guter Kompatibilitdat mit oben
beschriebenen COMBO-FISH-Protokollen.

Materialien

Siehe Abschnitt 5.2.5 oder Abschnitt 5.2.6 (kein COMBO-FISH-Sondenset)
Paint-Set
Thermomixer comfort
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Protokoll

Vorbehandlung

¢ Vorbehandlung nach Abschnitt 5.2.5 oder Abschnitt 5.2.6

Hybridisierung

—_

. Eppendorf-Reaktionsgefafs in Thermomixer comfort auf 72 °C heizen
2. Zellen 5 min in 70% Formamid bei 75 °C denaturieren

3. 10 pl Paint-Set in vorgewadrmten Reaktionsgefdfs 2 min bei 72 °C denaturieren, so
dass beide Denaturierungsvorgiange gleichzeitig vollendet werden

4. 10 pl denaturiertes Paint-Set auf Objektrager auftropfen

5. Vorsichtig Formamidldsung vom Deckglas mit einem Tuch vorsichtig absaugen
6. Deckglas vorsichtig auf Sondenlosung legen

7. Mit Fixogum versiegeln

8. 24 h im Warmeschrank in einer feuchten Kammer bei 37 °C inkubieren

Post-Hybridisierungsschritte

¢ Post-Hybridisierungsschritte nach Abschnitt 5.2.5 oder Abschnitt 5.2.6

5.2.8. Painting mit anschlieSender COMBO-FISH ohne weitere
Denaturierung

Ein wesentlicher Bestandteil dieser Arbeit war die Entwicklung eines funktionierenden
Protokolls fiir die Kombination oben beschriebener COMBO-FISH- und Painting-
Experimente, um COMBO-FISH-Signale in einem Kolokalisationsexperiment dem
X-Chromosom zuordnen zu konnen. Die hierzu notwendige Evolution des Hybridisie-
rungsprotokolls wird in den Abschnitten 5.2.8 und 5.2.9 erldutert.

Folgende Methode kombiniert in Abschnitt 5.2.7 vorgestelltes Markieren des X-
Chromosoms mit anschliefender COMBO-FISH-Hybridisierung ohne Denaturierung.
Man versucht auszunutzen, dass die DNS an der Expansionsregion nicht in doppel-
strangiger Helixform vorliegt oder dass sie nach der Denaturierung nicht vollstindig
renaturiert. Eine dritte Moglichkeit ist, dass die Painting-Sonden durch ihre Grofle und
ihre Anzahl den Doppelstrang geoffnet halten.

71



5. Experimentelle Methoden

Materialien

Formaldehyd-fixierte Zellen nach 5.1.6
Objekttrager

1x PBS

1x PBS mit 50 nmol/1 MgCl,

2x SSC

1x SSC (pH=7,4, 37 °C)
Permeabilisierungspuffer (0,5 % Vol. Triton-X in 1x PBS)
20 % Glycerin in 1x PBS (pH=7,4)
Fliissiger Stickstoff

0,1 mol/1 HC1

RNase-Stocklosung (10 mg/ml in Tris-HCl)
Proteinase-K-Stocklosung (20 mg/ml in H,O)
20 mmol/I Tris und 2 mmol/1 CaCl, in H,O (37 °C)
50 % Formamid in 2x SSC

70 % Formamid in 2x SSC (72 °C)

DNS-Set 2

Paint-Set 3

Standardpuffer

DAPI-Losung (100-500 ng/ml in 1x PBS)
Fixogum

Phasenkontrastmikroskop

Riittler

Thermomixer comfort

pH-meter

Wirmeschrank (37 °C)

Wasserbad

Pinzette

Eppendorf-Pipetten

Pipettenspitzen
Eppendorf-Reaktionsgefafie

Serologische Pipetten

Parafilm

Protokoll

Vorbehandlung

¢ Vorbehandlung nach Abschnitt 5.2.6
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Hybridisierung

—_

10.

11.

12.

13.

14.

15.

Eppendorf-Reaktionsgefafs in Thermomixer comfort auf 72 °C heizen
Zellen 5 min in 70 % Formamid bei 75 °C denaturieren

10 pl Paint-Set 3 in vorgewarmten Reaktionsgefafs 2 min bei 72 °C denaturieren,
so dass beide Denaturierungsvorgange gleichzeitig vollendet werden

10 pl denaturiertes Paint-Set 3 auf Objektrager auftropfen

Vorsichtig Formamidlésung vom Deckglas mit einem Prézisionswischtuch absau-
gen

Deckglas vorsichtig auf Sondenlosung legen

Mit Fixogum versiegeln

24 h im Warmeschrank in einer feuchten Kammer bei 37 °C inkubieren
Fixogum entfernen und Deckglas in 2x SSC waschen

In einem Eppendorf-Reaktionsgefdfs DNS-Set 2 mit Standardpuffer mischen, so
dass die Sondenkonzentration 200 ng/10 pl = 20 ng/pl betragt

10 pL Sonden-Pufferlosung auf neuen Objekttrager tropfen

SSC vom Deckglas mit den Zellen mit gefarbtem X-Chromosom mit einem Tuch
vorsichtig absaugen

Deckglas auf Sondenlosung auflegen
Mit Fixogum versiegeln

24 h im Warmeschrank in einer feuchten Kammer bei 37 °C inkubieren

Post-Hybridisierungsschritte

* Post-Hybridisierungsschritte nach Abschnitt 5.2.6

5.2.9. Simultane Paint- und COMBO-FISH-Hybridisierung in Tris-Puffer

Diese Methode erlaubt die Aufnahme des Paint-Pellets in einen neu fiir COMBO-FISH
eingefiihrten Hybridisierungspuffer (Abschnitt 5.2.1) mit anschlieffender gleichzeitiger
Hybridisierung von COMBO-Sonden und Paint um ein Kolokalisationsexperiment
durchzufiihren.
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Materialien

Formaldehyd-fixierte Zellen nach 5.1.6
Objekttrager

1x PBS

1x PBS mit 50 nmol/1 MgCl,

2x SSC

1x SSC (pH=7,4, 37 °C)
Permeabilisierungspuffer (0,5 % Vol. Triton-X in 1x PBS)
20 % Glycerin in 1x PBS (pH=7,4)

Fliissiger Stickstoff in nach oben offenem Dewar
0,1 mol/1 HC1

RNase-Stocklosung (10 mg/ml in Tris-HCl)
Proteinase-K-Stocklosung (20 mg/ml in H,O)
20 mmol/I Tris und 2 mmol/1 CaCl, in H,O (37 °C)
50 % Formamid in 2x SSC

70 % Formamid in 2x SSC (72 °C)

DNS-Set 2

Paint-Pellet

Trispuffer

DAPI-Losung (100-500 ng/ml in 1x PBS)
Fixogum

Phasenkontrastmikroskop

Riittler

Thermomixer comfort

pH-meter

Wirmeschrank (37 °C)

Wasserbad

Pinzette

Eppendorf-Pipetten

Pipettenspitzen

Eppendorf-Reaktionsgefafie

Serologische Pipetten

Parafilm

Protokoll

Vorbehandlung

¢ Vorbehandlung nach Abschnitt 5.2.6
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Hybridisierung
1. 20 pl Tris-Puffer zu Paint-Pellet hinzugeben
2. 10 min im Thermomixer comfort bei 40 °C und 800 rpm in Losung bringen
3. Losung durch kurzes Zentrifugieren tiberpriifen
4. Eppendorf-Reaktionsgefafs in Thermomixer comfort auf 85 °C heizen
5. Zellen 5 min in 70 % Formamid bei 75 °C denaturieren

6. 20 pl Paint in Trispuffer in vorgewarmtem ReaktionsgefdfS 2 min bei 85 °C dena-
turieren, so dass beide Denaturierungsvorgiange gleichzeitig vollendet werden

7. 0,71 pl DNS-Set 2 mit den 20 pl Paint in Trispuffer mischen, so dass die COMBO-
Sondenkonzentration 200 ng/10 pl = 20 ng/nl betragt

8. 10 uL Sonden-Pufferlosung auf Objekttrager tropfen

9. Formamid vom zellbewachsenen Deckglas mit einem Prdzisionswischtuch absau-
gen

10. Deckglas auf Sondenlosung auflegen
11. Mit Fixogum versiegeln

12. 24 h im Warmeschrank in einer feuchten Kammer bei 37 °C inkubieren

Post-Hybridisierungsschritte

¢ Post-Hybridisierungsschritte nach Abschnitt 5.2.6

5.3. Mikroskopiesysteme

In Abschnitt 2 werden die Grundlagen der in dieser Arbeit verwendeten Mikrosko-
piemethoden erldutert. Im Folgenden werden die diese Prinzipien anwendenden Mi-
kroskopiesysteme beschrieben, die die durchgefiihrten Untersuchungen ermoglicht
haben.

5.3.1. Epifluoreszenzmikroskop

Das Prinzip des Epifluoreszenzmikroskops besteht in einer gleichméfiigen Ausleuch-
tung des Praparats mit Licht eines Wellenldngenbereichs und Detektion der Fluores-
zenzsignale durch ein Objektiv mit nachgeschaltetem Sperrfilter um das Anregungslicht
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Filterbezeichnung Fluorophor Anregungsfilter Sperrfilter

A 513804 DAPI BP 340-380 LP 425
I3 513808 Alexa 488 BP 450-490 LP 515
TX 513802 Alexa 568 BP 560/40 BP 645/75

Tab. 5.6.: Filtersystem des Epifluoreszenzmikroskops. LP steht fiir Tiefpass- (engl.: lowpass), BP
fur Bandpassfilter

herauszufiltern. In dieser Arbeit wurde das DMRB von Leica Microsystems verwen-
det. Die Beleuchtung erfolgt mit einer Quecksilberdampflampe. Details des zu den
verwendeten Fluorophoren passenden Filtersystems sind in Tabelle 5.6 aufgefiihrt.

Die Aufnahmen wurden mit einem 63x-Olimmersionsobjektiv mit der numerischen
Apertur 1,4 gemacht. Die CCD-Kamera (Quanticam SVGA, pco) hat ein Pixelformat von
6,7 pm - 6,7 pm. Damit erhdlt man eine Pixelgrofie der Aufnahmen von 106 nm - 106 nm.
Die laterale Auflosungsgrenze nach Gleichung 2.3, S. 22, liegt fiir Alexa 488 bei 189 nm
und fiir Alexa 568 bei 220 nm (Berechnung siehe S. 107).

5.3.2. Konfokales Spinning Disk-Mikroskop

Das Prinzip eines konfokalen Mikroskops besteht darin, das Anregungslicht zu fo-
kussieren und das Praparat punktweise abzurastern. Das Spinning Disk-Mikroskop
nutzt demgegentiber eine rotierende Nipkow-Scheibe mit vielen schmalen Lochblenden
um das Beleuchtungslicht in mehrere ,Ministrahlen” aufzuspalten, die das Objekt
abtasten. Vom Emissionslicht werden nicht aus dem Fokus kommende Signale von
diesen Lochblenden ausgeblendet. Das Spinning Disk-Mikroskop bietet gegeniiber
einem konfokalen Rastermikroskop vor allem zwei Vorteile: Es hat eine hohere Bild-
gebungsgeschwindigkeit durch gleichzeitige Abrasterung vieler Bildpunkte und es
wurde eine geringere Phototoxizitdt beobachtet [37]. In dieser Arbeit wurde das Perkin
Elmer Spinning Disk konfokales ERS-FRET auf einem Nikon TE2000 Inversmikroskop
verwendet. Die Anregung von Alexa 488 geschah mit einem Ar*-Laser (457-514 nm,
400 mW), die von Alexa 568 mit einem Kr*-Laser (568 nm, 75 mW) und von dem DAPI-
Farbstoff mit einem Diodenlaser (405/440/640 nm, 25/20/35 mW). Die zugehorigen
Bandpassfilter um das Exzitationslicht herauszufiltern sind in den Wellenldngenbe-
reichen um 625 nm, 705 nm und 527 nm durchléssig. Das verwendete Objektiv ist ein
Plan-Apochromat 100x/NA 1.4. Die Datenerfassung erfolgte mit einer CCD-Kamera
mit Elektronenvervielfachung (Electron Multiplier-Charge Coupled Device — EM-CCD),
die eine Detektorzellengrofle von 8 -8 um? besitzt. Damit erhélt man eine Pixelgrofie
der Aufnahmen in der xy-Ebene von 80-80 nm?. Fiir 3D-Aufnahmen wurde der Ob-
jekttrager mithilfe von Piezoelementen in 150 nm-Schritten in z-Richtung bewegt; die
Voxelhohe ist damit 150 nm.
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5.3.3. Aufbau fiir die Lokalisationsmikroskopie

In Abschnitt 2.4 wurden die Grundlagen der Lokalisationsmikroskopie vorgestellt. Der
experimentelle Aufbau, der fiir die Erforschung der Expansionsregion des Gens FMR1
verwendet wurde, ist in Abbildung 5.3 skizziert. Es wurden Aufnahmen der mit Alexa
488 und mit Alexa 568 markierten Sonden gemacht; fiir die Anregung wurden zwei
diodengepumpte Festkorperlaser der Wellenldngen 488 nm und 568 nm benutzt. Zur
Herausfilterung des Exzitationslichts diente ein Dualband-Sperrfilter (488 nm /568 nm)
(BF). Die Laser wurden mit einer Leistung von 100 mW betrieben, aufgrund des Strahl-
teilers W erreichen etwa 50 mW der Laserleistung das Praparat durch das Objektiv O2
als fokussierter Strahl. Bei der Aufnahme werden die Farbstoffe mit einer Leistungs-
dichte von ungefihr 10 kW /cm? bestrahlt. Die Bilderfassung der Fluoreszenzsignale
erfolgte durch das Objektiv O2 (100x/NA 1,4) und eine CCD-Kamera (SensicamQE,
pco) mit der Detektorzellengrofse 6,45 - 6,45 pm?, womit man auf eine Pixelbreite der
Lokalisationsrohdaten von 64,5 nm kommt. Fiir jede Lokalisationsaufnahme wurden je
2000 2D-Einzelbilder in 488 nm und in 568 nm mit einer Integrationszeit der Kamera
von 60 ms aufgenommen.

Abb. 5.3.: Experimenteller Aufbau, der
fir die Lokalisationsmikroskopie
benutzt wird. L: Anregungslaser,

PO

Jwugsy vopy| ||

wuggg uoky] ]

L6
D3 o L " 02 p4 ok L1-L6: Linsen oder Linsensysteme,
"""" i ﬂ:ﬁ]@:ﬁ?&ﬂ; BI-B4: Sehfeldblenden, W: Strahlteiler,
L4 K O1: Objektiv fiir Weitfeldaufnahmen,

02: Objektiv fiir die Lokalisationsmi-
kroskopie, PS: Piezo-Linearversteller,

-:f_-LS
-——m B4

B1 B2 B3 L3 : ; :
._Q_H_c 0 z O ':‘\ PO: piezoelektrischer Verschiebe-
p L1 L! W /8 ¥os tisch, S2:Spiegel, BF: Sperrfilter,

P: Periskop, K: CCD-Kamera [9]

Die Auswertung der aufgenommenen Bilderstapel erfolgte mithilfe einiger in Mathlab
integrierter Programme. Den grofsten Rechenaufwand tibernimmt das Programm auto-
SPDM, das auf dem SPDM-Algorithmus basiert [38]. Es wurde die Differenzmethode
verwendet, bei welcher zunéchst die jeweils aufeinanderfolgenden Bilder voneinander
abgezogen werden, um die nur kurz blinkenden Signale vom Hintergrund zu tren-
nen. Anschlieffend wird eine Gaufifunktion an die Signale angepasst und tiber deren
Schwerpunkt die Position der Einzelmolekiile bestimmt. In der zweidimensionalen

Lokalisationsmikroskopie liefert
24 42 4,2
o s°+a” /12 8ms™b
((Ax)*) = N EPING

eine Abschitzung des Fehlers der Ortsbestimmung. Dabei ist s die Standardabweichung
der PSF, a die Pixelgrofie der Rohbilder, b der Hintergrund und N die Zahl der

(.1)
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detektierten Photonen. Die Informationen iiber die lokalisierten Signale werden in einer
sogenannten Ortematrix gespeichert.

Fiir die Bildgebung wurde das Programm Orte2stdbild benutzt. Dieses tragt die
nach der Fehlerabschiatzung verwischten Einzelsignale unter Verwendung einer vom
Benutzer vorgegebenen Pixelgrofie in eine Abbildung ein. Des Weiteren wurde ein,
ebenfalls in Mathlab realisiertes, Programm zur Clusteranalyse genutzt. Unter Einsatz
eines Gaufischen Mischungsmodells wird versucht aus einer gegebenen Ortematrix
Position, Form und Grofie von Signalansammlungen zu bestimmen. Der Benutzer muss
dem Programm dabei eine Reihe von Vorgaben liefern: Das ist zum einen die ungefdhre
Grofle des Cluster, die aus der von dem Programm orte2stdbild gelieferten Bildgebung
abgeschitzt wird. Als weiterer Parameter wird der Schwellwert, oberhalb dessen in der
Vorselektierung des Programms Signalanhdufungen als solche erkannt werden, angege-
ben. Standardmaifiig wurde als Schwellwert Nschwelle bei einer mittleren Anzahl an
Nachbarn N und einem Standardfehler o, dieses Mittelwerts Nscnwette = N +4- 0
gewdhlt. Wurden zu wenige Cluster erkannt, wurde dieser Schwellwert in moglichst
geringem Mafse nach unten angepasst. Der letzte wahlbare Parameter ist die Pixelgrofse
der Ergebnisbilder. Bei Untersuchung der der Expansionsregion zugeordneten Cluster
wurden dafiir stets 20 nm eingestellt [9, 11, 10].
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6. Ergebnisse der theoretischen
Untersuchungen

6.1. Konservierte Sequenzen im Bereich des FMR1-Gens

Wie in Kapitel 4.1 beschrieben wurde ein generiertes multiples Alignment der FMR1-
Gene fiinf verschiedener Spezies durchsucht, wobei homologe Sequenzen in verschie-
denen Kombinationen von Spezies gefunden wurden (Tabelle 4.2). Die gefundenen
konservierten Sequenzen liegen aufierhalb von fiir Proteine oder ncRNA kodierenden
Bereichen und mehr als 100 Nukleotide in 3’- und 5-Richtung von diesen entfernt.
Aufgrund dessen, dass in Alignments, die das Drosophila-Gen enthalten, seltener kon-
servierte Sequenzen ausgemacht werden konnten, wurden die 53 Homologiesequenzen
in den Genen von Homo Sapiens, Mus Musculus, Danio Rerio und Hydra Magnipapillata
ndher untersucht.

Die Ergebnisse sind in Tabelle 6.1 aufgefiihrt. Die Tabelle fiihrt die Position der
konservierten Sequenzen relativ zum jeweiligen 5’-Ende (dem Beginn des transkribier-
ten Bereichs) des FMR1-Gens der einzelnen Spezies auf. Die Wahrscheinlichkeit einer
zufédlligen Homologie wurde mit der in Abschnitt 4.1 beschriebenen Methode abge-
schitzt. Konsensussequenzen, fiir die Wahrscheinlichkeiten fiir zufillige Entstehung
von weniger als 4,6 % berechnet wurden, wurden in die Tabelle aufgenommen. Von
den 53 urspriinglich mithilfe von Kalign gefundenen Sequenzen mit mehr als zehn
Konsensusnukleotiden liegen zwolf unterhalb obiger Wahrscheinlichkeitsschwelle.

Farbig markiert sind zwei Cluster von homologen Sequenzen, welche nicht nur in
ihrer Sequenz sondern auch in ihrem Abstand zueinander konserviert sind und die
eine geringere Ausdehnung als C = 1500 Basenpaare haben. Das bedeutet, dass sich
die Abstande der konservierten Sequenzen in diesen Clustern zwischen den Spezies
um nicht mehr als 250 Basenpaare unterscheiden. Die letzte Sequenz im Gen von Danio
Rerio im blau markierten Cluster bildet davon eine Ausnahme.

Tabelle 6.2 listet die farbig markierten Sequenzen mit ihrem jeweiligen Konservie-
rungsgrad auf. Womoglich handelt es sich hierbei, da es keine protein- oder RNS-
kodierenden Bereiche sind, um Sequenzelemente, welche miteinander interagieren, um
eine funktional bedeutsame Sekundérstruktur der DNS herbeizufiihren. Das wire ein
Grund fiir eine Erhaltung dieser Sequenzbestandteile im Laufe der Evolution.
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6. Ergebnisse der theoretischen Untersuchungen

Abstand vom Beginn des Gens [bp]  Abstand zur vorigen Sequenz [bp] poes
H.Sap. M.Mus. D.Rer. H.Mag. H.Sap. M.Mus. D.Rer. H.Mag.
1644 1643 1051 2702 0 0 0 0 1,35-102
3630 4148 2877 5300 1986 2505 1826 2598 1,24-1072
4076 4587 3173 5667 446 439 296 367 5,78-10~4
4500 4895 3288 6032 424 308 115 365 1,55-1073

6442 6398 4685 7779 1942 1503 1397 1747 2,95-103
13179 12550 9447 15197 6737 6152 4762 7418 1,15-1072
17021 17372 13224 20529 3842 4822 3777 5332 1,10-1072
19001 20095 15514 23453 1980 2723 2290 2924 1,12-1072
20426 21456 16740 25128 1425 1361 1226 1675 1,43-1073
30930 31774 24863 36168 10504 10318 8123 11040  2,95-10°
31097 31944 25114 36437 167 170 251 269 1,12-1072
32001 32843 26129 37552 904 899 1015 1115 5,78-10*

Tab. 6.1.: Anordnung der homologen Sequenzen aus Kombination 3.) (H. Sapiens, M. Musculus,
D. Rerio, H. Magnipapillata). Von links geben die ersten vier Spalten die Position der
gefundenen homologen Sequenzen im FMR1-Gen der jeweiligen Spezies an (in Basenpaaren).
Als Beginn des Gens wird der 5’-Beginn des transkribierten Bereichs verstanden. Die néchsten
vier Spalten geben den Abstand (in Basenpaaren) der homologen Sequenz von der vorherigen
in 5’-Richtung an. Unter P9°¢% ist das verwendete Kriterium fiir die Homologie aufgefiihrt: Die
in Abschnitt 4.1 erlduterte Abschétzung fiir ein zufélliges Auftreten einer solchen Homologie
in dem Clusterbereich C = 1500. Homologien mit P9¢* < 0,046 wurden in die Tabelle
aufgenommen. Blau und rot markiert sind Cluster, in welchen jede Sequenz (aufer der
ersten) in allen Spezies zu der vorigen Sequenz einen dhnlichen Abstand < C hat.

Konservier- Konservierte Nukleotide in ihren Sequenzen
ungsgrad

0,31 A------- ATT-T-A- - - -CT- - - - - T---T---T---T
0,25 A-A-AAA--- -T-A--mmmm e T-T------ T--TT---T------- T
0,34 AA- -AA--A----m oo - AT- - -T- -A- - -TT- -TT
0,33 T-TT-A-TA- - -TT-A- - - -T-- - - - - - - - - -T- -T-T-T- - -A- - -T
0,34 TA- -TTTT--- - - - - T-A----- A----GT---A
0,25 A --TA--T---mmmm - - AA- - -AA- -C--T- -G - mmmmmmmm e TC-A

Tab. 6.2.: Homologe Nukleotidsequenzen, deren Abstand zueinander bis auf einen Schwan-
kungsbereich von 250 bp konserviert ist. Die jeweils drei Sequenzen befinden sich in einem
Clusterbereich, der kleiner als C = 1500 bp ist. Der Konservierungsgrad gibt die Anzahl kon-
servierter Nukleotide pro Gesamtanzahl der Nukleotide in der Sequenz an. Das Vorkommen
dieser homologen Nukleotide in den beiden 3er-Clustern ist signifikant nicht zuféllig. Die
oberen drei Sequenzen sind in Tabelle 6.1 blau, die unteren drei rot markiert; die Reihenfolge
ist die gleiche. ,-” kennzeichnet ein beliebiges nicht konserviertes Nukleotid.
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6.2. Sondendesign fiir FMIR1

6.2. Sondendesign fiir FMR1

Ein Bestandteil dieser Arbeit war die Vorbereitung weiterer COMBO-FISH-Experimente
zur Erforschung des FXS. In diesem Abschnitt werden neue Sondensets fiir die Markie-
rung der Expansions-, der Promotor- und der auf dem Gen FMRI liegenden Region
prasentiert. Die Lage der Sondensets wird relativ zu der Position des Gens auf dem
kodierenden Strang des X-Chromosoms angegeben. Dabei bezeichnet ,Beginn des
Gens” das 5’-Ende und ,,Ende des Gens” das 3’-Ende des transkribierten Bereichs.

6.2.1. Vorkommen von (CC_)s-Sequenzen im Genom

Um Experimente vorzubereiten, welche eine tripelhelikal bindende COMBO-FISH-
Sonde fiir die Expansionsregion benétigen, wurde die NCBI-Datenbank des menschli-
chen Genoms nach Sequenzen durchsucht, die aus Wiederholungen von (CC_)- oder
(GG_)-Trinukleotiden bestehen. Dabei steht ,_“ fiir ein beliebiges Nukleotid. In Tabelle
6.3 sind die Bindungshdufigkeiten einer potentiell tripelhelikal bindenden Expansions-
sonde (CC_)s mit einer universalen Base ,_“ aufgefiihrt (ndheres iiber diese Basen kann
in [29] nachgelesen werden). Ab einer Sondenldnge von 48 Basen gibt es fiir eine solche
Sonde eine bekannte Nebenbindungsstelle auf Chromosom 14, an die acht solcher
Sonden binden konnten.

[Slglﬁifc:l;:irclli? [Tripsletts] Clusteranzahl Bindungsstellen
21 7 359 8566
24 8 87 4249
27 9 31 2366
30 10 16 1467
33 11 10 957
36 12 7 655
39 13 5 484
42 14 3 366
45 15 3 275
48 16 1 212
Tab. 6.3.: Ergebnisse der Sequenzsuche fiir (CC_)s-Sonden mit unspezifischer Base ,_“ in

der Genomdatenbank des Menschen. Unter Clusteranzahl sind die jeweilige Anzahl an
Clustern von fiinf oder mehr Sondenbindungsstellen, unter Bindungsstellen die Gesamtzahl
an Bindungsstellen im menschlichen Genom aufgefiihrt.
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6. Ergebnisse der theoretischen Untersuchungen

6.2.2. Watson-Crick-bindende Clustersonden

Uber das in Kapitel 4.3.3 geschilderte Vorgehen war es moglich jeweils 50 Gensequenzen
einer Lange zwischen 18 und 34 Nukleotide zu finden, die den Promotor- und den
Genbereich des FMR1-Gens abdecken. Die in Tabelle 6.4 aufgefiihrten Sequenzen
erstrecken sich iiber einen Bereich von 23769 bis 680 Basenpaare vor Beginn des
transkribierten Bereichs. Tabelle 6.5 deckt einen auf dem Gen liegenden Bereich ab, der
zwischen 311 bis 25604 Basenpaare nach Beginn des transkribierten Bereichs des Gens
liegt. Die Auswahl berticksichtigt eine Schmelztemperatur der Sonden von £10 K um
die Schmelztemperatur einer (CGG)s-Expansionssonde, die bei 110,6 °C liegt.

6.2.3. Hoogsten-bindende Clustersonden

In Abschnitt 4.3.4 wird erldutert wie tripelhelikal bindende Sonden in und vor dem
Bereich des FMR1-Gens gesucht wurden. In den folgenden Tabellen sind die gefunden
Sondensequenzen aufgefiihrt. Die 24 Sequenzen in Tabelle 6.6 decken einen Bereich
von 93409 Basenpaaren von 96100 bis 2691 Basenpaare vor Beginn des transkribierten
Gebiets des Gens ab. Dabei gibt es fiir diese Sonden 25 mogliche Bindungsstellen.
Analog dazu markieren die 24 Sequenzen aus Tabelle 6.7 mit ihren 24 Bindungstellen
einen 88751 Basen umfassenden Bereich auf dem Gen FMR1 und dariiber hinaus.
Der Bereich erstreckt sich von 311 Basen nach Beginn bis 49886 Basen nach Ende des
Gens. Eine grafische Veranschaulichung der von den Hoogsten-bindenden und den
Watson-Crick-bindenden abgedeckten Bereiche liefert Abbildung 6.1.

Zu beachten ist, dass die Sonden fiir den Genbereich teilweise auf dem Nachbargen
von FMR1 (FMR1 Neighbour - FMRINB) liegen. Dies war nicht zu vermeiden, da die
Dichte an geeigneten Homopyrimidin oder Homopurinsequenzen in diesem Bereich
nur ungefdhr eine Sequenz pro 3500 Nukleotide betragt. Als Richtwert, um nicht unter
die Nachweisgrenze in der Mikroskopie zu fallen wurde eine Clustergrofie von etwa 25
festgelegt.

X-Chromosom

merged Ensembl/Havana | -

B RNA gene ] UG > L < E-_-JPMI“
I processed transcript [
B pseudogene 'RPL1-434)24.2 > YFTH1PE > “< U40455.1
“<|29074.3

L

146,80 Mb 146.90 Mb 147.00 Mb 147.10 Mb 147.20 Mb 147.30 Mb
Hoogsten-bindende Sonden

1— Expansionsbereich

Abb. 6.1.: Abdeckung der designten Sondensets im Bereich von FMR1(Abbildung des Genbe-
reichs aus [28]).
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Sondensequenz Schmelztem- Linge
peratur [°C]  [Nukleotide]
5-TTCCACTCCACCTCCCGCTCAGTC-3’ 105,5 24
5-TCTGGCACACGATAGATGCTCCGTCA-3’ 100,1 26
5-TGGCCTTGAGGAATGTGGCCCTAGATC-3’ 101,7 27
5-AAACAAGGACCCTGTAGGGACTGATATG-3’ 101,9 28
5-AAGACATTTGCCCTGTCTGGAAGGTA-3 100,7 26
5-GATCAGGCCTGAGCTCAGTGTC-3’ 102,7 22
5-TCATGCACTGGAATGAAGTGAAGGGGGAA-¥ 100,6 29
5-GAGAGTCGGAAAGGGCAGAAGGC-3’ 100,9 23
5-GTGATTGCCAAGGGTTGGTTGCAG-3’ 100,6 24
5-AAGATGCCCAATGCCATATGTC-3’ 100 22
5-AACAATGGTCTTTTCAACAAACGGTGCTGGAA-3’ 99,6 32
5-ACTGTCGTCAGGGCTGGAGTGC-3' 100,7 22
5-ATGGGATGCAGCAAAAGCAGTGATGAGAGGGAA-3’ 101,2 33
5-CAGGCATCAGCCACTGTGCCTGGCCTGA-3 105,5 28
5-ATGAGGCAAAAGCAGACAGAGCTGCAA-3’ 100,7 27
5-AAAACCAGAGAAGGCAGTAAAAGAGGAAAAGTT-3 99,2 33
5-AAGGCTGAATCTGTCACCAGTAGACCTGCCTT-3’ 102,8 32
5-TTTGGGAGCTGCCCGATTC-3’ 104,2 19
5-GACTGGAAACAGCTGCGGGAA-3 102 21
5-AACACCATGCCACTGCATCAACAGTGCTCC-3’ 103,4 30
5-TGAGGCTGGGTGTGGGCTAG-3’ 104,5 20
5-GAGGCAGGCAAGAGAAAATAAGGCTGGGCA-3’ 102 30
5-GCTTGGGCAACATGGTGAAACCCCGGC-3’ 102,2 27
5-ACTTGGCCTCCCACTGGGATTA-3’ 103,6 22
5-CCCTGGCCAAGAGGGGCTCT-3’ 104,1 20
5-TGAGTCACAGAAGCATCTGTGGCTGTTT-3’ 101,6 28
5-GCTGCTCCTCAGAGGCAAAATTCTGTGTGGGTT-3’ 101,2 33
5-GAAGAAGAAGGCGCCACCA-¥ 102 19
5-AAGGGTGCAGCACTCACAGCAA-¥ 102,8 22
5-GGAACCTCTGCCTCCCGGTC-3’ 106,3 20
5-TCAACTCCGGCCTCGGCCAGCCCCT-3 1104 25
5-AAAGTTCTCCAAATCCCCAGCCGA-3’ 101,3 24
5-CGCCGACTTCAGGAGTGAAGCCGCAGACCC-3 102,6 30
5-CATGGCAACCTCCACCTCCCCAA-¥ 104,1 23
5-CAGCAGGAGGCCATGGGTT-3’ 105 19
5-AACAACCCCTCGCATCTTT-3’ 103,2 19
5-AACTTGGGGGCAGGGCTCAG-3’ 108 20
5-TTGCCAGGGGCTGGGTATGA-3’ 104,5 20
5-GACAATGCCCAGTGCTGGCAAA-¥ 103,9 22
5-TCTCTTGAGCACAGGAGGCAGAGGTT-3’ 103,2 26
5-ACCTCCCCCTACCTTCGTCTCCTT-3’ 102,4 24
5-AAGAAAGGGAAGGGGCAAA-¥ 102,4 19
5-AAGCAGATAAAGGCCGCCTT-3’ 103,2 20
5-AAGCCCTCTCTGTTTTCAGATCTGCTGCTA-3 100,3 30
5-TATCTTCTGTCCTGCCACAGTCATT-3’ 100 25
5-TGCCCTTCTCCCATTTTGGGGGTT-3’ 102,3 24
5-GGGCCACAGGCAGATCCAGAGGTG-3’ 102,3 24
5-AAGCCCTGTAACTCTGTGGTTCTT-3' 100,7 24
5-TATCCTGTAGGCATGCTTCCTTGTTTTTT-3 100,5 29
5-GACACTCTCTCCTGGCCTGTAGGG-3’ 101,2 24

Tab. 6.4.: Watson-Crick-bindende Sonden fiir den Promotorbereich. Von oben nach unten sind
die Sequenzen in der Reihenfolge ihres Vorkommens von 5’- in 3’-Richtung aufgelistet
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Sondensequenz Schmelztem- Linge
peratur [°C]  [Nukleotide]
5-CCCTTCCTTCCCTCCCTTTTCTTCTT-3’ 102,2 26
5-TCCTGCAGCGCCAAGAGGGCTT-3’ 106,2 22
5-TTGTGCCCCTAAGAACTTGACCACATTTCCTT-3’ 100,4 32
5-GAGGCAAAAGGTAACCCCGCGTT-3’ 104,6 23
5-TTGGTTGCCCCTTAGTTCCCTGAGGA-3’ 101,3 26
5-TAGTGCCCTGCAGGTGTTAAGATATGAA-3’ 100,5 28
5-GAGGAAGTGAATTATTGGGGTCAACCACATTTTT-3' 100,0 34
5-AAGTGTCAGGGCCATTAAGGGTC-3’ 101,9 23
5-ACGGGGCGGGGGGAGTGGGG-3 108,7 20
5-TTATCTGCCTGCCTCAGCCCTCCAAA-3’ 105,5 26
5-GGCCCAGTTGCTAGTAAATTAGGGACCCCTT-3’ 100,3 31
5-AAGAGCCCTAGTCCTCACCCAA-3 102,0 22
5-AAGGCAGTGGCCCTGTTGGGCTC-3’ 109,0 23
5-TAGTCGCACATGACCCGTGGCTA-3 102,3 23
5-AAGCACTGGGGCATGCACCCTT-3 107,8 22
5-TTTTCCAGGGCCCTGTCTC-3’ 105,0 19
5-CATGTGGGTGTCCACTTGTCCCAGCTT-3’ 103,8 27
5-AAAAAGAGGGGAAGGACAATAGGAA-3 99,7 25
5-ATAAAGCCTTTGGGTTTC-3’ 98,5 18
5-AAAATGTACGTCCAGCTTTGCACTC-3’ 100,1 25
5-TAATGTCCTGGAGGTCCCTT-3’ 102,1 20
5-TTGTGCTGGGGCTGGTGGGGA-3’ 106,5 21
5-GAAACACGTGTAGGGGGACAGAGA-3’ 101,6 24
5-TCTTTGCCCTTCCTTGTGTGTTTCCTT-3' 100,6 27
5-AACCCAGATGTGACTGCTCCGGAAGTT-3’ 103,5 27
5-CCCCACCATCCCAGTGCATGCTGA-3’ 102,4 24
5-GGGAGTAGGCTGCTGTGCTGCATGCA-3’ 102,7 26
5-AAGTCACTGCCGCAAGTTCCTT-3' 102,7 22
5-GACATTTGTGCAGGTGAGGCAGAGTGGTT-3 103,6 29
5-CAATGTCCAGGCCTGTGTTT-3’ 102,5 20
5-TTGGCCTCATGTCTTTATCCCCCTTGTC-3’ 100,9 28
5-GACCAAGCAACAAGACAGTAGGGCATGGTC-3 102,5 30
5-AAAGAGCCTTGCTGTTGGTGGTT-3’ 103,6 23
5-CAAGGCAGCCTTGCGCTTGTTT-3' 106,5 22
5-TTACCCCATTCTCCGTGATGTGCTT-3’ 100,8 25
5-AAGAGGCGGCACATAAGGATTTT-3' 102,5 23
5-GATTCCCGCCAGAGGCTATTT-3 103,6 21
5-TTAGCCCAGAGCTGCCTCCTT-3' 104,8 21
5-GATTCCTTAGGTTTTGAGGGAGGTGTCATTTT-3’ 100,3 32
5-CAGAGTTCAAGGCAGCTTGCCT-3' 99,6 22
5-AATCTTGCCCAGCCCTCCTG-3’ 105,1 20
5-TCACCATCACCATCGTGAGTATCAGCAA-3’ 98,0 28
5-AAGATGGCATGATGGTAGTGGGGAAA-3’ 101,2 26
5-TCCACTGCAACACTGGGAACGTTT-3’ 101,3 24
5-TTCTAGGGGTGAATGAGGCAGCCAC-3’ 101,2 25
5-TACCACTCGTGTCATGATGCAAATGAA-3’ 97,0 27
5-AATCAACTCTGGTACCTGACCAAAGG-¥ 97,7 26
5-TAATGGCCCTTCTCTGTCCTC-3’ 101,8 21
5-GGGGTAGAGAGGTGAGGATGCACCTTT-3' 102,0 27
5-AAAACAGCACCCATTTTTCTC-3’ 100,0 21

Tab. 6.5.: Watson-Crick-bindende Sonden fiir den Genbereich. Von oben nach unten sind die
Sequenzen in der Reihenfolge ihres Vorkommens von 5’- in 3’-Richtung aufgelistet.
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Sondensequenz [Nullgz:(g)tei del
5-TTCCCCCTTCTCTCCCTTTTC-3’ 21
5-TCCTCTTCCTTTCTTT-3" 16
5-CTCTTCCCCCTCTTTT-3’ 16
5-TTCTCCTTTTCTCCCCTTC-3’ 19
5-CCTTTCTCCCCCCTTCTTCTCC-3’ 22
5-CTCCTCTCTCTTTTCTTCTTT-3’ 21
5-TTTTCCCTCCCCTTCC-3’ 16
5-TCCCTTTCTCTCCCTT-3’ 16
5-CCTCTTTCTCCCTCT-3’ 15
5-CCCTCTCCCTCTCCCTTTCCCT-3’ 22
5-TTTCTCTCTCTTTTC-3’ 15
5-CTCCTCTCCTCTCCCTTCTC-3’ 20
5-TTCTCCCCTCCCTTCT-3" 16
5-CTCCTCTCCTCTCTCTTCTC-3’ 20
5-CCTTTCTCCTCCCTT-3’ 15
5-CTTCCTTTCTTTCTTCTTTCTCTTCT-3’ 26
5-TCCCTCTCTTCTTCCTCTTCTTCCCTTCTTTTCCTTT-3’ 37
5-TTTTCCCCCCTTTTC-3’ 15
5-TTTCTCCTTTTCCTTTTCCTCTC-3’ 23
5-CCCCTTTCTTTCTCTT-3' 16
5-CCTTTCCCCTCCTTT-3’ 15
5-CTCCTTTTCCCTCTTTC-3’ 17
5-TTCTTTCCCTTCCCC-3’ 15
5-TCCTCTCTTTCTCTCTCTCTCTCTCTCCT-3’ 29

Tab. 6.6.: Hoogsten-bindende Sonden fiir den Promotorbereich. Von oben nach unten sind die
Sequenzen in der Reihenfolge ihres Vorkommens von 5’- in 3’-Richtung aufgelistet.
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Liange
Sondensequenz [Nukle(g)ti de]
5-TTCTTCTTTTCCCTCCCTTCCTTCCC-3’ 26
5-CTTTCCTTTCTTTCCC-3’ 16
5-CTCTCTTCCTCTTTTCTT-3" 18
5’-CTCCCTCTCTTCCTTT-3’ 16
5-TTCTCTTCTTCTTTCTTT-3’ 18
5-CCCTCTCTTCTTTCTTC-3’ 17
5’-TCTCCTTCTCTCCCTCTC-3’ 18
5’-CCTCCCCCTCCTTCTCCT-3’ 18
5-CCCCTCTTTCCCCTTCCCTTCTTC-3’ 24
5-CCTTCTTTTCCTCTT-3’ 15
5-CTCCTTCCTTTCTCTTCTTCT-3’ 21
5-TCCCCTTTTCTTCTCC-3’ 16
5-TCTCCCTTTCCCCTTTCCC-3’ 19
5-TCTCTTCCTTCTTCTTCTTTT-3" 21
5-TCTCCTTCCCTCTTC-3" 15
5’-CCCCCTCCCCCTCCCCCTCCCTCTCCCCCC-3’ 30
5-CCCCCTTTCCCCTCCCTCTC-3’ 20
5-CTTTCTTCCCTTTCCTTT-3’ 18
5-CCCCTCTCCCTCTCCCTCTCCCC-3’ 23
5-TTCTCTCCTCTTTTCCC-3’ 17
5’-CTCCCTCTCCCCTTCC-3’ 16
5-CCTCCTCCTCCCTTTCT-3’ 17
5-TTTCTCCTTTTCCTCC-3’ 16
6’-TTCCCTCCTTCTTTT-4" 15

Tab. 6.7.: Hoogsten-bindende Sonden fiir den Genbereich. Von oben nach unten sind die Se-
quenzen in der Reihenfolge ihres Vorkommens von 5’- in 3’-Richtung aufgelistet.
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6.2.4. Sondenbindungsstellen auf dem Mausgenom

Bei der Suche nach dem Vorkommen der Sondensequenzen im Mausgenom stellte sich
heraus, dass Teile von drei von 100 Sequenzen der Watson-Crick-bindenden Sonden fiir
den Promotorbereich (Tabelle 6.4) auch im Promotorbereich des FMR1-Gens der Maus
gefunden werden konnten. Keiner dieser Teile bindet spezifisch in diesem Bereich,
d.h es wurden mehrere zusatzliche Bindungsstellen gefunden. Das Ergebnis fiir die
Watson-Crick-bindenden Sonden fiir den Genbereich (Tabelle 6.5) ist acht von 100,
davon zwei spezifisch. Teile der Sequenzen der Hoogsten-bindenden Sonden konnten
in 13 von 24 fiir den Promotorbereich (Tabelle 6.6) gefunden werden, in drei von 24
Fillen fiir den Genbereich (Tabelle 6.7). Allerdings in keinem dieser 16 Fille spezifisch
fiir die gewtiinschte Region.

All dies fiihrt zu der Erkenntnis, dass zwar Teile des Mausgens mit der menschlichen
Variante tibereinstimmen, vor allem die Exons, jedoch nicht hinreichend um mit den
entworfenen Sonden auf Zellen von Mensch und Maus zu arbeiten.

6.3. Sondendesign fiir die Genaktivitiatsbestimmung

In Abschnitt 4.4 wurde ein neuer, COMBO-FISH benutzender, Ansatz fiir die Bestim-
mung der Aktivitit eines Gens vorgestellt. Tabelle 6.8 gibt einen Uberblick {iber die
Ergebnisse der Suche nach repetitiven Homopurin-/Homopyrimidinsequenzen im
menschlichen Genom. Bei den aufgefiihrten Sondensequenzen handelt es sich um
alle moglichen Kombinationen, bei welchen die repetitive Einheit kiirzer als sechs
Nukleotide ist. Alle anderen Homopurin-/Homopyrimidinnukleotidkombinationen
entsprechen in ihren Bindungsstellen den in Tabelle 6.8 aufgefiihrten Sequenzen, wenn
sie als Oligonukleotidsonden der Lange 20 oder 21 bp synthetisiert werden.

Die Anzahl der Bindungsstellen im Genom wurde iiber den Umfang der Ausgabe des
Declustering-Teilprogramms (siehe S. 29) abgeschétzt. Uber die Bindungsstellenanzahl
konnen nur Abschdtzungen gemacht werden, da die verwendeten Algorithmen die
Bindung repetitiver Sequenzen an ldngere repetitive Sequenzen iiberbewerten, d.h. zu
viele Bindungsstellen finden. Bei sehr vielen moglichen Bindungsstellen wurde keine
weitere Suche nach Bindungsclustern in Genregionen durchgefiihrt (n.d.).

Die Bindungsstellen der drei in Genbereichen bindenden repetitiven Homopurin-
/Homopyrimidinsequenzen wurden einer ndheren Untersuchung unterzogen. Die
Bindungsstelle der (G)ao-/(C)20-Sonden liegen in einem sich iiber mindestens 328
Guanin-Basen erstreckendem Bereich auf Chromosom 2. An diesen Bereich schliefst ein
ausgedehnter Abschnitt unbekannter Basenpaare an. Nach Gleichung (4.20) konnten
hier im Mittel elf (G),9-/(C)20-Sonden binden. Das Gen ist ein RNS-Gen, d.h. es ist nicht
proteinkodierend, mit der Bezeichnung long intergenic non-protein coding RNA 486. Uber
dieses Gen konnten keine weiteren Informationen eingeholt werden. Die Markierung
der (AAGGG)s- und (CCCTT)s-Sonden erstreckt sich auf dem Chromosom 21 {iber
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6. Ergebnisse der theoretischen Untersuchungen

220000 Basen Lange und deckt mehrere Gene ab.

Repetitive Sequenz Gefundene Cluster Gen-
Homopurin Homopyrimidin insgesamt auf einem Gen bezeichnung
(A)zo (T)20 n.d. n.d.

(G)a2o (O
(AG)10 (CTho
(GGA)7 (TCO)7
(AAG)7 (CTT)7
(GGAA)s (TTCC)s
(GGGA)s (TCCC)5
(
(
(
(
(
(
(

lincRNA 486

AAAG)s  (CTTD)s n.d.
AGGGG);  (CCCCT),
GAAAA), (TTTTC),
GGAAA); (TTTCC),
AAGGG); (CCCTT),
GAGAG); (CTCTIC),
AGAGA); (TCTCT),

mehrere Gene!

o R OO 0oAa o oo Wwr
=]

MAP3K15

Tab. 6.8.: Ergebnisse der computergestiitzten Suche nach repetitiven Homopurin-
/Homopyrimidinsequenzen. Als Cluster wird eine Anhdufung von 10 oder mehr
Bindungsstellen innerhalb von 250000 Basen bezeichnet. Bei sehr vielen gefundenen
Bindungsstellen im Genom wurde nicht immer eine Suche nach Clustern durchgefiihrt (n.d.).

Die (AGAGA);- und (TCTCT)4-Sequenzen binden an einen 64 (AGAGA) Elemen-
te umfassenden Locus auf dem X-Chromosom. Nach Gleichung (4.20) konnte eine
(AGAGA)4- oder (TCTCT)4-Sonde hier im Mittel 12, eine (AGAGA)3- oder (TCTCT);-
Sonde 16 Bindungsstellen finden. Aufler dieser Stelle wurden keine weiteren Sonden-
bindungscluster dieser Sequenz mit mehr als drei Bindungsstellen im Genom gefunden.
Das diesen Bereich enthaltende Gen trégt die Bezeichnung MAP3K15 (Position auf dem
X-Chromosom: 19378174-19533379). In [39] wird es dem ASK3-Genlocus zugeordnet,
der eine wichtige Rolle beim Stress-induzierten Zelltod von HeLa-Zellen spielt. In der
erwdhnten Publikation wurde die Aktivitdt von ASK3 mittels siRNA (small interfering
RNA) reguliert. Somit konnte dieses Gen zum Test der Genaktivitatsbestimmung mit
einer COMBO-FISH-Sonde dienen.

ITMPRSS3 (Gegenstrang) und B3GALT5
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Die im folgenden Kapitel prasentierten Ergebnisse beruhen auf der fluoreszenzmi-
kroskopischen Untersuchung (siehe Abschnitt 5.3 und Kapitel 2) von insgesamt 113
Objekttragern, die mit Zellen bewachsen waren, die das Fragile X-Syndrom tragen. Es
werden sowohl methodische als auch experimentelle Erkenntnisse erldutert.

7.1. Zellkultur

Grundlage aller durchgefiihrter Experimente waren die in Kapitel 5.1.1 beschriebenen
Fibroblasten. Die Protokolle der Zellkultur wurden an die relativ langsame Vermeh-
rungsgeschwindigkeit dieses Zelltyps angepasst. Anders als viele Krebszelllinien, wie
z.B. Cal-51, die nach wenigen Tagen bereits subkultiviert werden miissen, bendtigen
die Fibroblasten ein bis zwei Wochen, um eine dichte Kultur auf dem Boden der Zell-
kulturflasche zu bilden. Entsprechend wurden, um die Wartezeit zu verkiirzen, die
Zellen wesentlich dichter ausgesit als es bei Krebszellen tiblich wiére.

7.1.1. Methanol/Eisessig-Fixierung

Die ersten COMBO-FISH-Experimente wurden mit Methanol/Eisessig-fixierten Zellen
durchgefiihrt. Dabei zeigten sich zwei Komplikationen:

Wie oben bereits geschildert war die Teilungs- und Wachstumsrate der verwendeten
Fibroblasten relativ niedrig, so dass bei Durchfiihrung der Fixierung die Zelldichte
in der Zellsuspension gering war. Eine Zdhlung mit einer Neubauer-Zdhlkammer er-
gab 30000 Zellen/ml. Zur Vorbehandlung der Zellen werden diese auf Objekttrager
oder Deckgladser aufgetropft. Aufgrund der niedrigen Zelldichte mussten tiber 100 ul
Zellsuspension in Methanol/Eisessig-Losung aufgetropft werden um eine akzeptable
Zellzahl auf dem Prédparat zu erreichen, allerdings bildeten sich beim Auftropfen gro-
erer Mengen ausgedehnten Essigsdurekristallstrukturen, welche die Mikroskopische
Auswertung der Praparate behinderten.

Eine Beeintrachtigung der Mikroskopie ergab sich bei Verwendung von PNS-COMBO-
FISH-Sonden in Verbindung mit auf Objekttragern aufgetropften Methanol/Eisessig-
fixierten Zellen. Zundchst wurden gereinigte Standard-Objekttrdager (unbeschichtet)
verwendet. Hier wurde die Glasoberfliche gleichmifiig und sehr stark von den Son-
denfarbstoffen eingefarbt. Nach mehrfachen, sehr stringenten Post-Hybridisierungs-
Waschschritten zeigte sich keine Verdnderung. Darauthin wurden beschichtete Superfrost-
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Objekttrager verwendet. Die Hintergrundfarbung ging damit sehr zuriick, es blieb
allerdings ein , Sternenhimmel” von kleinen, gleichmiflig tiber die Glasoberflache
verteilten Farbstoffpartikeln, die nur schwer von potentiellen COMBO-Signalen unter-
scheidbar waren. Wurde die Zellsuspension auf Deckglédser getropft, so gab es keine
Bindung der PNS-Sonden an die Glasoberfldche, jedoch eine ungleichméflige Vertei-
lung der Zellen aufgrund der hydrophoben Oberfliche der Gléser. Aufgrund dieser
Ergebnisse wurden bei weiteren Experimenten Formaldehyd-fixierte, auf Deckgldsern
gewachsene Zellen verwendet.

7.1.2. Autofluoreszenz

Ein Merkmal der verwendeten Zelllinie ist ihre Neigung zu Autofluoreszenz. Abbil-
dung 7.1 zeigt im Epifluoreszenzmikroskop aufgenommene Bilder von nach Abschnitt
5.1.6 vorbehandelten Zellen ohne DAPI- oder FISH-Farbung. Die stirkste Fluoreszenz
war bei einer Anregung mit 488 nm zu beobachten. Verschiede Zellkompartimente
waren unterschiedlich stark eingefdrbt: Zytoplasma und Nukleoli im Zellkern verhalt-
nismaflig stark wahrend der Hintergrund des Zellkerns schwache Fluoreszenz zeigte,
so dass gefundene COMBO-FISH-Signale gut erkannt werden konnten. Zudem war
die Autofluoreszenz bei verschiedenen zellbewachsenen und praparierten Deckglasern
unterschiedlich stark ausgepragt.

Abb. 7.1.: Epifluoreszenzmikroskopische Aufnahmen unmarkierter, vorbehandelter Zellen. A:
Anregungswellenldnge 358 nm B: Anregungswellenlidnge 488 nm C: Anregungswellenldnge
568 nm. Die stdrkste Autofluoreszenz wurde in der Wellenlidnge 488 nm beobachtet.

Innerhalb dieser Arbeit wurde die Autofluoreszenz durch Ersatz von Pepsin durch
Proteinase-K verringert. Auflerdem wurden die Zellen, um Kulturstress zu vermeiden,
rechtzeitig vor der Stationdren Phase subkultiviert.

7.2. Methodische Weiterentwicklungen

Ausgehend von den in fritheren Publikationen (unter anderem [17, 33, 18, 22, 21]) ver-
wendeten Protokollen wurde eine auf die Erfordernisse der Experimente dieser Arbeit
abgestimmte Vorgehensweise entwickelt. Eine Ubersicht der ausgefiihrten Variationen
liefert Tabelle 7.1.
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Protokollschritt Variationen Ergebnis
Permeabilisierung 30 min in 0,5 % Triton-X in 1xPBS erfolgreich
RNS-Verdau 30 min in 0,2 mg/ml RNAse in 2x SSC bei 37 °C erfolgreich
45 s in 30 pg/ml Pepsin in 0,01 mol/1 HCI ste}rker
Protein-Verdau Hintergrund
10 min in 50 ng/ml Proteinase K in 20 mmol/1 Tris erfolgreich
und 2 mmol/1 CaCl, in H,O
Denaturierung der Forma‘midpuffer: 2 mir} bei 72 °C erfolgreich
Painting-Sonden Wassrige Puffer: 2-5 min bei 88-94 °C Zerfall der Sonden
Trispuffer: 2 min bei 85 °C erfolgreich
Zelldenaturierung 5 min bei 75 °C in 70 % Formamid in 2x SSC erfolgreich
COMBO-FISH-Hyb-  Trispuffer erfolgreich
ridisierungspuffer Standardpulffer erfolgreich
Formamidpuffer des gebrauchsfertigen wenige COMBO-
Paintingsets FISH-Signale
Formamidpuffer eingedampft und mit . -
StandardpEffer aufggﬁillt ’ kein Painting
Hybridisierungs- Painting-Pellet in 2x SSC, 5 % Formamid oder

puffer der Paint-
ing-Experimente

DMSO und 75 % Standardpuffer

Paint in Herstellerpuffer hybridisiert, dann Dena-
turierung der Zellen und COMBO-FISH
Paintpellet in Trispuffer denaturiert, dann Hybri-

kein Painting

kein Painting

disierung zusammen mit COMBO-Sonden erfolgreich
Paint in Herstellerpuffer hybridisiert, danach erfolereich
Hybridisierung der COMBO-Sonden &
Sonden- 20 ng/ul erfolgreich
konzentration 40 ng/pl erfolgreich
Immunomount und Fluoromount seh.r schnelles
Bleichen
. . . schnelles
Eindeckmedium I-Brite plus Bleichen
beste Signal-
Prolong Gold stabilitit

Tab. 7.1.: Weiterentwicklung der COMBO-FISH-Protokolle. Die Zusammensetzung der Pufferlo-
sungen findet man in Abschnitt 5.2.1.
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7.2.1. Eindeckmedium

Im Verlauf der ersten COMBO-FISH-Experimente wurden verschiedene Eindeckmedien
getestet. Dabei stellte sich heraus, dass die Signale bei Eindeckung mit I-Brite plus
oder Immumount teilweise sehr schnell ausblichen. Deswegen wurde im Weiteren stets
Prolong Gold verwendet.

7.2.2. Ersatz von Pepsin durch Proteinase K

Frithere COMBO-FISH-Protokolle (zuletzt [18]) verwendeten das Verdauungsenzym
Pepsin fiir den enzymatischen Abbau der in den Chromosomen und Zellkernen be-
findlichen Proteine. Der Verdau des Zytoplasmas ermoglicht der Sonde spezifisches
Binden in der gewiinschten Genregion. Nun wurde bei in dieser Arbeit hybridisierten
Zellen teilweise ein sehr starker zytoplasmatischer Hintergrund festgestellt. Um diesen
zu beseitigen wurde die Endopeptidase Pepsin, die Proteine bevorzugt hinter der Ami-
nosdure Phenylalanin spaltet, durch die endo- und exoproteolytisch aktive Proteinase
K ersetzt, die Proteine sehr viel unspezifischer verdaut. Ein Vorteil des Proteinase
K-Protokolls, das nach den Vorgaben des Hybridisierungsprotokolls aus [40] in das
Protokoll eingearbeitet wurde, ist die ldngere Inkubationszeit (10 min statt 45 s), die
den Verdauungsschritt weniger fehleranféllig macht. In der Tat war nach diesem Schritt
das Vorkommen von Farbstoffansammlungen im Zytoplasma reduziert.

7.2.3. Variation der Post-Hybridisierungswaschschritte

Aufgrund des hohen Hintergrunds der ersten Hybridisierungen wurden die Wasch-
schritte nach der Hybridisierung von einem Waschen in 2x SSC bei RT aus stringenter
gestaltet. Dies geschah tiber eine maximale Stringenz bei 2 min mit 72 °C mit 0,3 %
Tween in 0,5x SSC. Nach Verbesserung des Hintergrunds wurde dies wieder auf 1x
SSC bei 37 °C reduziert.

7.2.4. Verbesserung der Painting-Experimente

Nachdem reine COMBO-FISH neue Ergebnisse erbracht hatte, war es daran die Signale
auf dem X-Chromosom zu lokalisieren. Zundchst wurde versucht eine COMBO-FISH
im Hybridisierungspuffer der Painting-Sonden durchzufiihren. Dieser besteht zum
grofsiten Teil aus Formamid (siehe Tabelle 5.5). Bei dieser Vorgehensweise gelang die
Chromosomenfarbung, aber es konnten keine COMBO-Signale detektiert werden.
Verantwortlich dafiir ist wahrscheinlich das Formamid der Pufferlésung, das als sehr
gutes Losungsmittel verhindert, dass die Oligonukleotidsonden hybridisieren konnen.

Um dieses Problem zu 16sen wurde die Painting-Losung fiir 4 h im Speedvac bei
niedriger Trocknungsrate behandelt. Dabei handelt es sich um eine Zentrifuge in
einer Vakuumkammer, die zusitzlich beheizt werden kann um die Trocknungsrate
zu erhohen. Der Formamidpuffer wurde auf diese Weise von 10 pl auf etwa 3 pl
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eingedampft. Anschliefend wurde die Losung mit dem Standard-COMBO-FISH-Puffer
(3 mol/1 NaCl, 0,6 mol/1 MgCl,, 1 mol/1 NaAc) wieder auf 10 pl aufgefiillt und eine
Hybridisierung versucht. Es konnte keine Farbung der X-Chromosomen beobachtet
werden. Griinde daftir konnten zum einen eine Schdadigung der Sonden durch die
Speedvac-Behandlung oder aber die Salzkonzentration des Puffers sein. Auf letzteren
Punkt wird im weiteren Verlauf noch eingegangen.

Angesichts dieser Herausforderungen stellte die Firma Metasystems die Painting-
Sonden in Pulver- bzw. Pelletform zur Verfiigung. Dieses Pellet ist das Produkt der PCR
bei Herstellung der Sonden, bevor sie in Hybridpuffer aufgenommen werden. Da es
laut Herstellerangaben 16slich in wéassrigen Losungen ist, wurde versucht das Pellet in
den Standard-Puffer aufzunehmen. Inkubation bei 37 °C iiber Nacht und Behandlung
im Thermomixer bei 40 °C und 1000 rpm erbrachten keine Losung des Pellets. Der
ndchste Schritt war die Auflosung desselben in 4 pl 2x SSC um diese Losung dann mit
16 pl Standard-Puffer auffiillen zu kénnen. Es war eine sofortige Triibung der Losung
und das Absetzen eines Pulvers bei Zentrifugierung der Losung zu beobachten. Dies
fithrte zur Erprobung eines weiteren Protokollschrittes: Versetzung der nun 20 ul Pellet-
Suspension mit 1 pl (etwa 5 %) DMSO oder Formamid als Losungsmittel. Das musste
der Anforderung gerecht werden zum einen die Painting-Sonden in Losung zu bringen
als auch nicht die Hybridisierung der COMBO-Sonden zu verhindern. Eine weitere
Behandlung tiber 30 min im Thermomixer bei 40 °C und 1000 rpm bewirkte die Losung
des abgesetzten Pulvers und Klarung der Losung. Die Hybridisierung war allerdings
nicht erfolgreich. Als Erkldrung bietet sich eine durch die hohe Salzkonzentration
verminderte Loslichkeit der langen (mehrere 1000 Basenpaare) DNS-Sonden des Paints.
Die Kationen schirmen die negativen Ladungen des Phosphatriickgrats ab, so dass
die Abstoffung der DNS-Ketten untereinander verringert wird. Hybridisierung des
X-Chromosomen-Paints nach Herstellerprotokoll mit anschlieffender Denaturierung
und Hybridisierung der COMBO-Sonden lieferte keine Paint-Farbung. Wahrscheinlich
hat sich diese wahrend der zweiten Denaturierung von der DNS gelost.

Zwei weitere Losungsansdtze wurden ausgetestet, die letztlich erfolgreich waren:
Zum einen Hybridisierung des X-Chromosomen-Paints nach Herstellerprotokoll mit
anschliefender Hybridisierung der COMBO-FISH-Sonden ohne weitere Denaturierung
der Zell-DNS, zum anderen die Etablierung eines neuen Puffers mit geringerer Salzkon-
zentration, der ebenfalls die Bindung der COMBO-Sonden ermoglicht. Ausfiihrliche
Protokolle der erfolgreichen Hybridisierungen kdnnen in den Abschnitten 5.2.8 und
5.2.9 nachgelesen werden. Tabelle 7.1 fasst variierte Protokollschritte zusammen. Ein
wichtiger Teil dieser Arbeit war die Erprobung von markierten Oligonukleotiden zur
Markierung der Expansionsregion im Rahmen von COMBO-FISH. Es wurde der Frage
nachgegangen, ob die Sonden fiir die Expansionsregion spezifisch an diese binden.
Dies wurde in mehreren aufeinander aufbauenden Arbeitsschritten vollfiihrt.
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7.3. Hybridisierung einzelner Oligonukleotidsondensets

In Abschnitt 5.2.3, S. 62, werden die verwendeten COMBO-FISH-Sonden aufgefiihrt.
Bei den PNS-Set 1-8 genannten handelt es sich um (CGG)s- bzw. (CCG)s-Sonden, die
somit 18 Nukleotide lang sind. Markiert sind sie mit Alexa 568 oder Alexa 488 am
5-Ende oder doppelt markiert an beiden Enden. In dieser Arbeit wurden alle acht
Varianten dieser Parameter ausgetestet und untersucht. Die DNS-Sonden sind einfach
am 5-Ende markiert. In der Anregungswellenldnge 568 nm sind sie nur in der (CGG)e-
Variante synthetisiert worden. Damit gibt es drei — DNS-Set 1-3 genannte — untersuchte
Sets. Dieser Teil der Arbeit bestand darin alle verfiigbaren Expansionssets auszutesten
und zu versuchen Charakteristika einzelner Sets herauszuarbeiten. Alle Experimente
dieses Abschnitts wurden mit den Protokollen 5.2.5 oder 5.2.6 durchgefiihrt oder mit
Vorldufern von diesen.

Der Expansionsbereich der verwendeten Zelllinie umfasst laut Vertreiber 650 (CGG)-
Wiederholungen. Die verwendeten Sonden haben eine Lange von sechs (CGG)- bzw.
(CCG)-Wiederholungen. Nach Gleichung 4.20 auf S. 44 sind somit hochstens

2-6 650

36-1 6 70 @1)

gebundene Sonden zu erwarten. Friithere Experimente an dem mit Krebsentstehung zu-
sammenhdngenden Gen Her2/neu wurden erfolgreich mit einer Bindungsstellenanzahl
von 20 durchgefiihrt [17, 33].

Alle untersuchten Sets konnten erfolgreich nach Abschnitt 5.2.6 (S. 67) hybridisiert
werden. Dabei wurden bei epifluoreszenzmikroskopischer Untersuchung folgende
Beobachtungen gemacht:

¢ Signale der DNS-Sets sind in der Anregungswellenldnge 488 nm starker gefarbt
als Signale in 568 nm

* Signale der PNS-Sets sind in der Anregungswellenldnge 568 nm stéarker gefarbt
als Signale in 488 nm

¢ Erhohte Signalintensitdt der doppelt markierten gegeniiber den einfach markier-
ten Sonden

¢ Bessere Bindung mit weniger Hintergrundsignalen der PNS-Sets der Sequenz
(CCG)g als solcher der Sequenz (CGG)g

* Nucleoli bei Verwendung der PNS-Sonden stdrker angefarbt als bei Hybridisie-
rung der DNS-Sets

* Mehrfach beobachtete Signalbindung auf Nucleoli

¢ Erhohter Hintergrund in der Anregungswellenldnge 488 nm (siehe auch Abschnitt
7.1.2)
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Des Weiteren wurde festgestellt, dass bei Verwendung der mit Alexa 488 markierten
DNS-Sets eine grofiere Anzahl an Signalen pro Zellkern detektierbar sind als dies bei
mit Alexa 568-markierten der Fall ist. Die Untersuchung der PNS-Sonden erbrachte das
entgegengesetzte Ergebnis: Mehr Signale der Wellenldnge 568 nm als 488 nm. Exempla-
risch wurde die Anzahl der Signale pro Zellkern an einigen erfolgreich hybridisierten
Objekttragern ausgezahlt; das Ergebnis zeigt Tabelle 7.2. Aufgefiihrt werden die An-
zahl der ausgezdhlten Zellkerne je mit dem entsprechenden Sondenset hybridisierten
Deckglas und die Anzahl der Zellkerne mit einer bestimmten Anzahl an Signalen. Au-
erdem wird aufgefiihrt wie viele Doppelsignale mit einer Entfernung zueinander von
500 £ 300 nm auftraten und wie viele der gefundenen Signale auf einem Nukleolus ver-
ortet werden konnten. Es wurden nur Zellkerne in die Zahlstatistik aufgenommen, die
duflerlich unversehrt erschienen und von keinem zu hohen Mafs an zytoplasmatischem
Hintergrund umgeben waren.

Ausgezdhlte  Signalanzahl im Kern  Doppel- Nucleoli-

Sondenset Zellkerne 0 1 2 3 >3 spots signale
DNS-Set 11 42 23 10 7 0 2 n.d. n.d.
DNS-Set 1 35 10 12 10 0 3 2 5
DNS-Set 2 26 12 10 2 1 1 0 4

Tab. 7.2.: Signalhdufigkeit bei einzeln im Standardpuffer hybridisierten Sondensets

Im Zuge der Vorbereitung der gemeinsamen Hybridisierung der Painting-Sonden fiir
die X-Chromosomen mit erprobten COMBO-FISH-Sonden fiir den Expansionsbereich
wurde eine neue Pufferlosung ausgetestet. Dieser Trispuffer (siehe Abschnitt 5.2.1)
sollte sowohl die Hybridisierung der Painting-Sonden als auch der COMBO-Sonden
ermoglichen. Um Letzteres zu {iberpriifen wurde ein reines COMBO-FISH-Experiment
mit den (CGG)s-Sonden von DNS-Set 2 (Wellenldnge 568 nm) durchgefiihrt. Die Er-
gebnisse der Auszidhlung der Signalanzahl pro Kern zeigt Tabelle 7.3. Es féllt auf, dass
in den 2D-mikroskopischen Untersuchungen ein grofier Anteil der signalgebenden
Sonden auf oder an Nucleoli gebunden hat. Das war vor allem in Kernen, die zwei
oder mehr Signale aufweisen, der Fall.

Ausgezihlte  Signalanzahl im Kern  Doppel- Nucleoli-
Zellkerne 0 1 2 3 >3 spots signale
DNS-Set 2 26 8 8 7 1 2 0 16

Sondensets

Tab. 7.3.: Signalhdufigkeit von DNS-Set 2 bei Hybridisierung im Trispuffer

Wenn auch weitergehende Statistiken bei der geringen Stichprobengrofie keinen Sinn
ergeben, so kann festgehalten werden, dass in dhnlichem Ausmaf3 ein oder zwei Signale

Hierbei handelt es sich um eine friihe Hybridisierung, bei welcher der Proteinverdau noch mit Pepsin
und nicht mit Proteinase-K durchgefiihrt wurde.
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pro Zellkern ausgemacht werden konnten. Darauf wird in der Diskussion noch einmal
eingegangen. Wenn in einem Kern kein sichtbares Signal entdeckt werden konnte,
so kann das mit nicht erfolgter Hybridisierung erkldrt werden oder auch mit einer
Fluoreszenzintensitdt der Signale unterhalb der Nachweisschwelle des verwendeten
Mikroskops.

7.4. Kolokalisationsexperimente

Um den Nachweis zu erbringen, dass die Sonden fiir den Expansionsbereich spezifisch
an eine Genomregion binden, wurden identische Sonden mit zwei verschiedenen
Markierungen zugleich hybridisiert (Protokoll ebenfalls Abschnitt 5.2.6, S. 67). Die oben
durchgefiihrten Uberlegungen zur Anzahl der Bindungsstellen gelten weiterhin, wobei
zu beachten ist, dass die beiden Sondensets um dieselben Bindungsstellen konkurrieren,
was die Signalintensitit jeder einzelnen Farbe mutmaflich herabsetzt.

Die in Abschnitt 7.3 aufgelisteten Beobachtungen konnten wiederum fiir die jeweils
untersuchten Wellenldngenbereiche bei Anregung der doppelt hybridisierten Zell-DNS
bestitigt werden. Es wurde ebenfalls eine Auszdhlung der Signale pro Zellkern bei den
Zweifarbenexperimenten vorgenommen. Als ,Signal” wurden ausschliefllich in beiden
Wellenldngenbereichen vorhandene registriert. Wie oben flossen nur unbeschadigte,
hintergrundarme Zellkerne in die Statistik ein.

Ausgezdhlte  Signalanzahl im Kern  Doppel- Nucleoli-

Sondensets Zellkerne 0 1 2 3 >3 spots signale
DNS-Sets 1 & 2 19 6 7 5 1 0 0 2
PNS-Sets 6 & 8 26 6 9 6 3 2 4 1

Tab. 7.4.: Signalhaufigkeit der Kolokalisationsexperimente

In diesem Abschnitt werden Aufnahmen prasentiert, welche mit dem Epifluores-
zenzmikroskop DMRB von Leica aufgenommen wurden. Details zu diesem konnen
in den Abschnitten 2.2 und 5.3.1 nachgelesen werden. Das Auflosungsvermogen die-
ses Mikroskops in der xy-Ebene ist durch die herkdmmliche Auflésungsgrenze fiir
Lichtmikroskopie begrenzt. Auflosung in z-Richtung ist nur in geringem Umfang
durch Einstellung der Fokusebene des Objektivs moglich, da das Anregungslicht nicht
fokussiert wird, sondern die Probe gleichméfiig ausleuchtet und damit anregt.

Die Uberlagerung der Aufnahmen der verschiedenen Farbkanile geschah mit dem
Programm Image]. Vor der Uberlagerung wurde jeweils der Hintergrund soweit wie
moglich durch eine Einschrankung des Farbraums der Originalbilder ausgeblendet.
Die CCD-Kamera des Epifluoreszenzmikroskops liefert 16 bit-Aufnahmen, d.h. Bilder
mit maximal 65536 Graustufen. Dabei wird, je nach Aufnahme, nur ein Teil dieses
Farbraumes benutzt. Eine Einschrankung bedeutet nun eine Senkung der oberen
Farbwertgrenze, so dass Pixel mit einem grofleren Farbwert schwarz dargestellt werden,
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und eine Erhohung der unteren Grenze mit weifd dargestellten Pixeln, deren Wert
darunter liegt. Im Folgenden werden Abbildungen, die exemplarisch fiir durchgefiihrte
Beobachtungen stehen, aufgefiihrt.

Die Abbildungen 7.2 und 7.3 zeigen mit den DNS-Sets 1 und 2 hybridisierte Zell-
DNS. Dies sind mit Alexa 488 und 568 markierte (CGG)s-Oligonukleotidsonden. Bild
A und B zeigen jeweils die Originalaufnahme bei 488 nm (A) und 568 nm (B). C und
D stellen die Aufnahme nach Ausblendung des Hintergrundss durch Einschrankung
des Farbraums dar und E ist die Uberlagerung beider Farben auf dem mit DAPI
gegengefdrbten Zellkern. Auf Abbildung 7.2 kann man ein deutliches Signal in beiden
Farben nahe (etwa 600 nm) des Zellkernrandes ausmachen. Aufierdem erkennt man
(gut in D zu sehen) zwei weitere Signale, die auf den Nucleoli liegen. Abbildung 7.3
zeigt ein Signal in der Mitte des Zellkerns. Der Abstand zum Kernrand in der xy-Ebene
betrdgt 4,1+0,3 pm.

2 pm

Abb. 7.2.: Kolokalisationsbild der DNS-Sets 1 und 2; drei Signale. A: Originalbild von DNS-Set 1
(Alexa 488). B: Originalbild von DNS-Set 2 (Alexa 568). C: Farbraum von A tiber Schwellwerte
eingeschrankt. D: Farbraum von B iiber Schwellwerte eingeschrankt. E: Uberlagerung von C
und D, der Zellkern (blau) wurde mit DAPI gegengefarbt.

Ebenso wie die DNS-Sets wurden nach Hybridisierung einzelner Oligonukleotidson-
densets vielversprechende PNS-Sondensets in Kolokalisationsexperimenten verwendet.
Abbildung 7.4 zeigt eine mehrfach wiederholte Beobachtung: Ein Doppelsignal nahe
des Zellkernrandes. Die Zentren der beiden abgebildeten Signale haben einen Abstand
von 650 + 200 nm. In der gleichen Grofienordnung befindet sich ihr Abstand zum Kern-
rand. Auflerdem wird die bei PNS-COMBO-FISH beobachtete starke Einfarbung der
Nucleoli deutlich. Im Gegensatz dazu zeigt Abbildung 7.5, dhnlich wie Abbildung 7.3,
ein einzelnes Signal, welches 4,1 £ 0, 3 pm entfernt vom Kernrand in der xy-Ebene liegt.
Abbildung 7.6 schlielich zeigt zwei kolokalisierte Signale, die einander gegeniiber
nahe des Kernrandes aufscheinen, mit einem Abstand zwischen 1 und 2 pm zu diesem
und einem Abstand von 9,2 + 0,3 pm zueinander in der xy-Ebene.

Weitere Kolokalisationsexperimente wurden unter Verwendung des , Trispuffer”
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Abb. 7.3.: Kolokalisationsbild der DNS-Sets 1 und 2; ein Signal.A: Originalbild von DNS-Set 1
(Alexa 488). B: Originalbild von DNS-Set 2 (Alexa 568). C: Farbraum von A tiber Schwellwerte
eingeschrinkt. D: Farbraum von B iiber Schwellwerte eingeschréankt. E: Uberlagerung von C
und D, der Zellkern (blau) wurde mit DAPI gegengefarbt.

Abb. 7.4.: Kolokalisationsbild der PNS-Sets 6 und 8; ein Doppelspot. A: Originalbild von PNS-
Set 6 (Alexa 488, doppelt markiert). B: Originalbild von DNS-Set 8 (Alexa 568, doppelt
markiert). C: Farbraum von A tiber Schwellwerte eingeschrénkt. D: Farbraum von B {iber
Schwellwerte eingeschrankt. E: Uberlagerung von C und D, der Zellkern (blau) wurde mit
DAPI gegengefarbt.
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Abb. 7.5.: Kolokalisationsbild der PNS-Sets 6 und 8; ein Signal. A: Originalbild von PNS-
Set 6 (Alexa 488, doppelt markiert). B: Originalbild von PNS-Set 8 (Alexa 568, doppelt
markiert). C: Farbraum von A {iber Schwellwerte eingeschrankt. D: Farbraum von B iiber
Schwellwerte eingeschréankt. E: Uberlagerung von C und D, der Zellkern (blau) wurde mit
DAPI gegengefarbt.

Abb. 7.6.: Kolokalisationsbild der PNS-Sets 6 und 8; zwei Signale. A: Originalbild von PNS-
Set 6 (Alexa 488, doppelt markiert). B: Originalbild von PNS-Set 8 (Alexa 568, doppelt
markiert). C: Farbraum von A tiber Schwellwerte eingeschrénkt. D: Farbraum von B {iber
Schwellwerte eingeschrankt. E: Uberlagerung von C und D, der Zellkern (blau) wurde mit
DAPI gegengefarbt.
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genannten Hybridisierungspuffers durchgefiihrt. Abbildung 7.7 demonstriert zwei ko-
lokalisierte Signale mit einem Abstand von 1,4 40,2 pm. Diese Versuche mit dem Tris-
puffer dienten der Vorbereitung der Experimente der Kohybridisierung von COMBO-
FISH-Sonden und das X-Chromosom fdrbenden Painting-Sonden und zeigen das
COMBO-FISH unter Verwendung dieses Hybridisierungspuffers moglich ist.

Abb. 7.7.: Kolokalisationsbild der DNS-Sets 1 und 2, in Trispuffer hybridisiert; zwei Signa-
le. A: Originalbild von DNS-Set 1 (Alexa 488). B: Originalbild von DNS-Set 2 (Alexa 568).
C: Farbraum von A iiber Schwellwerte eingeschrankt. D: Farbraum von B iiber Schwell-
werte eingeschrankt. E: Uberlagerung von C und D, der Zellkern (blau) wurde mit DAPI
gegengefarbt.

Die beobachteten Doppelspots lassen sich mit einer zuvor erfolgten DNS-Replikation
des Gens FMR1 und damit auch der Expansionsregion erkldren. In [41] wurde die
Replikation des FMR1-Bereichs bei das FXS tragenden Zellen untersucht. Die dabei
erhaltenen Aufnahmen von Doppelspots sind vergleichbar mit den hier gemachten. Die
Replikation der DNS findet zu einem nicht bekannten Zeitpunkt in der S-Phase des
Zellzyklus statt. Nach [42] betrdgt die Dauer der S-Phase bei menschlichen Fibroblasten
7 h. Die darauf folgende G;-Phase mit bereits verdoppeltem Chromosomensatz hat
eine Dauer von 5-6 h bei einer Dauer der G1-Phase von 9-10 h. Die Dauer der G;-Phase
ist variabel je nach genauem Zelltyp und Kulturbedingungen und kann wesentlich
langer anhalten [43]. Man hat demnach einen Anteil an Interphase-Zellen mit bereits
repliziertem FMR1-Gen von 23 % bis 59 %. Die in [41] vorgestellten Untersuchungen
kommen auf einen Anteil von Zweifachsignalen bei Fibroblasten das FXS tragender
Minner von 39 %. Der Anteil der Doppelspots mit einem Abstand von 500 & 200 nm
in der xy-Ebene an der Anzahl der signalbehafteten Kerne der in den Tabellen 7.2,
7.3 und 7.4 aufgefiihrten Zihlungen liegt zwischen 0 und 20 %, also unterhalb der
obigen Anteile. Betrachtet man nur die Zellkerne, in denen sich ein oder zwei Signale —
unabhingig vom Abstand — gezeigt haben, so liegt dort der Anteil von Kernen mit zwei
Signalen zwischen 17 % und 45 %, wobei die Zdhlung der Trispuffer-Signale wegen der
vielen Nucleoli-Bindungen nicht berticksichtigt wurde.

Zusammenfassend ldsst sich zu diesen Ergebnissen sagen, dass die Sonden hybri-
disiert werden konnten. Gezeigt wurde dies mithilfe der Kolokalisationsexperimente,
wobei meist ein oder zwei Bindungstellen markiert wurden. Beobachtet wurde zudem
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eine erhohte Bindungswahrscheinlichkeit auf Nucleoli, insbesondere bei Auswertung
der Einzelsondenexperimente im Trispuffer. Die Signale waren tendenziell ndher am
Zellkernrand lokalisiert als am Kernzentrum. Die bei den genannten Abstdnden in
diesem Abschnitt angegebenen Fehler sind abgeschitzt unter Beachtung der Grofie der
Signale und der Unschirfe des Kernrandes.

7.5. Konfokale Mikroskopie der Kolokalisationsexperimente

Wie oben erwdhnt kann mit einem Epifluoreszenzmikroskop nur schwer tiberpriift
werden, ob ein Signal im Zellkern liegt oder auflerhalb. Um dieser Frage nachzugehen
wurden einige Objekttrager am konfokalen Spinning Disk-Mikroskop am Nikon-Center
Heidelberg untersucht. Durch Fokussierung des Anregungslasers und Ausblendung des
nicht im Fokus befindlichen Fluoreszenzlichts ist es moglich auch die z-Position eines
Signals zu bestimmen. Dies geschieht, indem man den Objekttrager schrittweise mithilfe
von Piezoelementen in z-Richtung verschiebt. Bei der Durchfiihrung wurde alle 0,15 pm
eine Aufnahme gemacht. Die klassische Auflosungsgrenze der Lichtmikroskopie kann
dennoch nur um den Faktor 1,4 verbessert werden, da der Laserfokus nicht beliebig
schmal werden kann. Die Auflosung in z-Richtung ist noch etwas geringer (siehe
Abschnitt 2.3).

Bild 7.8, Teilbild A zeigt die konfokale Aufnahme eines der mehrfach beobachteten
Doppelspots sowie ein etwas schwicheres Signal rechts unterhalb davon, etwa 2,6 pm
entfernt. Hybridisiert wurden die DNS-Sets 1 und 2 mit den Anregungswellenldngen
488 nm und 568 nm. Die Zentren der beiden Signale des Doppelspots haben, wie oben
anhand der vergleichbaren epifluoreszenzmikroskopischen Aufnahme 7.4 bereits festge-
stellt, einen Abstand von etwa 500 nm. Die Teilbilder B und C zeigen eine Seitenansicht
eines vertikalen (B) und eines horizontalen (C) Schnittes durch den mit DAPI gegenge-
tarbten Zellkern durch das schwichere Signal. In A und B kann man erkennen, dass
dieses Signal sich am unteren Rand des Kerns direkt an einem blau gefarbten Nucleoli
befindet. Ebenso stellen D und E Schnittansichten durch die Position des Doppelsignals
dar. Die Signale des Doppelspots befinden sich, wie man in E erkennt auf gleichem
z-Niveau knapp innerhalb des Kerns. Die Schnittansichten wurden mit dem Programm
Volocity aus dem Aufnahmestapel konstruiert.

7.6. Kombination von Painting- und
COMBO-FISH-Experimenten

Wie oben beschrieben erbrachten die Hybridisierungen einzelner Oligonukleotidsets
sowie die Kolokalisationsexperimente meist ein oder zwei Signale pro Zellkern. Die
erfolgreiche Kolokalisation zeigt, dass es sich um spezifische Bindungsstellen fiir die
(CGG)s- bzw. (CCG)g-Sonden handelt. Die Aufgabe, die sich nun stellte, war es den
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Abb. 7.8.: Konfokale Mikroskopie-
aufnahme eines mit den DNS-
Sets 1 und 2 hybridisierten Zell-
kerns. A: Fokusebene, in wel-
cher sich die drei in diesem
Kern gefundenen Signale befin-
den. B: Vertikaler Schnitt durch
das schwichste der drei Signa-
le. C: Horizontaler Schnitt durch
das einzelne Signal. D: Vertikaler
Schnitt durch das Doppelsignal.
E: Horizontaler Schnitt durch das
Doppelsignal. Der Kern wurde
mit DAPI gegengefarbt. Die Ab-
bildung wurde mit Volocity, Per-
kin Elmer, und GIMP erstellt.

Nachweis zu erbringen, dass die sichtbar gemachten Bindungsstellen mit der Expan-
sionsregion von FMR1 zu identifizieren sind. Der hier begangene Weg zur Losung
dieser Herausforderung war die Firbung des X-Chromosoms mit einem kommerziell
erhéltlichen Painting-Set und gleichzeitiger Hybridisierung der COMBO-Sonden fiir die
Expansionsregion. Der kritische Punkt hierbei war die Tatsache, dass die beiden Son-
dentypen in ihren Eigenschaften sehr verschieden sind. Vor allem aufgrund des Grofien-
unterschieds von 18 Basenpaaren zu mehreren Hundert unterscheiden sie sich in ihrer
Loslichkeit und ihres Bindeverhaltens. Zunédchst wurden einige Painting-Experimente
ohne COMBO-FISH-Sonden in 488 nm und 568 nm nach Herstellerprotokoll durchge-
fiihrt. Die X-Chromosomen konnten im Epifluoreszenzmikroskop identifiziert werden.
Dabei stellte sich heraus, dass das X-Territorium tendenziell ndher am Kernrand als
im Kernzentrum lokalisiert werden konnte. Nach umfangreichen methodischen Wei-
terentwicklungen (siehe Abschnitt 7.2) konnten Painting- und COMBO-FISH-Sonden
erfolgreich zusammen hybridisiert werden. Die Ergebnisse werden im Folgenden
vorgestellt. Alle Aufnahmen dieses Abschnitts wurden mit dem Epifluoreszenzmikro-
skopiesystem gemacht. Die prasentierten Aufnahmen stehen beispielhaft fiir die auf
den entsprechenden Objekttragern gemachten Beobachtungen.
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7.6.1. Simultane Paint- und COMBO-FISH-Hybridisierung in Tris-Puffer

Nachdem man festgestellt hatte, dass trotz vielfédltiger Losungsansitze die Painting-
Sonden im Standardpuffer (3 mol/1 NaCl, 0,6 mol/1 MgCl, 1 mol/l NaAc) stets aus-
tielen, wurde der neue Trispuffer (0,9 mol/1 NaCl, 20 mmol/1 Tris-HCI) etabliert, der
sowohl COMBO-FISH als auch Chromosomenfarbung erlaubt. Das entsprechende
Protokoll findet man in Abschnitt 5.2.9. Alle Experimente mit Chromosomenfarbung in
Trispuffer wurden mit DNS-Set 2 (568 nm) und X-Chromosomenpaint in Pelletform
(488 nm) durchgefiihrt. Abbildung 7.9 zeigt die Chromosomenfarbung bei Anregung
in 488 nm (A) und das COMBO-FISH-Signal in 568 nm (B) am unteren Rand des Kerns.
In C und D wurde jeweils der Hintergrund tiber einen Intensitatsschwellwert ausge-
blendet. E ist die Uberlagerung des mit DAPI gefarbten Zellkerns mit C (griin) und D
(rot). Das rote Signal befindet sich etwa 3 um unterhalb des Kernbereichs des gefarbten
X-Chromosoms und 1 pm entfernt von einem diinner gefdrbten Ausldufer von diesem.
Der linke Chromosomenbereich erscheint etwas kleiner und kompakter als der rechte.
Dies konnte mit einer im Zuge der X-Inaktivierung erfolgten Kompaktierung des linken
Chromosoms zusammenhdngen. Abbildung 7.10 bildet einen vergleichbaren Kern ab,
der ein Doppelsignal etwa 2 pum oberhalb des unteren X-Chromosoms aufweist. Wieder
erkennt man ein dichter und ein diinner erscheinendes Chromosom.

2 um

Abb. 7.9.: Aufnahme des DNS-Sets 2 (Alexa 568) mit X-Paint (488 nm) in Trispuffer hybridisiert.
Signal am unteren Kernrand. A: Originalbild des Paints (488 nm). B: Originalbild von DNS-
Set 2 (Alexa 568). C, D: Ausblendung des Hintergrunds durch Schwellenwertbedingungen.
E: Uberlagerung von C (in griin) und D (in rot), der Zellkern (blau) wurde mit DAPI
gegengefarbt.
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Abb. 7.10.: Aufnahme des DNS-Sets 2 (Alexa 568) mit X-Paint (488 nm) in Trispuffer hybridi-
siert. Doppelsignal am linken Kernrand. A: Originalbild des Paints (488 nm). B: Originalbild
von DNS-Set 2 (Alexa 568). C, D: Ausblendung des Hintergrunds durch Schwellenwertbe-
dingungen. E: Uberlagerung von C (in griin) und D (in rot), der Zellkern (blau) wurde mit
DAPI gegengefarbt.

7.6.2. Painting mit anschlieSender COMBO-FISH ohne weitere
Denaturierung

Ein sich von der zuletzt beschriebenen Methode sehr unterscheidender Ansatz ist die
Hybridisierung der COMBO-FISH-Sonden auf einer bereits mit Chromosomenpaint
gefarbten Zell-DNS. Dies geschah ohne erneute Denaturierung. Hierbei wurde fiir
die Chromosomenfarbung die gebrauchsfertige Sondenlésung in griin in dem vom
Hersteller beigeftigten formamidhaltigem Hybridisierungspuffer verwendet und fiir
COMBO-FISH der erprobte Standardpuffer mit dem eingemischten DNS-Set 2. Mit
dieser Methode gelang ebenfalls eine Hybridisierung beider Sondentypen. Abbildung
7.11 zeigt zwei Signale: Eines oben rechts, welches entweder sehr knapp innerhalb
oder auflerhalb des Kerns liegt und ein weiteres auf der gegeniiberliegenden Seite, das
sich direkt in einem Chromosomenterritorium befindet. Die Entfernung dieses Signals
zum Kernrand betrdagt 1,9 £ 0, 2 pym. Das Chromosomenterritorium, welches das Signal
tragt, erscheint kompakter und intensiver gefdarbt als das auf der rechten Seite des
Kerns.

Zusammenfassend ladsst sich zu den Experimenten der gleichzeitigen Farbung des
X-Chromosoms und Hybridisierung der COMBO-FISH-Expansionssonden sagen, dass
eine Hybridisierung der Sonden in beiden Farben beobachtet werden konnte. Jedoch
konnte nicht die Mehrzahl der COMBO-Signale eindeutig auf dem X-Chromosom
lokalisiert werden. Die Konsequenzen dieser Beobachtung werden zum Abschluss
dieser Arbeit diskutiert.
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Abb. 7.11.: Aufnahme des DNS-Sets 2 nach X-Paint hybridisiert. Signale rechts oben und links
unten auf Chromosomenterritorium. A: Originalbild des Paints (488 nm). B: Originalbild von
DNS-Set 3 (Alexa 568). C, D: Ausblendung des Hintergrunds durch Schwellenwertbedin-
gungen. E: Uberlagerung von C (griin) und D (rot), der Zellkern (blau) wurde mit DAPI
gegengefarbt.

7.7. Lokalisationsmikroskopie der Kolokalisationsexperimente

Oben beschriebenen Aufnahmeverfahren ist gemein, dass die Auflosegenauigkeit durch
die lichtoptische Beugungsbegrenzung eingeschrankt ist. Nach der modernen Auflo-
sungsdefinition entspricht dem minimalen Abstand, in dem man zwei fluoreszente
Signale noch als getrennt wahrnehmen kann, die Breite der Punktverwaschungsfunk-
tion (Point Spread Function — PSF) auf halber Hohe des Intensitdtsmaximums. Diese
ist abhédngig von der betrachteten Wellenlinge und der numerischen Apertur des
verwendeten Mikroskopiesystems (siehe [10]). Bei allen durchgefiihrten Experimenten
wurden Objektive mit der numerischen Apertur NA = 1,4 verwendet. Das Maximum
der Abregungswellenldnge von Alexa 488 betrdgt 519 nm und 603 nm bei Alexa 568.
Mit den verwendeten Mikroskopen und Markierungsfarbstoffen auf herkémmliche
Weise erreichbare Auflosungen sind somit:

A488 519 nm
dnAlliizca 488 _ 51- NA ~ 0,51- 11 =189 nm
A 603 nm
Alexa 568 _ 1568 . =
dAte = 0,51 A 0,51 14 220 nm

Im Expansionsbereich des Gens FMR1, der im Falle der hier verwendeten Zelllinie
eine Lange von ungefdhr 2000 Basepaaren hat, ist die Tertidrstruktur der Nukleinsdure
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von Interesse. Wenn man diese mikroskopisch untersuchen kann, kann man versuchen
Riickschliisse auf die Art und Weise der Inaktivierung des Gens zu schliefien. Oben
genannte Auflosungsgrenzen sind fiir diese Erfordernisse allerdings deutlich zu hoch.
Eine Losung fiir dieses Problem bietet die Lokalisationsmikroskopie, die diese Grenzen
deutlich unterschreiten kann. In dieser Arbeit wurde die Spektrale Prézisionsdistanz-
mikroskopie (Spectral Position Determination Microscopy — SPDM) genutzt (siehe
Abschnitt 2.4). Einzelne Fluorophore werden hierbei durch ihr Blinkverhalten optisch
getrennt. Die erreichbare Auflosung fiir zelluldre Strukturen liegt bei 10 nm. Néheres
zur Lokalisationsmikroskopie kann in [10], [9] sowie in Abschnitt 2.4 nachgelesen
werden. Der Mikroskopieaufbau und die verwendete Software werden in Abschnitt
5.3.3 im Detail erldutert.

Jedes der hier vorgestellten Lokalisationsbilder wurde aus 2000 Einzelbildern be-
rechnet. Aufgenommen wurden sie von einer CCD-Kamera mit einer Pixelgrofie von
6,45 - 6,45 nm?. Das Objektiv liefert eine 100-fache Vergrofierung bei einer numerischen
Apertur von 1,4. Damit kommt man auf eine Pixelgrofie des entstehenden Kamera-
bildes von 64,5 -64,5 nm?. Jedes Einzelbild wurde iiber einen Zeitraum von 60 ms
integriert. Die Anregung der Fluorophore wurde mithilfe zweier Laser der Wellenlan-
gen A = 488 nm und A = 568 nm verwirklicht. Die Laserleistung betrug jeweils 100 mW,
wovon aufgrund des optischen Aufbaus (Abschnitt 5.3.3, S. 77) etwa die Halfte die
Probe erreicht. Es wurden an einer untersuchten Stelle stets zuerst die Aufnahmen in
586 nm und dann die in 488 nm gemacht, um ein zu frithes Ausbleichen zu verhindern.
Der 488 nm-Laser regt die Alexa 568-Fluorophore bereits an, umgekehrt ist der Effekt
geringer. Lokalisationsmikroskopisch untersucht wurden mit doppelt markierten PNS-
und einfach markierten DNS-Sonden gleichzeitig in beiden Farben hybridisierte Zellen.
Dies waren die PNS-Sets 6 und 8 und die DNS-Sets 1 und 2. Die Auswertung erfolgte
mit einigen in Mathlab implementierten Programmen, die eigens fiir die Lokalisations-
mikroskopie entwickelt wurden. Die Ortematrix aus den 2000 Serienbildern fiir die
Aufnahme in jeder Farbe wurde von dem Programm autoSPDM erstellt, benotigter
Input waren die Pixelbreite der Kamera (64,5 nm) und die Bilderstapel im kdf-Format.

Zwei Zweifarbenaufnahmen von erfolgreichen Kolokalisierungen der Sonden fiir
die Expansionsregion wurden niher ausgewertet. Ein Ubersichtsbild der ersten zeigt
Abbildung 7.12, Teilbild A. Zu sehen sind zwei Signale, welche sich im Kanal von
DNS-Set 1 (griin) wie auch im Kanal von DNS-Set 2 (rot) zeigen. Die Ortematrizen
der Bilderstapel beider Kandle wurden mit dem Programm Orte2stdbild in Lokalisati-
onsbilder umgewandelt. Bei diesem Vorgang werden die Intensitdtsschwerpunkte der
Signale in eine Abbildung eingetragen und mit dem errechneten Fehler der Lokalisa-
tion verwischt. Der Benutzer gibt dem Programm hierbei die gew{inschte Pixelbreite
des Ergebnisbildes vor. Als Richtwert fiir eine giinstige Breite hat sich Pixelbreite der
Kamera/4 = 64,5/4 nm/px= 16 nm/px herausgestellt. In dieser Arbeit wurden fiir
die mit Orte2stdbild erstellten Aufnahmen 10 nm oder 20 nm pro Pixel verwendet.
Dabei wurden 20 nm/px fiir Ubersichtsbilder verwendet, um einen gréfieren Bereich
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zeigen zu konnen. 10 nm/px wurden fiir Detailaufnahmen verwendet. Abbildung
7.12, Teilbild A zeigt ein Ubersichtsbild der lokalisierten Signale der Alexa 488- (griin)
und Alexa 568-Molekiile (rot) und der Hintergrundsignale der Lokalisation, welches
mit einem Weitfeldfluoreszenzbild der Signalumgebung in Graustufen iiberlagert ist.
Als Pixelgrofie wurden bei der Erstellung 20 nm gewéhlt. B, C und D zeigen den
aus derselben Ortematrix erstellten Signalausschnitt mit der Pixelgrofie 10 nm, um
die Einzelsignale, aus welchen die Cluster bestehen, besser erkennen zu konnen. B
zeigt das Signal der mit Alexa 488 markierten Sonden, D die Alexa 568-Signale und
C ist eine Uberlagerung von B und D. Man erkennt, dass die Zentren der Signale
1+ 0,2 pm voneinander entfernt sind und eine sichtbare Struktur aufweisen, die in der
beugungsbegrenzten Mikroskopie nicht sichtbar war. Die tiber alle Signale gemittelte
Lokalisationsgenauigkeit betrdagt im 488 nm-Kanal 25 nm und im 568 nm-Kanal 35 nm.

Die erwdhnte Struktur dieser beiden Signalgruppen wurde mit einem weiteren Math-
lab-Programm fiir die Clusteranalyse ndher untersucht (zur Funktionsweise: Abschnitt
5.3.3). Die Abbildungen 7.13 und 7.14 veranschaulichen die Ergebnisse der Clustersuche.
Die beiden auch in Abbildung 7.12 auffallenden Signalanhdufungen wurden als solche
erkannt und anhand der Néahe jedes einzelnen Signals zu seinen Nachbarn eingegrenzt.
Abbildung 7.13 zeigt die Signale bei Anregung mit 488 nm, Abbildung 7.14 die, welche
sich bei 568 nm gezeigt haben. Bei allen Teilbildern entspricht ein helleres Signal einer
grofieren Anzahl von Nachbarn. Die Pixelgrofie der Unterabbildungen A, B, C, E und
F betrdgt 20 nm, die von D und G 10 nm. Die Teilbilder B und E zeigen die Signale
in der Umgebung des Clusters, in C und F ist jeweils der vom Programm erkannte
Clusterbereich rot markiert. D und G veranschaulichen die Clusterstruktur fiir den
Betrachter durch die halbe Pixelgrofie und eine Verwischung der Signale durch eine
einfache Gauf3-Funktion.

Die Clusteranalyse liefert aufSerdem die Fldche des Bereichs und die Anzahl der
Signale in den gefundenen Signalcluster. Fiir die Kolokalisationsexperimente der DNS-
Sets 1 und 2 sind die Ergebnisse in Tabelle 7.5 aufgefiihrt. Im Gegensatz zu den in
Abschnitt 7.3 vorgestellten, epifluoreszenzmikroskopisch erhaltenen Beobachtungen
zeigen beide Signalhaufen der Hybridisierung der DNS-Sets 1 und 2 mehr Signale
in 568 nm als in 488 nm. Ebenfalls aufgefiihrt sind die Lokalisationsgenauigkeiten im
Bereich der analysierten Cluster. Das sind die gemittelten Fehler aller Signale in diesem
Bereich. Der nidchste Unterabschnitt liefert eine weitere Interpretation dieser Daten.

Analog zu oben beschriebener Vorgehensweise wurden kolokalisierte Signale in
mit den PNS-Sets 6 und 8 hybridisierter Zell-DNS untersucht. Ein genauer charakte-
risiertes Zweifarbencluster zeigt Abbildung 7.15, die mit Orte2stdbild erstellt wurde.
Teilbild A ist eine Ubelagerung des Lokalisationsergebnisses bei 488 nm (griin) und
568 nm (rot) iiber einem Weitfeldfluoreszenzbildbild bei 568 nm (Graustufen). Das
Weitfeldbild wurde bei hoher Laserintensitdt aufgenommen, weshalb man viele stark
strahlende Einzelsignale und die Nucleoli sieht. Bei diesen handelt es sich entweder um

109



7. Experimentelle Ergebnisse

Abb. 7.12.: Lokalisationsmikroskopische Aufnahme des Kolokalisationsexperiments von DNS-
Set 1 (Alexa 488) und DNS-Set 2 (Alexa 568) auf Formaldehyd-fixierten Zellen. A: Ubersichts-
bild der Signale von DNS-Set 1(Alexa 488, griin) und von DNS-Set 2 (Alexa 568, rot) mit der
Pixelgrofse 20 nm auf Weitfeldbild (bei 568 nm aufgenommen, Graustufen). B: Lokalisations-
aufnahme der Signale mit der Pixelgrofie 10 nm bei 488 nm. D: Lokalisationsaufnahme der
Signale mit der Pixelgrofie 10 nm bei 568 nm. C: Uberlagerung von B und D.
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Abb. 7.13.: Clusteranalyse des Koloka-
lisationsexperiments von DNS-Set
1 und 2 bei der Anregungswellen-
linge 488 nm. Die Signalhelligkeit
steigt mit der Anzahl der Nachbar-
signale. A: Ubersichtsbild B, E: Ver-
grofierung des Clusterbereichs, Pi-
xelgroBe 20 nm. C, F: Der erkann-
te Clusterbereich ist rot unterlegt,
Pixelgrofie 20 nm. D, G: Visualisie-
rung der Clusterstruktur, Pixelgrofie
10 nm.

Abb. 7.14.: Clusteranalyse des Koloka-
lisationsexperiments der DNS-Sets
1 und 2 bei der Anregungswellen-
lange 568 nm. Die Signalhelligkeit
steigt mit der Anzahl der Nachbar-
signale. A: Ubersichtsbild B, E: Ver-
grofierung des Clusterbereichs, Pi-
xelgrofle 20 nm. C, F: Der erkann-
te Clusterbereich ist rot unterlegt,
Pixelgrofie 20 nm. D, G: Visualisie-
rung der Clusterstruktur, Pixelgrofie

10 nm.
Anregungs- Cluster- Flache des Signal-  Lokalisations-
Abb. . 2 iokei
wellenldnge Nr. Clusters [nm“] anzahl genauigkeit [nm]
1 46800 30 24
715 485 nm 2 117200 127 23
1 30000 46 30
714 568 nm 2 72400 148 28

Tab. 7.5.: Ergebnis der Clusteranalyse bei den DNS-Sets 1 und 2. Die Fliche bezieht sich auf den
in den Teilbildern C und F rot gefdrbten Bereich in der xy-Ebene. Die Lokalisationsgenauigkeit
ist der Mittelwert der Positionsfehler der Einzelsignale des jeweiligen Clusters.
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autofluoreszente Zellmolekiile, die kein reversibles Bleichverhalten an den Tag legen,
oder um nicht spezifisch gebundene Alexa-Fluorophore, die nur den Hintergrund der
Aufnahmen erhohen, jedoch keine kumulierten Signale auf der Lokalisationsaufnahme
hinterlassen. Der Abbildung 7.15 liefernde Bilderstapel von 2000 Aufnahmen wurde
unter den gleichen Bedingungen aufgenommen wie Abbildung 7.12. Man erkennt ein
kolokalisiertes Signal, das von seiner Ausdehnung vergleichbar mit dem kleineren
Signal aus Abbildung 7.12 ist. Die {iber alle Signale gemittelte Lokalisationsgenauigkeit
betrdgt im 488 nm-Kanal 23 nm und im 568 nm-Kanal 35 nm.

Auch das hier aufscheinende Signal wurde einer Clusteranalyse in beiden Farb-
kanidlen unterzogen; die Abbildungen 7.16 und 7.17 visualisieren die gefundenen
Clusterbereiche. Vergleicht man die beiden Abbildungen, so fillt auf, dass in Abbil-
dung 7.16 einzelne Signale unterschieden werden kénnen, wahrend in Abbildung 7.17
die einzelnen Signale nicht aufgelost werden konnen. Die Gestalt dieser Clusteraufnah-
me weist auf eine Uberstrahlung einzelner Pixel der CCD-Kamera hin. Tabelle 7.6 listet
Grofie und Signalanzahl des Clusters in beiden Farben auf.

Anregungs- Flache des Signal-  Lokalisations-

AbD. wellenlinge Clusters [nm?] anzahl genauigkeit [nm]
7.16 488 nm 26800 44 23
7.17 568 nm 29600 217 29

Tab. 7.6.: Ergebnis der Clusteranalyse bei den PNS-Sets 6 und 8. Die Fldche bezieht sich auf den
in den Teilbildern B rot gefdrbten Bereich in der xy-Ebene. Die Lokalisationsgenauigkeit ist
der Mittelwert der Positionsfehler der Einzelsignale des jeweiligen Clusters.

Fiir die Bewertung dieser Ergebnisse muss man berticksichtigen, dass die PNS-Sets 6
und 8 am 3’- und am 5’-Ende doppelt markiert sind. 18 Nukleotide in einer Doppelhelix
in der B-Form haben eine Lange von ungefihr 18-0,34 nm = 6,12 nm. Wenn man
die Lange der Ankermolekiile, die die Farbstoffmolekiile mit der Nukleotidsequenz
verbinden, hinzufiigt, kommt man auf einen Abstand der Farbstoffmolekiile an einer
Sonde von 8 nm (siehe Abschnitt 5.2.2, S. 62). Man kann keine sichere Aussage dariiber
treffen, ob diese Farbstoffmolekiile als ein oder zwei Signale pro Sonde detektiert
werden. Im Weiteren werden fiir die doppelt markierten PNS-Sonden stets beide
Varianten als ,ein Signal pro Sonde” und ,ein Signal pro Farbstoffmolekiil” angegeben.

7.7.1. Optische Sequenzierung der Expansionsregion

In den Tabellen 7.5 und 7.6 werden die direkt erhaltenen Daten der Clusteranaly-
se aufgefiihrt. Wenn man die Anzahl der lokalisierten Signale mit der Summe der
gebundenen COMBO-FISH-Sonden in dieser Wellenldnge identifiziert, so kann man
eine optische Sequenzierung des Expansionsbereichs durchfiihren. Die Ergebnisse der
Umrechnung der Anzahl Clustersignale in die gemessene Lange der Expansionsregion

112



7.7. Lokalisationsmikroskopie der Kolokalisationsexperimente

Abb. 7.15.: Lokalisationsmikroskopische Aufnahme des Kolokalisationsexperiments der PNS-
Sets 6 und PNS-Set 8 auf Formaldehyd-fixierten Zellen. A: Ubersichtsbild der Signale von
PNS-Set 6 (Alexa 488, doppelt markiert; griin) und von DNS-Set 8 (Alexa 568, doppelt mar-
kiert; rot) mit der Pixelgroie 20 nm auf Weitfeldbild (bei 568 nm aufgenommen, Graustufen).
B: Lokalisationsaufnahme des Signals mit der Pixelgrofie 10 nm bei 488 nm. D: Lokalisations-
aufnahme des Signals mit der Pixelgrofie 10 nm bei 568 nm. C: Uberlagerung von B (griin)
und D (rot).
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-

Abb. 7.16.: Clusteranalyse des Kolokalisations- ~ Abb. 7.17.: Clusteranalyse des Kolokalisations-

experiments der PNS-Sets 6 und 8 bei der experiments der PNS-Sets 6 und 8 bei der
Anregungswellenldnge 488 nm. Die Signal- Anregungswellenldnge 568 nm. Die Signal-
helligkeit steigt mit der Anzahl der Nachbar- helligkeit steigt mit der Anzahl der Nachbar-
signale. A: Clusterbereich, Pixelgrofie 20 nm. signale. A: Clusterbereich, Pixelgréfle 20 nm.
B: Der erkannte Clusterbereich ist rot unter- B: Der erkannte Clusterbereich ist rot unter-
legt, Pixelgrofie 20 nm. C: Visualisierung der legt, Pixelgrofie 20 nm. C: Visualisierung der
Clusterstruktur, Pixelgrofie 10 nm. Clusterstruktur, Pixelgrofse 10 nm.

fihrt Tabelle 7.7 fiir jede Anregungswellenldnge einzeln nach Clustern geordnet auf.
Die dritte Zeile jedes Clusters in der Tabelle zeigt die Summe der beiden Farbkanile
dariiber. Zwei Langen pro Cluster und Wellenldnge sind angegeben: Die minimale
markierte Expansionslinge geht von der dichtesten Bindung der Expansionssonden aus,
d.h. es wurden sechs (CGG)-Expansionselemente pro detektierter Sonde angenommen.
Bei N detektierten Signalen und einer Sondenldnge von S Triplets bedeutet dies, dass
die Expansionsldnge L in Triplets fiir die DNS-Sonden nach

L=N-S
und fiir die doppelt markierten PNS-Sonden nach
NS
2

berechnet wird, wenn jedes Farbstoffmolekiil als Signal detektiert wird. Falls der
Lokalisationsalgorithmus aufgrund des geringen Abstands der Farbstoffe auf den
doppelt markierten Sonden eine doppelt markierte Sonde als ein Signal detektiert,
erhalt man

L

L=N-S§

als Expansionslange.
Die statistisch verteilt markierte Expansionslinge wurde nach Gleichung (4.20) auf S. 44
berechnet. Somit wurde fiir die Cluster der DNS-Sets und fiir die der PNS-Sets fiir den
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Fall, dass ein Signal pro Sonde detektiert wird

3-5-1
2

L=N

als Expansionslidnge eingetragen. Findet man ein Signal pro Farbstoffmolekiil, so kann
man die Signalanzahl mit der Halfte der Expansionsldnge L verglichen mit vorheriger

Formel identifizieren:
3-S—1

4
Auflerdem ist eine Abschidtzung der Volumensignaldichte innerhalb der Cluster
angegeben. Fiir die Berechnung dieser Dichte wurde die Clusterform als Kugel gendhert
mit den in den Tabellen 7.5 und 7.6 aufgefiihrten Fldchen als Querschnitt. Es wurde
somit die Annahme getroffen, dass das Cluster in z-Richtung die gleiche Ausdehnung
wie in der xy-Ebene besitzt. Aus der Flache A und der Signalanzahl N wurde so nach

L=N-

N N-3/m

V  4A3/2
die Volumensignaldichte N/V abgeschitzt.

Vergleicht man die von statistischer Bindung ausgehenden Werte, bei welchen beide
Farbkandle zusammengefasst sind, mit den 650 (CGG)-Wiederholungen, die vom
Vertreiber der Zelllinie als Expansionsliange angegeben sind, so ist der Wert von Cluster
1 der DNS-Sets 1 und 2 fast identisch mit diesen 650 Wiederholungen; die Langen von
Cluster 2 und dem Bindungsort der PNS-Sets 6 und 8, wenn man von einem Signal pro
Sonde ausgeht, sind um den Faktor 3,5 grofser. Wenn man davon ausgeht, dass jedes
Fluorophor der PNS-Sets detektiert wurde, erhédlt man eine um den Faktor 1,7 groflere
Expansionsldnge. Die Bestimmung der Expansionsldnge, die vom Coriell Institute als
Vertreiber der Zelllinie durchgefiihrt wurde, wurde mit einer Southern Blot-Analyse
bestimmt.

115



7. Experimentelle Ergebnisse

Abgebild. Angeregter mark. Expansionslinge [Wdh.] Geschitzte Signal-
Sondenset Farbstoff minimal stat. verteilt dichte [1/nm?3]
Cluster 1 der DNS-Sets 1 und 2 in den Abb. 7.13 und 7.14

DNS-Set 1 Alexa 488 180 255 3,9-10°
DNS-Set 2 Alexa 568 276 391 1,18-107°
DNS-Sets 1 & 2 Alexa 488 & 568 456 646 1,57-107°
Cluster 2 der DNS-Sets 1 und 2 in den Abb. 7.13 und 7.14
DNS-Set 1 Alexa 488 762 1080 4,2-107°
DNS-Set 2 Alexa 568 888 1258 1,01-10°
DNS-Sets 1 & 2 Alexa 488 & 568 1650 2338 1,43-107°
Cluster der PNS-Sets 6 und 8 in den Abb. 7.16 und 7.17; ein Signal pro Sonde
PNS-Set 6 Alexa 488 264 374 1,33-107°
PNS-Set 8 Alexa 568 1302 1845 5,66-107°
PNS-Sets 6 & 8 Alexa 488 & 568 1566 2219 6,99-10°
Cluster der PNS-Sets 6 und 8 in den Abb. 7.16 und 7.17; ein Signal pro Farbstoffmolekiil
PNS-Set 6 Alexa 488 132 187 1,33-107°
PNS-Set 8 Alexa 568 651 923 5,66-10~°
PNS-Sets 6 & 8 Alexa 488 & 568 783 1110 6,99-10°

Tab. 7.7.: Abgeleitete Werte der Clusteranalysen; einzeln fiir jede Wellenldnge und jedes Sonden-
set und als Summe der Einzelwerte fiir jedes Cluster aufgefiihrt. Der Minimalwert der nach
der Signalanzahl berechneten Expansionslange wurde unter Annahme dicht hintereinander
gebundener Sonden mit zwei Signalen pro doppelt markierter Sonde berechnet. Die Expan-
sionslidnge bei statistischer Verteilung wurde mit einer Bindungsdichte der Sonden nach
Gleichung (4.20) (S. 44) und einem Signal pro doppelt markierter Sonde berechnet. Die Signal-
dichte wurde mit der Ndherung der Clusterform durch eine Kugel mit den Clusterflichen
der Tabellen 7.5 und 7.6 als Querschnittsfliche bestimmt.
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Die Expansion der Region vieler (CGG)-Wiederholungen bei Ausbildung des Fragilen X-
Syndroms geht einher mit der Inaktivierung des Gens FMR1. Man vermutet dahinter die
die Bildung von Heterochromatin in diesem Bereich. Es wurden verschiedene Modelle
entwickelt um diesen Prozess zu erkldren, doch experimentelle Evidenz fiir eines dieser
Modelle liefs sich noch nicht feststellen [8]. An dieser Stelle setzt die Aufgabenstellung
der Arbeit an: Wenn es gelingt die Chromatinnanostrukturen in den entsprechenden
Genbereichen sichtbar zu machen, so kann man versuchen Riickschliisse auf den
zugrundeliegenden Prozess zu schliefien. Eine spezifische Fluoreszenzmarkierung des
Expansionsbereichs ist bisher noch nicht gelungen. COMBO-FISH hat sich in fritheren
Experimenten als eine geeignete Methode herausgestellt um Genregionen spezifisch zu
markieren und deren Struktur zu untersuchen [18, 22]. Der Arbeitsablauf bei COMBO-
FISH-Experimenten ldsst sich allgemein in fiinf Schritte unterteilen:

1. Definition des interessanten Genomabschnitts
2. Analyse der Genom-Datenbanken

3. Synthese der COMBO-FISH-Sonden

4. COMBO-FISH

5. Mikroskopie

Anhand dieser fiinf Schritte wurde der Arbeitsablauf der Diplomarbeit gestaltet. Der
erste Schritt bestand aus Informationssammlung iiber die Eigenschaften des FXS und
tiber vorstellbare strukturelle Effekte in der Genomstruktur von FMR1. Es wurde
geplant, welche Bereiche des Gens in dieser und in folgenden Arbeiten fluoreszent
markiert werden sollten, um sie mikro- und nanoskopisch untersuchen zu kénnen.

In Schritt 2 wurden die Vorgaben von Schritt 1 in silico umgesetzt, d.h. es wurden
verschiedene Sondensets designt, die, je nach Anforderung des einzelnen Experiments,
die erwédhnten Bereiche spezifisch abdecken. Im Zuge dieser Untersuchungen wur-
den zwei weitere Fragestellungen behandelt: Zum einen die Frage, ob es Gene im
menschlichen Genom gibt, die einen ausgedehnten Bereich repetitiver Homopurin-
oder Homopyrimidinsequenzen in ihren transkribierten Regionen besitzen, um auf
diesen mithilfe von COMBO-FISH Genaktivitidtsuntersuchungen durchfiihren zu kon-
nen. Zum anderen wurde nach Homologien in den FMR1-Genen evolutiondr weit
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voneinander entfernter Spezies gesucht, um Sequenzen auszumachen, die womdglich
fiir die Faltung bzw. Chromatinkondensation des Gens verantwortlich sind.

Schritt 3 war in dieser Arbeit die Synthese der (CGG)¢- und (CCG)s-Sonden fiir die
Markierung des repetitiven Expansionsbereich, die sich auch fiir lokalisationsmikro-
skopische Untersuchungen eignen. Diese Sondenldnge hatte sich bei den im zweiten
Schritt durchgefiihrten Untersuchungen als geeigneter Mittelweg zwischen noch ho-
herer Spezifizitit der Markierung und hoher Signalstarke durch mehr gebundene
Sondensequenzen herausgestellt (Abschnitte 4.3.2 und 5.2.2). Es wurden PNS- und
DNS-Oligonukleotide von den Firmen Peps4LifeScience und IBA synthetisiert.

Die Schritte 4 und 5 wurden gemeinsam durchgefiihrt: Simultan wurden existierende
Protokolle (siehe [33]) an die verwendeten Zellen und Sonden angepasst und mikrosko-
pisch deren Erfolg tiberpriift. Es wurden Untersuchungen an Epifluoreszenz-, Konfokal-
und Lokalisationsmikroskopen durchgefiihrt. Im Folgenden werden die Ergebnisse der
Schritte 2, 4 und 5 diskutiert.

8.1. Theoretische Untersuchungen

Die in diesem Abschnitt diskutierten Ergebnisse der theoretischen Untersuchungen
dienen der Vorbereitung und Ermdoglichung zukiinftiger COMBO-FISH-Experimente
oder der Erforschung des FMR1-Gens mit molekulardynamischen Simulationen.

8.1.1. Sondendesign fiir die Genaktivititsbestimmung

In vielen Gebieten der Lebenswissenschaften ist die Frage von Interesse, ob ein be-
stimmtes Gen oder eine Gruppe von Genen aktiv ist. Heute kann die Genexpression
iiber die Menge an mRNA eines Gens in einer Zelle bestimmt werden. Diese kann z.B.
tiber Microarray-Techniken gemessen werden [44]. Eine weitere Methode ist die Quan-
tifizierung des Endprodukts der Genexpression, der Proteine. Diese Messung kann
beispielsweise tiber Massenspektrometrie durchgefiihrt werden [45]. Den genannten
Vorgehensweisen ist gemein, dass nicht direkt die Aktivitdt gemessen wird, sondern
ihre Produkte, was die Verfahren anfélliger fiir Fehler macht.

Wenn es gelingt den Expressionsstatus mit COMBO-FISH zu bestimmen, wie es in
Abschnitt 4.4 beschrieben wurde, dann wire das nicht nur ein direkteres Verfahren,
sondern auch eine Moglichkeit den Expressionsstatus mit der Position im Zellkern in
Verbindung zu bringen. Untersuchungen dieser Verbindung konnten neue Aspekte der
Chromatinorganisation zu Tage bringen. Die Methode benotigt auf dem Gen liegende
Sondenbindungsstellen fiir Hoogsten-Bindungen und spezifische Homopurin- und Ho-
mopyrimidinsondensets dafiir. An das inaktive Gen binden nur die Homopurinsonden,
an das aktive einzelstrangig vorliegende Gen binden beide, farblich unterschiedlich
markierte Sondensets.
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Fiir ein starkes COMBO-FISH-Signal benétigt man iiblicherweise viele verschie-
den Sonden fiir ein Set. Um eine zukiinftige Studie der Durchfiihrbarkeit der oben
beschriebenen Methode mit nur zwei verschiedenen Sonden umsetzen zu konnen
wurde in dieser Arbeit nach geeigneten repetitiven Bindungsstellen gesucht, an die
die Sonden mehrfach binden kénnen. Es wurde eine gezielte Suche in den Datenban-
ken des menschlichen Genoms nach dem Vorkommen repetitiver Homopurin- bzw-
Homopyrimidinsequenzen durchgefiihrt.

Dadurch konnten zwei Gene identifiziert werden, die man ausgehend von bisher
gemachten Erfahrungen mit COMBO-FISH (siehe u.A. [18, 22]) ohne Denaturierung
tripelhelikal markieren kann. Dies sind ein Gen fiir ncRNA, an welchem man mit elf
Bindungsstellen fiir (G)9-/(C)20-Sonden rechnen kann, und das Gen MAP3K15, das
einen 64 (AGAGA)-Sequenzen umfassenden Bereich beinhaltet. Eine Sonde mit der
Lange von 15 Nukleotiden konnte hier 16 mal, eine mit 20 Nukleotiden zwdlfmal binden.
Dies sind weniger Bindungsstellen, als bei fritheren COMBO-FISH-Experimenten [18,
22], die allerdings mit Sonden durchgefiihrt wurden, die mit einem Fluorophor markiert
waren. In dieser Arbeit wurde bei der Hybridisierung von doppelt markierten PNS-
Sonden mit dem Epifluoreszenzmikroskop eine hohere Signalintensitit registriert als
bei Verwendung von PNS-Sonden mit nur einem Farbstoffmolekiil. Uber die erhohte
Anzahl von Fluorophoren konnte somit die niedrigere Anzahl an Bindungsstellen im
Vergleich zu fritheren Experimenten kompensiert werden.

In [39] wurde das Gen MAP3K15 biochemisch reguliert, so dass diese Stelle des
Genoms als geeignet erscheint, um die in Abschnitt 4.4 vorgestellte Methode fiir eine Be-
stimmung der Genaktivitdt mit nur zwei verschiedenen Sonden unter Verwendung von
COMBO-FISH auszutesten. Wahrend dieser Arbeit wurde die PNS-Synthese der Sonden
fiir MAP3K15 in Auftrag gegeben, aber die Synthese der (AGAGA )yo-Oligonukleotide
scheiterte, weil PNS-Sonden, die viele Adeninbasen enthalten, wihrend der Synthese
dazu neigen zu klumpen und dann nicht aufgereinigt werden kénnen. Womoglich
konnen fortschrittlichere Synthesemethoden dieses Hindernis in Zukunft iiberwin-
den oder man fiihrt das beschriebene Experiment mit doppelt fluoreszent markierten
DNS-Sonden aus.

8.1.2. Konservierte Sequenzen im Bereich des FMR1-Gens

Es ist bekannt, dass die proteinkodierenden Bereiche des FMR1-Gens evolutiondr hoch-
konserviert sind [3], weil das zugehorige Protein FMRP mehrere wichtige Funktionen
in der Zelle ibernimmt (siehe Abschnitt 1.2.1). Da im Zuge dieser Arbeit strukturelle
Besonderheiten dieses Gens untersucht wurden, kam die Frage auf, ob auch aufSer-
halb der protein- und RNS-kodierenden Abschnitte konservierte Sequenzen gefunden
werden konnen, die womoglich Genfaltungen oder Heterochromatinkondensation
mitregulieren.

Mit dem Sequenzalignmentprogramm Kalign wurden 53 Sequenzen im FMR1-Gen
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von Homo Sapiens, Mus Musculus, Danio Rerio und Hydra Magnipapillata gefunden, die
mindestens zehn homologe Nukleotide beinhalten. Um die Wahrscheinlichkeit ab-
zuschétzen, dass diese Homologien aufgrund ihrer Funktionalitdt und nicht durch
zufdllige Mutationen existieren, wurde ein Algorithmus entwickelt, der ein Set von
Nukleotidstrangen, die aus zufilligen Basenkombinationen bestehen, gegeneinander
verschieben und nach genau solchen Homologien durchrastern kann (Abschnitt 4.1).
Die Wahrscheinlichkeit, mit der dieser Algorithmus eine Sequenz gleicher Lange mit
gleicher Anzahl homologer Nukleotide findet, wie Kalign in den realen Genomabschnit-
ten gefunden hat, wurde mit der Wahrscheinlichkeit gleichgesetzt, dass mit Kalign eine
zuféllige Homologie gefunden wurde. Fiir die Berechnung wurden die Parameter so
gewdhlt, dass man eine obere Grenze dieser Wahrscheinlichkeit abschédtzen konnte.

Indem die Wahrscheinlichkeitsschwelle fiir eine nicht zufillige Homologie auf 0,046
festgelegt wurde, konnten aus den oben erwdhnten 53 Sequenzen zwolf als sehr
wahrscheinlich nicht zufallig entstandene Homologien identifiziert werden.

Es wurde nun fiir jede dieser konservierten Sequenzen der Abstand zu ihrer Vor-
gangersequenz in ihrem Genom ermittelt. Dabei zeigten sich zwei Cluster dreier
konservierter Sequenzen, die in den vier Genomen einen dhnlichen Abstand zu der
vorherigen konservierten Sequenz aufweisen.

Zwei mogliche Erkldarungen fiir die Existenz dieser Sequenzen werden hier diskutiert.
Es ist bekannt [46], dass am 5- und am 3’-Ende eines Introns schwach konservier-
te Sequenzen den Spleifivorgang der Pra-mRNA initiieren. Ein wichtiger Schritt ist
die Bindung der 5’- an die 3’-Splice-Site um die Exons in Kontakt zu bringen. Eine
Identifikation mit solchen Splice-Sites kann allerdings ausgeschlossen werden, da die
gefundenen konservierten Sequenzen in allen Spezies mehr als 100 Nukleotide vom
Rand des Introns lokalisiert sind.

Eine Erkldrung, die weiterer Untersuchungen bedarf, stellt eine Funktion dieser Ele-
mente als strukturbildende funktionale Einheiten der DNS in dem Genbereich dar. Eine
Konservierung der Sequenzabstinde zueinander spricht dafiir, dass DNS-Abschnitte,
die einige hundert Basenpaare voneinander entfernt sind, {iber ihre Sequenz interagie-
ren konnen. Dadurch sind sie womoglich fiir die Bildung von Tertidrstrukturelementen
und dartiber fiir die Regulation der Genaktivitdt mitverantwortlich.

8.1.3. Sondendesign fiir FMR1

Die Ergebnisse des Sondendesigns fiir das Gen FMRI lassen sich in zwei Kategorien ein-
teilen. Zum einen wurden in silico-Untersuchungen des Vorkommens der Sonde fiir den
Expansionsbereich im menschlichen Genom durchgefiihrt. Diese Untersuchungen wa-
ren eine Voraussetzung fiir die in dieser Arbeit getiatigten COMBO-FISH-Experimente
und werden im nédchsten Abschnitt diskutiert. Zum anderen wurden Sondensets ent-
worfen, die zukiinftige Experimente zur Erforschung des FXS ermoglichen.

In Abschnitt 6.2.2 werden die beiden Sondensets aufgefiihrt, die bei doppelhelikaler
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Bindung nach einer Denaturierung der Zell-DNS jeweils einen etwa 20000 Basenpaare
umfassenden Bereich in 3’- und in 5’-Richtung des Expansionsbereichs abdecken. Das
Sondenset wurde jeweils so zusammengestellt, dass die Sonden nur an dieser Stelle
spezifisch binden [30] und zueinander einen Abstand von etwa 500 Basen haben.
Das eine Sondenset kann somit den Bereich vor dem Gen FMR1, der den Promotor
des Gens enthilt, markieren. Das andere markiert den ungefdhr die Halfte des Gens
abdeckenden Bereich, der in 3’-Richtung an die (CGG)-Expansionsregion anschlief3t.
Die in das Set aufgenommenen Sondensequenzen wurden so ausgewdhlt, dass sie eine
dhnliche Schmelztemperatur aufweisen wie doppelstrangig gebundene (CGG)s- bzw.
(CCG)e-Repetitionssonden [32]. Dieses Kriterium wurde aufgestellt um zu erreichen,
dass die gleichzeitige Hybridisierung aller dieser Sonden und der Repetitionssonde in
dhnlicher Geschwindigkeit und bei derselben Hybridisierungstempertatur vonstatten
gehen konnen.

Zusétzlich wurden zwei Sondensets fiir die tripelhelikale Markierung von FMR1
und von der Promotorregion des Gens erstellt (Abschnitt 6.2.3). Die Sondensequenzen
wurden mithilfe von drei, bereits bei tripelhelikaler COMBO-FISH erprobter Com-
puterprogramme (Abschnitt 3.2.1, [24]) gefunden. Durch Ausschluss der in anderen
Genombereichen Cluster bildenden Sonden konnte die Spezifitit der finalen Sondensets
sichergestellt werden. Als Untergrenze der Sondenanzahl jedes Sets wurde 20 festgelegt,
um ein deutliches Mikroskopiesignal zu erhalten. Aufgrund der Dichte von Homopurin-
und Homopyrimidinsequenzen in den Bereichen in 3’- und 5’-Richtung des Expan-
sionsbereichs decken die Sets jeweils einen Bereich ab, der ungefédhr dem Doppelten
der Genlédnge entspricht. Die Verteilung der Hoogsten-bindenden Sondensequenzen
auf dem zu markierenden Bereich ist nicht ebenso gleichméfiig wie die Verteilung
oben diskutierter doppelhelikal bindender Sonden. Der Vorteil einer tripelhelikalen
Markierung ist, dass die Struktur des Gens und die Ausdehnung des Heterochromatins
im Gen- und Promotorbereich mikroskopisch untersucht werden kann, ohne durch
eine Denaturierung in die DNS-Struktur einzugreifen.

Bisher durchgefiihrte COMBO-FISH-Experimente mit tripelhelikaler Bindung der
Sonden waren nur moglich, wenn ausreichend viele Bindungsstellen fiir Homopurin-
/Homopyrimidinsonden im interessierenden Genbereich vorhanden waren. Im theo-
retischen Teil dieser Arbeit wurde ein Ansatz verfolgt, der versucht die Abhdngigkeit
tripelhelikaler COMBO-FISH von Homopurin-/Homopyrimidinbereichen zu vermin-
dern. Der Grundgedanke daran ist der Ersatz der Nukleotide in der Sondensequenz,
die die tripelhelikale Bindung verhindern, durch unspezifische Basen wie sie in [29]
vorgestellt werden.

In Abschnitt 6.2.1 werden die Bindungsstellen einer (CC_)s-Expansionssonde im
menschlichen Genom aufgelistet, wobei ,,_" fiir eine solche unspezifische Base steht.
Diese Expansionssonde ist bei gleicher Lange weniger spezifisch bindend als die im
experimentellen Teil dieser Arbeit verwendete (CCG)s-Sonde und hétte bis zu einer
Sondenldnge von 48 Nukleotiden mindestens drei Nebenbindungscluster. Mittels eines
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Kolokalisationsexperiments mit einem der oben diskutierten Hoogsten-bindenden
Sondensets fiir FMR1 konnte die Markierung der Expansionsregion mit dieser Sonde
unter den Nebenbindungsstellen identifiziert werden, auch wenn eine kiirzere Sonde
verwendet wird. Mit einem solchen Experiment liefse sich {iberpriifen, ob eine solche
Homopyrimidinsonde mit unspezifischen Basen tripelhelikal an DNS binden kann.

Wenn sich bewahrheitet, dass die hier vorgestellte Sonde Hoogsten-Bindungen ein-
geht, wire eine tripelhelikale COMBO-FISH der Expansionsregion von FMR1 im
Doppelstrang moglich.

8.2. FISH-Experimente

Die Experimente dieser Arbeit wurden mit dem Ziel durchgefiihrt erstmalig die Expan-
sionsregion des FXS spezifisch fluoreszent zu markieren. Friithere FISH-Markierungen
von FMR1, etwa in [41], wurden mit markierten Plasmid- und Cosmid-Sonden durch-
gefiihrt, die aufgrund ihrer Lange von mehreren tausend Basenpaaren einen grofien
Genbereich abdecken. Mit den bei COMBO-FISH verwendeten Oligonukleotiden ist es
demgegeniiber moglich sehr gezielt auch kurze Genabschnitte zu markieren.

In dieser Arbeit wurde ausschliefslich doppelhelikale COMBO-FISH durchgefiihrt.
Es wurden zunichst bestehende Protokolle fiir COMBO-FISH weiterentwickelt, in-
dem Hybridisierungen einzelner Sondensets in jeweils einem Spektralbereich wieder-
holt mit Protokollvariationen durchgefiihrt wurden. Eine Optimierung des Signal-zu-
Hintergrund-Verhéltnisses konnte durch die Variation der Zellfixierungsmethode, der
Post-Hybridisierungswaschschritte, des Eindeckmediums und des Protein-Verdaus
erreicht werden. Letzterer diente der Verringerung unspezifischer Bindungen an Pro-
teine im Zytoplasma und der Senkung der Intensitit der Autofluoreszenz der Zellen.
Tatséchlich konnte der Fluoreszenzhintergrund des Zellkerns soweit verringert werden,
dass die COMBO-FISH-Signale in den folgenden Experimenten problemlos identifiziert
werden konnten.

Es blieb allerdings in einigen Féllen bei einer deutlichen Autofluoreszenz des Zy-
toplasmas und der Nukleoli. In [47] wurde die Autofluoreszenz von Fibroblasten in
verschieden hohen Passagen untersucht. Dabei stellte sich heraus, dass Autofluores-
zenz bei einer Anregungswellenldnge von 366 nm (im DAPI-Kanal) hauptsédchlich von
Koenzym-Molekiilen und teilweise von reduzierten Pyrimidin-Nukleotiden verursacht
werden. Licht der Wellenldnge 436 nm regt Flavine und Lipopigmente zur Fluoreszenz
an. Des Weiteren wurde gezeigt, dass die Konzentration fluoreszenter Molekiile teil-
weise stark mit dem Alter bzw. der Passagenanzahl der Zelllinie ansteigt. In [48] wird
die Ausbildung ringartiger Proteinstrukturen bei der Zellfixierung mit einer Formal-
dehydldsung aus Formalin diskutiert. Diese Proteinringe sind in der Lage Licht zu
absorbieren und in langerer Wellenldnge zu emittieren und tragen somit zu einer Ver-
starkung der Autofluoreszenz bei. Bei einer Fixierung mittels Paraformaldehyd (PFA)
ist die Autofluoreszenz schwécher. Bei Verwendung von PFA erhilt man eine reine
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Formaldehydldsung, die unmittelbar vor dem Experiment hergestellt wird. Formalin
enthélt demgegeniiber 10-20 % Methanol um die Stabilitidt zu erhohen. Ein Ansatz
um die Autofluoreszenz in zukiinftigen Experimenten noch weiter zu verringern wére
somit die Zellfixierung mit PFA.

Mit dieser Moglichkeit zur weiteren Optimierung kénnen die in Teil II im Detail
aufgefiihrten im Verlauf dieser Arbeit etablierten Protokolle fiir die Zellkultur der Fibro-
blasten und fiir die Hybridisierung der Expansionssonden in zukiinftigen Experimenten
verwendet werden.

Um die Ergebnisse der Hybridisierung der einzelnen Oligonukleotid-Sets fiir die
Expansionsregion zu quantifizieren wurden die Signalhadufigkeiten pro Zellkern der
DNS-Sets 1 und 2 auf einigen Objekttragern ausgezahlt. Die Hybridisierungseffizienz
lag zwischen 33 und 60 %. Man konnte bei epifluoreszenzmikroskopischer Untersu-
chung mit dhnlicher Haufigkeit ein bzw. zwei Signale pro Zellkern beobachten. Einige
wenige Zellkerne zeigten drei oder mehr.

Um festzustellen, ob es sich hierbei um spezifische Bindungsstellen handelte, wurden
im Folgenden Zwei-Farben-Kolokalisationsexperimente durchgefiihrt. Dafiir wurden
zum einen DNS-Set 1 ((CGG)g, Alexa 488) und DNS-Set 2 ((CGG)g, Alexa 568) und
zum anderen PNS-Set 6 ((CCG)s, Alexa 488, doppelt markiert) und PNS-Set 8 ((CCG)s,
Alexa 568, doppelt markiert) jeweils gleichzeitig auf die Zell-DNS hybridisiert. Dies
sind die Sondensets, die bei den Hybridisierungen einzelner Sets die besten Ergebnisse
erbracht hatten.

Die 2D-Aufnahmen dieser Kolokalisationsexperimente, die in Abschnitt 7.4 prasen-
tiert werden, zeigten wieder mit dhnlicher Haufigkeit ein Signal wie zwei Signale pro
Zellkern. In einigen Zellkernen konnten zusétzlich kolokalisierte Bindungen auf den
Nucleoli® detektiert werden. Aufgrund der kolokalisierten Bindung der Sondensets, die
um die gleichen Bindungsstellen konkurrieren, ist es wahrscheinlich, dass die Expansi-
onssonden spezifisch gebunden haben. Regelméfsige Fehlsignale aufgrund der Bindung
an RNS-Segmente mit passender Nukleotidsequenz im Zellkern konnen wegen der
Behandlung mit RNase ausgeschlossen werden. Sondenansammlungen an Proteinen im
Zytoplasma wiren aufgrund der fehlenden z-Auflosung der Epifluoreszenzaufnahmen
denkbar, sollten jedoch durch die Behandlung mit Proteinase-K verringert worden sein.

Von einigen Zellkernen der Kolokalisationsexperimente wurden konfokalmikrosko-
pische Stapelaufnahmen gemacht, die kolokalisierte Signale innerhalb des Zellkerns
zeigen. Dies beweist, dass die Sonden spezifisch innerhalb des Zellkerns binden.

Es bleibt die Frage, worum es sich bei den sowohl in 3D- als auch in 2D-Aufnahmen
beobachteten Bindungsstellen an den Nucleoli handelt, die gelegentlich auftreten.
Bereits frither wurde beobachtet, dass PNS-COMBO-FISH-Sonden die Nucleoli gleich-
méfiig einfdrben konnen [17]. Diesen Effekt konnte man auch in dieser Arbeit feststel-
len. Allerdings wurden, wie oben mehrfach erwéhnt, auch kolokalisierte Bindungen
der DNS- und PNS-Expansionssonden an Nucleoli beobachtet (Abbildungen 7.2 und

IDie Identifizierung erfolgte aufgrund von Form und Groge
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7.8), die die Ausdehnung und Signalstirke schwacher COMBO-FISH-Signale haben.
Die Nucleoli sind die Orte der Produktion der ribosomalen Untereinheiten und der
ribosomalen RNS (rRNS) und bestehen vor allem aus Proteinen und RNS mit elek-
tronenmikroskopisch auflosbaren Unterstrukturen [49]. Die Nucleoli befinden sich
innerhalb des Zellkerns in der Interphase in unmittelbarer Nachbarschaft sogenann-
ter Nucleolus-organisierender Regionen (NOR) auf bestimmten Chromosomen. Das
X-Chromosom besitzt keine solche Region [50]. Aus diesem Grund sind die auf den
Nucleoli markierten Loci sehr wahrscheinlich nicht die markierte Expansionsregion
des Gens FMR1.

Aufgrund der Sichtbarkeit der Nucleoli in den mikroskopischen Aufnahmen kann
man diese Signale leicht von den anderen COMBO-FISH-Signalen im Zellkern unter-
scheiden. Bei den Nucleoli-Signalen handelt es sich womdoglich um eine unbekannte
Bindungsstelle innerhalb oder auf den Nucleoli, die durch RNS- und Protein-Verdau
nicht beseitigt werden konnte. Eine andere Moglichkeit ist, dass eine weitere Bindungs-
stelle fur die (CGG)g¢/(CCG)g-Sonden im Genom existiert, die auf oder in der Nahe
der NOR liegen. In Abschnitt 4.3.2 werden die Ergebnisse der Suche nach Neben-
bindungsstellen der Expansionssonde vorgestellt. Laut diesen Erkenntnissen gibt es
im sequenzierten Anteil des menschlichen Genoms keine relevanten Bindungsstellen-
cluster der verwendeten Sonden. Es ist allerdings bekannt, dass die Sequenzierung
repetitiver Elemente gelegentlich abbricht, so dass diese Sequenzen nicht in vollem
Umfang in die Genomdatenbank aufgenommen werden konnen. Allein auf Basis dieser
Datenbanken kann somit nicht vollstindig ausgeschlossen werden, dass eine weitere
Region repetitiver (CGG) - (CCG)-Sequenzen existiert.

Folgt man obiger Argumentation so stellt sich die Frage, ob die nicht auf Nucleoli lie-
genden COMBO-FISH-Signale durch die Markierung der Expansionsregion von FMR1
oder einer anderen Genregion zustande kamen. Zunidchst wurde eine tendenzielle
Positionierung der Signale ndher am Kernrand als am Zentrum festgestellt. In [51]
werden die Postionen von Chromosomenterritorien in menschlichen Fibroblasten relativ
zum Zellkernrand diskutiert. Das X-Chromosom liegt demnach in der Interphase in
der Kernperipherie. Zum gleichen Ergebnis kam man auch in dieser Arbeit, als die
X-Chromosomen der verwendeten Fibroblasten mit FISH markiert wurden. Man kann
also eine positive Verbindung zwischen der Lage der markierten X-Chromosomen
und der Lage der COMBO-FISH-Signale relativ zum Zellkernrand in der xy-Ebene
herstellen.

Lasst man die Signale auf den Nucleoli aufien vor, so wurden in fast allen Zellker-
nen, in denen die Hybridisierung gelungen ist, ein oder zwei kolokalisierte COMBO-
FISH-Signale gefunden. Mehrere Aufnahmen zeigen zwei Signale als kolokalisierte
Doppelsignale mit einem Abstand von etwa 500 nm (Abbildungen 7.4, 7.8 und 7.10).
Sehr dhnliche Doppelsignale konnten in [41] bei der Untersuchung der Replikation des
FMR1-Gens mit FISH beobachtet werden. Die Replikation des FMR1-Locus zu einem
unbekannten Zeitpunkt in der S-Phase des Zellzyklus erklédrt die Beobachtung von
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ein oder zwei Signalen, die nicht zu weit voneinander entfernt lokalisieren. COMBO-
FISH-Signale mit einem Abstand, der grofSer als 3 pm ist (Abbildung 7.5) wurden als
Fehlbindung verworfen.

Auflerdem wurde vom Vertreiber der Zelllinie die Zahl der (CGG)-Wiederholungen
in der Expansionsregion iiber eine Southern-blot-Analyse auf ungefahr 650 festgelegt.
Bei statistisch verteilten Bindungspositionen der Sonden auf den Expansionsbereich
kann man nach Gleichung (7.1) von 76 Bindungsstellen der Sonden darauf ausgehen.
Nach bisherigen Erfahrungen mit COMBO-FISH sollte diese Anzahl fiir ein deutliches
Signal gentigen. Obige Griinde sprechen klar dafiir, dass es sich bei den ein oder zwei
Signalen um die markierte Expansionsregion handelt. Davon wird in der weiteren
Diskussion ausgegangen.

Nach den erfolgreichen Kolokalisationsexperimenten mit Sondensets gleicher Nu-
kleotidsequenz konnte man versuchen das Signal der markierten Expansionsregion auf
dem X-Chromosom zu kolokalisieren. Nach umfangreichen Variationen des Hybridisie-
rungsprotokolls des Paintherstellers (siehe Abschnitt 7.2.4) konnten zwei Protokolle
fiir COMBO-FISH mit dem Painting eines Chromosomenterritoriums etabliert werden.
Die durchgefiihrten kombinierten FISH-Experimente, bei welchen dieser Genlocus
und die X-Chromosomen markiert wurden, zeigten bei den meisten untersuchten
Zellkernen keine direkt auf dem markierten X-Chromosomenterritorium liegenden
COMBO-FISH-Signale sondern vor allem solche, die in der 2D-Mikroskopie 1-3 pm
daneben lokalisierten.

Das eine der beiden Protokolle verzichtet auf eine Denaturierung der Zell-DNS
vor Bindung der COMBO-FISH-Sonden. Die Experimente nach diesem Protokoll lie-
fern Signale, wenn der Doppelstrang der Zell-DNS an der Bindungsstelle in auf-
getrennter Form vorliegt oder wenn die Zell-DNS nach der Denaturierung fiir das
X-Chromosomenpaint nicht komplett renaturiert. Dann kann die Sonde doppelhelikal
an die Ziel-DNS binden. Das bedeutet womdoglich, dass in einem geringeren Anteil der
Zellkerne eine Hybridisierung nachgewiesen werden kann als bei Denaturierung vor
der COMBO-FISH, wenn der Expansionsbereich nur eine gewisse Zeitspanne des Zell-
zyklus in Einzelstrangform vorliegt. Diese Methode lieferte eine 2D-Aufnahme, die ein
Signal der Expansionsregion im Zentrum eines markierten X-Chromosomenterritoriums
zeigt. Die anderen Zellkerne, in welchen die Hybridisierung von Paint und COMBO-
FISH-Sonden erfolgreich war, zeigten Signale, die nicht auf dem markierten Territorium
lagen.

Das zweite Protokoll, mit dem eine gleichzeitige Hybridisierung der Sonden fiir den
Expansionsbereich mit dem X-Chromosomenpaint gelang, ersetzt den bewahrten Stan-
dardpuffer durch den Trispuffer (siehe Tabelle 5.2, S. 61). Kolokalisationsexperimente
von Sondensets fiir den Expansionsbereich hatten zuvor vergleichbare Bindungsergeb-
nisse wie die Hybridisierung der Expansionssonden im Standardpuffer geliefert, wenn
man die vermehrte Bindung an Nucleoli vernachlédssigt. Damit wurde gezeigt, dass
COMBO-FISH unter Verwendung dieses neuen Hybridisierungspuffers moglich ist.
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Die Ergebnisse der zweiten Methode fiir die Hybridisierung von Paint und COMBO-
FISH-Sonden werden in Abschnitt 7.6.2 vorgestellt. Man konnte Signale beobachten,
die 1-3 pm in der xy-Ebene von dem markierten X-Chromosomenterritorium entfernt
angeregt wurden.

Fiir die weitere Diskussion ist der aktuelle Stand der Forschung tiber die Organisation
der Chromosomenterritorien in Interphase-Zellkernen von Interesse. Dieser wird in [52]
zusammengefasst. Nachdem man zunéchst von scharf getrennter territorialer Struktur
ausging, in der die Gebiete zwar dicht nebeneinander doch ohne Vermischung koexistie-
ren [53], werden inzwischen Modelle diskutiert, die weiterhin von Territorien ausgehen,
jedoch eine Interaktion von Chromatin verschiedener Chromosomen beispielsweise
durch die Ausbildung von Chromatinschleifen berticksichtigen. In [54] zeigten hoch-
auflosende elektronenmikroskopische Untersuchungen der Interphasechromosomen
eine schmale Uberlappung der Territorien.

In [55] wurden, vergleichbar mit den in dieser Arbeit durchgefiihrten Painting-
Experimenten, der p-Arm des Chromosoms 11 sowie verschiedene, mehrere Megabasen
umfassende Regionen auf diesem Arm in verschiedenen Farben mit FISH markiert. Es
wurde ausgewertet, welche Genregionen in welchen Entfernungen von ihrem Chro-
mosomenterritorium gefunden wurden. Dabei wurde eine starke positive Korrelation
zwischen der Gendichte in der markierten Region und der Wahrscheinlichkeit diese
Region auflerhalb des markierten Chromosomenterritoriums zu finden festgestellt.
Teilweise wurde die 11p15.5-Region, die besonders genreich ist, iiber 1 pm neben dem
markierten 11p-Arm gefunden.

Man kann nun Parallelen zur Lokalisation der Signale der FXS-Expansionsregion
deutlich neben dem X-Chromosomenterritorium ziehen. Der Xq28-Bereich in unmit-
telbarer Nachbarschaft des Gens FMRI1 (~ 70000 bp in 3’-Richtung) ist ebenfalls sehr
genreich [28]. Die Ergebnisse der in dieser Arbeit durchgefithrten COMBO-FISH-
Experimente zusammen mit Chromosomenpainting lassen die Vermutung zu, dass die
transkriptionale Aktivitdat des Xq28 Bereichs zur Ausbildung einer in der Lichtmikro-
skopie nicht sichtbaren Schleife gefiihrt hat, die auch das markierte FMR1-Gen aus
dem Territorium entrissen hat, obwohl das expandierte Gen selbst inaktiv sein soll.

Die durchgefiihrten theoretischen Untersuchungen der Genomdatenbank und die
Ergebnisse der Kolokalisationsexperimente der mit Alexa 488 und 568 markierten
Expansionssonden deuten klar auf eine spezifische Markierung der Expansionsregion
hin.

8.2.1. Lokalisationsmikroskopie

In der Vergangenheit hat sich die Lokalisationsmikroskopie als geeignetes Mittel fiir die
Charakterisierung zelluldrer Nanostrukturen erwiesen [17, 18, 56, 57]. In dieser Arbeit
diente sie der Strukturdarstellung und quantitativen Analyse der mit COMBO-FISH
markierten Expansionsregion von FMR1. Untersucht wurden kolokalisierte Signale
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in 488 nm und 568 nm, die mit der Markierung der Expansionsregion identifiziert
werden konnen. Bindungen an die nicht expandierte (CGG)-Region auf dem ande-
ren X-Chromosom konnten aufgrund der maximal drei Bindungsstellen nicht vom
Hintergrund unterschieden werden.

Erstmals wurden fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen gemacht, die den fiir das
FXS urséachlichen Genabschnitt spezifisch markiert zeigen, ohne einen grofien Genbe-
reich im Umfeld ebenfalls zu markieren. Zudem sind es die ersten Aufnahmen der
Signale dieses Locus mit einer Auflosung von 20-30 nm. Aus den Daten der Cluster-
analyse wurden Abschdtzungen getroffen, mit welcher Linge des Expansionsbereichs
man die beobachtete Signalanzahl erkldren konnte. Die berechneten Expansionsldngen
besitzen, wenn man von statistischer Bindung der Sonden auf den Bereich ausgeht, eine
um die Faktoren 1 bis 3,5 langere Ausdehnung als vom Vertreiber der Zelllinie angege-
ben. Eine Erkldrung dafiir konnten die in Abbildung 8.1 aufgefiihrten DNS-Strukturen
liefern, die in Bereichen langer (CGG)- (Teilbilder A und B) oder (CCG)-Strange nach-
gewiesen wurden [58]. Die Existenz von Haarnadelstrukturen wie in Teilbild A ist ein
Hinweis darauf, dass die (CGG)- und (CCG)-Sonden womoglich teilweise unspezifisch
auch an den Gegenstrang binden. Dies konnte eine Verdopplung der erwarteten Signal-
anzahl bewirken. Eine andere Moglichkeit wére, dass die (CGG)-Sonden, dhnlich wie
die ssDNS in Teilbild B, {ibereinander binden kénnen, was eine Verdreifachung der
Signalanzahl bedeutete.

A B r - r Abb. 8.1.: DNS-Strukturen, die durch lange einzelstran-
;_"‘T i L gige (CGG)n- oder (CCG)n,-Bereiche verursacht wer-
. Gt S den konnen. A: Unvollkommene Haarnadelstruktur;
el c s oC = verursacht durch teilweise unspezifische Bindung
g= G L.i' é H von (CGG)n- oder (CCG)y-Triplets aneinander. B:
=G L:r — - G-Quartett, eine gefaltete tetrahelikale DNS-Struktur,
D L L die von (CGG)n-Abschnitten gebildet werden kann
— [58].

Zur Expansionsldnge wurde eine Signaldichte innerhalb der Cluster berechnet, die
ein Maf3 fiir die Packungsdichte des Heterochromatins um die Expansionsregion ist.
In die Berechnung der Werte flossen allerdings keine experimentellen Parameter wie
die Hybridisierungseffizienz der Sonden und die Quanteneffizienz der verwendeten
Farbstoffe mit ein.

Es wurde gezeigt, dass die Erforschung des FXS und seiner molekularen Ursachen
auf diese Weise moglich sind und es konnte erstmals eine quantitative optische Analyse
der Expansionsregion des Fragilen X-Syndroms durchgefiihrt werden.

8.3. Ausblick

Im Folgenden werden Experimente, die in Zukunft die Ergebnisse dieser Arbeit ver-
wenden oder ergdnzen konnen, vorgestellt.
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Die Experimente fiir die Bestimmung der Aktivitdt des Gens MAP3K15 kénnen
unter Verwendung der entworfenen Sondensets und Befolgung etablierter Protokolle
fiir tripelhelikale COMBO-FISH [18, 22] durchgefiihrt werden. Vorbedingungen sind
die erfolgreiche Synthese der doppelt markierten Sonden und die Regulation der
Genaktivitat mit siRNA [39].

Weitere Untersuchungen zu der Funktion der konservierten Sequenzcluster auf den
Introns von FMR1 bieten sich an um die Erforschung der evolutionédren Rolle solcher
konservierter nicht kodierender Genabschnitte weiter voranzubringen. Denkbar ist eine
molekiildynamische Simulation der Genabschnitte, die diese Cluster beinhalten, und
eine gezielte Modifikation der in dieser Arbeit gefundenen konservierten Nukleotide
um Auswirkungen auf die DNS-Struktur zu studieren.

Die Watson-Crick-bindenden und die Hoogsten-bindenden Sondensets fiir die Gen-
und die Promotorregion von FMR1 konnen fiir vergleichbare Experimente eingesetzt
werden. Der Unterschied besteht in der notwendigen Denaturierung der Zell-DNS
bei der Watson-Crick-Bindung. Tripelhelikale COMBO-FISH erlaubt eine schonende-
re Markierung dieser Regionen. Markiert man eines der beiden oben diskutierten
Hoogsten-bindendenden Sondensets und die Hoogsten-bindenden (CC_)s-Sonden mit
verschiedenen Fluorophoren, so kann man ein Zwei-Farben-Kolokalisationsexperiment
durchfiihren. Damit kann die Fahigkeit der (CC_)s-Sonde zur tripelhelikalen Bindung
tberpriift werden. Wenn diese erfolgreich ist kann, wie auch bei Verwendung der
Watson-Crick-bindenden Sets, mit der Lokalisationsmikroskopie sowohl die Struktur
des Expansionsbereichs als auch die der angrenzenden Regionen in einem einzigen
Experiment untersucht werden.

Beziiglich der in dieser Arbeit durchgefiihrten FISH-Experimente kann ein zukiinf-
tiges Metaphasenexperiment in Kombination mit den hier entwickelten Protokollen
einen noch stirkeren Hinweis darauf liefern, dass die (CGG)s/(CCG)g-Sonden den
(CGG)-Expansionsbereich von FMR1 markieren, denn nach der Kondensation der Chro-
mosomen sollte das FMR1-Signal auf dem markierten X-Chromosom kolokalisieren.

Es bietet sich an die geschilderten lokalisationsmikroskopischen Untersuchungen der
Expansionsregion zu wiederholen um eine statistisch relevante Menge an Daten fiir
die dafiir abgeschitzten Parameter zu erhalten. So kann man womoglich den Bereich
bestimmen, in welchem sich die Signaldichte des Expansionssondenclusters bewegt.
Aufierdem konnte man diese Experimente an verschiedenen Zelllinien mit unterschied-
licher Expansionsldnge durchfiithren und erforschen, ob eine Korrelation zwischen der
Anzahl der Lokalisationssignale und der Anzahl der (CGG)-Wiederholungen besteht.
Auch die Ermittlung einer Signaldichte-Expansionsldnge-Korrelation ist vorstellbar.
Damit konnte man untersuchen, ob eine Verldngerung der Expansion eine weitere
Verdichtung der Chromatinstruktur induziert. Besonders interessant wére dabei ein Ver-
gleich von Zellen eines Menschen der an FXTAS leidet und denen eines FXS-Patienten,
da in dem einen Fall das Gen iiberaktiv und im anderen inaktiv ist.

Speziell bei Untersuchungen weiblicher Zellen, die ein X-Chromosom mit FXS be-
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8.3. Ausblick

sitzen, wére ein Vergleich zwischen der Struktur des Expansionsbereichs auf einem
aktiven X-Chromosom und der auf einem durch XIST inaktivierten interessant. Um
zu ermitteln, welches der Chromosomen inaktiviert ist, kann man eine Markierung
der XIST-RNS durchfiihren. Diese ist allerdings mit grofsem experimentellem Aufwand
verbunden. Denkbar ist auch die Anwendung indirekter Methoden: Es ist bekannt,
dass das Territorium des inaktivierten X-Chromosoms bei einer FISH-Markierung
kompakter erscheint als das aktive, so dass iiber ein gleichzeitiges Painting-Experiment
entschieden werden kann, ob die COMBO-FISH-Signale auf einem aktiven oder inakti-
ven X-Chromosom liegen. Des Weiteren konnte das Vorhandensein oben diskutierter
Chromatin-Schleifen ein Anzeichen fiir Genaktivitit sein und damit die aktive Form
des X-Chromosoms kennzeichnen.

Die hier vorgestellten Untersuchungen der Genstruktur kénnen mit einem der Son-
densets fiir die Promotor- oder Genregion von FMRI1 erweitert werden. Fiir diese
Experimente konnte man die hier erprobten (CGG)s- und (CCG)s-Sonden mit den
Watson-Crick-bindenden Sondensets (Abschnitt 6.2.2) kombinieren. Die Hoogsten-
bindenden Sondensets (Abschnitt 6.2.3) konnten zusammen mit der oben diskutierten
potentiellen (CC_)s-Sonde tripelhelikal hybridisiert werden, wobei die beiden Sets in
unterschiedlichen Wellenldngen markiert sind. So kann man in expandierten FMR1-
Genen die Position der markierten Bereiche zueinander untersuchen um zu versuchen
Riickschliisse auf die Faltungsprozesse bei der Inaktivierung des Gens zu schliefSen.
Aufierdem kann man austesten, inwiefern sich die markierten Bereiche in normalen
und expandierten FMR1-Genen anhand ihrer Signaldichte unterscheiden lassen.
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Materialien und Hilfsmittel

Chemikalien

DAPI

DMSO

Dulbecco’s PBS (D-PBS) ohne Ca?*, Mg? ™"

Ethanol, absolut p.a.

Ethanol, vergallt

FCS

Fluoromount-G

Formaldehyd

Formamid

Glycerin

i-BRITE Plus

Immersol 518F

Immu-Mount

Kaliumchlorid

Kalziumchlorid

Konzentrierte Essigsdure (Eisessig)
Konzentrierte Salzsdure 1 mol/l
L-Glutamin (200 mmol/l)
Methanol

Magnesiumchlorid

Sigma-Aldrich, Steinheim

J.T. Baker, Deventer, NL

Gibco, Karlsruhe

J.T. Baker, Deventer, NL

J.T. Baker, Deventer, NL
Biochrom AG, Berlin
SouthernBiotech, Birmingham, USA
Riedel-de Haén, Seelze

Merck, Darmstadt

J.T. Baker, Deventer, NL
Neuromics, Edina, USA

Zeiss, Gottingen

Thermo Scientific, Waltham, USA
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

J.T. Baker, Deventer, NL

Merck, Darmstadt

Gibco, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

AppliChem, Darmstadt
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Materialien und Hilfsmittel

Natriumacetat
Natriumazid
Natriumchlorid
Natronlauge 1M

PBS, 10x

Penicillin/Streptomycin (10000 pg/ml)

ProLongGold Antifade Reagenz
SSC, 20x

Tris-b

Triton X-100

Trypsin/EDTA

Tween 20

Enzyme
Pepsin
Proteinase K aus Tritrachium album

RNase A

Verbrauchsmaterialien

Deckglaser

Falcon

Fixogum
Gewebekulturplatte 6 Well
Objekttrager

Objekttrager SuperFrost+

Parafilm
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Riedel-deHaen, Seelze
J.T. Baker, Deventer, NL
J.T. Baker, Deventer, NL
Gibco, Karlsruhe
Gibco, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe
Gerbu, Geiberg

Merck, Darmstadt
Invitrogen, Karlsruhe

Carl Roth, Karlsruhe

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
AppliChem GmbH, Darmstadt

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Menzel Glaser, Braunschweig
nerbe plus, Winsen/Luhe
Marabu, Bietigheim-Bissingen
Greiner, Kremsmiinster, A
Menzel Glaser, Braunschweig
Menzel Glaser, Braunschweig

Bemis, Neenah, USA



Pasteurpipette 1 ml

Pipettenspitzen ultratip
Prazisionswischtiicher Kimtech science
Serologische Pipetten

Untersuchungshandschuhe, puderfrei

Gerite

Autoklav 5075 EC
CO,-Inkubator BC210
Feinwaage CP124S
Hybridisierungskammer
Inkubator BFED53
pH-Meter 765
Pipettierhilfe neoAccupette
Schiittler KS125 basic

Sicherheitswerkbank HeraSafe

Thermomixer comfort 1.5 ml
Tischzentrifuge MS 1 Minishaker
Wasserbad

Zentrifuge Universal 320R

Mikroskope

Phasenkontrast-Mikroskop

Mikroskop Laborvert, Leitz, Wetzlar

Objektiv

nerbe plus, Winsen/Luhe
Greiner, Kremsmiinster, A
Kimberly-Clark, Dallas, USA
Greiner, Kremsmiinster, A

Hartmann, Heidenheim

Systec, Wettenberg

Binder, Tuttlingen
Sartorius, Gottingen
Feinmechanik KIP

Binder, Tuttlingen
Calimatic, Berlin

neoLab, Heidelberg

IKA Labortechnik, Staufen

Thermo Electron Corporation, Waltham,
USA

Eppendorf, Hamburg
IKA Labortechnik, Staufen
Memmert, Schwabach

Hettich, Tuttlingen

e EF 10x/0.25 - 160/- PHACO 1, Leitz, Wetzlar

¢ Plan-Apochromat 16x/0.4 - 160/0.17 PHACO 1, Leitz, Wetzlar
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Materialien und Hilfsmittel

e EF L32x/0.4 - 160/- PHACO 1, Leitz, Wetzlar

Beleuchtung  Quecksilberdampflampe

Epifluoreszenzmikroskop

Mikroskop DMRB, Leica, Wetzlar

Objektiv Plan-Apochromat 63x/1.4-0.6 Ol, Leica, Wetzlar
Kamera QuantiCam SVGA, pco, Kelheim

Beleuchtung  Quecksilberdampflampe

Konfokales Spinning Disk-Mikroskop

Mikroskop Ultraview ERS TE2000, Perkin Elmer, Waltham, USA

Objektiv Plan-Apochromat 100x/1.4 Ol , Nikon, Tokio, Jpn

Kamera EM-CCD-Kamera C9100-02, Hammamatsu, Hammamatsu, Jpn

Laser e Art-Laser 457-514 nm, 400 mW 543-A-A02, Melles Griot, Albu-
querque, USA

Kr*-Laser 568 nm, 75 mW 643-Y-A03, Melles Griot, Albuquerque,
USA

Diodenlaser 405/440/640 nm, 25/20/35 mW iFlex2000, Qioptiq,
Paris, Fra

Emissionsfilter e Bandpass-Filter 705 nm

Bandpass-Filter 527 nm

Bandpass-Filter 625 nm

Aufbau fiir die Lokalisationsmikroskopie

Objektiv Plan-Apochromat 100x/1.4 O], Leica, Wetzlar
Kamera SensicamQE, pco, Kelheim
Laser ¢ Diodengepumpter Festkorperlaser Coherent Sapphire HP 488 nm
(= 200 mW)
¢ Diodengepumpter Festkorperlaser Coherent Sapphire 568 nm
(= 200 mW)

Emissionsfilter ¢ Dualband-Sperrfilter Z488/568 nm
¢ Bandpass-Filter 500-540 nm
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Computerprogramme

BLAST

COMBO-FISH-Designalgorithmen

Jalview

Kalign

Libre Office Calc
MiKTeX 2.9
SPDM-Algorithmus
TeXnicCenter 2 Alpha 4

UNAFold

S.E. Altschul, W. Gish, W. Miller, EW. Myers und
D.J. Lipman [30]

Eberhard Schmitt und Michael Hausmann [24]

A.M. Waterhouse , J.B. Procter, D.M.A Martin, M.
Clamp und G. J. Barton [27]

Timo Lassmann und Erik L.L. Sonnhammer [26]
The Document Foundation

Christian Schenk

P. Lemmer [38]

Tino Weinkauf und Sven Wiegand

N. R. Markham und M. Zuker [31]
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Abkiirzungsverzeichnis

BAC ............ Bacterial Artificial Chromosome
BLAST .......... Basic Local Alignment Search Tool
BP .............. Bandpass

bp ...l Basenpaare

CCD ............ Charge Coupled Device

CDS ............. Coding Sequence

COMBO-FISH .. Combinatorial-Oligonucleotide-Fluorescence-In-Situ-Hybridisierung
D-PBS ........... Dulbecco’s Phosphat Buffered Saline
DAPI ........... 4’ 6-diamidino-2-phenylindole
DMNT .......... De Novo Methyltransferase

DMSO .......... Dimethylsulfoxid

dsRNS .......... doppelstrangige Ribonukleinsdure
EM .............. Electron Multiplier

FCS .......... .. Fetal Calf Serum

FITC ............ Fluoresceinisothiocyanat

FMRINB ........ FMR1 Neighbour

FRAX-E ......... FRAX-E-assoziierte geistige Behinderung
FRDA ........... Friedreich Ataxie

GFP ............. Green Fluorescent Protein

HDACs ......... Histone Deacetylases

HMTs ........... Histone Methyltransferases

hnRNP .......... heterogenes nukleares Ribonukleoprotein
HP1 ............. Heterochromatin Protein 1

IC ... Internal Conversion

ISH ............. In Situ Hybridisierung

LP .............. Lowpass

MEM ........... Minimum Essential Medium
miRNA ......... micro RNA

mRNP .......... messenger Ribonucleoprotein

nd. ............ nicht durchgefiihrt

NA ............. Numerische Apertur

NEAA .......... Non Essential Amino Acids

NES ............. Nuclear Export Signal

NLS ............. Nuclear Localisation Signal
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Abkiirzungsverzeichnis

NOR ............ Nucleolus-organisierende Region
P/S ... Penicillin/Streptomycin

PBS ............. Phosphat Buffered Saline
PCR............. Polymerase Chain Reaction

PFA ............. Paraformaldehyd

PNS ............. Peptid-Nukleinsdure

PSEF ............. Point Spread Function

PX o Pixel

RISC ............ RNA Induced Silencing Complex
RITS ............ RNA-induced initiation of transcriptional gene-silencing
rRNS ............ ribosomale RNS

RT .............. Raumtemperatur

SDS ............. Sodium Dodecyl Sulfate

siRNA .......... small interfering RNA

SMI ............. Spatially Modulated Illumination
SPDM ........... Spectral Precision Distance/Position Determination Microscopy
ssDNA .......... single stranded DNA

STED ........... Stimulated Emission Deletion

TFA ............. Trifluoressigsdure

TFO ............. Triplexformendes Oligonukleotid
Tris .......o..o... Tris(hydroxymethyl)-aminomethan
UIR ............ Untranslated Region

Xist ... X inactive specific transcript
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