Fluoreszenz In Situ Hybridisierung = FISH
Copyright © by V. Miszalok, U. Klingbeil, I. Chudoba last update: 13-01-01

Bildquellen: Innovation Spezial - Forschung und Technologie, Carl Zeiss, 1999
Innovation Lambda4 Carl Zeiss Magazine of Microscopic Imaging and Analysis, 6/2000
www.metasystems.de

-+ Kann man grof3e Biomolekiile und Molekiilgruppen selektiv sichtbar machen ?
+ Was ist Fluoreszenz ?

+ Kurze Geschichte der Chromosomenfarbung

+ Markierung von DNS durch Hybridisierung mit bekannter Fremd-DNS

+ 6 Farbstoffe verteilt auf 24 Sonden = multipleFISH

+ Hochauflésende Vielfarb-Banderungsverfahren

+ Exkurs Molekulargenetik fiir Laien

Kann man grof3e Biomoleklle und Molekllgruppen selektiv
sichtbar machen ?

Ausgangslage:

1. Man kennt ein grofl3es Molekdl (z.B. Protein, Enzym, Hormon, Rezeptor, DNS, RNS), man kennt seinen
Aufbau oder zumindest einen wesentlichen und charakteristischen Teil davon.

2. Man hat ein Untersuchungsmaterial namlich ein Molekilgemisch in Losung, oder das Molekiilgemisch einer
lebenden oder toten Zelle oder ein lebendes oder totes Gewebe oder eine undefinierte Mischung aus allem.

3. Man hat folgende Fragen: Existiert zumindest eines der gesuchten groRen Molekile oder Molekilgruppen im
Untersuchungsmaterial ? Wenn ja, wo liegt es im Untersuchungsmaterial ? Wenn mehr als eines exisitiert,
wieviele sind es und wo sind sie konzentriert ?

4. Problem: Es gibt keine Mikroskope oder sonstigen Geréte, mit denen man Molekiille so genau ansehen kann,
dass man das gesuchte entdecken kdnnte. Das Problem ist weniger die Ortsauflosung (mit
Rastertunnelmikroskopen kénnte man einzelne Atome sehen) sondern es fehlt die Selektivitat. Es ist unmoglich
ein bestimmtes Molekl unter Millionen &hnlicher Molekile zu finden.

5. Forschungsmotivation: In der Human-, Tier-, Pflanzen- und Zytogenetik will man wissen, auf welchen
Chromosomen und an welcher Stelle bestimmte Gene oder Gen-Gruppen lokalisiert sind und wie deren Einbau
ins menschliche Genom verlaufen ist.

6. Diagnostische Motivation: In der Histo- und Zytopathologie bendtigt man enorme Spezifitat/Selektivitat um
das Vorhandensein von AIDS-, Heptitis-, Bakterien-DNS und -RNS in Schnittpraparaten und Abstrichen
nachzuweisen.

Losung:

Man baut synthetisch ein Markermolekiil, das sich an das gesuchtes Molekiil frei- und bereitwillig andockt nach
dem Schliussel-Schlof3-Prinzip nach dem Vorbild der bekannten Antigen-Antikdrper-Reaktion aus der
Immunzytologie. Dieses Markermolekl dient als chemische Sonde.

Das Markermolekil bekommt einen molekularen Ballast, der es weithin sichtbar macht. Dieser Ballast kann ein
radioaktiver Strahler (Radiomarker), ein Lichtstrahler (Photomarker) oder ein Fluoreszenzstrahler
(Fluoreszenzmarker=Fluorochrome) sein. Die Zukunft gehort den Fluorochromen.

Die Herstellung solcher Sonden ist schwer. Man muss das gesuchte Molekil so gut kennen, dass man eine
chemische Komplementarstruktur herstellen kann, die zum gesuchten wie ein Schliissel in ein Schlof3 passt.
Der Schlussel darf nicht in mehrere Schlésser passen, er muss madglichst hochselektiv fiir das gesuchte Molekil
sein. Er mul3 in L6ésung oder im Gewebe zumindest eine gewisse Zeit bestandig und beweglich sein. Wenn er
im Zellinnenraum wirksam sein soll, muss er die Zellmembran tberwinden kénnen.

Ist ein solches Komplementarmolekiil gefunden oder systematisch synthetisiert, muss es nun mit einem
markertragenden Ballastteil so gekoppelt werden, dass der Ballast den Schliissel-Schlomechanismus nicht
stort und trotzdem weithin sichtbar bleibt. SchlieRlich muf3 ein Verfahren gefunden werden, mit dem man das
komplette Markermolekil massenhaft herstellen kann.

Zwei Schlussel-SchloR-Mechanismen sind z.Z. biochemisch verfugbar:

(1) Zum Auffinden von DNA/RNA benutzt man Sonden-DNA/RNA mit komplementérer Basenpaarung.

(2) Zum Auffinden von Proteinen benutzt man Antikdrper.



Was ist Fluoreszenz ?

Viele Korper strahlen Licht und Warme ab, wenn man ihnen vorher Energie zufiihrt. Strahlt der Kérper nur Licht
ab ohne Warmeabstrahlung (was nur wenige Korper tun), dann spricht man von Luminiszenz. Man
unterscheidet zwei Arten von Luminiszenz.

1. Phosphoreszenz, wenn ein langdauerndes Nachleuchten auftritt (Anwendung: Speicherfolien).

2. Fluoreszenz, wenn das Leuchten sofort nach Energiezufuhr (=Stimulierung) einsetzt und nur kurz anhalt
(spontane Emission bis ca. 10 sec).

Bei Fluoreszenz werden Elektronen durch hochenergetisches kurzwelliges ultraviolettes Licht aus dem
Valenzband ins Leitungsband gestof3en. Man braucht je Elektron-Loch-Paar ungeféahr das Dreifache der
Energie des Bandabstandes. Sofort danach rekombinieren die Elektronen mit einem Loch unter Aussendung
von Licht, das in der Regel niederenergetischer ist als der Stimulus. Die einzelnen Fluoreszenzfarbstoffe geben
je eine charakteristische Lichtantwort im sichtbaren oder infraroten Spektralbereich. Man kann gleichzeitig
mehrere oder viele Marker einsetzen und damit gleichzeitig nach mehreren oder vielen Substanzen fahnden.
Die Farben charakterisieren die Markersubstanzen und damit sekundér die Strukturen, an denen diese
angedockt sind.

Kurze Geschichte der Chromosomenfarbung

1970 entdeckte T. Caspersson einen fir Nucleobasen selektiven Fluoreszenzfarbstoff, das Quinacrin. Damit
gefarbt zeigt jedes Chromosom ein spezifisches Muster von Querstreifen, das sogenannte Q-Bandenmuster.
Durch diese Banden konnte man zum ersten Mal alle 22 Autosomenpaare und die zwei
Geschlechtschromosomen des Menschen unterscheiden. Sumner, Schnedl, Seabright entdeckten bis 1971
weitere Farbstoffe und Praparationsmethoden, die neue Bandenmuster erzeugen: G-, R-, T-, C-Banden. Dunkle
Banden enstehen dort, wo DNS dichter gepackt ist, helle dort wo die DNS lockerer gepackt vorliegt. Aul3erdem
beeinflult das lokale Mengenverhaltnis der Basenpaare A-T zu G-C die Bandenbildung. Jedenfalls darf man
nicht meinen, dass eine Bande einem Gen oder einer Gengruppe funktionell entsprache. Banden haben keine
Funktion, sie sind Erkennungsmerkmale fiir relativ grobe Organisationsschemata von Chromosomen.
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Chromosomen in GTG-Féarbung



Markierung von DNS durch Hybridisierung mit bekannter
Fremd-DNS

Wie kommt die Bezeichnung "Fluoreszenz in situ Hybridisierung" zustande ?

Der lateinische Ausdruck "in situ" ist eine Lagebezeichnung. Sie bedeutet am nattrlichen Ort, in tblicher Lage,
so wie das Ding ohne Eingriff eines Wissenschaftlers daliegt. Der Gegenbegriff heil3t "in vitro". Er bedeutet am
unnattrlichen, kiinstlich umgepflanzten Ort, im Reagenzglas.

Obwohl sich bei FISH die Chromosomen keineswegs an einem natirlichen Ort befinden (nédmlich in einem
Zellkern im Inneren einer Zelle im Inneren eines Menschen), sondern auf einem Objekttrager, bezeichnet der
Genetiker trotzdem diesen Platz aus seiner Sicht als "in situ”, namlich als natirlichen Aufenthaltsort fir
Chromosome.

Das lateinische Wort "hybrida" bedeutet Bastard, Mischling. Ungepaarte Basenstrange véllig verschiedener
Herkunft kénnen spontan hybridisieren, falls sie wie Schliissel und Schlo3 zusammenpassen.

Die Grundidee von FISH ist: Hat man unbekannte DNA, dann nehme man bekannte DNA (Sonde) und
hybridisiere beide. Uberall dort, wo eine Bindung stattfindet ist die unbekannte DNA enthiillt, sie ist schlicht
komplementar identisch mit der gebundenen Sonde.

Die Schwierigkeit liegt in der Herstellung spezifischer DNA-Sonden:

Man muss spezifische DNA-Fragmente (ca. 200 Femtogramm) aus langen Strangen isolieren. Man fragmentiert
durch strangbrechende Enzyme (z.B. Endonuclease DNase |, Nick-Translation) oder mechanisch durch
Sezieren eines Chromosoms mit einer feinen Glasnadel. Nach sorgféltiger Neutralisierung der Ubrigbleibenden
unspezifische DNA vervielféltigt man das spezifische Fragment mit Hilfe der DOP-Polymerase-Kettenreaktion
und baut dabei in jedes Stiick mindestens einen Fluoreszenzmarker ein. Dann trennt man die komplementaren
Basenstrange auf und erhalt damit eine betrachtliche Menge einer brauchbaren DNA-Sonde.

Man spricht von einer DNA-Bibliothek, wenn man mehrere/viele verschiedene solcher Sonden von
wohldefinierten Chromosomenabschnitten hergestellt oder gekauft hat.

Besitzt man solche Sonden, kann man unbekanntes Chromosomenmaterial folgendermassen kartieren:

Man muss Sonden und Targets zunéachst vorbehandeln (Basenstrange auftrennen, Verunreinigungen
entfernen, denaturieren). Man gibt Uberschissig viel Material einer Sonde (oder damit es schneller geht
gleichzeiig Uiberschiissig viel Material mehrerer verschiedener Sonden) zum Target hinzu und stellt Zeit und
Umgebungsbedingungen bereit, dass Hybridisierung stattfinden kann ="in situ Hybridisierung". Danach wascht
man sorgfaltig das Giberschiissige Sondenmaterial aus, bis man sicher ist, dass keine freien, nichthybridisierten
Sonden zurtckbleiben.

Das Ergebnis ist ein DNA-Hybrid bestehend je zur Halfte aus unbekannter DNA und wohlbekanntem
Sondenmaterial. Unter dem Fluoreszenzmikroskop bringt man die Sonden zum Leuchten und erhélt je ein
Farbsignal dort, wo die Sonden angedockt haben. Man kartiert die Positionen der Farbsignale am unbekannten
Chromosom und vergleicht mit bekannten Karten.

Die Pioniere der Fluoreszenz in Situ Hybridisierung waren:

) Langer, PR., et al.: Enzymatic synthesis of Biotin-labeled polynucleotides. Proc. Natl. Acad. Sci. USA
78 (1981), 6633-6637
. Pinkel, D., et al.: Cytogenetic analysis using quantitative, high sensitivity fluorescence hybridization.

Proc. Natl. Acad. Sci. USA 83 (1986), 2934-2938



6 Farbstoffe verteilt auf 24 Sonden = multiColorFISH

Um 24 Chromosomen unterscheiden zu kénnen braucht man zwar mindestens 24 Sonden aber es geniigen 6
Farbstoffe. Man braucht einen Farbstoff, der alle Chromosomen gemeinsam farbt und Banden erzeugt, damit
man die Chromosomen an diesen Banden unterscheiden kann (DAPI blau = Gegenfarbung). Die restlichen 5
Farbstoffe muss man so auf die Sonden aufteilen, dass jedes Chromosom eine charakteristische
Farbkombination erhalt.

Erstpublikationen:

Nederlof, P., et al.: Multip. fluorescence in situ hybridisation. Cytometry 11 (1990), 126-131.

Schrock, E., et al.: Multicolor spectral karyotyping of human chromosomes. Science 273 (1996), 494-497.
Speicher, M., et al.: Karyotyping human chromosomes by combinatorial multi-color FISH. Nature Genet. 12
(1996) 368-375.

Farbetabelle:

Die 5 Spalten enthalten die 5 Farbstoffe

Die 24 Zeilen bezeichnen die menschlichen Chromosomen
Spectrum OrangeTM is a trademark of Vysis, Inc.

Texas Red® is a registered trademark of Molecular Probes, Inc.
CyTM5 and Cy™ are trademarks of Amersham Pharmacia
Biotech Ltd., Inc.

FITC |SpeQraTexRed| Cy5 |DEAC

Mit 6 schmalbandigen optischen Filtern auf einem
motorgesteuerten Filterrad werden am Fluoreszenzmikroskop
(Software isis/mFish mit Axioplan 2 mot) 6 digitale
Fluoreszenzbilder aufgenommen. Jedes zeigt nur einen
Farbstoff. Die 6 deckungsgleichen Monofarb-Bilder werden zu
einem vereinigt (jedes Pixel besitzt nun 6 Farbmesswerte a 8 Bit)
und gespeichert mit 6x8 = 48 Bit/Pixel. Die 6 Messwerte eines
Pixels bilden einen Punkt in einem 6D-Farbraum und dieser lasst
sich auffassen als die 6-Kanal-Echtfarbe des Pixels.

Solche Echtfarben kann man jedoch nicht auf RGB-Farben
abbilden und auf Graphikkarten realisieren. Man verwandelt
deshalb die Echtfarben in exakt 24 willktrliche kiinstliche
Falschfarben, je eine pro Chromosom, die sogenannten
Klassifizierungsfarben. Dann richtet man die Chromosomen
senkrecht aus und ordnet sie nacheinander in Zeilen an zum
Karyogramm.
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isis/mFish is a trademark of MetaSystems GmbH, Altlussheim.
Axioplan 2 mot is a registered trademark of Carl Zeiss, Jena.

Falschfarben-mFish-Karyogramm
Beispiele fir willktrliche Falschfarben:
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\ Cy5 von Chromosom 1 codiert als Weiss.

Y ) ‘ ~  |DEAC von Chromosom 2 codiert als Magenta.
AL " TexRed von Chromosom 3 codiert als Blassgrin.

FITC+SpeOra von Chromosom 12 codiert als
Olivgrin.

by

G

7 g g 10 11 12
- Das Karyogramm zeigt einen schwer
‘. ¥ 5 B ' ' " " pathologischen Chromosomensatz einer
&N mannlichen Tumorzelle (Adenom HRT 18).
16 17 12 14 2o M 2

Unmittelbar sichtbare grobe Defekte: Die

i Chromosomen 8, 9, 14, 17, 22 gibt es nur
o A i aa o L einfach. Chromosom 19 enthélt Teile von 10 und
luh__ll““" L (:]D l. ' o O B0 &8 & [3und Chromosom Y enthalt das fehlende

Chromosom 22.

13 14 15 2

Mit geeigneter Software kann man aus der 6-Kanal-Echtfarbe jedes einzelnen Pixels dessen Zugehdrigkeit zu
einem Chromosom klassifizieren lassen. Das bedeutet, dass kleine Translokationen von Genmaterial von einem
Chromosom auf ein anderes detektierbar sind.




Hochauflodsende Vielfarb-Banderungsverfahren
Man kann einzelne Chromosomen mikrosezieren (man braucht 5 bis 10 tberlappende Abschnitte pro
Chromosom) und daraus regionen-spezifische DNA-Bibliotheken herstellen, aus denen man Sonden
vervielfaltigt. Diese Sonden farben nur einen bestimmten Teil ihres Chromosoms.
Erstpublikationen:
Senger, G., et al.: Microdissection of banded human chromosomes. Hum. Genet. 12 (1990), 507-511.
Telenius, H., et al.: Degenerate oligonucleotide-primed PCR. Genomics 13 (1992), 718-725.
Chudoba, I., et al.: High resolution multicolor banding: a new technique for refined FISH analysis of human
chromosomes. Cytogenet. Cell Genet. 84 (1999), 156-160.
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Schema der PCP-Farbung (Partial Chromosome Paint) der Chromosmen 1, 5 und 7
nach I. Chudoba mit 8 Giberlappenden regionalen Sonden.

Chromosom 5 in PCP-Farbung nach |. Chudoba

oberes Bild links: additive Farbmischung der 8 Sonden

oberes Bild halblinks: die 8 Uberlagerten Fluorezenzamplituden der 8 Sonden

oberes Bild halbrechts und Bild unten: Falschfarben so, dass sich moglichst signifikante Bander zeigen
oberes Bild rechts: bekannte Banden von Chromosom 5



4 Chromsomensatze, davon 2 lose in Metaphase und 2 gepackt in 2 Zellkernen.
DAPI-blau-Farbung zeigt unspezifisch alle Chromosomen.
4 Paare von Chromosom 1 (im linken Zellkern kaum zu sehen, weil verdeckt von anderen Chromosomen) in
charakteristischer Multicolor-Béanderung.
Aufnahme V. Beensen, FSU Jena, Inst. f. Humangenetik
aus Innovation Lambda4 Carl Zeiss Magazine of Microscopic Imaging and Analysis, 6/2000.

Exkurs Molekulargenetik fur Laien

DNS und RNS sind riesige Kettenmolekiile, die unter bestimmten Umsténden in stark geknéulter Form als
Chromosomen sichtbar sind. Der Code ist fur Viren, Bakterien, pflanzliche, tierische und menschliche Zellen
identisch. Er basiert auf 4 Buchstaben, den 4 wichtigen Nucleotiden, die sich jeweils durch das zentrale
Basenmolekil unterscheiden (Purin oder Pyrimidin: Adenin/A, Thymidin/T, Guanin/G und Cytosin/C). Die
Nucleotide bilden enorm lange z.T. gestreckte, z.T. verknaulte Ketten. Eine solche Kette nennt man
Basensequenz und misst deren Lange in der Einheit kB (=Kilobasen nicht Kilobyte!).

Ca. 5 Prozent der Basensequenz kodieren Information zum Bau von Proteinen oder komplexe
Steuerinformation (z.B. Koérperbau). Das Ablesen basiert wiederum auf dem Schliissel-SchloR-Prinzip. Es
lagern sich jeweils 2 komplementare Nucleotide (A-T und C-G) aneinander, d.h. eine Basensequenz in der DNS
von CCATCAA wird exakt von einer komplementéaren Basensequenz GGTAGTT abgelesen.



