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Analyse von Strahlenschäden in menschlichen Metaphasechromosonien nach Fluoreszenz 
in situ Hybridisierung 

C. Cremer, M . Hausmann. S. Popp, T. Cremer 

1 Problemstellung 

Die zytogenetische Analyse von strahleninduzierten 
Chromosomenaberrationen in menschlichen Zellen 
erlaubt eine Dosisabschätzung, insbesondere in sol
chen Fallen, in denen zuverlässige Messungen der 
physikalischen Dosis nicht erhältlich sind ("biologi
sche Dosimetrie" im allgemeinen Sinn. vgl . (29)). 
Für Routinezwecke ist derzeit die mikroskopische 
Analyse dizentrischer Chromosomen (biologische 
Dosimetrie im engeren Sinn) nach homogener Fär
bung (Absorption) fest etabliert; die Anwendung 
automalischer Bildanalyseverfahren zur Detektion 
solcher Aberrationen hat in den letzten Jahren große 
Fortschritte gemacht. 
Methoden zur raschen, möglichst automatischen. Er
kennung von Translokationen könnten den Anwen
dungsbereich der zytogeneti sehen Analyse von 
Strahlenschäden erheblich erweitern. Stammzellen 
ohne dizentrische Chromosomen, aber mit strahlenin
duzierten reziproken Translokationen haben vermut
lich meist ein normales oder ein wesentlich weniger 
reduziertes Proliferations- und Differenzierungsver
mögen als Zellen mit dizentrischen Chromosomen. 
Translokationen könnten somit besonders nützlich 
sein zur Abschätzung einer Einzeldosis viele Jahre 
später oder auch zur Analyse kumulativer Wirkungen 
von langfristigen multiplen oder chronischen Exposi
tionen. Aufgrund der statistischen Erfordernisse sind 
Verfahren zur visuellen Translokationsanalyse von 
gebundenen Chromosomen für Routincerfordcnvsse 
wenig brauchbar. Die Entwicklung automatischer 
Bildanalysemethoden zum Nachweis strahlenindu
zierter Translokationen an gebänderten Chromoso
men ist immer noch mit ganz erheblichen Problemen 
verbunden. 

2 Neuer Ansatz: Fluoreszenz in situ Hybridisie
rung 

Die in den letzten Jahren rasch vorangeschrittene 
Entwicklung nicht-radioaktiver in situ Hybridisie-
rungstechniken, insbesondere die Fluoreszenz in situ 
Hybridisierung (FISH), erlaubt einen vielverspre
chenden neuen Ansatz für die rasche, eventuell auto
matische Erkennung von Aberrationen, insbesondere 
auch von Translokationsereignissen. Diese neue Stra
tegie der Chromosomenanalyse basiert auf der spezi
fischen Markierung der interessierenden Chromoso
men oder Chromosomenregionen mit geeigneten 

DNS-Proben (Ubersichten siehe 3 und 20). 
Dabei werden geeignete DNS-Sequenzen markiert, 
etwa mit Biotin oder Digoxigenin. oder es werden 
Nukleotide in die Sequenzen eingebaut, die direkt 
fluorochromiert sind, etwa mil Fluorescein (F1TC). 
Diese DNS-Proben werden spezifisch in situ an das 
interessierende Chromosomenmatcrial hybridisiert; 
die DNS-Proben binden spezifisch an die zu ihnen 
komplementä ren DNS-Abschnitte („Targets") . Die 
Hybridisierungsorte können mit fluoreszenzmarkier
ten Antikörpern sichtbar gemacht werden, im Falle 
der Direktmarkierung der DNS-Proben auch unmit
telbar. Die gleichzeitige Verwendung von verschie
denen markierten DNS-Proben erlaubt die Vielfar-
ben-Fluoreszenzmarkierung verschiedener Targets in 
derselben Zelle (23, 25, 28Γ.31, 34. 36). 
Im Jahre 1986 zeigten Pinkel et al. (33). daß die 
FISH-Technik einen raschen visuellen Nachweis von 
strahleninduzierten Translokationen in Metaphasen 
von Nager-Mensch Hybridzellen ermöglichte . Die 
FISH-Markierung der menschlichen Chromosomen 
in diesen Hybridzellen erfolgte mit menschlicher ge
samt-genomischer DNS als Probenmaterial. Ein In-
terspezies-Translokationschromosom war anhand ei
nes Zweifarbennuisters leicht zu identifizieren. 
Hybridzcllen wurden verwendet, weil damals eine 
geeignete FLSH-Färbung spezifischer Chromosomen 
in menschlichen Zellen noch nicht möglich war. Eine 
visuelle Analyse strahleninduzierter Translokationen 
in menschlichen Zellen mit der Fluoreszenzhybridi-
sicrung repetitive,- DSS-Proben i/.enlromcr-/\c)omer-
nahe Region von Chromosom 1) wurde von Lucas et 
al. 1989 (26) durchgeführt . 
Im Hinblick auf eine erweiterte (beliebige Chromo
somen) und vereinfachte (visuell klarere, leichter au
tomatisierbare) Translokationsanalyse erschien es 
wünschenswer t , mit der FISH-Technik spezifische 
Chromosomen in menschlichen Zellen entlang ihrer 
ganzen Länge markieren zu können. Dieses Ziel 
konnte mit DNS-Bibliotheken einzelner menschli
cher Chromosomen realisiert werden. Diese werden 
erhalten, indem Chromosomen eines bestimmten 
Typs mit Laser-fluoreszenzaktiverten Sortierungsme
thoden (Übersicht siehe (4, 5)) fraktioniert und deren 
DNS amplifiziert werden (6, 12. 13). Derartige spezi
fische DNS-Bibliotheken sind jetzt für alle menschli
chen Chromosomen kommerziell erhältlich. 
Für die Durchführung der FISH werden Mischungen 
der DNS-Sequenzen aus der gewünschten Bibliothek 
wie oben beschrieben markiert und hybridisiert. Da
bei ist jedoch zu beachten, daß chromosomenspezi-
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fische DNS-Bibliotheken viele repetitive DNS-Se
quenzen enthalten, die auch an komplementäre Stel
len anderer als der Target-Chromosomen binden, ln -
situ-Suppressions (CISS-) Hybridisierungsprotokolle 
(„Chromosome Painting") erlaubten es, die Signale 
solcher repetitiver Sequenzen wirksam zu unter
drücken (9, 21, 22. 32). A u f diesem Wege ist es mög
lich geworden, in menschlichen Zellen ganze Chro
mosomen oder beliebige chromosomale Subregionen 
bis hinunter zu einzelnen Genen und intragenischen 
Regionen spezifisch anzufärben ( I I , 20). 

3 Anwendung von „ C h r o m o s o m e Painting"-Ver-
fahren zur Detektion .strahleninduzierter 
Translokationen 

„Chromosome Painting 4 '-Verfahren zum Nachweis 
strahleninduzierter Translokationsereignisse in 
menschlichen Zellen sind in den letzten Jahren von 
verschiedenen Gruppen angewandt worden (10, 16, 
23, 29, 35, 38). Als Beispiel sei näher auf die Unter
suchungen von Cremer et al. (1990) (10) eingegan
gen: Hier wurde eine CISS-Hybridisierung von 
biotinylierten DNS-Sequenzen der chromosomen
spezifischen DNS-Bibliotheken von Chromosom 1 
und 7 verwendet, um Aberrationen (insbesondere 
Translokationen) dieser Chromosomen in Co-60-
Gamma bestrahlten menschlichen Lymphozyten des 
peripheren Blutes nachzuweisen. Eine zentromernahe 
repetitive DNS-Probe (pUC 1.77; Bindung an l q l 2 ) 
wurde zusätzlich zur Detektion von dizentrischen 
Chromosomen eingesetzt. 
Die Bestrahlung (Dosis = 0. 2, 4. 8 Gy) erfolgte 5 h 
nach Stimulation mit Phytohämagglut inin; die Ana
lyse der Metaphaseplatten wurde nach weiteren 67 h 
Kulturdauer durchgeführt. Die visuelle mikroskopi
sche Analyse (FITC-Fluoreszenz der markierten Re
gionen; Gegenfärbung mit Propidumjodid) ergab (im 
Rahmen der Auswertegenauigkeit) einen linearen 
Anstieg des Prozentsatzes an spezifisch markierten 
aberranten Chromosomen 1 und 7 mit dem Quadrat 
der Dosis (Abbildung 1). 
Bemerkenswert ist der beobachtete erhebliche Unter
schied zwischen dem Prozentsatz an Translokationen 
und dem Prozentsatz an dizentrischen Chromosomen 
(Anstieg der Ausgleichsgeraden in Abb. 1: für Trans
lokationen = Kurve 2: 0.58; für dizentrische Chromo
somen = Kurve 4: 0.16). Dieser Unterschied er
scheint hoch, auch wenn man die relativ lange K u l 
turdauer (insgesamt 72 h) berücksichtigt , denn bei 
den verwendeten hohen Dosen ist eine erhebliche 
Verlängerung der Zyklusdauer zu erwarten (siehe 
37). Analoge Untersuchungen anderer Arbeitsgrup
pen an in vitro bestrahlten menschlichen Lympho
zyten ergaben ebenfalls eine erheblich höhere Rate 
an Translokationen im Vergleich zu dizentrischen 
Chromosomen, obwohl die Kulturdauer hier nur 46 
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Abb. 1: 
Dosis-Effekt-Bezielmngen für Co-6()-Gamma-Sireih
ten induzierte Aberrationen von FISH gefärbten Me-
taplwsechromosomen von Lymphozyten, fans (10)1 
Abszisse: Quadrat der Dosis D [Gy2]; Ordinate: Ak
kumulierte Prozentsätze (Anzahl der FISH-markier-
ten Chromosomen mit Aberrationen / Gesamtzahl der 
FISH-markierten Chromosomen * 100 %) 

Kurve I = alle Typen von aberranten Chromoso
men (Markierung von Chromosom I , 7 und der Re
gion lql2) 
Kurve 2 - monozentrische Chromosomen mit 
Translokationen und Insertionen (markiertes Mate
rial von Chromosom I und 7) 
Kurve 3 = Deletionen und Fragmente (Markierung 
von Chromosom I , 7 und der Region Iql2) 
Kurve 4 = dizentrische Chromosomen (Markierung 
von Chromosom I , 7 und der Region Iql2) 

oder 48 h betrug (29, 38) „Chromosome Painting"-
Verfahren scheinen demnach eine im Vergleich zu 
der Analyse von dizentrischen Chromosomen er
höhte Sensitivität zu besitzen, und sie werden auch 
aus diesem Grunde als weiterer Endpunkt in der bio
logischen Dosimetrie empfohlen (29). 
Eine nähere Untersuchung der Gründe für diese Un
terschiede erscheint wünschenswert . Protokolle zur 
Mehrfarbenfluoreszenz in situ Hybridisierung könn
ten die gleichzeitige, sichere Detektion von stabilen 
(Translokationen) und instabilen (dizentrische Chro
mosomen) Aberrationen erheblich verbessern. Auch 
die Sensitivität könnte auf diese Weise gesteigert 
werden, denn es können mehr Chromosomen pro 
Zelle in die Analyse einbezogen werden (25. 34). Bei 
viele Jahre zurückliegenden Expositionen (oder bei 
chronischen Expositionen, bei denen der größte Teil 
der akkumulierten Dosis lange Zeit zurückliegt) ist 
eine fortschreitende Eliminierung von Zellen mit d i -
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zentrischen Chromosomen zu erwarten. Eine simul
tane Analyse von „stabilen" und ..instabilen" Chro
mosomenaberrationen dürfte insbesondere nützlich 
sein, um die Flöhe von Sirahlenexpositionen auch 
dann abzuschätzen, wenn die Exposition bereits lange 
zurückliegt oder wenn der Zeitpunkt oder der Zeit
raum einer solchen Exposition unklar ist. Aus dem 
Verhältnis von „stabilen" und „instabilen" Chromoso
menaberrationen lassen sich gegebenenfalls Rück
schlüsse über Zeitraum und Höhe auch lange zurück
liegender Strahlenexpositionen gewinnen. Eine solche 
erweiterte Analyse dürfte insbesondere bei der Unter
suchung akuter Expositionen von Bedeutung sein. 
Als erste Anwendung der FISH-Methode zur kumu
lativen Erfassung von Strahlenschäden in vivo (35) 
wurden Chromosomenaberrationen in Lymphozyten 
von zwei Patienten gemessen, die vor 42 und 47 Jah
ren mit dem das radioaktive Nukl id Th-232 enthal
tenden Röntgenkontrastmit tel Thorotrast behandelt 
worden waren (Ablagerungen hauptsächlich in Le
ber. M i l z und Knochenmark). Die aufgrund von 
Ganzkörpermessungen (Tl-208) abgeschätzten Do
sisleistungen betrugen etwa 4 cGy pro Jahr. 
Zur Kontrolle dienten Lymphozyten von nicht-
Thorotrast-exponierten, etwa gleichaltrigen Patienten, 
die in demselben Krankenhaus zur selben Zeit behan
delt worden waren. Die mikroskopische Analyse von 
über 8000 spezifisch markierten Metaphasechromoso-
men (CISS-Hybridisierung von Chromosom I bis 5) 
ergab für die Thorotrast-Patienten einen signifikant 
erhöhten Prozentsatz von aberranten Chromosomen 
insgesamt sowie von Translokationen (Abb. 2). 
In einer weiteren Anwendung wurden Lymphozyten 
von Überlebenden des Atombombenabwurfes auf 
Hiroshima untersucht (K. Tanaka, S. Popp. T. Cre
men unveröffentlichte Ergebnisse). Dabei wurden 
verschiedene Chromosomentypen in verschiedenen 
Fluoreszenzfarben mittels CISS-Hybridisierung mar
kiert, wobei direkt fkiorochromierte kommerziell er
hältliche Proben aus chromosomen-spezifischen 
DNA-Bibliotheken verwendet worden waren. 

4 Ansätze zur Automatisierung 

4.1 „ C h r o m o s o m e Painting" mit einer Fluores
zenzfarbe 

Bei dem .,Chromosome Painting" Ansatz beruht das 
Auswertungsprinzip ( im Falle von nur einem FISH-
markierten Chromosomentyp) darauf, daß eine nor
male Metaphaseplatte zwei FISH-markierte Flächen 
zeigt, während in einer Metaphaseplatte mit Translo
kationen von FISH-markiertem Chromosomenmate-
rial drei oder mehr solcher markierter Flächen sicht
bar sind. 
Demnach kann eine Zelle aufgrund der Anzahl der 
markierten Tarsets als „no rma l " oder „aberrant" 

percentage of aberrant chromosomes 
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deletions 

jontrols 
7506 7524 
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Abb. 2: 
Prozentsätze von FISH-markierten aberranten Chro
mosomen (Anzahl der FISH-markierten Chromoso
men mit Aberrationen / Gesamtzahl der FISH-mar-
kierten Chromosomen * 100 °/c) von zwei Thorotrast-
Patienten (Nr. 5597 und Nr. 5870) und zwei Kon
trollpersonen (Nr. 7506 und Nr. 7524) (N: Anzahl 
der jeweils klassifizierten FISH-markierten Chromo
somen) (aus (35)} 

klassifiziert werden. Für eine automatische Bildana
lyse hat dieser Ansatz, gegenüber früheren den we
sentlichen Vorteil , daß statt 46 (oder mehr) Objekten 
pro Zelle mit jeweils komplexer Morphologie (ge
bändel te Chromosomen) jetzt nur noch sehr wenige 
Objekte mit sehr einfacher Morphologie (gefärbte 
Flächen) segmentiert und bildanalytisch klassifiziert 
werden müssen (Abb. 3). 
Dies kann mit relativ einfachen (und daher schnellen) 
Algorithmen erreicht werden, wie etwa mit individu
ell angepaßten Schwell werten aufgrund der in einer 
Zelle registrierten Grauwertkontraste, mit Laplace-
Filtern, mit lntensi tätsanalysen,oder mit Analysen 
der lokalen Krümmung . Bei einer automatischen 
Bildanalyse fotographischer Aufnahmen von Meta-
phaseplatten mit gut markierten Chromosomen 
(„Chromosome Painting" eines Chromosomentyps) 
konnte eine Korrekt-Klassifikationsrate von besser 
als 90 % erreicht werden (7). Die pro Zelle benötig
ten Rechenzeiten auf einem Personal Computer be
trugen hierbei wenige Sekunden. 
Für die praktische Anwendbarkeit von automatischen 
Analyseverfahren sind direkte Aufnahme- und Dig i -
talisierungsverfahren erforderlich. Unserer Erfahrung 
nach geeignete Systeme sind gekühlte CCD-Kameras 
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Abb. 3: 
Pseudo-3 D-Darstellung einer Lymphozyten-Meta-
phasenplatte mit einer Translokation von Material 
von Chromosom I , nach „chromosome painting" 
mit einer DNA-Bibliothek von Chromosom I und 
Hervorhebung („Tafelberge") der FISH markierten 
Regionen durch bildanalytische Verfahren im digita
lisierten Mikroskopbild jaus (II)} 

(etwa Photometries oder Kappa), bei denen die 
Bildaufnahme von Zellen mit FISH-markierten Chro
mosomen innerhalb einiger Sekunden abgeschlossen 
werden kann. 
Bei der automatischen Analyse der Bilder ist zu be
achten, daß die Intensität von Markierungen in ver
schiedenen Zellen stark variieren kann (etwa um eine 
Größenordnung): in derselben Zelle sind die Inten-
sitätsunterschiede homologer Markierungen jedoch 
vergleichsweise gering, so daß die Quotienten der Flu
oreszenzintensitäten (nach Hintergrundskorrektur) 
nahe an 1 liegen (30) (Abb. 4). Dies läßt auch einfa
che Algorithmen (s.o.) erfolgversprechend erscheinen. 

4.2 „Chromosome Painting" mit mehreren Farben 

Eine automatische Analyse von Zellen mit verschie
denfarbigen FISH-markierten Targets setzt eine auto
matische Identifizierung aufgrund von Farbinforma-
tion voraus. Bei reinen Farben (etwa blaue A M C A -
Fluoreszenz für Target No. 1; grüne FITC-Fluores-
zenz für Target No. 2; rote TRITC-Fluoreszenz für 
Target No. 3) ist dies etwa mit geeigneten Filtern im 
Strahlengang erreichbar. Für jedes Objekt werden 
blaue, grüne und rote Fluoreszenz-Intensitäten direkt 
als gelrennte Information aufgenommen und diese drei 
verschiedene Targetlypen können identifiziert werden. 
Sollen mehr als drei Targettypen separat allein auf
grund von Farbinformation identifizierbar sein, so 
sind Vielfarben-FISH-Protokolle anzuwenden. Diese 
beruhen etwa auf der geeigneten Mischung von ver
schieden fkiorochromierlen DNS-Proben (Mischungs
verhältnis p) für dasselbe Target. Das gemessene Ver
hältnis r der Fluoreszenzintensitäten (etwa FITC-Flu-
oreszenz/AMCA-Fluoreszenz) dient dann der Zuord-

0 25 50 75 100 125 150 

Abb. 4: 
Beispiel für die direkte Intensitätsmessung einer 
FISH-markierten Region (IqI2) in 23 nicht selektier
ten Metaphaseplatten von menschlichen Lympho
zyten (DNA-Probe pUC 1.77) mithilfe einer gekühl
ten Farb-CCD Kamera (Kappa)- Abszisse: Intensität 
hl (willkürliche Einheilen) der hellsten IqI2-Mar-
kierung einer Zelle (nach interaktiver Subtraktion 
der Hintergrundsfluoresz.enz analog zu (30)); Ordi
nate: Intensität h2 (willkürliche Einheiten) der zweit
hellsten IqI2-Markierung einer Zelle (nach interak
tiver Subtraktion der Hintergrundsfluoreszenz, analog 
zu (30)). Ein Punkt stellt das Meßergebnis der beiden 
homologen Chromosomen in derselben Zelle dar. 
Mittelwert von h//h2: 1.12 + 0.14 (SD); Variations
koeffizient CV = SD/Mittelwert: 12.5 CA) (K. Aldin-
ger, I). Celeda. F.M. Haar, M. Dunn. M. Hausmann 
C. Cremer, unveröffentliche Ergebnisse} 

nung eines fluoreszierenden Objektes zu einem be-
stimmien Cftromosomeniyp (oder einer bestimmten 
DNS-Sequenz). Quantitative Messungen von Fluores-
zenzverhältniswerlen r von FISH-markierten Chromo
somen nach „Chromosome Painting** mit verschie
denen p-Werten ergab, daß bei FITC/TR ITC-Markie
rung eine eindeutige Identifizierung von N=5 ver
schiedenen Targettypen pro Zelle aufgrund der gemes
senen Zweifarben r-Werte möglich ist (28). Ganz ähn
liche Ergebnisse (N=5) wurden bei mikrofluorimetri-
schen Messungen an AMCA/FITC-markierten Chro
mosomen erzielt (T. Vollweiler. M . Hausmann. R. 
Nobiling, C. Cremer, unveröffentlichte Ergebnisse). 
Demnach erscheint es grundsätzlich mögl ich, durch 
geeignete Kombination von Dreifarbenmarkierungen 
("etwa A M C A / F I T C / T R I T C ) bis zu Ν = 25 ver
schiedene Targettypen in derselben Zelle aufgrund 
quantitativer Messungen unterscheiden zu können . 
Eine automatische Bildanalyse könnte somit so ab
laufen, daß die Bilder für die verschiedenen r-Werte 
getrennt abgespeichert und nach den oben beschrie
benen Grundideen evaluiert werden. 
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5 Ausblick 

Die Kombination von „Chromosome Painting**-Ver
fahren mit einer oder mehreren Farben, schneller au
tomatischer Aufsuche von Metaphaseplatten (27), 
Registrierung des Fluoreszenzbildes mit hoch
sensitiven, gekühlten CCD-Kameras, und schnellen 
Bildanalyseprozeduren (falls erforderlich mit M u l t i -
pro ze s s ο r s y s t e m e 11) sollte es möglich machen, eine 
automatische Klassifizierung von strahleninduzierten 
Translokationen sowie anderen durch „Chromosome 
Painting**-Verfahren erkennbaren strukturellen und 
numerischen Aberrationen durchzuführen. Nach den 
bisher gesammelten Erfahrungen scheint ein Zeitbe
darf (pro Zelle) von 5 sec für das Auffinden, 3 sec für 
die Aufnahme und Digitalisierung des Bildes (mit ei
ner Farb-CCD-Kamera), sowie 2 sec für die automa
tische Klassifikation der betreffenden Metaphase-
platte als „normal". ..aberrant**, oder „nicht auswert
bar**, realisierbar zu sein. Ein derartiges System sollte 
demnach pro Tag (8 h Betriebsdauer) etwa 3000 Me
taphaseplatten auswerten können. Zur Verminderung 
der Anzahl an „falsch positiven'* Zellen, sollten die 
als ..aberrant*' klassifizierten Zellen von einen erfah
renen Zytogenetikcr noch einmal visuell klassifiziert 
werden. Bei einer hohen Richtig-Klassifikationsrate 
sollte insbesondere im Bereich niedriger Dosen die 
damit verbundene menschliche Arbeil parallel zu der 
automatischen Klassifikation durchgeführt werden 
können. Geht man von einem Zeitbedarf von etwa 10 
min für eine klassische Bänderungsanalyse aus, so 
würde eine Translokationsanaly.se von 3000 Meta
phaseplatten, etwa 500 Arbeitsstunden erfordern. 
Eine darüber hinaus gehende, wesentliche weitere 
Beschleunigung der Translokationsanalyse von Me-
taphasechromosomen peripherer Lymphozyten 
könnte durch fluoreszenzaklivierte slit-scan fluß-
photometrische Verfahren angestrebt werden (5, /S, 
24). Bei diesem Verfahren werden mitotische Zellen 
mechanisch aufgebrochen, die Chromosomen werden 
in Suspension geeignet fluoreszenzgcfärbt und im 
Sli t -Scan-Flußphotometer in einem hydrodynamisch 
fokussierlcn Flüssigkeitsstrahl nacheinander durch 
den Fokus eines bandförmig auf wenige pm Breite 
fokussierten Laserstrahls vorbeigeleitet. Aufgrund 
der hydrodynamischen Fokussierung werden die 
Chromosomen mit ihrer Längsachse in Richtung des 
Flüssigkeitsstrahls und senkrecht zu dem abtastenden 
Laserstrahl orientiert. Die lokal längs der Chromoso
menachse angeregte Fluoreszenz wird durch Photo-
multiplier registriert und führt zu einem zeitlich auf
gelösten Slit-Scan-Profil, das der lokalen Fluores
zenzverteilung auf dem Chromosom entspricht. 
Im Heidelberger Sl i t -Scan-Flußphotometer (14, 17) 
passieren die Chromosomen den Laserstrahl mit ei
ner Geschwindigkeit von etwa 10 m/sec. Somit kön
nen bis zu mehreren hundert Chromosomen pro Se
kunde registriert werden. Die Breite des Laserprofils 

am Kreuzungspunkt mit den Chromosomen wurde zu 
etwa 2 μιη berechnet. Messungen mit Fluoreszenzbe-
ads (3 μιη Durchmesser) ergaben eine experimentelle 
Auflösungsgrenze bei etwa 3 μ ιη . Simulationsrech
nungen zeigten, daß dies für eine Erfassung von Zen
tromerindex (DNS-Fluoreszenzfärbung) , dizentri
schen Chromosomen sowie von größeren Transloka
tionen („Chromosome Painting") ausreichend sein 
sollte, sofern die präparativ bedingte Objektlänge im 
Bereich von 10 μιη liegt. 
Die erhaltenen Profile können mit einem PC-Pro
gramm mit einer Rechenzeit von weniger als I M i l l i 
sekunde klassifiziert werden (19). Dies würde im 
Prinzip eine Analyserate von mehreren hundert Chro
mosomen pro Sekunde erlauben, entsprechend einem 
Äquivalent von mehreren 10.000 Zellen pro Stunde. 
Zur Steigerung der Zuverlässigkeit der Slit-Scan-
Analyse, ist beabsichtigt, das Heidelberger Slit-Scan-
Flußzytometer zu einem Slit-Scan-Sorter weiterzu
entwickeln. Dies würde es erlauben, aufgrund ihres 
Slit-Scan-Profiles als aberrant klassifizierte Chromo
somen für eine nachfolgende mikroskopische Ana
lyse auf Objektträger zu sortieren (3). 
Eine wichtige Voraussetzung für eine Anwendung von 
Slit-Scan-Verfahren auf die Analyse FISH-markierter 
Chromosomen ist die Verbesserung der Fluoreszenz-
hybridisierung in Suspension (15, 18). Insbesondere 
muß hier die Zahl der Waschschritte während der Prä
paration verringert werden, denn diese erfordern bei 
Chromosomen in Suspension jeweils Zentrifugatio-
nen, die leicht zur Aggregation und somit zu erhebli
chen Materialverlusten führen. Hybridisierungsver-
fahren ohne denaturierende chemische Agenden (1) 
haben hier zu ermutigenden Ergebnissen geführt (2). 
Ein grundsätzlicher Nachteil von Slit-Scan-Methoden 
liegt darin, daß die zu analysierenden Chromosomen 
nicht mehr im Zellverband vorliegen. Demnach läßt 
sich hier lediglich der Pnr/.cnlsnlz an nbermnlen 
Chromosomen (= Zahl der aberranten Chromosomen 
/ Gesamtzahl der analysierten Chromosomen χ 100 %; 
siehe Abb. I und 2) insgesamt ermitteln. Derartige 
Verfahren werden daher vorzugsweise dort einsetzbar 
sein, wo andere Methoden (wie Bildanalyse von Me
taphaseplatten) erst in zweiter Linie indiziert erschei
nen (etwa als Vorscreeningtest bei Untersuchungen 
des zylogenetischen Populationsmonitorings). 
Metaphaseplatten und isolierte Chromosomen lassen 
sich in großer Zahl aus Lymphozytenkulturen gewin
nen. Eine Detektion von Sirahlenschäden in mensch
lichen Interphasezellen nach Fluoreszenz /// situ Hy
bridisierung ist jedoch ebenfalls möglich, entweder 
direkt in den Zellkernen (10), oder mit „Chromosome 
Painting" nach Induktion von PCC (premature chro
mosome condensation) in den zu untersuchenden In
terphasezellen (16). Derartige Methoden einer Inter-
phasezytogenetik (8) könnten von erheblichem Inter
esse dort sein, wo Lymphozytenkulturen nicht prak
tikabel sind. 

http://Translokationsanaly.se
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