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(57) Abstract: The present invention relates to a method for analyzing chromosomes through preparing a chromosome preparati-
on, measuring at least one interference characteristic of the chromosome preparation and characterizing at least one chromosome
structure by way of the interference characteristic. Also, the invention relates to the use of a near-field microscope for analyzing

un-dyed chromosomes.

(57) Zusammenfassung: Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zum Analysieren von Chromosomen durch Bereitstel-
len eines Chromosomenpréparats, Messen mindestens einer Interferenzeigenschaft des Chromosomenpréaparats und Charakterisie-
ren von mindestens einer Chromosomenstruktur mittels der Interferenzeigenschaft. Daneben betritft die Erfindung die Verwen-
dung eines Nahfeldmikroskops zur Analyse von ungetdrbten Chromosomen.
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Markerfreies Chromosomenscreening

Gebiet der Erfindung

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zum Analysieren von Chromosomen, sowie die
Verwendung eines Nahfeldmikroskops zur Analyse von ungefarbten

Chromosomen.

Hintergrund der Erfindung

Chromosomen sind Strukturen, die Gene und damit Erbinformationen enthalten.
Sie enthalten DNA, die mit Proteinen verpackt ist, und kommen in Kernen

eukaryotischer Zellen vor.

Mitte des 20. Jahrhunderts wurden Techniken entwickelt, um die Chromosomen
aus Zellen, die sich in der Metaphase befinden, nach Zahl und Struktur zu
analysieren. In einem Metaphasepraparat liegen die Chromosomen einer Zelle
ausgebreitet nebeneinander, d.h. gespreitet, auf einem Objekttrager, so dass sie
im Mikroskop abgezahlt und miteinander verglichen werden kdnnen. In guten
Praparaten haben die einzelnen Chromosomen dabei die haufig dargestellte X-
ahnliche Form.

Eine klassische Farbetechnik zur Darstellung von Chromosomen in der
Metaphase ist die Giemsa Farbung. Nach einer Behandlung der Chromosomen
mit dem Enzym Trypsin wird der Chromatin Komplex aus DNA und gebundenen
Histonproteinen mit Hilfe von Methylenblau angefarbt. Je nach
Basenzusammensetzung, Chromatinkondensation und Zeitpunkt der Replikation
ergeben sich abwechselnd dunkel gefarbte Abschnitte (G-Banden) und hell
gefarbte (R-Banden) Abschnitte. Durch das gebanderte Profil ist beim Menschen
und einigen Tieren eine eindeutige ldentifizierung aller Chromosomen mdglich
(Zhao et al., 1998).
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Weitere Chromosomenanalyseverfahren, die auf Farbetechniken basieren, sind
Fluoreszenz in situ Hybridisierung (FISH) und spektrale Karyotypisierung (SKY).

Bei der FISH Technik werden kiunstlich hergestellte Sonden aus Nukleinsduren
eingesetzt, die Uber Basenpaarungen an die nachzuweisende Nukleinsaure
hybridisiert. Nach der Hybridisierung, die zwischen einer Stunde und mehreren
Tagen dauert, liegen Hybridmolekule aus den Nukleinsauren des Praparats und
der Sonde vor. Die gebundenen Sondenmolekile kénnen nachgewiesen werden.
Bei einer indirekten Markierung geschieht dieser Nachweis UOber eine
Antikdrperfarbung oder Avidin, die wiederum an Fluorochrome gebunden sind. Flr
jedes Fluorochrom werden Einzelbilder Uber Filtersysteme aufgenommen, die
dann Uberlagert werden (Bayani und Squire, 2002; Zhao et al., 1998).

Die SKY Technik basiert auf Fourier-Spektroskopie, wobei ein Interferometer die
Messung des gesamten emittierten Lichtspektrums flr jeden Bildpunkt ermdglicht.
Hierflr werden chromosomenspezifische Farbsonden eingesetzt, so dass jedes
Chromosom ein charakteristisches Emissionsspektrum erhalt. Durch Umsetzung
dieser spezifischen Spektiren in Pseudofarben ist/sind jedes Chromosom und ggf.

chromosomale Aberrationen identifizierbar (Bayani und Squire, 2002)

Bei der Analyse von gefarbten Chromosomen bestimmen die Farbequalitat, der
Kondensationsgrad und die Spreitung das gebanderte Profil oder die spektralen
Eigenschaften der Chromosomen. Damit variiert bei diesen Techniken die
Aussagekraft Uber mdgliche strukturelle Anomalien der Chromosomen in
Abhangigkeit von den Farbe- und Praparationsverfahren. Ein weiterer Nachteil der
Farbetechniken besteht in ihrer zeitintensiven Durchfihrung und Analyse, die eine
spezialisierte  methodische Fertigkeit und eine genaue Kenntnis der
Chromosomenbanderung benétigt. Zudem sind Wiederholungsfarbungen oder
Doppelfarbungen, wie z.B. FISH auf Giemsa, h&ufig nbtig, um eine Analyse zu

ermdglichen und zu verifizieren.
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Neben den oben geschilderten auf Farbung basierenden Techniken verwendet die
Rasterkraftmikroskopie nicht markierte Chromosomen. Hierbei wird eine
Karyotypisierung aufgrund von Lange, Breite, Hbhe oder Volumen bzw.
spezifischem Héhenprofil je Chromosom durchgeflhrt, indem eine mikroskopisch
kleine Nadel die Probenoberflache abrastert. Dieses Verfahren ist technisch
auBerst aufwandig und gegenuber Vibrationen, Warme und statischer Aufladung
sehr stdérungsanfallig. Zudem weist es systembedingte Fehler auf, so dass nicht
die tatsachliche Probenoberflache, sondern eine Faltung der Geometrie der
Nadelspitze mit der Struktur der Oberflache abgebildet wird.

Mit Hilfe der Chromosomenanalyse kénnen Abweichungen im Karyotyp, d.h.
Veranderungen der Chromosomenzahl, wie z.B. Trisomie 21, Monosomie X, oder
strukturelle  Aberrationen, wie z.B. Translokation, Deletion, Inversion,
nachgewiesen werden. In der Diagnostik wird zwischen der pranatalen und
postnatalen = Chromosomenanalyse  sowie der  Praimplantationsanalyse
unterschieden. Durch eine pranatale Karyotypisierung kénnen Foten bereits
wahrend  der  Schwangerschaft  nach einer  Amniozentese  oder
Chorionzottenbiopsie auf moégliche Erkrankungen und Schadigungen untersucht
werden. Insbesondere im Bereich der pranatalen Diagnostik besteht ein groBer
Bedarf nach einem zuverl@ssigen und schnellen Test zur Karyotypisierung, der
auch von nicht spezialisiertem Personal einer Arztpraxis durchgeflhrt werden
kann. Durch das hohere Alter werdender Eltern hat die pranatale Diagnostik
zunehmend an Wichtigkeit gewonnen.

Eine Chromosomenanalyse erfolgt im Stand der Technik bislang lediglich durch
stérungsanfallige, aufwandige Rastertechniken oder durch Farbetechniken, die
zeitintensiv sind und von Farbequalitdt, Kondensationsgrad und Spreitung der
Chromosomen abhangen. Zudem erfordert eine auf Farbetechniken basierende

Analyse eine genaue Kenntnis der Chromosomenbanderung.
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Der vorliegenden Erfindung liegt deshalb die Aufgabe zugrunde, ein schnelles und
einfaches Verfahren zur verbesserten Chromosomenanalyse bereitzustellen, das
von Markierungs- oder Farbetechniken unabhangig ist.

Erfindungsgeman wird diese Aufgabe durch ein Verfahren zum Analysieren von
Chromosomen gelést. In dem erfindungsgem@Ben Verfahren wird ein
Chromosomenpraparat angefertigt, dessen Interferenzeigenschaften gemessen

werden, wodurch die Chromosomenstrukturen charakterisiert werden.

Zusammenfassung der Erfindung

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zum Analysieren von

Chromosomen durch

a) Bereitstellen eines Chromosomenpraparats;

b) Messen mindestens einer Interferenzeigenschaft des Chromosomenpra-
parats; und

C) Charakterisieren mindestens einer Chromosomenstruktur mittels der
Interferenzeigenschaft.

Ferner betrifft die Erfindung die Verwendung eines Nahfeldmikroskops zur

Analyse von ungefarbten Chromosomen.

Kurzbeschreibung der Figuren

Die Figuren dienen der Erlauterung der Erfindung. Sie beabsichtigen nicht, die
Erfindung auf die konkret dargestellten Formen zu beschranken.

In Figur 1A bis 1D ist je ein ungefarbter Chromosomensatz auf unterschiedlichen
Materialien und Messanordnungen dargestellt.

A: Praparation auf Glas, Auflicht-Dunkelfeld (Reflexionsanordnung 45/0)

B: Praparation auf Si-Wafer, Auflicht-Dunkelfeld (Reflexionsanordnung 45/0)
C: Praparation auf Gold, Auflicht-Dunkelfeld (Reflexionsanordnung 45/0)
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D: Praparation auf Gold, Auflicht-Hellfeld (Reflexionsanordnung 0/0)

Figur 2 zeigt eine Kartierung von menschlichem Chromosom Nr. 2 mit Giemsa

Trypsin Giemsa (GTG) Banderung in Transmission.

Figur 3 A zeigt einzelne Reflexionsspektren von Chromosom Nr. 2 aus Figur 3B,

dargestellt im Auflicht-Dunkelfeld.

Figur 4 zeigt ein Gesamtspekirum von Chromosom Nr. 2 im Auflicht-Dunkelfeld

bei verschiedenen Trypsinierungszeiten.

Figur 5 zeigt einen funktionalen Zusammenhang zwischen Peak-Maximum und

Trypsinierungszeit.

Figur 6A zeigt 46 Reflexionsspekiren der Chromosomen. Figur 6B zeigt die 1.

Ableitung der Spektren.

Figur 7 zeigt eine Hauptkomponentenanalyse von abgeleiteten Einzelspektren.
A: Die Scorematrix fur Hauptkomponenten 1 und 2.

B: Die Faktoren-Diagramme flr Hauptkomponenten 1 und 2.

Figur 8 zeigt ultraviolette (UV) Reflexionsspektren von jedem Chromosom; X-
Achse: Wellenlange, Y-Achse: Absorption.

Figur 9 zeigt eine Hauptkomponentenanalyse der Einzelspekiren von UV
Reflexionsspektren

A: Die Scorematrix fur Hauptkomponenten 1 und 2.

B: Die Faktoren-Diagramme flr Hauptkomponenten 1 und 2.

Figur 10 A und B zeigen eine Auflésung der multivariaten Kurven (Multivariate

Curve Resolution (MCR)) als Auswertung der UV Reflexionsspektren.
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Figur 11 zeigt eine multivariate Bilder Analyse (MIA) eines ungefarbten

Chromosomensatzes in  Form einer Hauptkomponentenanalyse nach 2D-
Scannen in Abhangigkeit von der Wellenlange.

A: Einzelbilder von Chromosom Nr.5

B: Bilderstapel und Schema des 2D-Scannens

C: Bild des ungefarbten Chromosomensatzes bei einer Wellenlange
D: Spektrum von Chromosom Nr.5

Figur 12 zeigt eine Pushbroom Darstellung von Chromosom Nr. 2 nach GTG

Banderung in Transmission.

Figur 13 zeigt eine Pushbroom Darstellung im visuellen (VIS) Bereich.

Figur 14 zeigt die schematische Anordnung von Objektiv, Festkdrper
Immersionslinse und Objekt, wie sie in einer erfinderischen Ausfihrungsform

verwendet wurde.

Figur 15 zeigt die schematische Anordnung der Apparatur zur Nahfeldmikroskopie
und Nahfeldspektroskopie.

Figur 16 zeigt ein Intensitatsprofil eines ungefarbten Chromosoms, welches mit
einem Nahfeldmikroskop aufgenommen wurde.

Figur 17 zeigt das optische Signal eines ungefarbten Chromosoms im Nahfeld.
Messstellen der in Figur 18 dargestellten Nahfeldspektren: 1= p-Arm, 2=

Zentromerregion, 3= g-Arm.

Figur 18 zeigt die Nahfeldspekiren im sichtbaren Wellenldngenbereich des

Chromosoms aus Figur 17, an den Stellen 1, 2, und 3.
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Detaillierte Beschreibung der Erfindung

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zum Analysieren von

Chromosomen durch

a) Bereitstellen eines Chromosomenpraparats;

b) Messen mindestens einer Interferenzeigenschaft des Chromosomenprapa-
rats; und

C) Charakterisieren mindestens einer Chromosomenstruktur mittels der

Interferenzeigenschaft.

Der hier verwendete Begriff ,Chromosomenpréparat® umfasst jegliches Material,
das Chromosomen enthalt. Chromosomenprdparate sind damit zunachst
Praparate, die einem Probanden nur entnommen, aber nicht weiter aufbereitet
werden. Unter Chromosomenpréparate fallen aber auch aufbereitete Praparate,
die z.B. durch histologische oder stabilisierende Verfahren oder durch
Farbetechniken fir die nachfolgenden Messungen verandert und optimiert
wurden. Eine Aufbereitung der Chromosomen umfasst auch deren Aufbringen auf
ein geeignetes Tragermaterial, wie einen Objekttrager, der z.B. mit Gold, Silizium

oder Kunststoffen vorbehandelt sein kann.

In einer vorteilhaften  Ausfihrungsform wird das erfindungsgemane
Chromosomenprédparat mit Chromosomen im Mitosestadium auf Goldobjekttrager
oder auf mit Gold vorbehandelte Objekitrager aufgebracht und mit dem Enzym
Trypsin  behandelt. Diese Ausflhrungsform lieferte sehr Kkontrastreiche
Abbildungen.

Der hier verwendete Begriff ,Interferenzeigenschaft® umfasst jede Eigenschaft und
Erscheinung, die auf Interferenz beruht. Interferenz beschreibt die Uberlagerung
von zwei oder mehr Lichtwellen nach dem  Superpositionsprinzip.
Interferenzfarben und -muster entstehen beispielsweise durch Einstrahlen von
Licht auf Medien mit unterschiedlicher optischer Dichte, wobei der Lichtstrahl an

jeder Phasengrenze teilweise reflektiert und teilweise transmittiert wird. Die
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unterschiedliche Lange der zurlckgelegten Wege von Teilstrahlen des Lichts
fahren zu Gangunterschieden und damit zu relativen Phasenverschiebungen. Bei
der Uberlagerung der partiell reflektierten Teilstrahlen resultiert ein
Interferenzeffekt. Die Detektion des Interferenzmusters kann z.B. nach

Wellenlangen aufgeldst erfolgen.

Der hier verwendete Begriff ,Chromosomenstruktur® umfasst alle strukturellen und
funktionellen Eigenschaften von Chromosomen als Trager der Erbinformation, d.h.
die chemischen und morphologischen Strukturen in jedem Stadium des

Chromosoms.

Die vorliegende Erfindung beruht auf spektralen bildgebenden Techniken, die
abhangig vom Wellenlangenbereich in der Lage sind, sowohl morphologische als
auch chemische Bestandteile eines Chromosomenpraparats durch dessen
Interferenzeigenschaften abzubilden. Ohne durch irgendeinen speziellen
Wirkmechanismus gebunden zu sein, nehmen die Erfinder der vorliegenden
Erfindung an, dass die Interferenzeigenschaften des Chromosomenpraparats
durch die verschiedenen lokalen geometrischen Schichtdicken je Chromosom
sowie die verschiedenen Brechungsindizes von DNA, Protein und Substrat als
auch durch die helikale DNA Struktur in Form von cholesterischen Phasen

zustande kommen.

Werden Chromosomenpraparate in diffuser Reflexion oder diffuser Transmission
betrachtet, ergibt sich durch Interferenz vorzugsweise im sichtbaren Bereich
Uberraschenderweise ein spezifisches, farbiges gebandertes Profil. Im UV und
Infrarotbereich kann durch Interferenz ein rédumlich hochspezifisches lokales
Spektralmuster oder ein far das jeweilige Chromosom charakteristische globale
Spektrum dargestellt werden. Diese erfindungsgemaBe Visualisierung eines
gebénderten  Profils von  Chromosomen erméglicht eine neuartige
Chromosomenklassifikation, die alle Vorteile des erfindungsgemaBen Verfahrens

aufweist.
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Das erfindungsgemaBe  Verfahren bietet den Vorteil, dass das
Chromosomenpréparat nicht gefarbt werden muss, sondern an ungefarbten
Chromosomenpraparaten durchgefihrt werden kann. Somit kann die
Chromosomenstruktur unabhangig von variablen Faktoren, wie der Farbequalitat,
dem Kondensationsgrad und der Spreitung der Chromosomen charakterisiert
werden. Diese variablen Faktoren, welche die Zuverlassigkeit und Aussagekraft
von Messdaten vermindern, werden beim Analysieren der Chromosomenstruktur

ausgeschlossen.

Ein weiterer Vorteil des erfindungsgeméaBen Verfahrens liegt darin, dass keine
Informationen Uber die Spektren der reinen Bestandteile der Chromosomen, d.h.
der DNA oder dem Protein, vorliegen muissen. Die Spekiren der reinen
Bestandteile werden aus gemischten Spektren berechnet. Somit lassen sich auch
Aussagen uber die verschiedenen DNA- und Proteinkonzentrationen der

einzelnen Chromosomen treffen.

Ferner kénnen durch das erfindungsgemaBe Verfahren Chromosomenpraparate
schnell analysiert werden, da ein zeitintensives Farben der Chromosomen und
eine ebenso zeitintensive Analyse der Chromosomenbéanderung Uberflissig sind.
AuBerdem lasst sich die Analyse der Interferenzeigenschaften von
Chromosomenpraparaten sehr gut automatisieren und Computer gesteuert
durchflihren. Somit I&sst sich ein Chromosomenscreenen mit hohem Durchsatz
realisieren. Zudem ist das erfindungsgemaBe Verfahren einfach anzuwenden und

erfordert keine Kenntnis der Chromosomenbéanderung.

Das erfindungsgemaBe Verfahren ermdglicht es, morphologische und chemische
Veranderungen, wie Polymorphismen oder Deletionen, sowohl quantitativ als auch
qualitativ. mit einer hohen spektralen Auflésung darzustellen. Durch das
erfindungsgeméBe  Verfahren werden die Grenzen der klassischen
zytogenetischen Diagnostik Gberwunden und eine verfeinerte Strukturanalyse der

Chromosomen méglich.
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Das erfindungsgeméaBe Verfahren findet daher in der prd- und postnatalen
Diagnostik ebenso wie in der Krebsdiagnostik Anwendung, indem es
chromosomale Abweichungen, wie das Down Syndrom oder Fehlbildungen der

Geschlechtschromosomen darstellt.

Das erfindungsgem@Be Verfahren kann vor oder nach Techniken zur
Chromosomenanalyse aus dem Stand der Technik, wie FISH oder SKY,
durchgefihrt werden, um z.B. Farbetechniken und spekirale Verfahren zu
kombinieren. Es kann auch mit weiteren spektroskopischen und mikroskopischen
Verfahren zur Chromosomenanalyse kombiniert werden, wie z.B. der

Rasterkraftmikroskopie.

In einer vorteilhaften Ausfihrungsform wird im erfindungsgeméaBen Verfahren
mindestens eine optische Eigenschaft des Chromosomenpréparats gemessen.
Diese Messung kann zusatzlich zur Messung der Interferenzeigenschaft erfolgen.

Der hier verwendete Begriff ,optische Eigenschaft® bezeichnet alle optischen und
spektralen Eigenschaften und Erscheinungen, die durch Licht und durch
Wechselwirkung von Licht mit Materie begrindet werden, mit Ausnahme der
Interferenz. Der Begriff ,Licht* bezeichnet jede elektromagnetische Strahlung ohne
eine Beschrankung auf einen bestimmten Wellenl&dngenbereich. Vorzugsweise
wird die Erfindung in Wellenl&ngenbereichen zwischen einem UV/VIS Bereich und
einem mittleren Infrarotbereich durchgeflhrt. Die optischen Eigenschaften

umfassen sowohl die Wellennatur als auch die Teilchennatur des Lichts.

Durch eine Kombination der Messung von Interferenzeigenschaften und optischen
Eigenschaften kann eine Vielzahl von Messvariablen ermittelt werden, die in
Kombination Aussagen ermdglichen, die Uber die Aussagekraft der einzelnen
Messungen hinausgehen. Die Messung einer weiteren optischen Eigenschaft, wie
z.B. Absorption bringt chemische und morphologische Zusatzinformationen Gber

die Chromosomenstruktur.
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In einer vorteilhaften AusfUhrungsform werden die Interferenzeigenschaften
und/oder die optische Eigenschaften des Chromosomenpraparats durch ein
Messen spektraler Eigenschaften ermittelt.

In einer weiteren vorteilhaften Ausfihrungsform wird die Eigenschaft des
Chromosomenpréparats aus der Gruppe ausgewahlt, bestehend aus
Interferenzmuster, Intensitat in Abhangigkeit einer Wellenlange und spektraler

Karyotypisierung.

Der hier verwendete Begriff ,Interferenzmuster” bezeichnet sowohl Farb- als auch
Formmuster mit Graustufen von WeiB3 bis Schwarz, die auf Interferenz beruhen.

Sie entstehen bei der Uberlagerung von Wellen.

Durch Messung der Intensitatsverteilung in Abhangigkeit der Wellenlange kdnnen
auch Aussagen Uber die GréBe der Chromosomen getroffen werden.

Der hier verwendete Begriff ,spektrale Karyotypisierung* bezeichnet das Erstellen
eines Karyogramms, das auf den optischen Eigenschaften des
Chromosomenpréparats beruht und die Chromosomen kategorisiert und
charakterisiert. Vorteile der spektralen Karyotypisierung sind die hohe Auflésung
sowie die schnelle und einfache DurchfUhrung, wodurch geringe chromosomale
Abweichungen sowohl in der pra- und postnatalen Zytogenetik als auch in der
Tumorzytogenetik festgestellt werden kénnen.

In einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform ist das Interferenzmuster ein
globales und/oder lokales Interferenzmuster. Ein lokales Interferenzmuster
beschrankt sich auf einen definierten Bereich eines Chromosoms, wodurch sich
ein raumlich spezifisches Interferenzmuster ergibt, z.B. ein Riffelmuster. Diese
lokalen Interferenzmuster spiegeln die Banderungsstruktur der Chromosome sehr
detailliert wider, was RuUckschlisse auf die unterschiedlichen Schichtdicken im
Chromosom zuldsst. Ein globales Interferenzmuster ist ein Interferenzmuster

eines gesamten Chromosoms, wobei die Messblende so eingestellt wird, dass das
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vollstandige Chromosom erfasst und ein Gesamtspekirum des Chromosoms
gemessen wird. Durch die Lage des Gesamtspektrums, wie z.B. des Maximums
und der beiden Flanken, kénnen die Chromosomen als Gruppen identifiziert
werden und deren Morphologie, wie z.B. die Lage der Zentromerregion als

metazentrisch, submetrazentisch oder telozentrisch, beschrieben werden.

In einer weiteren Ausflihrungsform werden die Interferenzeigenschaft und/oder die
optische Eigenschaft des Chromosomenpréparats in einem Modus gemessen, der
aus der Gruppe ausgewahlt ist, bestehend aus Transmissionsmodus,
Reflexionsmodus, Polarisationsmodus, Absorptionsmodus, Anregungsmodus und

Emissionsmodus.

Der Begriff ,Transmissionsmodus® bezeichnet einen Modus, bei dem Licht
analysiert wird, das Materie gerichtet oder diffus, insbesondere in einem Winkel
zwischen 0° und 90° durchquert hat. Somit werden von dem Begriff
»1ransmissionsmodus® sowohl der winkelabhangige diffuse als auch der gerichtete
Transmissionsmodus umfasst. Der Begriff ,Reflexionsmodus” bezeichnet einen
Modus, bei dem Licht analysiert wird, welches von Materie gerichtet oder diffus,
insbesondere in einem Winkel zwischen 90° und 180°, zurlckgeworfen wurde.
Somit sind von dem Begriff ,Reflexionsmodus® sowohl der winkelabhangige
diffuse als auch der gerichtete Reflexionsmodus umfasst. Der Begriff ,diffuse
Reflexion* bezeichnet eine Reflexion bei einer groBen Rauhigkeit relativ zur
Wellenlange, die zu Streuung fuhrt. Der Begriff ,gerichtete Reflexion® bezeichnet
die Reflexion, bei der das Licht an der Oberflaiche mit Einfallswinkel =
Ausfallswinkel gespiegelt wird. Der Begriff ,Polarisationsmodus” bezeichnet einen
Modus, bei dem Wellen anndhernd gleich ausgerichtet werden. Der Begriff
LJAbsorptionsmodus® bezeichnet einen Modus, bei dem das MaB oder das
Vorhandensein von Lichtaufnahme ermittelt wird. Der Begriff ,Anregungsmodus®
bezeichnet einen Modus, bei dem eine Anregung, z.B. eines Fluorophors
stattfindet und detektiert wird. Der Begriff ,Emissionsmodus® bezeichnet einen
Modus, bei dem das MalB oder das Vorhandensein von einer Lichtaussendung
ermittelt wird. Jeder Modus ist bei unterschiedlicher Wellenlange spektral zerlegt.
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Ferner kénnen auch verschiedene Aufzeichnungsmodi verwendet werden, um
Interferenzeigenschaften und/oder optische Eigenschaft des
Chromosomenpréparats zu messen. Beispiele flr spektrale, bildgebende
Verfahren sind Whiskbroom Kartierung, Staring als ein 2D-Wellenlangenscannen
und Pushbroom als Linien-scannen mit spektraler  Zerlegung,
computertomografische Bildspektrometrie und konfokale Mikroskopie. Weitere
Moglichkeiten zur Messung von Interferenzen sind Ellipsometrie, optische
Koharenztomographie, Speckle-Interferometrie, WeiB-lichtinterferometrie,
Reflexionsanisotropie Spekiroskopie, winkelabhdngige Messungen sowie alle

anderen Verfahren zur Messung von Interferenzen.

Bei der Whiskbroom Kartierung werden Bildbereiche punktweise abgetastet, d.h.
punktuell beleuchtet und detektiert. Somit tragen keine umliegenden Bereiche zur
Absorption bei, so dass auch kleine Absorptionsunterschiede sichtbar gemacht
werden kénnen. Ein Vorteil dieser erfindungsgemaBen Ausfihrungsform ist die
hohe spektrale Auflésung.

Beim Staring Verfahren werden komplette zweidimensionale Bilder aufgenommen,
wobei die Wellenlange zwischen den Aufnahmen variiert wird. Die
Wellenlangenselektion kann auf verschiedene Weise erfolgen. Sowohl fUr das
Staring Verfahren als auch das erfindungsgeméaBe Verfahren im Allgemeinen
eignen sich besonders Filterrader, linear variierbare Filter, wie elektrisch
variierbare Filter oder bildgebende Interferometer, falls Fourier-Transformationen

notwendig sind.

Beim Pushbroom Verfahren wird das Objekt Uber einen Spalt auf eine ,Prism-
Grating-Prism* optische Anordnung abgebildet. Dabei wird das Licht in der zweiten
Achse, d.h. der Wellenlange spektral zerlegt und auf der Kamera abgebildet. Um
die zweite Raumkoordinate zu integrieren, muss das Objekt bewegt werden. Diese
Anordnung ist besonders far online und inline Analysen geeignet.
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In einer besonders bevorzugten Ausfihrungsform wird der diffuse
Reflexionsmodus verwendet, der sich insbesondere dazu eignet die spektralen
Eigenschaften und Interferenzeigenschaften von Chromosomenpraparaten zu
messen. In diesem Modus wird die Chromosomenstruktur sehr spezifisch als ein

gebandertes Profil dargestellt.

In einer weiteren Ausfihrungsform wird mindestens ein Parameter aus der

Eigenschaft des Chromosomenpréparats bestimmt.

Der Begriff ,Parameter” bezeichnet Variablen, die durch mindestens einen
Rechenschritt, wie das Bilden der ersten Ableitung, aus den gemessenen
Interferenz- und optischen Eigenschaften von Chromosomenpréparaten ermittelt
werden. Die Parameter liefern dadurch erweiterte Informationen Uber die

Chromosomenstruktur.

In einer vorteilhaften Ausflhrungsform werden die Parameter aus der Gruppe
ausgewahlt, bestehend aus Transmissionskoeffizient, Reflexionskoeffizient,
Absorptionskoeffizient und Streukoeffizient.

Der hier verwendete Begriff ,Transmissionskoeffizient* ist ein MaB fur die
Abschwachung des Lichts, das durch das Medium und/oder das
Chromosomenpréparat, d.h. das Hindernis, hindurch tritt. Er ist definiert als das
Verhéltnis der durch ein Objekt durchtretenden Strahlungsintensitat zur
einfallenden Strahlungsintensitdt. Es handelt sich um die Differenz der
urspringlichen Lichtmenge abzlglich Absorption, Streuung und Reflexion.

Der hier verwendete Begriff ,Reflexionskoeffizient” ist ein MaB flr die reflektierte
Intensitat, d.h. flr das Verhéaltnis zwischen reflektiertem und einfallendem

Strahlungsfluss. Er lasst sich mit Hilfe der Fresnel'schen Formeln berechnen.
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Der hier verwendete Begriff ,Absorptionskoeffizient®, auch Absorptionskonstante
genannt, ist ein MaB fir die Starke der Absorption. In der Optik stellt er den
Imaginarteil der komplexen Brechungszahl dar.

Der hier verwendete Begriff ,Streukoeffizient* ist ein MaB fir die gestreute
Intensitat. Der Streukoeffizient bezeichnet den Anteil des Lichtes, der innerhalb
eines teiltransparenten Mediums, wie einer Partikelwolke, ohne Absorption pro

Distanzeinheit gestreut wird.

Zusatzlich zu den Koeffizienten kdénnen auch ein Transmissionsgrad, ein
Reflexionsgrad, ein Absorptionsgrad, ein Polarisationsgrad und Streugrad als

Anisotropie-Parameter berechnet werden.

In einer besonders vorteilhaften Ausflhrungsform werden die Eigenschaft
und/oder Parameter des Chromosomenpraparats mit mindestens einer

multivariaten Technik analysiert.

Der Begriff ,multivariate Technik” bezeichnet eine Technik, die nicht eine Variable
isoliert, sondern das Zusammenwirken mehrerer Variablen zugleich und ihre
Abhangigkeitsstruktur analysiert. Multivariate Techniken lassen sich in Struktur-
prifende Verfahren, wie Varianzanalyse oder Strukturgleichungsmodelle, und
Struktur-entdeckende Verfahren, wie neuronale Netze, Faktorenanalyse und
Hauptkomponentenanalyse gliedern.

Durch das erfindungsgeméBe Verfahren mit mindestens einer multivariaten
Technik werden groBe Datenmengen in kurzer Zeit, z.B. einige Megabyte pro
Millisekunde, mit Uberlagernden Informationen von z.B. Absorption und Streuung
erzeugt. Insofern spielt die Verdichtung der Daten auf die wesentlichen
Informationen sowie der Ausschluss von Uberflissigen Informationen eine groBe
Rolle. Dies kann durch multivariate Techniken erreicht werden, so dass eine
Informationsverdichtung oder auch Datenreduktion der Originaldaten erreicht wird.
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Aus einer groBen Zahl von Messwerten und Variablen werden dabei die

relevanten Informationen herausgefunden.

Ein Ziel z.B. der Hauptkomponentenanalyse ist es, sich einer Vielzahl von
Messwerten oder Spektren durch eine geringere Zahl mdglichst aussagekraftiger
Linearkombinationen, die Hauptkomponenten, zu nahern. Messwerte oder
Spektren werden in der Hauptkomponentenanalyse entsprechend einer
maximalen Varianz zusammengefasst, da die Varianz ein MaB far den
Informationsgehalt darstellt. Die Daten liegen in der Hauptkomponentenanalyse
als Punktwolke in einem n-dimensionalen Koordinatensystem vor. In diese
Punktwolke wird ein neues Koordinatensystem gelegt, das rotiert wird. Eine erste
Achse wird so durch die Punktwolke gelegt, dass die Varianz der Daten in die
Richtung dieser Achse maximal ist. Eine zweite Achse steht auf der ersten Achse
senkrecht. In ihrer Richtung ist die Varianz am zweitgro3ten. FUr n-dimensionale
Daten gibt es also grundsatzlich n viele Achsen, die zueinander orthogonal
stehen. Die Gesamtvarianz der Daten ist die Summe dieser ,Achsenvarianzen®.
Diese Achsen werden durch Faktoren reprasentiert, die den relevanten
Informationsgehalt der Daten reprasentieren. Haufig kbénnen die Faktoren

inhaltlich nicht eindeutig interpretiert werden.

Durch die Hauptkomponentenanalyse der Eigenschaften und/oder Parameter des
Chromosomenpréparats ergibt sich eine Klassifizierung der Chromosomen. Die
verschiedenen Hauptkomponenten liefern Informationen und Hintergriinde, warum
sich bestimmte Chromosome in einer Klasse befinden. Aus den
Hauptkomponenten erhdlt man Informationen Uber nicht direkt messbare
Parameter, wie z.B. GroBe, Form, Lage der Zentromerregion, Banderung, DNA-
und/oder Proteingehalt. Diese Informationen kbénnen genutzt werden, um
Aussagen Uber Variabilitdten mit z.B. heterochromatischen Bereichen einzelner
Chromosomen zu treffen. Die Modelle der multivariaten Datenanalyse kdénnen
dann zur Vorhersage unbekannter Chromosomen mit Aberrationen verwendet
werden. Je nach Modell erhalt man die Klassenzugehorigkeit oder einen oder
mehrere Werte flr die ZielgréBen, flur die das Modell aufgestellt wurde.
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Zusétzlich werden durch die Kombination des erfindungsgemaBen Verfahrens mit
einer multivariaten Technik Aussagen mdglich, die sich durch Verfahren aus dem
Stand der Technik nicht ergeben. Mit Hilfe der multivariaten Kurvenauflésung
konnen z.B. Mischungsspekiren in Basisspekiren zerlegt werden. Folglich kdnnen
die Spektren der reinen Bestandteile der Chromosomen, also DNA und Protein,
aus dem Mischungsspektrum eines gemischten Praparats, wie dem
Chromosomenpréparat, berechnet werden. Daraus lassen sich Aussagen Uber die
verschiedenen DNA- und Proteinkonzentrationen der einzelnen Chromosomen

treffen.

Ferner kann durch die multivariate Technik ein neues Klassifizierungsmodell flr
die Chromosomen des Menschen oder anderer Spezies entwickelt werden, ohne
dass ein Anfarben erforderlich ist. Hierflr flieBen Eigenschaften und Parameter
des Chromosomenpréparats, wie die Absorptions- und/oder
Reflexionseigenschaften der DNA- und Proteinanteile im UV Bereich, die DNA
Orientierung oder die Schichtdicken im VIS Bereich, in die multivariate Analyse ein
und dienen einer schnellen, zuverlassigen und automatisierbaren spekiralen
Karyotypisierung und Klassifizierung. Diese Klassifizierung wurde durch Verfahren

aus dem Stand der Technik verifiziert.

In einer besonders vorteilhaften Ausfihrungsform ist die multivariate Technik eine

Hauptkomponentenanalyse oder ein Mustererkennungsverfahren.

Die Hauptkomponentenanalyse ist ein Verfahren der multivariaten Statistik, das
dazu dient, umfangreiche Datensatze zu strukturieren und zu veranschaulichen,
indem eine Mehrzahl statistischer Variablen durch eine geringere Zahl mdglichst
aussagekraftiger Linearkombinationen, die "Hauptkomponenten”, genahert wird.

In  Mustererkennungsverfahren werden gemessene Signale automatisch in

Kategorien eingeordnet. Zentraler Punkt ist dabei das Erkennen von Mustern, d.h.
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den Merkmalen, die einer Kategorie gemeinsam sind und die sie vom Inhalt
anderer Kategorien unterscheiden.

Mehr-Wege-Verfahren, wie die N-Way multivariate Daten Analyse, die parallele
Faktorenanalyse oder die multivariate Kurvenaufldsung, sind far die Analyse von
Chromosomenpraparaten besonders geeignet, da die Daten hochdimensional
vorliegen. Insbesondere die multivariate Kurvenauflésung erlaubt die
Datenverdichtung im N-dimensionalen Raum. Durch die Integration von
Nebenbedingungen, wie z.B. Positiv-Spektren, und die Integration von Vorwissen
lassen sich sehr schnell kalibrationsfrei Modelle erzeugen, deren latente Variable
sich zudem noch leicht interpretieren lassen.

Die Chromosomenstruktur kann eine chemische und/oder morphologische
Chromosomenstruktur sein. Der Begriff ,chemische Chromosomenstruktur®
bezeichnet die molekulare Struktur der Chromosomen, wie die Konzentrationen
von DNA und Protein oder die Anordnung von Makromolekllen und Deletionen.
Der  Begriff ,morphologische = Chromosomenstruktur®  bezeichnet  die
mikroskopische und makroskopische Struktur und Gestalt der Chromosomen, wie
ChromosomengréBe, Chromosomendicke, Chromosomenaberrationen,

Chromosomentopologie, gebandertes Profil und Schichtdicken.

In einer vorteilhaften Ausflhrungsform werden die Eigenschaften des
Chromosomenpréparats in einem spektralen Bereich von ungefadhr 180 nm bis
ungefédhr 25.000 nm gemessen. Der UV Bereich von ungefédhr 180 nm bis
ungefédhr 400 nm ist besonders dazu geeignet, die chemische Struktur der
Chromosomen zu analysieren und die Spektren von DNA und Protein getrennt
darzustellen. Der VIS Bereich von ungefahr 400 nm bis ungefdhr 700 nm st
besonders geeignet, die Banderung der Chromosomen, also die morphologische
Chromosomenstrukturen darzustellen. Zudem sind Messungen im VIS Bereich
auBerst preisglnstige Ausfuhrungsformen. Der nahe Infrarotbereich von ungeféahr
700 nm bis ungeféhr 3000 nm und der mittlere Infrarotbereich von ungefahr 3000
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nm bis ungefahr 25.000 nm sind besonders geeignet, die chemische

Chromosomenstruktur zu analysieren.

In  einer AusfUOhrungsform werden die Interferenzeigenschaften des
Chromosomenpraparats mittels  Nahfeldmikroskop gemessen. In  einer
bevorzugten AusfUhrungsform wird eine Festkdrper Immersionslinse am
Mikroskop verwendet. Dadurch werden die Interferenzeigenschaften und die
optischen Eigenschaften der Chromosomen mit einer hohen lateralen Auflésung
gemessen. Diese Aufldsung kann deutlich kleiner als 30 nm sein, sodass
beispielsweise Chromatideigenschaften, sowie Mikrodeletionen oder
Translokationen detektiert werden kénnen. Vorzugsweise liegt die Aufldsung im
Bereich von < 30 nm, weiter bevorzugt bei etwa 20 — 30 nm, am meisten

bevorzugt bei etwa 25 nm.

Der hier verwendete Begriff ,Nahfeldmikroskop® bezeichnet ein Mikroskop, mit
welchem im Nahfeld gearbeitet werden kann (WO 98/58288). Das Nahfeld ist der
Bereich, der unterhalb des Beugungslimits des Mikroskops liegt. Charakteristisch
fir das Nahfeld ist, dass nur ein Teil der dort vorhandenen elektromagnetischen
Energie von der Quelle wegpropagiert wird, wie beim Fernfeld, wahrend der Rest
um die Quelle bzw. die Antenne fluktuiert. Dieses lokalisierte elektromagnetische
Feld, auch als evaneszentes Feld bezeichnet, wird in der nahfeldoptischen
Mikroskopie genutzt, wobei sich das Detektionsmittel innerhalb des Nahfelds
befindet.

In einer bevorzugten Ausflhrung wird eine Festkérper Immersionslinse am
Mikroskop verwendet. Die Festkérper Immersionslinse optimiert den optischen
Durchsatz und damit die optische Spektroskopie im Nahfeld. Die Verwendung der
Festkdrper Immersionslinse im Nahfeld ermdglicht eine mehrdimensionale
Fluoreszenzspektroskopie, welche bei der Einzelmoleklldetektion vorteilhaft ist.
Mit Hilfe der mehrdimensionalen Fluoreszenzspektroskopie kdnnen Verbindungen
spektroskopisch bzw. zerstérungsfrei voneinander getrennt werden, wenn die

unterschiedlichen Emissionsspektren bei unterschiedlichen Anregungsfrequenzen
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aufgenommen werden. Dabei wird ein 3D-Bild der verschiedenen Spektren
erzeugt, wobei sich die Anregungsmaxima und Emissionsmaxima der

unterschiedlichen Molekiile deutlich unterscheiden lassen.

Der Vorteil dieses erfindungsgemaBen Verfahrens liegt in der hohen lateralen
Aufldsung, mit welcher Mikrodeletionen oder Translokationen von ungefarbten

Chromosomen genauer identifizieren zu kénnen.

Mit dem erfindungsgemaBen Verfahren kénnen die Interferenzeigenschaften des
Chromosomenpréparats im Reflexions-Nahfeld-Modus gemessen werden, wobei
eine  positive  Abbildung der Chromosomen  generiert  wird. Die
Interferenzeigenschaften des Chromosomenpraparats kénnen auch im
Photonentunnel-Nahfeld-Modus gemessen werden, wobei eine negative
Abbildung der Chromosomen generiert wird.

Der Begriff ,Reflexions-Nahfeld-Modus® bezeichnet einen Modus, in dem die
Interaktion des auf der Probe lokalisierten evaneszenten Feldes mit der
Festkorper Immersionslinse detektiert wird. Das strahlungslose Feld kann in einem
dielektrischen Medium einkoppeln und dann in der Linse weiterpropagieren. Das
reflektierte Nahfeld wird Uber eine Messfeldblende im Fernfeld detektiert und
erzeugt eine positive Abbildung. Der Begriff ,Photonentunnel-Nahfeld-Modus*
bezeichnet einen Modus, in dem die Fokusebene in der Linse so eingestellt ist,
dass das Licht im Winkel der Totalreflexion auf die Spitze trifft. Damit entsteht das
evaneszente Feld um die Festkorper Immersionslinse. Durch Anndhern des
Feldes an die Probe tunneln Photonen in die Probe und flhren zu einem Verlust
im reflektierten Licht in der Linse. Die Intensitdtsabnahme kann direkt im Fernfeld
detektiert werden. Diese Bildgebung erzeugt eine negative Abbildung (Merz und
Kessler, 2007).

In einer weiteren Ausfuhrungsform wird mit dem erfindungsgeméaBen Verfahren im

Nahfeld gemessen, wobei spektroskopische Verfahren, welche UV-VIS-NIR-IR,
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Fluoreszenz (Caspersson et al. 1967), oder Raman umfassen, aber nicht auf
diese beschrankt sind, integriert werden. Dadurch werden charakteristische,
chemische und morphologische Parameter jedes Chromosoms erfasst.

In einer weiteren Ausfihrung kann das erfindungsgemaBe Verfahren im Nahfeld
durchgeflihrt und mit Spektroskopie und der FISH Technik im Fernfeld kombiniert
werden. Dadurch werden schnelle Screening Méglichkeiten und hochauflésende

Messungen verbunden.

In einer besonders bevorzugten Ausflhrungsform werden die spektralen
Eigenschaften der Chromosomen im Nahfeld gemessen. Die Nahfeldspektren
besitzen, resultierend aus den evaneszenten Feldern, einen anderen
Informationsgehalt als die Fernfeldspektren und sind nicht direkt mit den
bekannten Fernfeldspekiren vergleichbar. Im Fernfeldspektrum wird die
Information als Summe der Uberlagerten Interferenzen gemessen. Der
Unterschied in den Nahfeldspekiren resultiert dabei aus der lateral lokal

aufgelésten Messstelle.

In einer AusfUhrungsform wird das erfindungsgeméaBe Verfahren mit einer
Rasterkrafttechnik kombiniert, vorzugsweise ausgewahlt aus der Gruppe
bestehend aus Rastersondenmikroskopie, Atomkraftmikroskopie,
Rasternahfeldmikroskopie, optische Rasternahfeldspektroskopie und
Nahfeldspektroskopie (Oberringer et al. 2003).

In einer besonders bevorzugten Ausfihrungsform wird ein Nahfeldmikroskop mit

einer Festkdrper Immersionslinse zur Analyse von ungeférbten Chromosomen

verwendet.

Beschreibung der Ausfiihrungsformen
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In Figur 1A bis D ist je ein ungefarbter Chromosomensatz auf unterschiedlichen
Materialien und Messanordnungen dargestellt.

A: Praparation auf Glas, Auflicht-Dunkelfeld (Reflexionanordnung 45/0)

B Praparation auf Si-Wafer, Auflicht-Dunkelfeld (Reflexionanordnung 45/0)

C: Praparation auf Gold, Auflicht-Dunkelfeld (Reflexionanordnung 45/0)

D Praparation auf Gold, Auflicht-Hellfeld (Reflexionanordnung 0/0)

Auffallend ist fUr alle Dunkelfeld Abbildungen das spezifische Farbprofil, welches
fir jedes Chromosom vorhanden ist. Dieses lasst sich auf unterschiedliche
Schichtdicken, Brechungsindizes und Orientierungen der chromosomalen DNA

zurtckfihren.

1. Darstellung von Chromosomen durch eine Whiskbroom Kartierung

In einer erfindungsgemaBen  AusfOhrungsform  wurde der gesamte
Chromosomensatz punktweise durch eine Whiskbroom Kartierung vermessen.
Hierbei wurde an jedem Ort in x- und y-Richtung ein komplettes Spektrum im
bevorzugten Wellenlangenbereich erfasst. Vorzugsweise wurde nur ein
Einzeldetektor, wie z.B. ein Photomultiplier oder ein Dioden-Array-Detektor
verwendet. Der Bildaufbau erfolgte sequenziell durch Zusammenfligen vieler
Messpunkte. Neben einer hohen spektralen Auflésung lieB sich bis zur
Beugungsbegrenzung eine detaillierte ortsaufgeldste analytische

Charakterisierung durchfiihren.
1.1 Giemsa gefarbte Chromosomen

In Figur 2 ist ein UV-VIS-Nahes Infrarot (NIR) Spektrum des GTG gebanderten
Chromosom Nr. 2 zu sehen. Der markierte Bereich in Figur 2A stellt den
Ausschnitt der verwendeten Messfeldblende dar und betragt in der Bildebene ca.
0,5 um. Die Blende wurde dabei so platziert, dass diese eine dunkle G-Bande
einschlieBt. Figur 2B zeigt ein Absorptionsspektrum tber Wellenlangen im UV/VIS
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Bereich und NIR Bereich des in Figur 2A markierten Chromosomenausschnitts.
Figur 2C zeigt die spektrale Verteilung bei 550 nm in Absorption, wobei jeder
einzelner Pixel mit einer geometrischen Auflésung von 250 nm und einer
spektralen Auflésung von 1 nm aufgenommen ist. Die dunklen Pixelbereiche
spiegeln Regionen mit hoher Absorption fir den Giemsa Farbstoff wider und
entsprechen dabei dem schematischen gebanderten Profil fir Chromosom Nr. 2.

Ein Vorteil der erfindungsgemaBen Ausfihrungsform im Gegensatz zu
bildgebenden Verfahren im Stand der Technik liegt in der punktuellen Beleuchtung
und Detektion jedes Pixels. Da keine umliegenden Bereiche zur Absorption
beitragen, kdnnen auch kleine Absorptionsunterschiede sichtbar gemacht werden.
Einen weiteren Vorteil dieser erfindungsgeméaBen Ausfihrungsform stellt die hohe
spektrale Aufldésung dar, die jedoch zur Beschreibung des gesamten
Chromosomensatzes viel Zeit in Anspruch nimmt. Dies zeigt sich besonders
deutlich durch einen Vergleich mit einem |deogramm in Figur 2D, wobei jede
Bande direkt zugeordnet werden kann. So lassen sich fir jede Wellenlange, auch
im nahen Infrarot, spektrale Verteilungsbilder erzeugen, die fir jedes Chromosom

charakteristisch sind.

1.2 Darstellung ungefarbter Chromosomen durch VIS Messungen in

Reflexion

Bei den Messungen an ungefarbten Chromosomen wurde flr jedes Chromosom
ein Reflexionsspektrum aufgenommen. Dabei wurde die Messfeldblende so
eingestellt, dass je Messvorgang nur ein Chromosom erfasst wurde. Aus 46
Chromosomen ergeben sich also 46 Einzelspekiren. Da der Untergrund bei den
Dunkelfeld Messungen schwarz ist, kdnnte die Messfeldblende nach einmaligem
Abgleich mit z.B. Bariumsulfat als diffusem Streuer variiert werden, ohne dass das

Untergrundrauschen zunimmt.
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Aufgrund der Messanordnung und Geometrie ergaben sich fir jedes Chromosom
unterschiedliche rot-gelb-grine Farbprofile. Bei Anwendung von Trypsin wird Uber
die Zeit eine Abnahme der roten Farbanteile beobachtet, die zur Ausbildung von
Farbstrukturen und spezifischen Profilen &hnlich einer Banderung der
Chromosomen fuhrt. Bei zu langer Einwirkzeit kommt es zur Deformation der
Chromosomen. Am Anfang der Versuchsreihe lag keine spezifische
Béanderungsstruktur vor. Grund hierflr sind unspezifische Proteinumhullungen,
welche die eigentliche Struktur bedecken. Mit zunehmender Trypsinierung wurde
die Banderungsstruktur ausgepragt und die unspezifische Proteinumhtllung nahm
ab.

In Figur 3B ist Chromosom Nr. 2 zu sehen, das an flnf verschiedenen Punkten mit
einem Blendendurchmesser von 0,5 um vermessen worden ist. Es zeigt sich flr
den jeweiligen Bereich ein spezifisches Reflexionsspektrum (Figur 3A) basierend
auf den bei unterschiedlichen Schichtdicken entstehenden Interferenzen. Ein

Abgleich erfolgte mit Bariumsulfat.

Im Gegensatz dazu ist in Figur 4 das Reflexionsspekirum des gesamten
Chromosoms Nr. 2 zu sehen. Dabei wurde die Messfeldblende so eingestellt, dass
pro Messvorgang das gesamte Chromosom erfasst wurde. Dabei ist zu erkennen,
dass die einzelnen Interferenzen im Gesamtspektrum verloren gehen und in ein
globales Spektrum Obergehen. Weiterhin zeigten sich bei zunehmender
Trypsinierungszeit eine Abnahme der Intensitat und eine Veranderung des

Maximums sowie des Flankenverhaltnisses.

In Figur 5 ist die Peak-Maximum Verschiebung Uber die Trypsinierungszeit
aufgetragen. Dabei zeigte sich, dass das Peak-Maximum Uber die Zeit variierte,
was auf eine Reduzierung der Schichtdicke schlieBen 1&sst. Nach ca. 100 s wurde
ein Gleichgewichtszustand erreicht, bei dem sich auch nach weiterer
Trypsinierung nichts mehr &nderte, wodurch der Endpunkt der Trypsinierung
angezeigt wird. Danach folgte nur noch die Deformation der Chromosomen.
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Nach einer geeigneten Trypsinierungszeit von ca. 100 s, die von der
Enzymaktivitdt abhangt, wurde far jedes Chromosom ein Reflexionsspekirum
aufgenommen. Hier wurde als Beispiel der Bereich zwischen 400 nm und 800 nm
ausgewahlt. Dabei wurde die Messfeldblende so eingestellt, dass pro
Messvorgang nur ein Chromosom erfasst wurde. Der Abgleich der

Probemessungen erfolgte mit Bariumsulfat.

Aus Figur 6A zeigt sich, dass das diploide Chromosomenpaar Nr. 1 die héchste
Reflexion und das diploide Chromosomenpaar Nr. 22 die geringste Reflexion
aufweist. Damit in dem nachfolgenden Modell die Intensitat und somit die GréBe
nicht der dominierte Faktor in den Daten ist, wurde die 1. Ableitung gebildet, wobei
das Maximum zur Nullstelle und die Flanken betont wurden (Figur 6B). Dadurch
zeigt sich deutlich, dass je Spektrum ein charakteristisches Riffelmuster
vorhanden ist, welches auf die Banderungsstruktur des jeweiligen Chromosoms
zurickzufUhren ist. In Verbindung mit der multivariaten Datenanalyse, die einige
wenige latente Faktoren aus den vorbehandelten Spektren extrahiert, I&sst sich

ein Klassifizierungsmodell fir die Chromosomenpaare entwickeln.

Das Modell einer Hauptkomponentenanalyse in Figuren 7A und 7B zeigt alle 46
Chromosome paarweise aufgetrennt. Die Verifizierung der Chromosomen
Nummern wurde mit MFISH bestatigt.

1.3 Darstellung ungefarbter Chromosomen durch UV Messungen in

Reflexion

Far UV Messungen im Reflexionsmodus wurde fir jedes Chromosom ein
Reflexionsspektrum (Hellfeld-Auflicht) im Bereich von 240 nm bis 400 nm
aufgenommen. Eine Messfeldblende muss nach erfolgtem Abgleich an einer
Goldleerstelle konstant gehalten werden. Wird die Messfeldblende aufgrund der
ChromosomengréBe variiert, muss ein neuer Abgleich stattfinden. Auch wurde je
Messvorgang nur ein Chromosom erfasst (Figur 8).
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Mit der sich anschlieBenden Hauptkomponentenanalyse lie8 sich ebenfalls, wie
bei den Dunkelfeldmessungen, ein Klassifizierungsmodell fir den UV-Bereich
entwickeln (Figur 9A und 9B). Die erste Hauptkomponente und somit die groBte
Varianz in den Spektren lasst sich mit einem dazugehérigen Faktoren-Diagramm
beschreiben. Dieses zeigt die Gesamtabsorption bei 260 nm. Damit die
Chromosomenpaare 14, 15 und 16 Uberhaupt unterschieden werden kénnen,
wurde die zweite Hauptkomponente hinzugezogen. Hierbei zeigt sich der
spektrale Verlauf des Faktoren-Diagramms, der im negativen Bereich die Stelle
260 nm und im positiven Bereich die Stelle 285 nm aufweist. Da es sich bei den
Chromosomen um keine reine DNA handelt, sondern jedes Chromosom spezifisch
mit verschiedenen Proteininseln versehen ist, konnte der Bereich um 285 nm dem
Proteinanteil zugeordnet  werden. Eine  anschlieBende  multivariate
Kurvenauflésung zerlegte diese Mischungsspektren in Basisspektren. Ein Vorteil
des erfindungsgemaBen Verfahrens liegt darin, dass keine Information Uber die
Spekiren der reinen Komponenten vorliegen muss. Die Spektren der reinen
Komponenten wurden aus dem Mischspektrum berechnet. Dadurch ergaben sich
zwei Spektren, die einem reinen DNA Anteil und einem reinen Proteinanteil
entsprechen. Somit lassen sich auch Aussagen Uber die verschiedenen DNA- und
Proteinkonzentrationen der einzelnen Chromosomen treffen (Figur 10A und 10B).

Ein menschlicher Chromosomensatz wurde bei 260 nm entsprechend der DNA
und bei 285 nm entsprechend dem Proteinanteil monochromatisch beleuchtet. Die
dazugehérigen Absorptionswerte wurden flr jeden Pixelbereich in Reflexion
registriert, so dass daraus zwei Datensatze generiert werden konnten. Bei
Verrechnung der Absorptionswerte miteinander wurden die Chromosomen in

einem Karyogramm dargestellt und identifiziert.

2. Darstellung von Chromosomen durch 2D-Wellenlangenscannen

2.1 Ungefarbte Chromosomen
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Bei der Darstellung von Chromosomen durch 2D-Wellenlangenscannen wird der
ungeféarbte Chromosomensatz flachig beleuchtet und das Abbild in einem
Reflexionsmodus oder auch Transmissionsmodus wellenldngenabhangig bewertet
(Figur 11). Dabei werden die Rauminformation simultan und die
Spektralinformation sequentiell aufgenommen, woraus ein Bilderstapel resultiert
(Figur 11B). FUr jede Pixelregion des Bilderstapels kann entlang der Wellenlange,
ein Spektrum generiert werden, welches fir jedes Chromosom charakteristisch ist.
Weiterhin kann sich eine Multivariate Bilder Analyse in Form einer
Hauptkomponentenanalyse anschlieBen. Am Beispiel von Chromosom Nr. 5 ist
gezeigt, dass je nach Hauptkomponente (PC)  unterschiedliche
Informationsgehalte vorliegen, die zur gezielten Unterscheidung der Chromosome
herangezogen werden kénnen (Figur 11 A, C, D). Ein Vorteil dieser Methode ist
die gleichzeitige Aufnahme des gesamten Chromsomensatzes sowie die gezielte

Auswabhl der Informationen tragenden Wellenl&ngen.

3. Darstellung von Chromosomen durch Linienscannen

3.1 Giemsa gefarbte Chromosomen

Im Vergleich zum Whiskbroom Kartierungsverfahren wurde mit Hilfe des Linien-
scannens, auch Pushbroom Verfahren genannt, die gesamte spekirale Information
und somit das gebanderte Profil in einem Schritt erfasst (Figur 12). Der maximale
Bildausschnitt fir den Eingangsspalt betrug bei einer 1000-fachen VergréBerung
50 x 0,5 um in lateraler Ausrichtung sowie 5 nm fUr die spektrale Auflésung. Der
mit einem Rahmen markierte Bereich des Chromosoms stellt schematisch den
Eingangsspalt in der Bildebene dar und betragt 10 x 0,5 pm. Unter
Berlcksichtigung der  Nyquist Begrenzung und der  auftretenden
Beugungsbegrenzung lag die beste mdgliche laterale Auflésung, ausgehend von
78 nm je Pixel, bei 128 Pixel fur ein 10 um langes Chromosom. So lieB sich far
jeden Punkt entlang der x-Achse ein spezifisches Absorptionsspektrum ermitteln,

das wiederum dem gebé&nderten Profil zugeordnet werden konnte.



10

15

20

25

30

WO 2009/106473 PCT/EP2009/051953

-08-

3.2 Ungefarbte Chromosomen

Eine weitere Mdglichkeit der Identifizierung und Charakterisierung stellt das
Pushbroom Verfahren im Auflicht-Dunkelfeld dar. Hier lasst sich ebenfalls, wie
oben beschrieben, die gesamte spektrale Information pro Chromosom in einem
Schritt erfassen. Der mit einem Rahmen markierte Bereich stellt schematisch den
Eingangsspalt in der Bildebene dar und generiert ein spekirales Bild entlang der
Ortlichen Achse. An jedem Punkt der Ortsachse lasst sich das dazugehdrige

Spektrum extrahieren (Figur 13).

4. Messungen optischer Eigenschaften von Chromosomen mittels

Nahfeldmikroskop

In einer erfindungsgemaBen Ausflhrungsform wurden die optischen
Eigenschaften eines Chromosoms im Nahfeld gemessen. Dazu wurde ein
Nahfeldmikroskop mit Festkorper Immersionslinse und ein

Mikrospekiralphotometer verwendet.

41 Aufbau der Messapparatur aus Nahfeldmikroskop und

Spektralphotometer

Ein Universal-Mikroskop, ein Nahfeldmikroskop mit Festkérper Immersionslinse
und ein Spektralphotometer wurden so verbunden, dass mikroskopische und
spektroskopische Untersuchungen im Auflicht und Durchlicht durchgeflhrt werden
konnten.  Zusatzlich  wurden  Beleuchtungen, = Monochromatoren  zur
Wellenlangenselektion flir die Anregung und die Emission, Detektoren, und
Aperturblenden, in Form von Irisblenden zum Einstellen der Kéhler'schen
Beleuchtung, um die Mikroskope und das Spektrometer angeordnet. Die

Anordnung ist in Figur 15 schematisch dargestellt.

4.2 Darstellung von Chromosomen durch Nahfeldmikroskopie



10

15

20

25

30

WO 2009/106473 PCT/EP2009/051953

-29.

Die dazustellenden Chromosomen wurden vorzugsweise auf Goldobjekttrager mit
einer anschlieBenden Trypsinierung prapariert. Die Praparate wurden mit der
Festkdrper Immersionslinse Punkt flr Punkt abgerastert. Das Verfahren beruht auf
der Interaktion eines optischen Feldes mit der Chromosomenstruktur. Aufgrund
der unterschiedlich dicht gepackten Strukturen variiert die Intensitat der Interaktion
mit der Sonde, dies wurde Uber einen Photodetektor registriert. Figur 16 zeigt ein,
so erstelltes, |Intensitatsprofil Gber die Lange eines Chromosoms. Die
Chromosomen konnten mittels Reflexions-Nahfeldmirkroskopie, Phototunnel-
Nahfeldmirkroskopie und/oder  Fluoreszenz-Nahfeldmirkroskopie dargestellt

werden.

4.3 Darstellung von Chromosomen durch Nahfeldspektroskopie

Um hochaufgeléste Spektren lokaler Chromosomenstrukturen aufzunehmen
wurde auf beliebige Punkte auf den einzelnen Chromosomen fokussiert. Figur 17
zeigt ein, mittels Nahfeldspektroskopie vergréBert dargestelltes Chromosom. Als
Referenz (R) fUr die Spektroskopie wurde eine Gold-Leerstelle auf dem Praparat
gesucht und diese als Referenzspektrum aufgenommen. AnschlieBend wurden an
drei charakteristischen Stellen am Chromosom VIS-Spekiren aufgenommen. Die
Messung, die in Figur 18 dargestellt ist, erfolgte am p-Arm (1), der
Zentromerregion (2) und am g-Arm (3) im Wellenlangenbereich von 400 bis 800
nm. Zudem konnte gezeigt werden, dass das vermeintlich auftretende Rauschen
kein Signalrauschen, sondern durch die Struktur der Chromosomen bedingt ist.
Die charakteristischen Banden sind auf die variierende Chromatidpackung und

damit auf unterschiedliche Brechungsindizes zurlckzufthren.

Beispiele

1. Praparation der Metaphasen-Chromosomen
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Es wurden Blutlymphozyten von Frauen und Mannern, deren Karyotyp zuvor
bereits als unauffallig 46, XX oder XY bestimmt worden war, zur Herstellung von
Chromosomenpréparaten verwendet. Der Ansatz der Blutkultur sowie die
Aufarbeitung der Blutkultur erfolgen nach standardisierten Methoden und

Protokollen der humanen Zytogenetik.

2. Ansatz der Blutkultur

Vendses Blut wurde in ein mit Heparin benetztes, steriles Réhrchen Uberfahrt. Das
Vollblut wurde unter sterilen Bedingungen in Kulturflaschen UberfGhrt und mit
Chromosomenmedium B (Biochrom AG, Katalog-Nr. F5023) versetzt. Die T-
Lymphozyten wurden wahrend einer Kultivierungszeit von 72 Stunden bei 37°C im
Brutschrank zur Zellteilung anregt.

3. Aufarbeitung der Blutkultur

Colcemid wurde in die Blutkultur gegeben, far 30 min bei 37°C inkubiert und
anschlieBend fiir 6-7 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde bis zum unteren
Konus abgesaugt. Das Sediment wurde danach aufgeschuttelt, und erwarmtes
KCI wurde unter stdndigem Schutteln zugeben. Die Ré6hrchen wurden mit Parafilm
verschlossen, fir 20 min im Wasserbad bei 37 °C inkubiert und anschlieBend fir 6-
7 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde bis zum unteren Konus abgesaugt, das
Sediment wurde aufgeschittelt, und 5 ml Fixans (Methanol & Eisessig) wurden
zugeben. Das fixierte Sediment wurde flr 30 min im Kuhlschrank inkubiert, 6-7
min lang zentrifugiert, und der Uberstand wurde bis zum unteren Konus
abgesaugt. AnschlieBend wurde das sich ergebende Chromosomenpréparat mit
Fixans verdinnt, die Chromosomen wurden auf mit Fixans vorbehandelte
Objekttrager auftragen, und sie ,alterten” fir 60 min auf einer Heizplatte bei 100
°C.

4. Objekttrager
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Far die vorliegende Erfindung kénnen verschiedenste Materialien fur die
Objekttrager ausgewahlt werden, wie z.B. Glas, Kunststoff, Si-Wafer oder auch
Gold-Objekttrager. Messungen mit Objekttragern, wie Gold-Objekitragern (Erie
Scientific: Biogold) und Si-Wafern lieferten in Reflexion sehr kontrastreiche
Abbildungen.

AbschlieBend sei angemerkt, dass samtlichen Merkmalen, die in den
Anmeldungsunterlagen und insbesondere in den abhangigen Anspruchen genannt
sind, trotz dem vorgenommenen formalen Rickbezug auf einen oder mehrere
bestimmte Anspriche, auch einzeln oder in beliebiger Kombination eigenstandiger

Schutz zukommen soll.
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Patentanspriiche

1. Verfahren zum Analysieren von Chromosomen durch

a) Bereitstellen eines Chromosomenpraparats;

b) Messen mindestens einer Interferenzeigenschaft des

c)

Chromosomenpréparats; und
Charakterisieren mindestens einer Chromosomenstruktur mittels der

Interferenzeigenschaft.

Verfahren nach Anspruch 1, wobei mindestens eine optische Eigenschaft des

Chromosomenpréparats gemessen wird.

Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, wobei die Eigenschaft des
Chromosomenpréparats aus der Gruppe ausgewahlt ist, bestehend aus
Interferenzmuster, Intensitat in Abhangigkeit einer Wellenldnge und spektraler

Karyotypisierung.

Verfahren nach Anspruch 3, wobei das Interferenzmuster ein globales und/oder

lokales Interferenzmuster ist.

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriche, wobei die Eigenschaft
des Chromosomenpréparats in einem Modus gemessen wird, der aus der
Gruppe ausgewahlt ist, bestehend aus Transmissionsmodus, Reflexionsmodus,
Polarisationsmodus, Absorptionsmodus, Anregungsmodus und

Emissionsmodus.

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriche, wobei mindestens ein
Parameter aus der Eigenschaft des Chromosomenpraparats bestimmt wird.

Verfahren nach Anspruch 6, wobei der Parameter aus der Gruppe ausgewahlt
ist, bestehend aus Transmissionskoeffizient, Reflexionskoeffizient,
Absorptionskoeffizient und Streukoeffizient.
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Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriche, wobei die Eigenschaft
und/oder der Parameter des Chromosomenprdparats mit mindestens einer

multivariaten Technik analysiert wird/werden.

Verfahren nach Anspruch 8, wobei die multivariate Technik eine
Hauptkomponentenanalyse oder ein Mustererkennungsverfahren ist.

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriche, wobei die
Chromosomenstruktur eine chemische und/oder morphologische

Chromosomenstruktur ist.

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriche, wobei in einem
spektralen Bereich von ungefdhr 180 nm bis ungefahr 25.000 nm gemessen

wird.

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriche, wobei die
Interferenzeigenschaft des Chromosomenpréparats mittels Nahfeldmikroskop

gemessen wird.

Verfahren nach Anspruch 12, wobei eine Festkdrper Immersionslinse am

Mikroskop verwendet wird.

Verfahren nach Anspruch 12 oder 13, wobei die Interferenzeigenschaft des
Chromosomenpraparats im Photonentunnel-Nahfeld-Modus gemessen wird.

Verfahren nach einem der Anspriiche 12 bis 14, wobei das Verfahren mit einer
Rasterkrafttechnik kombiniert wird, vorzugsweise ausgewahlt aus der Gruppe

bestehend aus Rastersondenmikroskopie, Atomkraftmikroskopie,
Rasternahfeldmikroskopie, optische Rasternahfeldspekiroskopie und
Nahfeldspektroskopie.

Verwendung eines Nahfeldmikroskops mit einer Festkdrper Immersionslinse zur

Analyse von ungefarbten Chromosomen.
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