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Beschreibung
Prioritat

[0001] Diese Anmeldung beansprucht die Prioritat der Britischen Patentanmeldung Nr. 9704054.7, die am 27.
Februar 1997 eingereicht worden ist.

Gebiet der Erfindung

[0002] Diese Erfindung betrifft einen Assay fiir den Nachweis und die Identifizierung von Chromosomenaber-
rationen.

Hintergrund der Erfindung

[0003] Die Identifizierung und Analyse von Chromosomenpraparationen hing bislang von Anfarbemethoden,
die charakteristische Chromosomenbandenfarbungsmuster, welche fiir jedes Chromosom einzigartig sind, er-
zeugen, ab. Die Auflésung der Methode ist gering und kleine Umlagerungen, einschlielich einiger Deletionen
und Duplikationen, sind nicht nachweisbar. Dies hat zu der Einfihrung von Fluoreszenz-in situ-Hybridisierungs
(FISH)-Techniken unter Verwendung von DNA-Sonden, die mit komplementaren Sequenzen auf Chromoso-
men hybridisieren und folglich als spezifische Marker wirken kénnen, gefihrt. Die auf diese Weise hybridisier-
ten Sonden sind gewdhnlich durch Haptene markiert und werden indirekt durch fluoreszierende Antikdrper
nachgewiesen oder direkt durch Fluorochrome, die in die Sonde selbst eingebaut sind, nachgewiesen. Die
Spezifitat der Sonde hangt von ihrer DNA-Sequenz ab und die GréRe des Signals hangt von der Lange der
Sequenz ab. Viele Arten von DNR-Sonden werden in einem Plasmid, Cosmid, kiinstlichen Hefechromosom
oder andersartigen Vektor kloniert.

[0004] Eine andere Klasse von DNA-Sonden verwendet gesamte genomische DNA aus entweder vollstandi-
ger nukledrer DNA oder aus Fraktionen von nuklearer DNA, die ausgehend von verschiedenen Quellen, ein-
schliellich ganzer Zellen und spezieller Chromosomen, erzeugt werden kénnen. Das Ubliche Verfahren zur
Herstellung dieser komplexen Sonden erfolgt durch DNA-Amplifizierung unter Verwendung der Polymerase-
kettenreaktion (PCR) und von DNA-Primern mit zufélliger Sequenz (,random"-DNA-Primer). Die Markierung
wird wahrend der Amplifizierungsprozedur oder durch Nick-Translation nach der Amplifizierung eingebaut. Die
Hybridisierung von diesen Sonden mit Chromosomen resultiert in einer mehr oder weniger gleichférmigen Rei-
he von fluoreszierenden Signalen Gber die gesamte Lange des Chromosoms hinweg. Dies ist als ,chromoso-
me painting" bezeichnet worden und die Sonden, die diesen Effekt erzeugen, sind als ,chromosome paints"
bezeichnet worden.

[0005] ,Paints", die individuellen Chromosomen entsprechen (chromosomenspezifische ,Paints"), kénnen
aus einer PCR-Amplifizierung von mittels Durchflusszytometrie sortierten Chromosomen hergestellt werden.
Sie haben sich als nitzlich bei dem Nachweis und der Identifizierung von Chromosomenaberrationen unter-
halb der Auflésung von zytogenetischen Standard-Bandenfarbungsmethoden erwiesen. Es kdnnen mehrere
Chromosomen-spezifische ,Paints" zusammen verwendet werden, um eine Mehrzahl von Zielchromosomen
nachzuweisen vorausgesetzt, dass verschiedene Fluorochrome fur die Markierung der Sonden, welche von
verschiedenen Chromosomen abgeleitet sind, verwendet werden. Fur eine detailliertere Beschreibung von
modernen zytogenetischen Techniken siehe Ferguson-Smith und Andrews, 1996, ,Cytogenetic Analysis", Ka-
pitel 12, in Emery & Rimoin's PRINCIPLES & PRACTICE OF MEDICAL GENETICS, herausgegeben von D.L.
Rimoin et al., Churchill-Livingstone, London. Zuséatzlich sind fir humane Chromosomen spezifische ,Paints"
verwendet worden, um Homologien in nicht-humanen Spezies durch vergleichende Genomanalyse zu identi-
fizieren (Wienberg & Stanyon, 1995, Curr. Opin. Gen. & Dev. 5:792-97).

Zusammenfassung der Erfindung

[0006] Unter einem Aspekt stellt die Erfindung ein Verfahren zum Nachweisen einer Chromosomenaberration
in einem Tier bereit, indem wenigstens eine detektierbar markierte Chromosomen-spezifische Sonde aus einer
ersten Tierspezies mit einem oder mehreren Chromosomen von einer zweiten Tierspezies hybridisiert wird; ein
aus der Hybridisierung resultierendes Bandenfarbungsmuster detektiert wird; und das detektierte Bandenfar-
bungsmuster mit einem Bandenfarbungsmuster fiir das oder die entsprechende(n) nicht-aberrante(n) Chromo-
som(e) der zweiten Spezies verglichen wird. In einer Ausfliihrungsform dieses Verfahrens wird eine Mehrzahl
(wenigstens zwei) von detektierbar markierten Chromosomenspezifischen Sonden aus der ersten Tierspezies
mit einem oder mehreren Chromosomen einer zweiten Tierspezies hybridisiert und wenigstens zwei der Chro-
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mosomen-spezifischen Sonden sind unterschiedlich markiert.

[0007] In einer Ausfihrungsform der Erfindung sind beide Tierspezies Vertebraten. In verschiedenen Ausfih-
rungsformen ist die erste Tierspezies ein nicht-humaner Primat, beispielsweise ein nicht-humaner Primat aus
der Gattung Hylobates, wie Hylobates concolor und/oder Hylobates syndactylus. In einer Ausflihrungsform der
Erfindung ist die zweite Spezies ein Mensch. Die Hybridisierung kann mit dem vollstdndigen Karyotyp des
zweiten Tiers erfolgen.

[0008] Die Sonden der Erfindung kénnen detektierbar markierte Sonden mit einer oder mehreren Hap-
ten-Spezies, einem Fluorochrom oder beidem sein. In bestimmten Ausfihrungsformen ist das Hapten Biotin,
Digoxigenin oder Fluorescein-isothiocyanat (FITC). Beispiele von Fluorochromen sind FITC, Cyanin-2, Cya-
nin-3, Cyanin-3,5, Cyanin-5, Cyanin-7, Fluorescein, Texas red, Rhodamin, Lissamin und Phycoerythrin. Chro-
mosomenspezifische Sonden der Erfindung kénnen mit mehr als einer Markierung (z.B. 2, 3 oder mehr Hap-
tenen, Fluorochrome oder Kombinationen von Haptenen und Fluorochromen) markiert sein.

[0009] Unter einem damit in Zusammenhang stehenden Aspekt ist die Erfindung auf Zusammensetzungen
von detektierbar markierten Chromosomenspezifischen Sonden aus wenigstens zwei unterschiedlichen Tier-
spezies gerichtet. Die Spezies kdnnen Vertebraten, wie nicht-humane Primaten (z.B. Spezies aus der Gattung
Hylobates, wie Hylobates concolor und Hylobates syndactylus), sein.

[0010] Unter einem anderen damit in Zusammenhang stehenden Aspekt stellt die Erfindung Kits bereit, die
ndtzlich sind, um Chromosomenaberrationen nachzuweisen. In einer Ausfliihrungsform enthalt der Kit eine
oder mehrere detektierbar markierte Chromosomen-spezifische Sonden aus einer nicht-humanen Tierspezies
und eine Photographie oder eine Zeichnung eines normalen humanen Karyotyps, der mit den Sonden gefarbt
ist. In einer Ausfihrungsform enthalt der Kit der Erfindung detektierbar markierte Chromosomen-spezifische
Sonden aus zwei unterschiedlichen Spezies in dem gleichen Behalter. In einer besonderen Ausfihrungsform
sind beide Spezies nicht-humane Primaten, wie Primaten der Gattung Hylobates.

Kurze Beschreibung der Figuren

[0011] Eig. 1 zeigt ein Idiogramm, welches die in situ-Hybridisierung an humane Chromosomen durch Chro-
mosomen-spezifische Sonden aus H. concolor zusammenfasst.

[0012] Fig. 2 zeigt bivariate (zweidimensionale) Durchflusszytometer-Karyotypen (,bivariate flow karyoty-
pes") von (a) mannlichen Hylobates concolor- und (b) weiblichen H. syndactylus-Chromosomen aus lympho-
blastoiden Zellkulturen. Sonden, die durch mit degenerierten Oligonukleotiden als Primer gestartete PCR (,de-
generate oligonucleotide primed-PCR"; DOP-PCR) ausgehend von mittels Durchflusszytometrie sortierten
Chromosomen und in situ-Hybridisierung von diesen Sonden an Gibbon-Metaphasen-Ausbreitungen erzeugt
worden sind, erméglichten die Zuordnung von jedem Peak zu einem Chromosom. Die Chromosomennumme-
rierung folgte Koehler et al., 1995, Genomics, 30:287-292, und Koehler et al., 1995, Am. J. Phys. Anthropol.,
97:37-47. Fur den mannlichen H. concolor wurde ein Y-Chromosom aus der Nahe des Debris-Spikes sortiert
(nicht gezeigt).

[0013] Fig. 3 zeigt ein Idiogramm, welches in situ-Hybridisierungsexperimente zusammenfasst, welche hu-
mane Chromosomen mit Chromosomenspezifischen Sonden, welche von zwei unterschiedlichen Gib-
bon-Spezies (H. concolor und H. syndactylus) abgeleitet worden sind, in Form eines ,Painting" anfarben. Die
Hybridisierungsstellen und die Anzahl der Gibbon-,Painting"-Sonden sind auf der linken Seite jedes Chromo-
soms fur den H. concolor-Gibbon und auf der rechten Seite fiir den H. syndactylus-Gibbon angegeben.

[0014] Fig. 4 zeigt verschiedene Gibbon-Einzelchromosom-Sonden, welche Subregionen des humanen
Chromosoms 1 aus einem Patienten mit einer Transposition (46,XY,inv(1)(p36.1;p31p32) voneinander abge-
grenzt sichtbar machen. Die Sonden stammten aus H. concolor (Concolor)-Gibbon-Chromosomen: (a) Chro-
mosom 5; (b) Chromosom 9; (c) Chromosom 12; und (d) Chromosom 24. Das normale humane Chromosom
befindet sich auf der linken Seite jedes Bilds. Eine mit der Gibbon-Chromosom 12-Sonde nicht markierte Ban-
de in (c) in dem kurzen Arm entspricht dem mit einem Teil der Chromosom 5-Sonde in Form eines ,Painting"
angefarbten Segment. Dieses Segment ist transponiert und nahe des Telomers (a) inseriert, wodurch das Si-
gnal der Gibbon-Chromosom 24-Sonde (d) zerstort wird.

[0015] Fig. 5 zeigt eine Kreuz-Spezies-Farb-Bandenfarbung (,cross-species color banding"; ,CSC-banding")
unter Verwendung von fir Gibbon-Chromosomen spezifischen ,Paints" an humanen Chromosomen. (a) Kary-
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otyp von normalen humanen Chromosomen unter Verwendung des von H. syndactylus abgeleiteten Sonden-
satzes. (b)-(c) Chromosomen-Umlagerungen aus Patienten, die durch CSC-Bandenfarbung (,CSC-banding")
sichtbar gemacht wurden; (b) CSC-Bandenfarbung mit dem H. syndactylus (Siamang)-Sondensatz, welche
eine Metaphase mit einer Translokation t(1;2)(g37;q42.3)) zeigt. In der Metaphase sind die Chromosomen 1
und 2 durch Pfeilspitzen markiert. In dem umrahmten Feld werden umgelagerte Chromosomen durch Pfeile
angegeben; (c) CSC-Bandenfarbung mit dem von H. concolor (Concolor)-Gibbon abgeleiteten Sondensatz,
welche eine Metaphase mit einer perizentrischen Inversion auf Chromosom 2 (inv(2)(p23g13) zeigt. Das nor-
male Chromosom wird mit einer Pfeilspitze angegeben, wahrend das aberrante Chromosom mit einem Pfeil
markiert ist; (d) ausgewahlte Prophase-Chromosomen aus einer Hybridisierung mit einer unterschiedlichen
Farbkombination, welche fir die Chromosomen-Markierung verwendet wird.

Beschreibung der Erfindung

[0016] Vor der Erfindung ist die Nutzlichkeit des ,chromosome painting" fiir die Karyotypen-Analyse begrenzt
gewesen. Obwohl ein herkdbmmliches ,chromosome painting" verwendet werden kann, um interchromosomale
Umlagerungen, wie Translokationen, nachzuweisen, kann es keine intrachromosomalen Umlagerungen, wie
Inversionen, Amplifikationen und Deletionen identifizieren. Dementsprechend wirde ein Verfahren, das die
Detektion von intrachromosomalen Umlagerungen vereinfacht, die Analyse von Chromosomen-Aberrationen
stark verbessern. Eine andere Einschrankung von friheren Methoden des ,chromosome painting" ist die
Kreuzhybridisierung, die zwischen bestimmten nicht-homologen Chromosomen aufgrund der Anwesenheit
von verschiedenen Klassen von repetitiver DNA auftritt. Einige, aber nicht alle, der Kreuzhybridisierungen kon-
nen beseitigt werden, indem mit Cot-1-DNA blockiert wird oder ermdglicht wird, dass man die Sonde mit sich
selbst reassoziieren lasst, bevor sie mit der Chromosomen-Praparation hybridisiert wird (Wienberg et al., 1997,
~Chromosome painting without competitor DNA", Technical Tips Online (http//www.elsevier.com/locate/tto). Bei
einer Verwendung dieser Methoden wird jedoch bei Sonden, die von bestimmten Chromosomen abgeleitet
sind, nach wie vor ein Hintergrund (Kreuzhybridisierung) beobachtet.

[0017] Die Erfindung stellt Verfahren und Reagenzien zum Nachweisen einer Chromosomen-Aberration in ei-
nem Tier unter Verwendung von Chromosomenspezifischen ,Paints" (z.B. hergestellt durch die unterschiedli-
che Markierung von Chromosomenarmen, -regionen und -subregionen), hergestellt aus Spezies, die sich hin-
sichtlich der repetitiven DNA auseinanderentwickelt haben, bereit. Zusatzlich wird eine Charakterisierung auf
subregionaler Ebene erzielt, wenn Chromosomenumlagerungen wahrend der Auseinanderentwicklung (Diver-
genz) aufgetreten sind. In einer Ausflihrungsform wird ein in situ-Hybridisierungs-FISH-System verwendet, um
jede Chromosomen-spezifische Sonde mit einem unterschiedlichen Spektrum von Fluorochromen zu markie-
ren. Dies wird erreicht, indem Fluorochrome in unterschiedlichen Kombinationen und Verhaltnissen fiir jedes
Chromosom kombiniert werden. Die Chromosomen-spezifischen Sonden werden zu einer Hybridisierungs-
sondenmischung (die CSC-Bandenfarbungssonde) gepoolt und mit der Chromosomen-Praparation aus der
Spezies, die sich davon weg entwickelt hat (Divergenz), hybridisiert. Abhangig von der Anzahl von Chromoso-
menumlagerungen, die wahrend der Divergenz der beiden Spezies aufgetreten sind, wird sich unter dem Flu-
oreszenzmikroskop zeigen, dass jedes Zielchromosom aus einer Reihe von unterschiedlich gefarbten Blocken
von konservierter DNA zusammengesetzt ist. Diese unterschiedlich gefarbten Blécke werden hier als ,Banden”
bezeichnet und das Verfahren zur Herstellung von diesen wird als ,Kreuz-Spezies-Farb-Bandenfarbung"
(,cross-species color banding") oder CSC-Bandenfarbung (,CSC-banding") bezeichnet. Durch Vergleichen
des Bandenfarbungsmusters des untersuchten Chromosoms oder Karyotyps mit jenem eines normalen oder
nicht-aberranten Chromosoms oder Karyotyps werden Chromosomen-Abnormalitaten identifiziert.

[0018] Das Verfahren und die neuen Reagenzien der Erfindung sind neben anderen Verwendungen fir die
Analyse von humanen Chromosomen-Aberrationen bei der klinischen Diagnose und bei der Krebs-Zytogenetik
nltzlich. Zusatzliche Anwendungen umfassen Untersuchungen im Rahmen der Tier-Zytogenetik und als bio-
logisches Dosimeter fir klastogene Agentien in Mutationsuntersuchungen unter Verwendung von Zellkulturen
oder Tiermodellen. Das Verfahren hat gegenuber der herkbmmlichen Bandenfarbung (z.B. durch 4,6-Diamini-
do-2-phenylindol [DAPI)-Farbung) oder herkdbmmlichen FISH-Methoden zahlreiche Vorteile, welche umfassen:
1) Intrachromosomale Umlagerungen kénnen zusatzlich zu interchromosomalen Aberrationen und Aneup-
loidien identifiziert werden.
2) Die Kreuz-Hybridisierung zwischen nicht-homologen Chromosomen wird stark verringert, teilweise auf-
grund der intensiven Divergenz von repetitiven DNA-Sequenzen zwischen den Spezies. DNR mit einzigar-
tiger Sequenz ist auf der anderen Seite zwischen den Spezies konserviert. Die Verringerung der Kreuzhy-
bridisierung ermoglicht eine verbesserte Spezifitat, eine Voraussetzung flur eine automatisierte Chromoso-
menanalyse.
3) Da stabile Quellen fir Chromosomen-spezifische DNR-,Paint"-Sonden verwendet werden, ist das Ver-
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fahren hochgradig reproduzierbar.
4) Das Verfahren kann in Verbindung mit vielen Techniken, einschlieRlich Standardfluoreszenzmikroskopie,
kombinatorischer Multi-Fluoreszenz-FISH und mit spektraler Karyotypisierung, verwendet werden.

[0019] Die Erfindung wird jetzt noch detaillierter beschrieben.
I. Definitionen

[0020] Der Ausdruck ,Chromosomen-Bandenfarbung (,chromosome banding") bezieht sich auf eine unter-
schiedliche Farbung von Chromosomen, die in einem Muster von quer verlaufenden Banden von unterscheid-
baren (z.B. unterschiedlich oder abwechselnd gefarbten) Regionen, das fir das individuelle Chromosom oder
die individuelle Chromosomenregion charakteristisch ist (d.h. das ,Bandenfarbungsmuster" (,banding pat-
tern")), resultiert. Herkdbmmliche Bandenfarbungstechniken umfassen G-Bandenfarbung (Giemsa-Farbung),
Q-Bandenfarbung (Quinacrin-Senf (,Quinacrine mustard")-Farbung), R-Bandenfarbung (Reverse Giem-
sa-Farbung) und C-Bandenfarbung (Zentromer-Bandenfarbung).

[0021] Der Ausdruck ,Karyotyp" bezieht sich auf die Chromosomencharakteristik einer individuellen Zelle
oder Zelllinie einer gegebenen Spezies, die sowohl durch die Anzahl als auch die Morphologie der Chromoso-
men definiert wird. Typischerweise wird der Karyotyp als eine systematische Anordnung von Prophase- oder
Metaphase- (oder auf andere Weise kondensierten) Chromosomen aus einer Mikrophotographie oder einem
mittels Computer erzeugten Bild dargestellt. Alternativ kdnnen Interphase-Chromosomen als von Histonen be-
freite DNA-Fasern, die aus Interphase-Zellkernen freigesetzt worden sind, untersucht werden.

[0022] Wie hier verwendet, bezieht sich ,Chromosomen-Aberration" oder ,Chromosomen-Abnormalitat" auf
eine Abweichung zwischen der Struktur des untersuchten Chromosoms oder Karyotyps und einem normalen
(d.h. ,nicht-aberranten") homologen Chromosom oder Karyotyp. Die Ausdriicke ,normal" oder ,nicht-aberrant",
wenn sie sich auf Chromosomen oder Karyotypen beziehen, beziehen sich auf den vorherrschenden Karyotyp
oder das vorherrschende Bandenfarbungsmuster, welcher bzw. welches bei gesunden Individuen einer be-
stimmten Spezies und Gattung gefunden wird. Chromosomen-Abnormalitédten kénnen numerischer oder struk-
tureller Natur sein und umfassen Aneuploidie, Polyploidie, Inversion, Translokation, Deletion, Duplikation und
dergleichen. Chromosomen-Abnormalitdten kdnnen mit der Anwesenheit eines pathologischen Zustands (z.T.
Trisomie 21 bei Down-Syndrom, Chromosom 5p-Deletion bei dem Cri-du-chat-Syndrom und eine groRRe Viel-
zahl von unbalancierten Chromosomenumlagerungen, die zu Dysmorphologie und mentalen Schadigungen
fuhren) oder mit einer Veranlagung dafiir, einen pathologischen Zustand zu entwickeln, korreliert sein.

[0023] ,Chromosomen-spezifische Sonde" oder ,Chromosomen-spezifische ,Paint™ bezieht sich auf eine
Kombination von detektierbar markierten Polynukleotiden, die Sequenzen aufweisen, die den Sequenzen von
DNA aus einem bestimmten Chromosom oder einer bestimmten subchromosomalen Region eines bestimmten
Chromosoms (z.B. einem Chromosomarm) entsprechen (z.B. im wesentlichen die gleichen sind). Die Chromo-
somen-spezifische Sonde wird typischerweise durch Amplifizierung (z.B. unter Verwendung der Polymerase-
kettenreaktion) der entsprechenden chromosomalen DNA hergestellt. Eine Chromosomen-spezifische Sonde
wird in einem im wesentlichen gleichférmigen Muster entlang des Chromosoms oder der subchromosomalen
Region, von welchem bzw. von welcher sie abgeleitet ist, hybridisieren.

[0024] Der Ausdruck ,,CSC-Bandenfarbungssonde" oder ,CSC-Bandenfarbungs,Paint"™ bezieht sich auf eine
Mischung von Chromosomen-spezifischen Sonden. Die CSD-Bandenfarbungssonden der Erfindung umfas-
sen typischerweise eine Mischung von wenigstens zwei, Ublicherweise vielen Chromosomen-spezifischen
Sonden.

[0025] Der Ausdruck ,detektierbare Markierung" bezieht sich in einem allgemeinen Sinne auf eine Gruppie-
rung, wie ein radioaktives Isotop oder eine Gruppe, welche ein solches enthalt, und auf Nicht-Isotopen-Mar-
kierungen, wie Enzyme, Biotin, Avidin, Streptavidin, Digoxigenin, lumineszierende Agentien, Farbstoffe, Hap-
tene und dergleichen. Lumineszierende Agentien kdnnen abhangig von der Quelle der Anregungsenergie als
radiolumineszierend, chemolumineszierend, biolumineszierend und photolumineszierend (einschlieRlich fluo-
reszierend und phosphoreszierend) klassifiziert werden. Der Ausdruck ,fluoreszierend" bezieht sich auf die Ei-
genschaft einer Substanz (wie eines Fluorophors), Licht zu erzeugen, wahrend auf diese Strahlungsenergie,
wie ultraviolettes Licht oder Rdntgenstrahlen, einwirkt. Eine Sonde oder ,Paint" ist ,detektierbar markiert",
wenn sie mit einer detektierbaren Markierung chemisch verknlpft oder assoziiert ist.

[0026] Der Ausdruck ,direkt markiert" bezeichnet eine Polynukleotidsonde mit einer detektierbaren Markie-
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rung, die nach einer Hybridisierung mit einer Zielnukleinsdure ohne weitere reaktive Verarbeitung detektierbar
ist. Ein Beispiel ist ein Polynukleotid, das mit mit Fluoresceinisothiocyanat konjugiertem dUTP markiert ist.

[0027] Der Ausdruck ,indirekt markiert" bezeichnet eine Polynukleotidsonde mit einer detektierbaren Markie-
rung, die nach Hybridbildung mit einem Ziel im Rahmen einer nachfolgenden Verarbeitung weiter umgesetzt
werden muss mit einem oder mehreren Reagenzien, damit damit eine oder mehrere Gruppierungen assoziie-
ren, die schlieBlich in einer detektierbaren Struktur resultieren. Ein Beispiel ist ein Polynukleotid, das mit Digo-
xigenin-konjugiertem dUTP markiert ist, welches unter Verwendung eines mit einem Fluorochrom konjugierten
anti-Digoxigenin-Antikérpers sichtbar gemacht werden kann.

[0028] Nukleinsauresonden sind ,abgeleitet" von einem speziellen Chromosom oder einer speziellen Chro-
mosomenregion, wenn die Sonden Nukleotidsequenzen aufweisen, die im wesentlichen die gleichen sind wie
jene der DNA des Ausgangschromosoms oder der Ausgangschromosomenregion und die spezifisch mit der
DNA des Chromosoms oder der Region hybridisieren.

[0029] Es versteht sich, dass hier Bezugnahmen auf ,Hybridisieren einer Sonde oder ,Paint" mit einem Chro-
mosom" und dergleichen sich auf eine Hybridisierung oder ein Reassoziierenlassen von Nukleinsauresonden
an die DNA des Zielchromosoms beziehen.

Il. Kreuz-Spezies-Farb-Bandenfarbungssonden

[0030] Die Kreuz-Spezies-Farb-Bandenfarbung (,cross-species color banding"; ,CSC-banding") hat die Hyb-
ridisierung von detektierbar markierten Sonden (CSC-Bandenfarbungssonden), welche von den Nukleinsau-
ren von einer oder mehreren Spezies abgeleitet sind, mit den Chromosomen (z.B. Metaphase-Ausbreitungen)
einer unterschiedlichen Spezies zur Folge. Das oder die Chromosom(en), ausgehend von welchem bzw. wel-
chen die Sonden abgeleitet werden, werden manchmal als ,Ausgangschromosom(en)" bezeichnet. Das Chro-
mosom oder die Chromosomen, mit dem bzw. den die detektierbar markierten Sonden hybridisiert werden,
werden manchmal als ,Ziel"chromosome bezeichnet.

[0031] Die Herstellung von CSC-Bandenfarbungssonden umfasst (1) die Auswahl von einer oder mehreren
Spezies, ausgehend von welchen Chromosomenspezifische oder Subchromosonregion-spezifische Sonden
hergestellt werden sollen, (2) Isolierung von Chromosomen und differenzielle Markierung der von den Chro-
mosomen abgeleiteten Chromosomen-spezifischen Sonden und (3) Kombinieren von zwei oder mehreren
Chromosomenspezifischen Sonden, die von Chromosomen von einer oder mehreren Spezies abgeleitet sind,
um die CSC-Bandenfarbungssonden der Erfindung herzustellen.

[0032] Die CSC-Bandenfarbung kann ausgefiihrt werden unter Verwendung von Sonden und Zielchromoso-
men aus jeglichen geeigneten Kombinationen von Spezies. Aus Grinden der Klarheit konzentriert sich die fol-
gende Beschreibung jedoch tberwiegend auf die Verwendung von CSC-Bandenfarbungssonden, die von Nu-
kleinsduren von einer oder mehreren nichthumanen Spezies abgeleitet worden sind, um eine oder mehrere
Chromosomen-Aberration(en) in Zielchromosomen aus einem Menschen nachzuweisen. Es versteht sich,
dass nicht beabsichtigt ist, dass dies den Umfang der Erfindung, der durch die beigefligten Anspriiche definiert
wird, beschrankt.

A. Ausgangschromosomen fir CSC-Handenfarbungssonden

[0033] Die CSC-Bandenfarbungssonden der Erfindung werden ausgehend von anderen DNA-Quellen als je-
ner der Zielchromosome hergestellt. Dementsprechend werden, wenn das Ziel darin besteht, eine Chromoso-
menabnormalitat in einem humanen Chromosom oder Karyotyp nachzuweisen, die CSC-Bandenfarbungsson-
den ausgehend von DNA aus einer nicht-humanen Spezies, wie einem nicht-humanen Tier (z.B. einem
nicht-humanen Vertebraten), hergestellt. Die Sonden aus dem nicht-humanen Chromosom werden mit ent-
sprechenden (homologen) nicht-repetitiven Sequenzen in den humanen Chromosomen hybridisieren. Wichtig
ist, dass viele nicht-humane Chromosomen Umlagerungen von Chromosomenregionen bezogen auf die ho-
mologen Regionen von humanen Chromosomen aufweisen. So wird, wenn DNA-Sonden aus einem bestimm-
ten nicht-humanen Chromosom gleichfdrmig markiert und mit einem oder mehreren humanen Chromosomen
hybridisiert werden, ein nicht-gleichférmiges Hybridisierungsmuster resultieren (welches das Muster der Um-
lagerungen reflektiert), wodurch einem Praktiker erlaubt wird, zwischen verschiedenen Regionen des Zielch-
romosoms zu unterscheiden. Anders gesagt, wird eine Chromosomen-spezifische ,Paint" aus einem Chromo-
som einer nicht-humanen Spezies, das Umlagerungen bezogen auf das humane Chromosom aufweist, bei ei-
ner Hybridisierung mit dem humanen Karyotyp ein Bandenfarbungsmuster bei den humanen Chromosomen

6/23



DE 698 29 860 T2 2005.09.22

erzeugen.

[0034] Eine gleichférmig markierte Sonde aus einem einzelnen Chromosom ermdoglicht jedoch eine begrenz-
te Auflésung der Struktur des oder der humanen Chromosoms oder Chromosome und ist fur die Diagnose oder
Prognose von humanen Krankheiten von begrenzter Nitzlichkeit. Die Auflésung wird betrachtlich verbessert
durch Verwendung einer Mischung von Chromosomen-spezifischen Sonden, die von mehreren unterschiedli-
chen Chromosomen abgeleitet sind, von denen wenigstens einige unterschiedlich markiert sind. Zwei Chro-
mosomen-spezifische Sonden sind bezogen aufeinander unterschiedlich markiert, wenn sie unterscheidbare
detektierbare Markierungen, unterschiedliche Kombinationen von detektierbaren Markierungen, unterschiedli-
che Verhaltnisse von detektierbaren Markierungen tragen oder ansonsten nach einer Hybridisierung mit dem
oder den Zielchromosom(en) unterschieden werden kénnen (z.B. aufgrund der Emission von unterschiedli-
chen Spektren). Techniken fur die unterschiedliche Markierung sind in diesem Fachgebiet wohlbekannt (z.B.
Speicher et al., 1996, Nature Genet. 12:368-75) und werden weiter unten weiter beschrieben.

[0035] So werden in einer Ausfiihrungsform Chromosomen-spezifische Sonden, die jedem Chromosom einer
nicht-humanen Spezies entsprechen, mit einer unterschiedlichen detektierbaren Markierung markiert und fur
eine CSC-Bandenfarbung an humanen Chromosomen verwendet. Haufiger wird weniger als der vollstandige
Satz von Chromosomen aus der nicht-humanen Spezies verwendet werden und zwei oder mehrere Chromo-
somen koénnen die gleiche detektierbare Markierung tragen.

[0036] Mit der MalRgabe bestimmter Zielchromosomen (z.B. dem humanen Karyotyp) wird die Auswahl von
bestimmten Kombinationen von Chromosomen (z.B. nicht-humanen Chromosomen), ausgehend von welchen
geeignete Chromosomen-spezifische Sonden hergestellt werden sollen, die Kombination von Chromoso-
men-spezifischen Sonden und die Auswahl von bestimmten detektierbaren Markierungen von dem durch den
Praktiker gewlinschten AuflésungsausmalR abhangen. Geeignete Kombinationen von nicht-humanen Chromo-
somen, ausgehend von welchen Chromosomen-spezifische Sonden hergestellt werden sollen, kbnnen geman
der Lehre der Beispiele | und Il weiter unten identifiziert werden. Typischerweise werden im Falle von humanen
Zielchromosomen fiir Sonden geeignete Chromosome identifiziert durch:

(1) Isolierung von Chromosomen aus der nicht-humanen Spezies (z.B. unter Verwendung von durchfluss-

zytometrischen Methoden, wie weiter unten beschrieben);

(2) Herstellung von detektierbar markierten Sonden aus jedem isolierten Chromosom (z.B. unter Verwen-

dung von DOP-PCR, wie weiter unten beschrieben);

(3) Hybridisieren der markierten Sonden mit dem humanen Karyotyp, um Regionen mit Homologie zu iden-

tifizieren (z.B. unter Verwendung von Standard-in situ-Hybridisierungstechniken, wie weiter unten beschrie-

ben)

(4) Kartieren von Regionen mit Homologie zwischen dem Ziel-Karyotyp und den Chromosomen oder dem

Karyotyp und den Ausgangschromosomen;

(5) Identifizieren, welche Banden auf dem humanen Karyotyp jeder nicht-humanen Chromosomen-spezifi-

schen Sonde entsprechen und

(6) Auswahlen von Kombinationen von Chromosomen-spezifischen Sonden, um die gewlnschte Anzahl

(z.B. Ublicherweise wenigstens 40) und Verteilung von Banden auf den Zielchromosomen bereitzustellen.

[0037] Kombinationen von Chromosomen-spezifischen Sonden werden fir ein Poolen ausgewahlt, um die
CSC-Bandenfarbungssonden der Erfindung herzustellen derart, dass mehrere unterschiedliche Abschnitte
oder Regionen der (z.B. humanen) Zielchromosomen voneinander abgegrenzt sichtbar gemacht werden (un-
ter der Annahme, dass jede Chromosomen-spezifische Sonde unterschiedlich markiert ist). Typischerweise
werden wenigstens ungefahr 40 unterschiedliche Abschnitte voneinander abgegrenzt sichtbar gemacht, hau-
figer wenigstens ungefahr 70, noch haufiger wenigstens ungefahr 80 und sehr haufig wenigstens ungefahr 90
oder mehr unterschiedliche Abschnitte des Zielchromosoms (z.B. des humanen Karyotyps) voneinander ab-
gegrenzt sichtbar gemacht. Es versteht sich, dass ein detaillierteres Bandenfarbungsmuster héhere Auflo-
sungsausmafe ermdglicht und die Identifizierung von Chromosomenabnormalitaten vereinfacht.

[0038] In einer Ausfihrungsform der Erfindung enthalten die CSC-Bandenfarbungssonden Chromoso-
men-spezifische Sonden, die von einer nichthumanen Spezies (z.B. H. concolor) abgeleitet sind; in alternati-
ven Ausfuhrungsformen kénnen Chromosomen-spezifische Sonden, die von mehr als einer nicht-humanen
Spezies abgeleitet sind, kombiniert werden, wie in Beispiel Il weiter unten beschrieben, um die Auflésung (An-
zahl von unterscheidbaren Banden) nach einer Hybridisierung der CSC-Bandenfarbungssonden mit den Ziel-
chromosomen zu erhéhen. So umfassen in verschiedenen Ausflihrungsformen die CSC-Bandenfarbungsson-
den der Erfindung eine Mischung von Nukleinsduren oder Chromosomen-spezifischen Sonden aus mehr als
einer, z.B. 2, 3, 4 oder mehr unterschiedlichen Spezies, von denen jede von der Spezies der Zielchromosome
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verschieden ist (z.B. nicht-humane Spezies, wenn die Zielchromosomen human sind).

[0039] Wenn die Zielchromosomen human sind, umfassen geeignete nicht-humane Tiere fiir die Erzeugung
von CSC-Bandenfarbungssonden nicht-humane Primaten, andere Saugetiere, Reptilien, Amphibien, Végel
und Fische. In einer Ausfihrungsform ist das nicht-humane Tier ein nicht-humaner Primat, wie ein Affe (z.B.
aus der Subfamilie Hylobatinae oder Ponginae), beispielsweise ein Gibbon (Gattung Hylobates), Orang-Utan
(Gattung Pongo), Schimpanse (Gattung Pan, z.B. Pan troglodytes) und/oder Gorilla (Gattung Gorilla). In einer
anderen Ausfihrungsform ist das nichthumane Tier ein Altwelt-Affe (d.h. Familie Cercopithecidae, wie Pavia-
ne, Mandrills, Makaken, Meerkatzen, Mohrenaffen, Languren, Seidenaffen und die afrikanische griine Meer-
katze (Cercopithecus aethiops) oder ein Neuwelt-Affe, wie Krallenaffen, Brillaffen, Klammeraffen, Kapuziner-
affen, Nachtaffe und wollige Klammeraffen und andere.

[0040] Nicht-humane Primaten sind besonders gute Quellen fir CSC-Bandenfarbungssonden, da (1) sie mit
Menschen ein hohes Ausmal an Konservierung in kodierenden Sequenzen und ein hohes Ausmaf an Diver-
genz in nichtkodierenden Sequenzen gemeinsam haben und (2) viele zahlreiche Umlagerungen bezogen auf
Menschen zeigen. Beispielsweise zeigen die Karyotypen von Gibbons (z.B. H. hoolock, 2n=38; H. lar, 2n=44;
H. syndactylus, 2n=50 und H. concolor, 2n=52) umfassende Chromosomenreorganisationen (z.B. Transloka-
tionen) im Vergleich zu humanen Chromosomen. Ein anderes Beispiel fir geeignete nicht-humane Primaten
sind die Cercopithecus-Affen, bei denen Chromosomenspaltungen vorherrschen (Karyotypen variieren von 2n
= 48 bis 72; siehe Duitrillaux et al., 1979, Hum. Genet. 48:251-314). So sind Sonden, die von den Chromoso-
men dieser Spezies abgeleitet sind, besonders nitzlich, um fir Chromosomenarme spezifische Sonden fiir die
Analyse des humanen Karyotyps zu erzeugen.

[0041] Wie weiter oben angegeben, werden in einigen Ausfiihrungsformen Chromosomen-spezifische Son-
den aus zwei oder mehreren Spezies in den CSC-,Paints" kombiniert, um zuséatzliche Auflésung zu ermdgli-
chen. So sind in einer Ausfihrungsform die CSC-Bandenfarbungssonden eine Mischung von Hylobates con-
color- und H. syndactylus-Sequenzen.

B. Isolation von spezifischen Chromosomensequenzen

[0042] Um Chromosomen-spezifische Sonden herzustellen, die unterschiedlich markiert sind, ist es erforder-
lich, DNA aus dem bzw. den zu markierenden Chromosom(en) in einer Weise von der DNA der anderen Chro-
mosomen (d.h. jenen, die unmarkiert bleiben sollen oder andersartig markiert werden sollen) zu isolieren. In
einer Ausfuhrungsform der Erfindung werden individuelle Chromosomen durch Durchflusszytometrie unter
Verwendung von wohletablierten Methoden isoliert (siehe z.B. Collins et al., 1991, Genomics 11:997-1006;
Rabbitts et al., 1995, Nat. Genet. 9:369-75; und Ferguson-Smith, 1997, Europ. J. Hum. Genet. 5:253-65).

[0043] In anderen Ausfuhrungsformen kénnen die Chromosomen koérperlich getrennt, fragmentiert und die
Fragmente als Klone wie in Van Dilla et al., 1986, Bio/Technology 4:537-52, und Cox et al., 1990, Science
250:245-50 vermehrt werden. Alternativ kann ein vollstandiges Chromosom kdrperlich von der Oberflache ei-
nes Mikroskop-Objekttragers abgeschabt, fragmentiert und die Fragmente als Klone vermehrt werden (Ludeck
et al., 1989, Nature 338:348-50) oder es kdnnen mikropraparierte Fragmente von Chromosomen verwendet
werden (siehe z.B. Trautman et al., 1991, Hum. Genet. 87:495-97). Einzelne Chromosomen aus einer be-
stimmten Spezies kdnnen auch in somatischen Zellhybriden vermehrt und die Sequenzen des Chromosoms
von Interesse unter Verwendung von Spezies-spezifischen PCR-Primern amplifiziert werden (z.B. unter Ver-
wendung von Primer-Oligonukleotiden, die zu im Uberfluss vorhandenen, polydispersen wiederholten
DNA-Sequenzen, die in den Zielchromosomen, nicht aber in den Chromosomen der Wirtszelle vorhanden
sind, komplementar sind (siehe z.B. Nelson et al., 1989, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86:6686-90, welche die
Amplifizierung von humanen Sequenzen aus Mensch-Nager-Zellhybriden unter Verwendung von Alu-spezifi-
schen Primern beschreiben). Es versteht sich, dass die spezielle Methode zum Abtrennen von Chromosomen
von Interesse von anderen fur die Erfindung nicht kritisch ist und dass andere Methoden verwendet werden
kénnen.

[0044] Nach der Isolierung oder Reinigung von speziellen Chromosomenpraparationen (die z.B. ein oder ei-
nige wenige Chromosomen enthalten) kdnnen Chromosomen-spezifische Sonden ausgehend von chromoso-
maler DNA unter Verwendung von enzymatischen Amplifizierungsmethoden, wie der Polymerasekettenreakti-
on (z.B. mit degenerierten Oligonukleotiden als Primer gestartete PCR; Telenius et al., 1992, Genes, Chromo-
somes & Cancer 4:257-63) hergestellt werden. Ist einmal ein Satz von amplifizierten Nukleinsduresonden (z.B.
DOP-PCR-Fragmente) hergestellt, kbnnen die Sonden reamplifiziert werden. Typischerweise werden die Son-
den (deren Lange z.B. vorzugsweise von ungefahr 400 bis ungefahr 1000 Basen reicht) wahrend des Reamp-
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lifizierungsschritts markiert.
C. Markierung von CSC-Bandenfarbungssonden
1. Markierungsmethode

[0045] Die in den CSC-Bandenfarbungssonden der Erfindung verwendeten Chromosomen-spezifischen
Sonden werden mit einer oder einer Kombination von detektierbaren Markierungen markiert (z.B. kann die
Sonde direkt markiert, indirekt markiert oder beides werden). Methoden zum Einbauen (Inkorporieren) von de-
tektierbaren Markierungen in Nukleinsauresonden sind wohlbekannt. Typischerweise werden detektierbare
Markierungen (z.B. als Hapten- oder Fluorochrom-konjugierte Desoxyribonukleotide) in eine Polynukleo-
tid-Sonde wahrend eines Polymerisations- oder Amplifizierungsschritts eingebaut, z.B. durch PCR,
Nick-Translation, Random-Primer-Markierung, Anfligung eines Schwanzes mittels einer terminalen Transfera-
se und andere (siehe Ausubel et al., 1997, CURRENT PROTOCOLS IN MOLECULAR BIOLOGY, Greene Pu-
blishing and Wiley-Interscience, New York). Ein bevorzugtes Verfahren zum Erzeugen der markierten
CSC-Bandenfarbungssonden der Erfindung erfolgt durch mit degenerierten Oligonukleotiden als Primer ge-
startete PCR (,degenerate oligonucleotide primed-PCR"; DOP-PCR) in Gegenwart eines markierten dNTP
(z.B. Cy3-dUTP). Siehe Telenius et al., 1992, a.a.0. Gemal diesem Verfahren wird ein degenerierter PCR-Pri-
mer flr eine im wesentlichen zufallsgesteuerte Amplifizierung von Ziel-DNA aus einer beliebigen Quelle ver-
wendet. Wie weiter oben angegeben, werden die detektierbar markierten Chromosomen-spezifischen Sonden
der Erfindung typischerweise durch Reamplifizierung von isolierten Chromosomen-spezifischen Nukleinsau-
ren erzeugt.

[0046] In einer Ausfuhrungsform werden die Sonden der Erfindung fluoreszierend markiert. Geeignete Fluo-
rochrome flr eine Markierung umfassen Fluoresceinisothiocyanat [FITC] (z.B. FITC-dUTP); Cyanin-Farbstof-
fe, z.B. Cy3 (z.B. Cy3-dUTP), Cy2, Cy3.5, Cy5, Cy5.5, Cy7 [Amersham]; Fluorescein, Texas red, Rhodamin,
Lissamin, Phycoerythrin, F1uorX [Amersham], SyBR Green | & Il [Molecular Probes], Spectrum Green (z.B.
Spectrum-Green-dUTP), Spectrum Orange und dergleichen. Beispiele von indirekten Markierungen, die fir die
Detektion verwendet werden kénnen, umfassen Haptene, wie Biotin (z.B. Biotin-dUTP); Digoxigenin (z.B. Di-
goxigenin-dUTP) und Fluoresceinisothiocyanat. Haptene kdnnen nach der Hybridisierung der CSC-Banden-
farbungssonde mit den Zielchromosomen unter Verwendung eines markierten Anti-Haptens detektiert werden.
Es wird beispielsweise Avidin verwendet, um Biotin-markierte Sonden zu detektieren (z.B. Avidin-Cy-5
[Amersham], Avidin-FITC, Avidin-C-3); Digoxigenin wird mit anti-Digoxigenin-Antikdrpern detektiert (z.B.
FITC-konjugierter anti-Digoxigenin-Antikdrper; Rhodamin-anti-Digoxigenin-Antikdrper, unmarkierter primarer
Kaninchen-anti-FITC-Antikorper, der unter Verwendung eines sekundaren FITC-konjugierten Ziege-anti-Ka-
ninchen-Antikérpers detektiert wird) und dergleichen. Fur die Fachleute auf diesem Gebiet werden zahlreiche
Markierungssysteme ersichtlich sein.

[0047] Wenn eine gegebene Sonde (z.B. eine Chromosomen-spezifische Sonde) mit mehr als einer Markie-
rung markiert wird, kann dies beispielsweise durch Amplifizieren der Sonde in Gegenwart von mehr als einem
markierten Nukleotid (z.B. DOP-PCR in Gegenwart von Cy3-dUTP und FITC-dATP) bewerkstelligt werden.
Haufiger wird jedoch die Markierung bewerkstelligt werden, indem die Chromosomen-spezifische Sonde in
mehrere (z.B. 2) Abschnitte aufgeteilt wird, ein Abschnitt mit einer Markierung markiert wird (z.B. DOP-PCR in
Gegenwart von Cy3-dUTP), der andere Abschnitt mit einer unterschiedlichen Markierung markiert wird (z.B.
DOP-PCR in Gegenwart von FITC-dATP) und die beiden Markierungsreaktionsmischungen zusammengege-
ben werden, um eine mehrfach markierte Sonde herzustellen.

2. Kombinatorische Mehrfarb-FISH

[0048] Wie weiter oben angegeben, umfassen die CSC-Bandenfarbungssonden der Erfindung eine Mehrzahl
von Chromosomen-spezifischen Sonden (z.B. aus nicht-humanen Chromosomen), die unterschiedlich mar-
kiert sind (d.h. wenigstens zwei der Chromosomen-spezifischen Sonden sind unterschiedlich markiert). Dies
erlaubt die Identifizierung von zahlreichen Chromosomen-Subregionen in einem einzigen FISH-Experiment. In
einer Ausfiihrungsform wird jedes Chromosom aus einem nicht-humanen Primaten verwendet, um eine ein-
zigartig markierte Chromosomen-spezifische Sonde herzustellen, wobei jede Sonde eine unterschiedliche Far-
be erzeugt, wenn sie mit den Ziel-Chromosomen hybridisiert wird (und geeignet behandelt wird, z.B. durch Hin-
zugeben eines Avidin-Fluorochrom-Konjugats zu hybridisierten Sonden, die eine Biotin-Markierung umfas-
sen). Wie weiter oben angegeben und wie in den Beispielen nachfolgend veranschaulicht wird, wird haufiger
weniger als der vollstdndige Satz von Chromosomen aus einer bestimmten nicht-humanen Spezies verwendet
werden und zwei oder mehrere Chromosome kdnnen die gleiche detektierbare Markierung tragen. Zusatzlich
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zu den in den Beispielen veranschaulichten Methoden sind im Stand der Technik verschiedene Anséatze fiir ein
Mehrfarben-,chromosome painting" beschrieben worden und koénnen fur die Erfindung adaptiert werden, in-
dem den hier bereitgestellten Leitlinien gefolgt wird. Beispiele einer solchen differenziellen Markierung (,multi-
color FISH") umfassen jene, die von Schrock et al., 1996, Science 273:494-97, und Speicher et al., 1996, Na-
ture Genet. 12:368-75 beschrieben worden sind). Schrock et al., a.a.0., beschreiben eine spektrale Bildge-
bungsmethode, bei welcher Epifluoreszenzfiltersatze und Computersoftware verwendet werden, um eine
Mehrzahl von unterschiedlich markierten DNA-Sonden, die gleichzeitig mit einem Zielchromosomsatz hybridi-
siert worden sind, zu detektieren und zwischen diesen zu unterscheiden. Speicher et al., a.a.0., beschreiben
die Verwendung von verschiedenen Kombinationen von 5 Fluorochromen, um jedes der humanen Chromoso-
me (oder Chromosomenarme) in einer 27-Farb-FISH, welche als ,combinatorial multifluor-FISH" bezeichnet
wird) zu markieren. Es kénnen auch andere geeignete Methoden verwendet werden (siehe z.B. Ried et al.,
1992, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89:1388-92).

[0049] Furdie Fachleute auf diesem Gebiet versteht sich, dass die Farbauflésung des CSC-Bandenfarbungs-
musters teilweise von der Anzahl von Markierungen oder Haptenen, die verwendet wird, abhangt. Eine Ver-
wendung von drei Haptenen vereinfacht die Analyse des CSC-Bandenfarbungsmusters, da die Sonden in ei-
nem einfachen rot/griin/blau (RGB)-Format, welches flr die meisten Fluoreszenzmikroskope und die ubliche
Bildverarbeitungscomputersoftware zuganglich ist, angezeigt werden kénnen (Nederlof et al., 1990, Cytometry
11:126-31; Ried et al., 1992, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89:1388-92). Dieses Arrangement verringert jedoch
die Moglichkeit zur Identifizierung von kleinen telomeren Transpositionen aufgrund von Redundanz bei der
Farbzuordnung.

[ll. In situ-Hybridisierung

[0050] Eine Hybridisierung der CSC-Bandenfarbungssonden der Erfindung an Zielchromosomensequenzen
(z.B. Metaphasen-Ausbreitungen) erfolgt durch Standard-in situ-Hybridisierungs (ISH)-Techniken (siehe z.B.
Gall und Pardue, 1981, Meth. Enzym. 21:470-80; Henderson, 1982, Int. Review of Cytology 76:1-46). Im All-
gemeinen umfasst eine in situ-Hybridisierung die folgenden hauptsachlichen Schritte: (1) Fixierung der zu ana-
lysierenden biologischen Struktur (z.B. eine Metaphasen-Chromosomen-Ausbreitung), (2) Vorhybridisierungs-
behandlung der biologischen Struktur, um die Zuganglichkeit von Ziel-DNA zu erhéhen (z.B. Denaturierung mit
Warme oder Alkali), (3) gegebenenfalls Vorhybridisierungsbehandlung, um eine nicht-spezifische Bindung zu
verringern (z.B. durch Blockieren des Hybridisierungsvermdgens von repetitiven Sequenzen, z.B. unter Ver-
wendung von humaner genomischer DNA), (4) Hybridisierung der Mischung von Nukleinsauren mit den Nuk-
leinsduren in der biologischen Struktur oder dem biologischen Gewebe, (5) Nachhybridisierungs-Waschen, um
bei der Hybridisierung nicht gebundene Nukleinsdurefragmente zu entfernen, und (6) Detektion der hybridisier-
ten Nukleinsaurefragmente. Die in jedem dieser Schritte verwendeten Reagenzien und ihre Verwendungsbe-
dingungen variieren abhangig von der jeweiligen Situation. Ein beispielhaftes Protokoll fir eine Hybridisierung
von CSC-Bandenfarbungssonden wird in Beispiel Il weiter unten bereitgestellt. Hybridisierungsbedingungen
werden ebenfalls im U.S.-Patent Nr. 5,447,841 beschrieben. Es versteht sich, dass zahlreiche Variationen von
in situ-Hybridisierungsprotokollen und -bedingungen bekannt sind und in Verbindung mit der Erfindung durch
Praktiker, indem den hier bereitgestellten Leitlinien gefolgt wird, verwendet werden kénnen.

[0051] Herkémmlicherweise wird eine Hybridisierung von ,chromosome paints" mit Chromosomen ausge-
fuhrt, indem ein Blockierungsschritt verwendet wird, z.B. eine Vorhybridisierung mit unmarkierter Kompeti-
tor-DNA (z.B. Cot-1-DNA). Eine Hybridisierung in Abwesenheit von Kompetitor-DNA, aber unter Verwendung
eines vorab erfolgenden Reassoziierungs- oder Annealingschritts ist von Wienberg et al., 1997, a.a.O., be-
schrieben worden. Wenn diese Methoden verwendet werden, wird bei Sonden, die von bestimmten Chromo-
somen (z.B. 13 und 21) abgeleitet sind, ein Hintergrund (Kreuzhybridisierung) beobachtet. Wenn jedoch die
CSC-Bandenfarbungssonden der Erfindung verwendet werden, ist kein Cot-1-DNA- oder vorab erfolgender
Reassoziierungsschritt erforderlich und die Kreuzhybridisierung ist fiir alle Chromosomen minimal. Ohne sich
auf einen bestimmten Mechanismus festlegen zu wollen, wird angenommen, dass der primare Faktor, der zu
dem Fehlen von Hintergrund-Kreuzhybridisierung beitragt, wenn CSC-Bandenfarbungssonden aus nicht-hu-
manen Primaten in Abwesenheit von Kompetitor-DNA verwendet werden, die hdhere evolutionsbedingte Se-
quenzdivergenz und héhere Variation der Kopienzahlen und chromosomalen Lagen von repetitiver DNA ver-
glichen mit hochkonservierter Einzelkopie-DNA unter Tierspezies ist.

[0052] Die hier offenbarten in situ-Hybridisierungsmethoden der Erfindung zum Nachweisen von Chromoso-
menabnormalitaten (z.B. FISH) kdnnen an einem ganzen Spektrum von biologischen oder klinischen Proben,
in Zellen in Mitose und Meiose oder in Interphase-Zellen ausgefiihrt werden. Beispiele umfassen alle Arten von
Zellkulturen, Lymphozyten des peripheren Bluts, Bukkalabstriche, Berlihrungspraparate (,touch preparati-
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ons"), hergestellt aus unkultivierten primaren Tumoren, Krebszellen, Knochenmark, aus Aspirationsbiopsie er-
haltene Zellen oder Zellen in Korperflussigkeiten (z.B. Blut, Harn, Sputum und dergleichen), Zellen aus Amni-
onflissigkeit, Zellen aus mutterlichem Blut (z.B. fétale Zellen), Zellen aus Testes und Ovar und dergleichen.

IV. Detektion und Bildanalyse

[0053] Die verwendete(n) Detektionsmethode(n) werden von den jeweiligen detektierbaren Markierungen,
die in der CSC-Bandenfarbungssonde verwendet wurden, abhangen. Wenn fluoreszierend markierte
CSC-Bandenfarbungssonden verwendet werden, kann eine Fluoreszenzphotomikroskopie verwendet werden,
um die Ergebnisse einer in situ-Hybridisierung unter Verwendung von Routinemethoden, die in diesem Fach-
gebiet bekannt sind, zu detektieren und aufzuzeichnen. Alternativ kann eine digitale (mittels Computer durch-
geflhrte) Fluoreszenzmikroskopie mit Bildverarbeitungsvermégen verwendet werden.

[0054] In einer Ausflihrungsform werden Bilder der fluoreszierend markierten Chromosome detektiert und
aufgezeichnet unter Verwendung eines computergestiitzten Bildgebungssystems, wie des Applied Imaging
Corporation CytoVision System (Applied Imaging Corporation, Santa Clara, CA) mit Modifikationen (z.B. Soft-
ware, Chroma 84000 Filtersatz und ein verstarkter Filterrevolver). Andere geeignete System umfassen ein
computergestutztes Bildgebungssystem unter Verwendung einer gekiihlten CCD-Kamera (Photometrics,
NU200-Serie, ausgerustet mit Kodak KAF 1400 CCD), gekoppelt mit einem Zeiss-Axiophot-Mikroskop, wobei
Bilder verarbeitet werden, wie von Ried et al., 1992, Pro c. Natl. Acad. Sci. USA 89:1388-92 beschrieben). An-
dere geeignete Bildgebungs- und Analysensysteme werden von Schrock et al., 1996, Science 273:494-97, und
Speicher et al., 1996, Nature Genet. 12:368-75 beschrieben.

V. Kits

[0055] Die CSC-Bandenfarbungssonden der Erfindung werden bequemerweise in Kitform bereitgestellt. In ei-

ner Ausfuhrungsform umfasst der Kit einen Behélter, umfassend eines oder mehrere des Folgenden:
(a) wenigstens ein Flaschchen oder wenigstens einen Behalter, welches bzw. welcher Chromosomen-spe-
zifische Sonden (z.B. ,Painting"-Sonden) aus einem nicht-humanen Tier (z.B. einem nicht-humane Prima-
ten) umfasst, wobei die Sonden entweder detektierbar markiert oder nicht markiert sein kénnen;
(b) wenigstens ein Flaschchen oder wenigstens einen Behalter, welches bzw. welcher Chromosomen-spe-
zifische Sonden (z.B. ,Painting"-Sonden), die markiert oder unmarkiert sein kénnen, aus zwei oder mehre-
ren unterschiedlichen nicht-humanen Tieren (z.B. zwei oder mehreren unterschiedlichen nicht-humanen
Primaten) umfasst;
(c) wenigstens ein Flaschchen oder wenigstens einen Behalter, welches bzw. welcher Chromosomen-spe-
zifische Sonden aus einem oder mehreren humanen Chromosomen umfasst;
(d) wenigstens ein Flaschchen oder wenigstens einen Behalter, wie in (a)—(c) weiter oben beschrieben, wel-
ches bzw. welcher ferner Formamid umfasst;
(e) wenigstens ein Flaschchen oder wenigstens einen Behalter, wie in (a)—(d) weiter oben beschrieben, wel-
ches bzw. welcher ferner NaCl und/oder Natriumcitrat umfasst;
(f) ein separates Flaschchen, das wenigstens eines der folgenden Reagenzien umfasst: Formamid, 4,6-Di-
amidino-2-phenylindol (DRPI), einen anti-Hapten-Antikérper (z.B. anti-FITC-Antikorper), einen detektierbar
markierten sekundaren Antikdrper gegen das anti-Hapten (z.B. anti-FITC)-Antikérper, Fluorochrom-konju-
giertes Avidin, ein Fluoreszenz-Antiverblassungsreagens (z.B. Citifluor oder Vectasheild);
(g) gedruckte Anweisungen zum Nachweisen einer Chromosomenaberration in einem humanen Chromo-
som durch CSC-Bandenfarbung;
(h) eine Photographie oder eine Zeichnung eines normalen humanen Karyotyps, welcher mit den in dem
Kit bereitgestellten Sonden (oder deren Aquivalent) angefarbt worden ist.

[0056] Fur die Fachleute auf diesem Gebiet versteht sich, dass zahlreiche andere Reagenzien oder Zusam-
mensetzungen und Kombinationen von Reagenzien oder Zusammensetzungen in Kitform bereitgestellt wer-
den koénnen.

VI. BEISPIELE
[0057] Die folgenden Beispiele sollen die Erfindung veranschaulichen und sie in keiner Weise beschranken.

Beispiel |

[0058] Metaphase-Ausbreitungen wurden ausgehend von Lymphozyten des peripheren Bluts und von lym-
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phoblastoiden Zelllinien hergestellt und Blutproben wurden von einer normalen humanen mannlichen Person
und aus klinischen Fallen, die Chromosomen-Abnormalitaten zeigten, erhalten. Eine lymphoblastoide Zelllinie
wurde von einem mannlichen Concolor-Gibbon (Hylobates concolor, 2n=52) erhalten. Ein durchflusszytomet-
risches Sortieren von Concolor-Gibbon (HCO)-Chromosomen wurde an einem mit zwei Lasern ausgestatteten
Laser-Zellsorter (FACStar Plus, Becton Dickinson ImmunoCytometry Systems) ausgefihrt. Bivariate (zweidi-
mensionale) Durchflusszytometrie lieferte 25 Peaks, die durch Vergleich von deren Hybridisierungsmustern mit
Homologien, die durch fir humane Chromosomen spezifische ,Paints" auf HCO-Chromosomen aufgedeckt
worden waren, identifiziert wurden. Dies enthilllte, dass fiir einzelne Chromosomen spezifische ,Paints" aus
17 Chromosomen erhalten werden konnten (Tabelle 1). Vier Peaks enthielten zwei Chromosomen (HCO X +
5, HCO 9+ 11, HCO 12 + 15 und HCO 6 + 7). Die Chromosomennummerierung folgte jener von Koehler et al.,
1995, Genomics 30:287-92. Dreihundert bis fiinfhundert Chromosomen von jedem Typ wurden durch eine vor-
ab erfolgende Runde von DOP-PCR amplifiziert, gefolgt von einer sekundaren Amplifizierung, welche markier-
tes dUTP einbaute, wie in Telenius et al., 1992, Genes, Chromosomes & Cancer, 4:257-263, beschrieben.

[0059] Das Sondenmarkierungsschema zur Erzeugung der fluoreszierenden Sonden, die in den Mehrfarbex-
perimenten verwendet wurden, ist in Tabelle 1 weiter unten gezeigt. (Beispiele fur alternative Markierungssche-
mata sind in den Tabellen 2 und 3 weiter unten gezeigt). In diesem Beispiel wurden drei Markierungen verwen-
det, ndmlich Cy-3, FITC und Biotin. Hybridisierung und Detektion erfolgten unter Verwendung einer Modifika-
tion der von Pinkel et al., 1988, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85:9138-42 beschriebenen Vorgehensweise. Je-
doch wurden alle Hybridisierungen in Abwesenheit von unmarkierter Kompetitor-DNA (z.B. Cot-1-DNR) aus-
geflhrt. Mehrfarb-in situ-Hybridisierungsexperimente erforderten 150 ng von jeder DNA-Sonde, die in Ethanol
ausgefallt und in 15 pl Hybridisierungspuffer resuspendiert wurden. DNA-Sonden wurden bei 68°C 7 min de-
naturiert und man lieR® sie durch Inkubation bei 37°C fir 30 min vorab reassoziieren. Die Chromosomen-Pra-
parationen wurden in 70% Formamid/2XSSC bei 68°C 1 min denaturiert und Gber Nacht mit der DNA-Sonden-
mischung bei 37° hybridisiert. Waschen nach der Hybridisierung umfassten 2 x 5 min in 50% Formamid/1 x
SSC bei 45°C und 2 x 5 min in 2 x SSC bei 45°C. Biotinylierte Proben wurden durch Avidin-Cy5 detektiert.
Metaphasen wurden mit der gekihlten CCD-Kamera (Photometrics NU2000, ausgestattet mit einem
KAF1400-Chip), welche mit einem Fluoreszenzmikroskop gekopppelt war, analysiert. Kamerakontrolle und di-
gitale Bilderfassung erfolgten, wie von Ried et al., 1992, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89:1388-92, beschrieben.
Das Zusammenfligen von Chromosomenbildern erfolgte unter Verwendung der Adobe PhotoShop 3.0-Softwa-
re.

[0060] Wenn die HCO-Chromosomen-spezifische ,Paint"-Mischung mit einer Probe von normalen humanen
Metaphasen hybridisiert wurde, wurde das Chromosomenkomplement in 80 separat gefarbte Abschnitte diffe-
renziert, die mit friheren Einzelchromosom-,Painting"-Experimenten unter Verwendung von fir humane Chro-
mosomen spezifischen ,Paints" an Gibbon-Chromosomen (Koehler et al., 1995, a.a.0.) konsistent waren. Die
Hybridisierungseffizienz und -reproduzierbarkeit waren vergleichbar mit jenen der fiir den Mensch spezifischen
,Paints". Abgesehen von den humanen Chromosomenregionen 4g27-gter, 22q und dem Y-Chromosom (ho-
molog zu dem Gibbon-Chromoson 7 und Y, die in der Sondenmischung in diesen Beispiel nicht reprasentiert
waren), wurden humane euchromatische Regionen in ihrer Ganze durch die HCO-Chromosomen-spezifische
LPaint"-Mischung in Form eines ,Painting" angefarbt (Eig. 1). Die HCO-,Paints" zeigten keine Kreuzhybridisie-
rung mit heterochromatischen Regionen von unterschiedlichen menschlichen Chromosomen.

[0061] Mit Ausnahme der humanen Chromosomen 15, 18, 21, 22 und dem X wurde jedes humane Chromo-
som durch mehr als eines und bis zu sechs unterschiedliche Gibbon-Chromosome in Form eines ,Painting"
angefarbt. Zusatzlich zeigten 9 humane Chromosomen (1, 3,7, 9, 10, 11, 14, 17 und 19) zwei oder mehrere
Signale, die sich von einem Gibbon-Chromosom abgeleiteten. Dies zeigt das Auftreten von sowohl Inversionen
wie auch Translokationen wahrend der Divergenz der humanen und der Gibbon-Spezies an.
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TABELLE 1

Markierungsschema fiir fir Gibbon-Chromosomen spezifische Sonden

Chromosom- . 1b 2 3 4 5 Six 16+7 | 8 ° 9/11 _I(T 12/15
Cy3 x X X
Biotin ' X X X X X X
FITC 3 x x X b3
Chromosom' I3 14 [16]17] 18] 19 [20] 21 b | 23 | 24
Cy3 X X X x X X
— Blotf; - X X X X X X - X
FITC x X | X X X 3

TABELLE 2

Markierungsschema fur fur Gibbon-Chromosomen spezifische Sonden

Chromosom- b |2 3 4 SX | 617 8 9 10 |11 12115
FITC X | X X X
Cy3 b X X X
" Cys X X x v lx T x
—
Chromosom. 13 14 |16 |17 |18 |19 20 21 [ 22b {23 |24 |25
FITC X X X b X X X
Cy3 x x x |x [x {x  |x x |x
Cys X X X X X x X
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TABELLE 3

Markierungsschema fir fir Gibbon-Chromosomen spezifische Sonden

Chromosom™ tb |2 3 4 51X | &7 8 9 10 1t | 12/1s
FITC X X X X X
Cy3 x X x X
Cys x | X 1 x x
Chromosom 13 |14 {16 |17 |18 19 20 |21 2b |23 |24 |25 |Y
FITC x X X x X X X X x X
Cy3 X X X X X X X x X
Cys x | . X X X X
Beispiel Il

a) Herstellung und Charakterisierung von Chromosomen-spezifischen Sonden

[0062] Unter Verwendung von FACS und nachfolgender DOP-PCR wurden Chromosomen-spezifische Son-
den aus Hylobates concolor- und H. syndactylus-Chromosomen hergestellt. Kurz zusammengefasst, wurden
Gibbon-Chromosomen unter Verwendung eines durchflusszytometrischen Sortierungssystems mit zwei La-
sern sortiert, wie fir andere Spezies beschrieben (Rabbitts et al., 1995, Nature Genet. 9:369-75; Fergu-
son-Smith, 1997, Europ. J. Hum. Genet. 5 253-65). Chromosomen-spezifische Sonden wurden durch mit de-
generierten Oligonukleotiden als Primer gestartete PCR (,degenerate oligonucleotide primed PCR";
DOP-PCR) direkt ausgehend von den durch Durchflusszytometrie sortierten Chromosomen unter Verwendung
von PCR-Primern und Amplifizierungsbedingungen, wie beschrieben (Telenius et al., 1992, Genes, Chromo-
somes Cancer 4:257-63), erzeugt.

[0063] Um den Inhalt jedes Peaks in dem Durchflusszytometrie-Karyotyp zu identifizieren, wurden mit Hap-
tenen markierte Sonden, die von den individuellen Peaks abgeleitet worden waren, mit den mittels DAPI ge-
farbten Chromosomen der speziellen Spezies hybridisiert. Fig. 2 zeigt den Durchflusszytometrie-Karyotyp der
beiden Spezies. Viele Peaks enthielten nur einzelne Chromosomen, jedoch konnte, insbesondere bei H. syn-
dactylus, eine Anzahl von Chromosomen nicht individuell aufgelést werden, was zu zusammengesetzten Son-
den fuhrte. Es wurden die Gibbon-Sonden, die aus der primaren Reaktion abgeleitet worden waren, und die
gleichen Primer verwendet, um die ,chromosome paints" mit einem oder mehreren von Biotin-dUTP (Vector
Laboratories), FITC-dUTP (Amersham) und Cy3-dUTP (Amersham), wie in Tabelle 4 gezeigt, in 50 pl-Stan-
dard-DOP-PCR-Reaktionen (Rabbitts et al., a.a.0.) zu markieren.
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TABELLE 4
Fluoreszenzmarkierungsschema fir fir Gibbon-Chromosomen spezifische Sonden

(HCO=Hylobates concolor, HSY=H. syndactylus)

Biotin (Cy-5) FITC-dUTP Cy3-dUTP
HCO 2 HCO 8 HCO 1b
HCO3 | HCO 12 HCO 4
HCO S HCO 15 HCO 8
HCO 6 HCO 17 HCO9
HCO 7 HCO 18 HCO 13
HCO 11 HCO 19 HCO 14
HCO 12" - -HCO 20~ - HCO 16
HCO1S5 HCO 22b HCO 18
HCO 16 HCO25 . HSY 13+i4
HCO 17 HSY 3 HSY 22+24
HCO 21 HSY 12

HCO 23 HSY 15

HCO 24 . HSY17

HCO X

[0064] Die in situ-Hybridisierung von Sonden mit menschlichen und Gibbon-Chromosomen wurde ausge-
flhrt, wie zuvor beschrieben (Rabbitts et al., 1995, a.a.0.). Es war keine Cot-1-DNA flir eine Suppression not-
wendig, sowohl fir die Hybridisierungen von Gibbon-Sonden an Gibbon-Chromosomen als auch von Gibbon
an humane Chromosomen. Die mit Biotin markierten ,chromosome paints" wurden mit Avidin-Cy-5
(Amersham) detektiert. Digitale Bilder wurden unter Verwendung einer gekiihlten CCD-Kamera (Photometrics
NU200-Serie, ausgerustet mit Kodak KAF 1400 CCD), gekoppelt mit einem Zeiss-Axiophot-Mikroskop erhal-
ten. Kamerakontrolle und Erfassung des digitalen Bilds (8 Bit-Grauskala) setzten einen Apple Macintosh-Com-
puter ein. Die Bilder wurden verarbeitet, wie beschrieben (Ried et al., 1992, Proc. Natl. Acad. Sci. USA
89:1388-92). Photographien aus den Bildern wurden direkt aus dem Computer aufgenommen. Fir jedes in
Form von ,Painting" angefarbte Chromosom wurden wenigstens zehn Metaphasen ausgewertet, um die mit
einer jeglichen speziellen Sonde hybridisierten Bereiche zu definieren.

[0065] Eine Hybridisierung von Gibbon-,Painting"-Sonden mit humanen Chromosomen zeigte, dass mit Aus-
nahme der humanen Chromosomen 15, 18, 21, 22 und der Geschlechtschromosomen jedes Chromosom in
wenigstens zwei und bis zu sechs Subregionen differenziert wurde. Einige humane Chromosomen zeigten nur
schlechte subregionale Differenzierung mit Sonden, die von beiden Spezies abgeleitet worden waren, wah-
rend andere humane Chromosomen hochgradig differenziert wurden. Insgesamt konnte der humane Karyotyp
in 81 homologe Segmente mit Sonden, die von H. concolor abgeleitet worden sind, und 74 Segmente mit Son-
den, die von H. syndactylus abgeleitet worden sind, differenziert werden. Fig. 3 liefert eine Zusammenfassung
der Ergebnisse in einem Idiogramm von humanen Chromosomen. Um zwischen identischen und lediglich ahn-
lichen Subregionen, die durch Sonden aus unterschiedlichen Gibbon-Spezies im Rahmen eines ,Painting" an-
gefarbt werden, zu unterscheiden, wurden auch Hybridisierungen zwischen Gibbons ausgefiihrt. Dies zeigte
beispielsweise, dass das auf dem humanen Chromosom 19 mit Sonden, die sowohl von H. concolor als auch
H. syndactylus abgeleitet worden sind, erhaltene Muster identisch war (Fig. 3), wohingegen auf dem humanen
Chromosom 17 die Hybridisierung zwischen den beiden Gibbons klar unterschiedliche Umlagerungen anzeig-
te.
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b) Verwendung von fir Gibbon-Chromosomen spezifischen Sonden, um humane Chromosomen-Aberrationen
zu identifizieren

[0066] Fur Gibbon-Chromosomen spezifische ,Paints" wurden als diagnostische Werkzeuge bei verschiede-
nen Patienten angewendet, um Chromosomenumlagerungen, einschlie3lich Inversionen, Transpositionen und
Aneuploidien, zu identifizieren. Bei einem der Patienten identifizierten H. concolor-,Painting"-Sonden eine Um-
lagerung innerhalb des Chromosoms 1 (Fig. 4). Die Ergebnisse zeigen eine Transposition von Chromosom 1
p31 p32-Material in die Bande 1 p36.1 an. Bemerkenswerterweise fallen die Deletionsbruchstellen sowohl in
1 p31 und 1 p32 mit den Grenzen von H. concolor-Chomosom 5-Material, welches zu dieser Region homolog
ist, zusammen, was auf ahnliche Bruchstellen sowohl bei der Entwicklung des Gibbon-Chromosoms als auch
bei der humanen Pathologie hinweist.

¢) Verwendung von CSC-Bandenfarbungssonden fir die Karyotypen-Analyse

[0067] Fur Gibbon-Chromosomen spezifische ,Paints" wurden nicht nur in Einzelhybridisierungsexperimen-
ten, sondern auch in Pools, welche kombinatorisch markierte Sonden aus individuellen Spezies enthielten, ver-
wendet. In einem Einzel-Experiment wurde der gesamte humane Karyotyp in einem Mehrfarb-Format abgren-
zend sichtbar gemacht, was zu einem Bandenfarbungsmuster (d.h. Kreuz-Spezies-Farb-Bandenfarbung) flihr-
te. In diesen Experimenten wurden einzelne Gibbon-,Paints" zu drei Sondensatzen (wie in den Tabellen 1-3),
die mit entweder Cy-3-dUTP, FITC-dUTP, Biotin-cUTP (detektiert mit AvidinCy-5) oder Cy5-dUTP markiert wa-
ren und Falschfarben in rot, griin und blau (RGB) zeigten, gepoolt. Vier Mikroliter (enthaltend ungefahr 300 ng)
von jeder individuellen Gibbon-Sonde wurden gepoolt, mittels Ethanol prazipitiert und in 15 pl 50% Formamid,
2 x SSC, 10% Dextransulfat resuspendiert. Die boolesche Kombination von diesen Sondenpools (Nederlof et
al, 1990, Cytometry 11:126-31; Ried et al., 1992, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89:1388-92) fihrte zu einem sie-
ben Farben-CSC-Bandenfarbungsmuster. Regionen des humanen Karyotyps, mit welchen Chromoso-
nen-spezifische Sonden, die in nur einem Pool vorhanden waren, hybridisierten, erschienen entweder rot, grin
oder blau; Regionen, mit welchen Chromosomen-spezifische Sonden aus mehr als einem Pool hybridisierten,
zeigten definierte gemischte Farben des RGB-Spektrums. Jedes humane Chromosom zeigte ein einzigartiges
Bandenfarbungsmuster, das fir den Sondensatz, welcher von den zwei Gibbon-Spezies abgeleitet worden
war, unterschiedlich war. Das beobachtete CSC-Bandenfarbungsmuster entsprach jenem, das aufgrund der
~Painting"-Daten unter Verwendung von individuellen Sonden (Fig. 3) erwartet worden war.

[0068] Fig. 5a zeigt einen humanen Karyotyp, der unter Verwendung von aus H. syndactylus-Chromosomen
hergestellten Sonden gefarbt worden ist. In diesem Karyotyp wurden keine Chromosomenaberrationen detek-
tiert. Klinische Falle, die mit der CSC-Bandenfarbung analysiert wurden, sind in Fig. 5b und Fig. 5¢c gezeigt.
Fig. 5b zeigt eine CSC-Bandenfarbung mit einem H. syndactylus-Sondensatz, welcher eine Metaphase mit ei-
ner Translokation (t(1;2)(g27;942.3)) zeigt, und 5c¢ zeigt eine CSC-Bandenfarbung mit einem Sondensatz, der
von dem H. concolor-Gibbon abgeleitet worden ist, welche eine Metaphase mit einer perizentrischen Inversion
auf Chromosom 2 (inv(2)(p23g13) zeigt. Eine sogar noch differenziertere CSC-Bandenfarbung wurde erzielt,
indem Sonden aus den beiden unterschiedlichen Spezies gemischt wurden (Tabelle 4 und Eig. 3). Dies ver-
besserte die Auflosung von Chromosomen-Subregionen uber jene, die bei Verwendung einer einzigen Spezies
erzielt wurde, hinaus.

Beispiel Il

[0069] Dieses Beispiel beschreibt die Verwendung einer H. concolor-CSC-Bandenfarbungssonde bei der hu-
manen Karyotypisierung. Die CSC-Bandenfarbungssonde wird hergestellt, wie in Beispiel 1 weiter oben be-
schrieben und wird gemafl dem Schema von Tabelle 2 markiert. Die Sonde wird suspendiert, typischerweise
zu einer Konzentration von ungefahr 10-30 Nanogramm pro Mikroliter von jeder Chromosomen-spezifischen
Sonde, in Formamid-Hybridisierungspuffer (50% Formamid, 10% Dextransulfat, 2 x SSC, 40 mM NaPO4 (pH
7), 1 x Denhardt's Losung (Ausubel et al., 1997, CURRENT PROTOCOLS IN MOLECULAR BIOLOGY, Gree-
ne Publishing and Wiley-Interscience, New York), 120 ng/ul Lachssperma-DNA).

[0070] Metaphase-Praparationen werden aus einer humanen Lymphozyten-Zellkultur unter Verwendung von
Standardmethoden hergestellt. Die Zellsuspension wird sanft gemischt und ein Tropfen auf den Objekttrager
durch Auftropfen aus ungefahr einem Zoll oberhalb des Objekttragers aufgetragen. Ein Tropfen von frisch her-
gestelltem, bei 4°C befindlichem Methanol-Eisessig (3:1)-Fixiermittel wird hinzugefiigt und man l&sst den Ob-
jekttrager an der Luft trocknen. Nach der Untersuchung der Metaphasen unter einem Phasenkontrastmikros-
kop lasst man die Objekttrager iber Nacht bei Raumtemperatur lufttrocknen.

16/23



DE 698 29 860 T2 2005.09.22

[0071] Die Objekttrager werden in einem 65°C-Ofen 1 h vor der Hybridisierung inkubiert. Sie werden dann in
100 Ethanol 5 min dehydratisiert und man lasst sie lufttrocknen. Um die Chromosomen zu denaturieren, wer-
den die Objekttrager in einem Coplin-Gefal3, welches Denaturierungslésung enthalt, bei 65°C 90 s inkubiert.
Die Denaturierungslésung wird hergestellt, indem 5 ml 20 x SSC, 10 ml gereinigtes Wasser und 35 ml Forma-
mid gemischt werden und der pH auf 7,0 eingestellt wird. Die Objekttrager werden dann durch Eintauchen in
eiskaltes 70%-iges Ethanol fur 2 min gequencht. Die Proben werden in einer Ethanol-Reihe (70, 70, 90, 90,
100 Ethanol, jeweils 2 min) dehydratisiert.

[0072] Um die CSC-Bandenfarbungssonde zu denaturieren, wird sie bei 37°C 5 min erwarmt, durch sanftes
Vortexen gemischt und zentrifugiert. 12 pl Sonde werden in ein 0,5 pl-Mikrozentrifugenréhrchen transferiert
und durch Inkubieren bei 65°C fur 10 min denaturiert. Die denaturierte Sonde wird auf 37°C gebracht und in-
nerhalb von 2 h verwendet. Die denaturierte Sonde wird auf die Objekttrager pipettiert und ein 22 mm x 22
mm-Deckglaschen wird darauf gelegt. Das Deckglaschen wird unter Verwendung von Kautschukzement ver-
siegelt und der Objekttrager wird Uber Nacht bei 37-42°C inkubiert.

[0073] Nach der Hybridisierung und ohne dass man die Objekttrager auf irgendeiner Stufe austrocknen lasst,
wird der Kautschukzement entfernt und die Deckglaschen werden durch Inkubieren des Objekttragers in einem
Coplin-Gefal, welches 2 x SSC enthalt, fir 5 min fortgeschwemmt (20 x SSC wird hergestellt, indem 175,3 g
NaCl und 88,2 g Natriumcitrat in 800 ml gereinigtem Wasser gelést werden, der pH auf 7,0 eingestellt wird und
das Volumen auf 1 | eingestellt wird). Die Objekttrager werden 2 x 5 min bei 45°C in 50% Formamid in 1 x SSC,
2 x5 minin 2 x SSC bei der gleichen Temperatur gewaschen und 10 min bei 45°C in 4XT-Ldsung (4 x SSC,
0,05% Tween-20) inkubiert.

[0074] 200 pl einer 1:200-Verdiinnung von Kaninchen-anti-FITC in 4XT werden auf den Objekttrager pipet-
tiert, mit einem 25 mm x 40 mm-Parafilm-Deckglaschen und Parafilm bedeckt und in einer befeuchteten Kam-
mer bei 37°C 20-30 min inkubiert. Nach Waschen fiir 3 x 5 min in 4XT bei 45°C werden 200 pl einer 1:200-Ver-
dinnung einer 1:100-Verdiinnung von Ziegeanti-Kaninchen-FITC in 4XT hinzugesetzt und der Objekttrager
wird in einer befeuchteten Kammer bei 37°C 20-30 min inkubiert und 3 x 5 min in 4XT bei 45°C gewaschen.
(Beide Immunglobulin-Praparationen sollten bei Raumtemperatur inkubiert, bei 12000 Upm 10 min zentrifu-
giert und das Pellet vor der Verwendung verworfen werden.)

[0075] Die Objekttrager werden dann in 2 x SSC, welches 0,1 ug/ml DAPI (4,6-Diamidino-2-phenylindol) ent-
halt, wenigstens 2 min inkubiert, abtropfen gelassen, in Eindeckmedium (wie VectaShield) eingedeckt, trocken
getupft und mit Nagellack versiegelt. Die FISH-Signale werden dann unter Verwendung eines Applied Imaging
Corporation (AIC) CytoVision System (Kat.Nr. CKS1102 oder CUS1402), erganzt mit geeigneter Software, ei-
nem Chroma 84000 Filtersatz und einem verstarkten Filterrevolver (z.B. dem AIC RxFISH CytoVision System)
gemal den Anweisungen des Herstellers untersucht. Der resultierende Karyotyp wird mit jenem einer norma-
len humanen Metaphase, die mit den gleichen Reagenzien (nicht notwendigerweise gleichzeitig) behandelt
worden ist, verglichen und Chromosomenaberrationen in der untersuchten Metaphase werden aufgezeichnet.

[0076] Die Erfindung stellt neue Verfahren und Materialien, welche sich auf die Karyotypen-Analyse und die
Diagnose und Behandlung von Krankheiten beziehen, bereit. Obwohl spezielle Beispiele bereitgestellt worden
sind, dient die obige Beschreibung der Veranschaulichung und nicht der Beschrankung. Den Fachleuten auf
diesem Gebiet werden nach der Priifung dieser Unterlagen viele Variationen der Erfindung ersichtlich sein. Der
Umfang der Erfindung sollte dementsprechend nicht unter Bezugnahme auf die obige Beschreibung bestimmt
werden, sondern sollte stattdessen unter Bezugnahme auf die beigefligten Anspriiche bestimmt werden.

Patentanspriiche

1. Verfahren zum Nachweisen einer Chromosomenaberration in einer ersten Vertebratenspezies, umfas-
send:
(a) in situ-Hybridisierung einer Mehrzahl von Chromosomenspezifischen Sonden aus einer zweiten Vertebra-
tenspezies mit der ersten Vertebratenspezies, wobei die erste und die zweite Spezies unterschiedlich sind und
die Sonden unterschiedliche detektierbare Markierungen tragen;
(b) Detektieren eines Bandenmusters, welches aus der Hybridisierung resultiert; und
(c) Vergleichen des detektierten Bandenmusters mit einem Bandenmuster fiir das entsprechende nicht-aber-
rante Chromosom der Vertebratenspezies.

2. Verfahren nach Anspruch 1, wobei die erste Vertebratenspezies human ist.
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3. Verfahren nach Anspruch 1 oder Anspruch 2, wobei die zweite Vertebratenspezies ein nicht-humaner
Primat ist.

4. Verfahren nach Anspruch 3, wobei der nicht-humane Primat Hylobates concolor ist.

5. Verfahren nach einem der vorangegangenen Anspriiche, wobei die Anzahl von unterschiedlichen Mar-
kierungen 3 ist.

6. Verfahren nach einem der vorangegangenen Anspriiche, wobei die Markierungen aus Biotin, Cyanin-3
und Fluoresceinisothiocyanat ausgewahlt werden.

Es folgen 5 Blatt Zeichnungen

18/23



DE 698 29 860 T2 2005.09.22

Anhangende Zeichnungen
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