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1. Einleitung

1.1 Mechanismen der Tumorentstehung

Die genetische Basis von Tumorerkrankungen &/t sich u. a. belegen durch das
Auftreten spezifischer Chromosomen Rearrangements bel bestimmten Neoplasien [1],
wie der Translokation 9;22 bel der chronischen myeloischen Leukamie (CML) (siehe
1.2.2) und der Trandokation 15;17 bel akuter promyelozytischer Leukdmie, FAB
(French- American British classification) Subtyp M3 (AML M3). Diese Assoziation
bestimmter Tumortypen mit spezifischen Translokationen steht moglicherweise in
Zusammenhang mit der physikalischen Nahe der betelligten, auf verschiedenen
Chromosomen liegenden, Loci [2-4]. Diese Genndhe, die scheinbar abhéngig von
Zé€lltyp, Differenzierungsstadium und Zellzyklusstadium auftritt, erhdht moglicherweise
die Wahrscheinlichkeit einer Rekombination zwischen den betroffenen Genloci [4].

Onkogene und Tumorsuppressorgene stellen Hauptklassen von Genen dar, die bei
der Tumorentstehung eine Rolle spielen [5]. Onkogene wurden anhand von Tumor-
verursachenden Retroviren in Vogel- und Nagetier-Modellen entdeckt: Einige Spezies
haben wahrend ihrer Evolution eine Kopie bestimmter Saugetiergene in ihr Genom
integriert. Die Protoonkogene sind die normalen Gegenstiicke dieser Gene im
Saugergenom. Sie haben enstscheidende Bedeutung fir Embryonalentwicklung,
Zellerneuerung in adulten Geweben Differenzierung und programmierten Zelltod
(Apoptose). Punktmutationen, ChromosomenTransl okationen oder
Genamplifizierungen kénnen zu einer erhdhten Expression oder einer veranderten
Struktur dieser Gene fuhren und sie so in ihre onkogene Version Uberfuhren. Diese
Mutationen in Protoonkogenen sind mit einem Gewinn an Funktion verbunden (,gain-
of-function-mutations*) [5]. Tumorsuppressorgene dagegen erhaten ihre Tumor-
auslosende Form Uberwiegend durch ,loss-of-functionmutations’, also den Verlust
ihrer normalen Funktion durch Mutationen. Entdeckt wurden die Tumorsuppressorgene
durch die Identifizierung von Keimbahnmutationen, die Individuen flr ererbte
Krebsformen prédisponieren, und durch die Untersuchung von Chromosoment
Verlusten in Tumoren. Ahnlich wie die Onkogene haben Tumorsuppressorgene

Funktionen bei Wachstumsregulation, Differenzierung und programmiertem Zelltod.
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Die sogenannten DNA-Reparaturgene wirken indirekt auf die Krebsentstehung: Ihr
Funktionsverlust ebnet den Weg fur die Entwicklung von Mutationen, die dann die
Zdelproliferation beeinflussen. Haber & Fearon ordnen die DNA-Reparaturgene den
Tumorsuppressorgenen zu [5].

Die Gentheorie der Tumorentstehung und —progression geht von der Entwicklung
eines malignen Klons aus einer einzigen gestorten Korperzelle aus (Klonalitét): Nach
einer Initialmutation kommt es Uber einen Mehrschritt-Mechanismus mit sequentiellen
Mutationsereignissen zur vollen Auspragung des malignen Phanotyps [1]. Fearon &
Vogelstein erlautern in ihrem Mehrschrittmodell der Kolonkarzinogenese grundiegende
Prinzipien der Tumorentstehung [6]. |hr Modell beinhaltet folgende Hauptpunkte:

1. Kolorektale Tumoren entstehen durch Mutationen, die Onkogene aktivieren,
assoziiert mit solchen, die Tumorsuppressorgene inaktivieren.

2. Mutationen in mindestens vier bis funf Genen sind fir die Ausbildung des
malignen Tumors erforderlich.

3. Die Summe der erworbenen Genom-Verdnderungen ist fur die Festlegung der
Tumor-Eigenschaften entscheidend, weniger die Reihenfolge ihres Auftretens.

4. Manche Tumorsuppressorgene sind auf der zelluléren Ebene moglicherweise
nicht rezessiv, d. h. schon der Verlust nur eines Allels hat einen Effekt auf den
Phénotyp (dominant negative Mutationen).

Die generellen Eigenschaften dieses Modells kdnnten auch auf andere epitheliae
Neoplasien anwendbar sein [6]. Zudem finden sich Parallelen zu den Mechnismen der
Transformation und Progression bei der chronischen myeloischen Leuk&mie (CML), die
in dieser Arbeit behandelt wird. Die CML wird durch die Aktivierung des
Protoonkogens ¢ABL initiiert. Der Progresson zum maligneren Phanotyp geht die
Aktivierung weiterer Protoonkogene (c-Myc, Ras), gepaart mit der Inaktivierung
verschiedener Tumorsuppressorgene (p53, RB1, p16'™**), voran. Diese Gene kénnen
in unterschiedlicher Zahl und Kombination an der Progression der CML beteiligt sein,
z. T. erkennbar am Auftreten bestimmter Chromosomenaberrationen. So ist das haufig
bei CML-Blastenkrisen auftretende Isochromosom i(17q) mit dem Verlust des auf
17p13 lokalisierten Tumorsuppressorgens p53 gekoppelt. Hier scheint der Verlust nur
eines Allels eines Tumorsuppressorgens fur die maligne Transformation ausreichend zu
sein. Ein weterer moglicher Mechanismus der Progression ist die Amplifikation des
BCR/ABL-Fusionsgens, u. a durch das Auftreten zusétzlicher Philadelphia-
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Chromosomen. Sowohl beim Kolonkarzinom als auch bel der CML vollzieht sich im

Verlauf der Erkrankung eine Entwicklung hin zu grof3erer Malignitét.

1.2 Chronische myeloische Leukdmie

Als Leukdmien bezeichnet man Erkrankungen der Blutzellsysteme. Sie sind
charakterisiert durch unkontrollierte Proliferation und Akkumulierung pathologischer,
»unreifer*, funktionell gestorter weil3er Blutzellen im Blut und in den parenchymatdsen
Organen, vor allem in Knochenmark, Milz, Leber und Lymphknoten [7]. Sie kdnnen
eine akute oder chronische Verlaufsform haben und sind meist mit einer
Uberproduktion an Granulozyten (myeloische Leukémien) oder Lymphozyten
(lymphatische Leuk&mien) verbunden. Akute Leukdmien sind maligne Erkrankungen
hamatopoetischer Zellen, die unbehandelt innerhalb sehr kurzer Zeit todlich verlaufen.
Sie sind durch das Auftreten unreifer Zellen (Blasten) im Knochenmark und peripheren
Blut gekennzeichnet [7]. Die sogenannten chronischen myeloproliferativen
Erkrankungen (CMPE), zu denen auch die CML z&hlt, sind neoplastische
Transformationen hamatopoetischer Stammzellen. Sie sind durch extramedullére
Blutbildung, Uberwiegend in der Milz, charakterisiert (myeloische Metaplasie). Sie
haben gewohnlich einen chronischen Verlauf, konnen aber mehr oder weniger in eine
akzelerierte Phase bzw. in einen Blastenschub Ubergehen, d. h. in aggressive, akute

Erkrankungen transformieren [8;9].

1.2.1 Klinische Merkmale

Die chronische myeloische Leuké&mie (CML) tritt mit einer Haufigkeit von einem
bis zwel Falen unter 100.000 Personen im Jahr auf und ist fur 15 % der adulten
Leuk&mien verantwortlich. Das mittlere Alter bei Erstdiagnose liegt zwischen 45 und
55 Jahren, 12 bis 30 % der Patienten sind 60 Jahre oder dlter [10]. Die klinischen
Symptome sind u. a Leistungsabfall, Mudigkeit, Gewichtsverlust, Andmie und
Oberbauchschmerzen, bedingt durch Vergrof3erung von Leber und Milz.



1. Einleitung 1.2 Chronische myeloische Leukamie 4

Die CML ist charakterisert durch die klonale Expansion einer primitiven
pluripotenten hamatopoetischen Stammzelle, die die Fahigkeit zur Differenzierung in
die myeloide, monozytéare, megakaryozytare und erythrozytére Linie besitzt, sogar B
und T-Zellen kdnnen betroffen sein [11].

Ein weiteres Kennzeichen der CML ist ihr Verlauf in mehreren Phasen: Nach
einer initialen chronischen Phase kommt es Uber die akzelerierte Phase zur Entstehung
einer sekundaren akuten Leukamie, dem sogenannten Blastenschub [12]. Die initiale
chronische Phase, deren mittlere Dauer 4 — 5 Jahre betrégt, ist durch eine ausgepragte
Hyperplasie des Knochenmarks gekennzeichnet [13]. Die Dauer der akzelerierten Phase
betragt weniger als 1 bis 1,5 Jahre [14]. 20 — 25 % der Patienten sterben in der
akzelerierten Phase, weitere 20 — 25 % treten in die Blastenkrise ein, ohne die
akzelerierte Phase zu durchlaufen [14]. Die Blastenkrise wird durch die massive
Proliferation unreifer hamatopoetischer Zellen definiert und kann lymphatische,
myeloische, erythroide und megakaryozytéare Zellen betreffen [13]. Sie fuhrt innerhalb

von drei bis sechs Monaten zum Tod [15].

1.2.2 Zytogenetik

Zytogenetisch ist die CML durch ein verkirztes kleines akrozentrisches
Chromosom charakterisiert, dem Philadel phia (Ph)-Chromosom [16-18]. Dieses entsteht
durch die reziproke Translokation t(9;22)(g34.1;g11.2) (Abb. 1) und fihrt zur Fusion
des Protoonkogens c-ABL (,,Abelson murine leukemia virws), das auf dem Chromosom
9 lokalisiert ist, mit dem BCR (,, breakpoint cluster region“)-Gen auf Chromosom 22
[19-21].
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22 Ph 9 der(9) 22 Ph

oA

Abb. 1: Die zur Entstehung des Philadelphia (Ph)-Chromosoms fiihrende Translokation
t(9;22)(934.1;q11.2).

(A) Darstellung der Translokation 9;22 in Ideogrammen. (B) Die Chromosomen 9 und 22 sowie die
derivativen Chromosomen eines Patienten mit Ph-positiver CML in der G-Banderung.

Auch bei 5 — 6 % der Kinder und 15 — 30 % der Erwachsenen mit akuter
lymphatischer Leuk&mie (ALL) [22;23] sowie bei etwa 2 % der Erwachsenen mit

akuter myeloischer Leukamie [23;24] ist ein PhrChromosom nachweisbar.

Das Ph-Chromosom ist in ca. 90 % aller CML-Félle nachweisbar, in etwa 85 %
verursacht durch die klassische Trandokation (9;22), wéhrend 5 — 10 % die Folge
varianter Translokationen sind. In 5 — 12 % dler CML-Fdle ist das PhChromosom
nicht nachweisbar [25-27].

Die varianten zur Entstehung von Ph-Chromosomen fuhrenden Translokationen
werden traditionell, auf der Grundlage der klassischen Bénderungs-Analyse in zwei
Untergruppen eingeteilt: Die einfachen varianten Translokationen, an denen neben dem
Chromosom 22 ein weiteres Chromosom beteiligt ist, sowie die komplexen varianten
Trandokationen, bei denen neben den Chromosomen 9 und 22 ein bis drei weitere
Chromosomen involviert sind [25;26]. Die Resultate genauerer zytogenetischer
Untersuchungen sowie molekulargenetischer Analysen der BCR/ABL-Fusion weisen
auf eine Beteiligung des Chromosoms 9 auch bei einfachen varianten Transl okationen
hin [25]. Auf allen Chromosomen wurden Bruchpunkte gefunden, die an der Bildung
varianter CML-Translokationen beteiligt sind, Haufungen von Bruchpunkten treten in
den Banden 3p21, 1113, 12p13, 17925 und 22913 auf [25]. Patienten, die komplexe
Philadel phia- Transl okationen aufweisen, unterscheiden sich in ihren hamatologischen

und klinischen Eigenschaften nicht von solchen mit einfachen Translokatioren [14].
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In5 — 12 % aller CML-Féle wird bel der zytogenetischen Anayse kein Ph
Chromosom gefunden [25-27]. In einem Drittel bis der Hélfte dieser Ph-negativen Félle
ist das BCR/ABL-Fusionsgen molekular-zytogenetisch durch Fluoreszenz in situ
Hybridiserung (FISH) (sehe 1.2.6, 1.3.2) bzw. molekulargenetisch (Southern blot-
Analyse, Reverse TranscriptionPolymerase Chain Reaction (RT-PCR), Western blot)
(siehe 1.2.6) nachweisbar [11;26]. Die BCR/ABL-Fusion kann durch Insertion des
ABL-Gens von Chromosom 9 in das BCR-Gen auf Chromosom 22 entstehen [28;29],
oder auch durch komplexe Chromosomenrearrangements, die zytogenetisch nicht
nachweisbar sind [28;30-32]. Kurzlich wurden Félle beschrieben, in denen das
BCR/ABL-Fusionsgen auf Chromosom 9 liegt [33;34]. Diese Patienten mit Ph
negativer, BCR/ABL-positiver CML haben dieselben klinischen und hdmatol ogischen
Eingenschaften wie Patienten mit Ph-positiver CML [25;35;36].

Dierestlichen 5 — 7 % aller klinisch diagnostizierten CML-Falle sind sowohl Ph
Chromosoment negativ als auch BCR/ABL-negativ [11;25;26]. Sie gehtren haufig in
andere diagnostische Kategorien [25;26], wie die chronische myelomonozytische
Leukamie (CMML) [37;38], die atypische CML (aCML) [39;40], die juvenile CML
(JCML) und die chronische neutrophile Leukamie (CNL).

Wadhrend des grofiten Teils der chronischen Phase der CML bleibt die
Trandokation (9;22) die einzige Aberration. In 75 — 85 % der Félle treten vor oder
gleichzeitig mit der Progression der CML, also mit der Transition in die akzelerierte
Phase und Blastenkrise, zusétzliche Chromosomenaberrationen auf. Die haufigsten mit
der Progression assoziierten sekunddren Chromosomenmutationen (,major route
changes’) sind Trisomie 8 (+8), Isochromosom 17 [i(17q)], ein zusétzliches Ph
Chromosom (+Ph) und Trisomie 19 (+19) [10;25;26;41]. Bei 70 — 75 % der
transformierten Féle ist mindestens eine dieser Aberrationen nachweisbar [26;41].
Seltenere Aberrationen (, minor route changes‘) sind Monosomien der Chromosomen 7,
17 und Y (7, -17, -Y), Trisomien der Chromosomen 17 und 21 (+7, +21) und die
Trandokation t(3;21)(g26;g22). In 15 % der Féalle tritt mindestens eine dieser
Mutationen auf [25;41].
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1.2.3 Molekulargenetik

Das Protoonkogen ¢ ABL auf Chromosom 9 zeigt Sequenz-Homologie mit dem
v-ABL-Onkogen, das fur die OnkogertAktivitdt des ,, Abelson murine leukemia virus'
verantwortlich ist. Das phylogenetisch hochkonservierte ABL-Gen gelangte vermutlich
wéhrend der Evolution durch Rekombination zwischen dem Maus-Retrovirus und dem
zelluldren Gen in den Virus [11]. Es besitzt 11 Exons (al bis all) und hat eine Lange
von etwa 230 kb. Es weist zwei alternative erste Exons auf, 1a und 1b, die durch das
175 kb grol3e erste Intron verbunden sind [10;42] (Abb. 2). Die Bruchpunkte im c-ABL-
Gen sind Uber eine ca. 200 kb lange Region zwischen den Exons 1b und 2 vertellt,
wobel die meisten innerhalb des ersten Introns lokalisert sind [42]. Somit wird bei der
Translokation 9;22 fast das gesamte ABL-Gen auf das Chromosom 22 trangloziert, die
Exons 2 — 11 eingeschlossen. Die Exons 1la und 1b kénnen ebenfalls betelligt sein
[11;42].

Das zweite an der Trandokation 9;22 beteiligte Gen wird als BCR (breakpoint
cluster region)-Gen bezeichnet. Es hat eine Lange von ca. 130 kb und besteht aus 25
Exons, zwei mutmaldliche aternative Exons, e1” und €2, inbegriffen [11] (Abb. 2). Bel
der Mehrzahl der CML-Patienten liegen die Bruchpunkte im BCR-Gen innerhab einer
5,8 kb-Sequenz, der sogenannten major breakpoint cluster region (M-bcr). Diese besteht
aus funf Exons (b1 — b5), die den Exons 12 — 16 des Gens entsprechen [10;11]. Die
Bruchpunkte liegen innerhalb von Introns dieser Region, zwischen den Exons b2 und b3
oder zwischen b3 und b4. Das BCR/ABL-Fusionsgen stellt eine transkriptionelle
Einheit dar, die durch den BCR-Promotor reguliert wird [43]. Nach Transkription und
Spleiflen entstehen zwei 8 — 8,5 kb lange Arten von Fusionr mRNASs [44;45]: It das
Abl-Exon 2 mit dem BCR-Exon 13, das dem Exon b2 der M-bcr entspricht, verkntpft,
so spricht man von einer b2a2-Verbindung. Die Verbindung des ABL-Exons 2 mit dem
BCR-Exon 14 (M-bcr-Exon b3), wird as b3a2-Verbindung bezeichnet. Das
Translationsprodukt ist ein 210 kD-Fusionsprotein (p210RABL) welches in nahezu
alen CML-Féllen vorhandenist [46;47].

Neben der M-bcr enthdlt das BCR-Gen die sogenannte minor breakpoint cluster
region (m-bcr), eine ca. 10 kb grof3e Region im ersten Intron, in der bel etwa 50 % der
Erwachsenen und 80 % der Kinder mit Ph-positver akuter lymphatischer Leukamie
(ALL) sowie in wenigen CML-Fdllen die Bruchpunkte liegen [10;22;42;48]. Die
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resultierende mRNA ist 7 kb lang und die Verknipfung wird als ela2-Verbindung
bezeichnet [22]. Das nach Trandation daraus entstehende 190 kD-Hybridprotein
(p190B°RABLY hesitzt ebenfalls eine verstéarkte Tyrosinkinase- Aktivitat.

Eine dritte Bruchpunktregion wurde 3'-wérts der M-bcr-Region zwischen den
Exons €19 und €20 gefunden: Die micro-ber (mbcr)-Region [10;11]. Es resultiert ein
Transkriptionsprodukt mit e19a2-Verknipfung. Aus dieser Verknlpfung resultiert ein
230 kD-Hybridprotein (p230). Bruchpunkte in der mbcr-Region, die bei der CML
aullerst selten sind, treten vermutlich bel der chronischen neutrophilen Leukdmie und
der Thrombozytose auf [10;11].

In Ausnahmeféllen der CML treten die Bruchpunkte im BCR- oder ABL-Gen
aul3erhalb der definierten Regionen auf [26;29].

Chromosom 22 Chromosom 9

—1p 9

<=
— 1a
; BCR <

— a2
— a3
> ABL 1

p=

Y Ik

000 , 1 ela2 —> pigg™

Em O, 000, 1 b2a2 |
L, 0, 1 b3a2 } p210™™
0 e, I on , 1 e19az —> p23Qeve

Abb. 2: Translokation t(9;22)(q34;q11).

Das Philadelphia (Ph-) Chromosom resultiert aus der Verknipfung des 3'-ABL-Segmentes von
Chromosom 9 mit dem 5-BCR-Segment auf Chromosom 22. Die Buchpunkte im ABL-Gen liegen
zwischen den Exons 1b und 2 in einer 200 kb grofRen Region verteilt. Die Bruchpunkte im BCR-Gen
liegen bel der Mehrzahl der CML-Patienten in der major breakpoint cluster region (M -bcr), die aus flnf
Exons (b1 — b5) besteht, die den Exons 12 — 16 des Gens entsprechen. In seltenen Féllen der CML liegen
die Bruchpunkte in der minor breakpoint cluster region (m-bcr), in sehr seltenen Fallen in der micro-ber
(mbcer). In Abhangigkeit von der Bruchpunktregion (m-bcr; M-bcr; frbcr) resultieren verschiedene
mRNA (ela2; b2a2, b3a2; el9a2), die zu veschiedenen Fusionsproteinen translatiert werden
(PLOOPCRABL : 501 QBCRABL - 1o30BCRIABLY 'v/erandert nach [23).
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1.2.4 Transformation durch die BCR/ABL-Fusion

Dem BCR/ABL-Fusionsprotein wird die Hauptrolle bei der neoplastischen
Transformation Ph-positiver CML zugesprochen. Das normale ABL-Genprodukt gehort
zu einer Familie von Tyrosinkinasen. Diese katalysieren die Ubertragung des
endstandigen Phosphat-Resten von ATP auf Tyrosin. Fir eine pathogene Rolle des
BCR/ABL-Proteins spricht:

Estransformiert Fibroblastenzellen in vitro [49].

Es transformiert unreife hdmatopoetische Zellen in vitro [50-52].

Es induziert eine CML-dhnliche Erkrankung in Maéausen (be retroviraer

Transduktion in Maus-Knochenmarkszellen mit anschlief3ender

Knochenmarkstransplantation) [53-56].

Es fihrt zur LymphomInduktion in transgenen Mausen (Einschleusung des

BCR/ABL-Fusionsgens in die Maus-Keimbahn) [57]; Méause, die fiir p190BCRABL

transgen sind, enwickeln eine akute Leukamie [58].

Es hat eine wesentliche hthere Tyrosinkinase-Aktivitdt als das normale ABL-

Genprodukt p145 [59].

Die wachsumsfordernde Aktivitét des haufig bei akuter lymphatischer Leukamie
(ALL) vorkommenden p190®RABL st starker als die des bei CML vorkommenden
p2108°RABL [51:60]. Dies erscheint in Anbetracht der akuten Krankheitsform der ALL
folgerichtig [61].

Das BCR/ABL-Fusionsprotein interferiert vermutlich mit zelluldren Signal-
Transduktions-Wegen, die normalerweise an der Kontrolle von Zelltod und
Proliferation beteiligt sind [62]. Eine zunehmende Resistenz gegeniiber einer Reihe
apoptotischer Stimuli in BCR/ABL-exprimierenden Zellen wurde berichtet [63;64].
Eine Ausnahme hildet die Ceramid-induzierte Apoptose, die durch die BCR/ABL-
Expression verstérkt wird [65]. Welterhin induziert BCR/ABL in héamatopoetischen
Zellinien Faktor-unabhangiges Zellwachstum [66-68]. Vermutlich ist die Apoptose-
Inhibition, weniger die Zunahme der Proliferation, der Priméreffekt des BCR/ABL-
Fusionsproteins. Myeloide Vorlauferzellen der CML haben im Vergleich zu
untransformierten Vorlauferzellen keine Verénderung in ihrer Proliferationsrate [69].
Aullerdem haben sie keine Wachstumsfaktorunabhangigkeit der Proliferation sowie
keine erhthte Responsivitét gegentiber Cytokinen [63;70;71]. In einer temperatur-
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sensitiven Mutante von BCR/ABL in BaF3-Zellen setzt die Induktion der Proliferation
ca. zwel Wochen spéter als die Apoptose-Hemmung ein [68]. Dies spricht klar fur die
Tatsache, dal3 die BCR/ABL-Expression primér die Apoptose, nicht die Proliferation,
beeinflusst. Dafir sprechen auch die Ergebnisse von Rowley et al. an der CML-Zellinie
K562: Die Verringerung der BCR/ABL-Expression durch Antisense-Oligonukleotide
fuhrte zu einer deutlich reduzierten Apoptose-Inhibition, die Proliferationsrate dagegen
blieb unbeeinflusst [72]. Die erhthte Proliferation ist mdglicherweise ein sekundérer
Effekt, verursacht durch die Apoptose-Hemmung und dem daraus resultierenden
verlangerten Uberleben der Zellen.

Es werden verschiedene Wege der Signal- Transduktion durch das BCR/ABL-
Fusionsprotein diskutiert. Mindestens drei davon scheinen fir die transformierende
Wirkung der BCR/ABL-Fusion unerladich zu sein: der Ras-abhéngige Weg, der Jun-
Kinase-Weg und der P13-Weg [62].

1.2.5 Progression

Nach der initialen chronischen Phase kommt es Uber die akzelerierte Phase zur
Entstehung einer sekundéren akuten Leukamie, dem sogenannten Blastenschub [9;12].
Die Blastenkrise dhnelt einer akuten Leukdmie und fuhrt innerhalb von drei bis sechs
Monaten zum Tod [15]. Sie ist charakterisiert durch die massive Proliferation unreifer
hématopoetischer Zellen. Der Beginn der Blastenkrise kann auf verschiedene Arten
definiert werden, u. a. dadurch, dal3 der Anteil der Blasten und Promyelozyten mehr as
30 % der Leukozyten im peripheren Blut ausmacht, oder dal} Blasten und
Promyelozyten mehr als 50 % der kernhaltigen Zellen im Knochenmark ausmachen [9].

Man nimmt an, da3 die Progression zur Blastenkrise durch das Auftreten
sekundérer Mutationen in Tumorsuppressorgenen oder Protoonkogenen bewirkt wird
[62]. Hinzu kommt eine, teilweise durch Duplikation des Ph-Chromosoms verursachte,
erhbhte BCR/ABL-Expresson [73]. Die zytogenetischen Veranderungen bel der
Progression der CML lassen sich z. T. mit molekularen Veranderungen korrelieren.

Folgende Gene kdnnen u. a. betroffen sein: p53 (auf Chromosom 17p13), RB1 (13g14),



1. Einleitung 1.2 Chronische myeloische Leukamie 11

c-Myc (8q14), p16'NK* (9p21), RAS und AML/EVI-1, ein Fusionsprotein, das aus der
Translokation t(3;21)8926;022) resultiert[10;23].

Bel 20 - 30 % der CML-Patienten in der Blastenkrise ist ein Verlust der Funktion
des Tumorsuppressorgens p53 nachweisbar [10;62]. Das Auftreten des |sochromosoms
17q geht eindeutig mit dem Verlust des p53-Gens einher. pb53 ist en
Tumorsuppressorgen  mit  negativer  regulatorischer  Funktion in  der
Zellzyklusprogression. Der Verlust von p51 fuhrt zu einer Apoptose-Resistenz [62;74]
und ist ausschliefdlich mit einer myeloiden Transformation gekoppelt [74]. Skorski et al.
stellten einen direkten Zusammenhang zwischen dem Verlust der p53-Funktion und der
Progression der CML her: Durch Infektion mit einem BCR/ABL-positiven Retrovirus
erhielten  normale  Knochenmarkszellen  einen  leichten, p53-defiziente
Knochenmarkszellen einen erheblichen Proliferationsvorteil [75].

Bel bis zu 50 % der Patienten mit lymphoider Transformation treten homozygote
Deletionen des Tumorsuppressorgens pl16™N<*A af [76]. Veranderungen von RB1, ¢
Myc-Amplifikationen und RAS-Mutationen sind seltener [10].

1.2.6 Diagnostik

Neben der konventionellen Zytogenetik (u. a G-Banderung) werden zur
Diagnostik der CML auch molekular-zytogenetische sowie molekulargenetische
Methoden eingesetzt.

Der Nachwels der BCR/ABL-Fusion mittels FISH zur Quantifizierung der
Erkrankung ist unter Verwendung einer einzigen oder mehrerer, differentiell markierter,
DNA-Sonden moglich. Fir die Hybridisierung auf Interphase-Zellen eignen sich gut
Einzelkopie-Sequenzen, die Bruchpunkt-angrenzend oder Bruchpunkt-ibergreifend sein
konnen: Werden zwei Sonden verwendet, die an den Bruchpunkt auf dem Ph
Chromosom angrenzen, so ergeben sich auf Ph-positiven Zellen zwel Signale auf den
normalen Chromosomen 9 und 22, sowie zwel verschiedenfarbige Signale auf dem Ph
Chromosom, die dicht nebeneinander liegen oder fusioniert sein kénnen [77-82]. Bel
Verwendung einer einzigen, bruchpunkttbergreifenden Probe ergeben sich auf Ph

positiven Zellen drei Signale [83;84]. Ebenso méglich ist die Kombination einer
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Bruchpunkt-tbergreifenden mit einer Bruchpunkt-angrenzenden Probe, aus der sich drei
einzelne sowie ein Fusionssignal ergeben [84].

Die Vortelle der FISH-Anayse im Vergleich zur G-Bandenanalyse liegen im
genaueren Nachweis der Grole des Ph-positiven Klons, auch im Verlauf von
Erkrankung und Therapie [80-82]. AuRerdem lassen sich niedrigere Anteile Ph
positiver Zellen nachweisen und FISH ist auch auf Knochenmarks-Direktpréparationen
moglich [80]. Zudem ist FISH eine zuverldssige Methode zum Nachweis der
BCR/ABL-Fusion bei Phnegativer CML [85].

Werden zwel Bruchpunkt-Ubergreifende DNA-Proben fir die BCR/ABL-FISH
verwendet, so ergeben sich fur ene Ph-Chromosomenpostive Zelen zwel
Fusionssignale, eines auf dem Ph-Chromosom und eines auf dem derivativen
Chromosom 9. Daher nennt man diese Technik D-FISH (double fusion) [86;87] oder 2F
FISH (two fusion signals) [88]. Im Gegensatz dazu kann man die oben beschriebene
FISH-Technik, die nur ein Fusionssignal ergibt, als SFISH (single fusion) oder 1F-
FISH (one fusion signal) bezeichnen. Die Anwendung der D-FISH zum quantitiativen
Nachweis der BCR/ABL-Fusion hat im Vergleich zur SFISH mehrere Vorteile: Die
Haufigkeit der falsch-positiv sowie die der falsch negativ gewerteten Zellen ndhert sich
Null, so dal3 die Anzahl der betroffenen Zellen auf wenige Prozentpunkte genau
bestimmt werden kann. So kénnen auch sehr kleine Antelle BCR/ABL-positiver oder —
negativer Zellen nachgewiesen werden. Aullerdem lassen sich variante Ph
Trand okationen nachweisen [86-88].

O'Brien et a. erachten innerhalb der (molekular-)zytogenetischen Diagnostik der
CML bei Erstdiagnose die G-Bandenanalyse zur zytogenetischen Charakterisierung als
essentiell, sowie Hypermetaphase-FISH (siehe 1.3.1) wichtig fur die Ermittlung der
Haufigkeit von Phpositiven Zelen [27]. Wéahrend der Behandlung der CML dient
Interphase-FISH zur Uberwachung des Anteils Ph-positiver Zellen, die G-Banderung
kann dann zur Identifizierung eventuell auftretender sekundérer Aberrationen eingesetzt
werden. Fuhrt die Interphase-FISH zu einem negativen Resultat, so ist laut O Brien
Hypermetaphase- FISH eine Mdglichkeit zur Ermittlung des ,,minimal residual disease”
(MRD) [27;89-91].

Die BCR/ABL-Fusion kann neben den (molekular-) zytogenetischen Techniken u.
a auch auf DNA-Ebene (Southern blot) und RNA-Ebene (reverse transcription

polymerase chain reaction, RT-PCR) nachgewiesen werden. Bei der Southern blot-
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Analyse wird gesamtgenomische DNA von Patienten mit geeigneten
Restriktionsenzymen verdaut, gelelektrophoretisch aufgetrennt und auf eine
Nitrocellulose- oder Nylon-Membran Ubertragen (,, geblottet”). Nach Hybridisierung mit
Sonden fir BCR und ABL wird anhand der Fragmentldngen festgestellt, ob ene
BCR/ABL-Fusion vorliegt oder nicht [92-95]. Bei der RT-PCR erfolgt die reverse
Transkription der mRNA des Patienten, d. h. deren Umsetzung in copy-DNA (cDNA)
durch eine reverse Transkriptase, ausgehend von einem 3"-ABL-Primer. Die erhaltene
MRNA wird per PCR unter Verwendung von Primern, die die BCR/ABL-Fusionsstelle
flankieren, amplifiziert und dann gelektrophoretisch aufgetrennt [45;96-98].
Weiterentwicklungen dieser Methoden sind die kompetitive quantitative RT-PCR [99],
diein situ RT-PCR [100] und die , real time* quantitative RT-PCR [101].

1.2.7 Die CML-Zellinie K562

Die Leukamie-Zéellinie K562 stammt von einer Patientin mit PhrChromosoment
positiver CML in der Blastenkrise [102]. Die Zellen dieser Linie sind undifferenzierte
pluripotente Zellen der granulozytdren Rethe [103]. In der Vergangenheit wurden
bereits verschiedene zytogenetische Untersuchungen der Zellinie K562 durchgefihrt,
um sie im Detall zu charakterisieren. Lozzio & Lozzio fanden ein Ph-Chromosom sowie
einen langen akrozentrischen Marker, den sie als Trandokation 15;17 interpretierten
[102]. Die von ihnen untersuchten Kurzzeit-Kulturen der Zellinie waren hypodiploid,
wéahrend die Langzeit-Kulturen einen anndhernd triploiden Karyotyp aufwiesen. In den
darauffolgenden Jahren wurden weitere zytogenetische Untersuchungen der Zellinie
vorgenommen. Collins & Groudine fanden einen Ph-positiven hyperdiploiden Karyotyp
[104], Dimery et al. klassifizierten die Zellinie as Phpositiv und annghernd triploid
[105]. In mehreren weiteren Analysen wurde der K562-Karyotyp as Ph-negativ und
annaghernd triploid charakterisiert [78;106-109]. Wiederholt wurden ein oder zwei
mutmaldich vom Ph-Chromosom abstammende Chromosomen, zusammengesetzt aus
amplifizierten BCR/ABL-Fusionsgenen, nachgewiesen [78;104;107-109], der von
Lozzio & Lozzio as t(15;17) beschriebene Marker (s. 0.) ist aler Wahrscheinlichkeit
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nach mit diesem Marker identisch [102]. Mdglicherweise ist ein solches maskiertes Ph
Chromosom die Ursache fur die Immortalisierung der Zellinie K562 [109].

In dieser Arbeit wurde die Zelinie K562 mittels comparativer genomischer
Hybridisierung (CGH), Fluoreszenz in situ Hybridisierung (FISH), GBanden-Analyse
und Multiplex-FISH (M-FISH) untersucht. Durch die kombinierte Anwendung dieser
Methoden konnte der Karyotyp der Zellinie K562 aufgedeckt werden. Dieser Karyotyp
wurde mit Daten aus der Literatur verglichen [78;102;104;107;109-111].
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1.3 Klassische und molekulare Zytogenetik

1956 gelang Tjio und Levan die Bestimmung der menschlichen
Chromosomenzahl (n = 46) [112]. Seitdem sind die Methoden zur
Chromosomendarstellung standig weiterentwickelt worden: In den frihen sechziger
Jahren erlaubte die homogene Chromosomenférbung erste Anwendungen der
zytogenetischen Diagnostik. Dabel lag der Schwerpunkt auf dem Nachweis numerischer
Aberrationen, insbesondere des Down-Syndroms (Trisomie 21) (Ubersichtsartikel:
[113]). Aber auch die erste spezifische mit einer Tumorerkrankung assoziierte
Chromosomen-Aberration wurde gefunden, das Philadel phia-Chromosom [16] (siehe
1.2.2). Durch die Entwicklung von Techniken zur ChromosomenBanderung Anfang
der siebziger Jahre wurde es mdglich, ale menschlichen Chromosomen anhand ihres
Bandenmusters zu identifizieren [114]. So wurde auch die Diagnose struktureller
ChromosomenAberrationen moglich, u. a. wurde die der Entstehung des Philadelphia-
Chromosoms zugrundeliegende Transl okation aufgeklart [17].

Die sogenannten molekular- zytogenetischen Methoden leiten sich von der
Technik der in situ Hybridisierung ab. Diese wurde erstmals 1969 veroffentlicht [115].
Dabei werden mittels spezifischer DNA-Proben die dazu komplementéren
Chromosomenareale markiert. Der Nachweis der Proben erfolgte zunéchst radioaktiv
[115-117], spéter durch Fluoreszenzfarbstoffe, wobei man von ,Fluoreszenz in situ
Hybridisierung® (FISH) spricht [118;119]. Die FISH ist u. a in der prénataen
Diagnostik sowie der Tumordiagnostik einsetzbar (siehe 1.3.1).

Die Technik des ,chromosome painting” [120;121] ermdglicht es, ganze
Chromosomen mittels FISH spezifisch nachzuweisen. Die Entwicklung ging weiter
Uber die Darstellung von bis zu 12 verschiedenen Farben in einer Hybridisierung
[122;123] bis hin zur differentiellen Darstellung aller 24 menschlichen Chromosomen
mit den Methoden der Multiplex-Fluoreszenz in situ Hybridisierung (M-FISH)
[124;125] (siehe 1.3.3) und des , spectral karyotyping“ (Sky) [126]. Diese 24-Farben
FISH ermdglicht die Charakterisierung komplexer Karyotypen, indem sich sowohl
kryptische Rearrangements aufdecken als auch Chromosomen unbekannter Herkunft
identifizieren lassen. Zu den neuesten Entwicklungen gehdren Methoden der Farb-
Banderung von Chromosomen: So gibt es das ,,cross-species colour banding”, bei dem

Probensdtze, die aus den Chromosomen anderer Spezies hergestellt wurden, auf
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menschliche Chromosomen hybridisiert werden [127], auch als Rx-FISH bezeichnet
[128]. Daneben lassen sich durch die Verwendung subregionaler FISH-Proben
Bandemuster fur einzelne Chromosomen erzeugen [129;130] oder auch der gesamte
Karyotyp bandern [131], wofUr der Begriff ,chromosomal bar code” geprégt wurde
[130;132].

Bel den bisher genannten FISH-Techniken handelt es sich um inverse Techniken,
d. h. aus normaler DNA erstellte Proben werden auf zu untersuchende M etaphasen oder
—Interphasen hybridisiert. Im Gegensatz dazu wird bel der comparativen genomischen
Hybridisierung (CGH) die zu untersuchende DNA auf gesunde Referenz-M etaphasen
hybridisiert, die CGH ist somit eine reverse FISH-Technik. Sie wurde erstmals 1992
beschrieben [133]. Die CGH ist unabhangig von mitotisch ausreichend aktiven Zellen
des Tumors und ermoglicht es, das gesamte Genom in  nur enem
Hybridisierungsexperiment auf Gewinne und Verluste chromosomalen Materials hin zu

untersuchen.

1.3.1 Fluoreszenz in situ Hybridisierung

Die Technik der in situ Hybridisierung (ISH) wurde erstmals 1969 verdffentlicht
[115;116]. Dabei wird die DNA fixierter Chromosomen bzw. von Interphasekernen
denaturiert, d. h. die DNA wird ,in situ” denaturiert. Die denaturierte chromosomale
DNA wird in Gegenwart denaturierter ProbenrDNA renaturiert, so dald sich die DNA
der Probe an komplementére Sequenzen der Chromosomen anlagert. Anfangs wurden
die in der ISH eingesetzten Proben durch Radioisotope wie CH), ¢%J), ?P) und (°9)
markiert, die mittels Autoradiographie detektiert wurden [115-117].

Heute erfolgt die Detektion der Proben-DNA durch Fluoreszenzfarbstoffe, wobei
man von ,Fluoreszenz in situ Hybridiserung® (FISH) spricht. Die ersten FISH
Methoden beruhten auf indirekter Fluoreszenz-Markierung der Proben, zu der Hapten
modifizierte Nukleotide wie Biotin-11-dUTP, Biotin-16-dUTP und Digoxygenin-11-
dUTP eingesetzt werden [118;119;134-138]. Biotin 18/ sich per Affinitésmarkierung
durch Avidin, das an einen Fluoreszenzfarbstoff gekoppelt ist, nachweisen.

Digoxygenin wird immunologisch durch Anlagerung eines Digoxygenin-spezifischer
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Antikorpers, der mit einem Fluoreszenzfarbstoff gekoppelt ist, nachgewiesen. Bel der
FISH eingesetzte Fluoreszenzfarbstoffe sind z. B. Rhodamin oder TRITC (Tetraethyl-
Rhodamin-1sothiocyanat) und Fluorescein oder FITC (Fluorescein-1sothiocyanat), die
unter dem Fuoreszenzmikroskop durch Anregung mit Licht entsprechender
Weéllenlange sichtbar gemacht werden. Cremer et a. gelang erstmals der Nachweis
einer Trisomie 18 durch FISH [139]. Pinkel et al. wiesen durch FISH erfolgreich
Aneuploidien des Y-Chromosoms nach [140].

In neuester Zeit setzt sich neben der indirekten Markierung immer mehr die
direkte Markierung von DNA-Sonden mittels modifizierter Nukleotide, an die
Fluoreszenzfarbstoffe direkt gekoppelt sind, durch. Die direkte Fluoreszenzmarkierung
erfolgt z. B. mit Spectrum green und Spectrum orange [81;137;141] und ermdglicht
eine schnellere DurchfUhrung der FISH.

Die FISH ig fur vielfaltige Anwendungen geeignet: Neben der Bestimmung
spezifischer Bruchpunkte [142-144] dienen FISH-Analysen zur Untersuchung der
Interphase-Topologie der Chromosomen [120;145-148], inklusive der relativen Lage
spezifischer Gene zueinander [4].Weiterhin sind FISH-Sonden in der pranatalen
Diagnostik [139;149-153] sowie der Tumordiagnostik [81;85;86;154;155] einsetzbar.

In dieser Arbeit wurden Proben von CML-Patienten in der Blastenkrise sowie die
CML-Zé€llinie K562 mittels FISH anaysiert. Durchgefihrt wurde Interphase-FISH,
Metaphase-FISH und Hypermetaphase-FISH: Fur die sogenannte Interphase in situ
Hybridisierung konnen Centromer- oder Einzelkopie-Sonden eingesetzt werden. Sie
dient u. a zum Nachweis spezifischer Trandokationen, z. B. der BCR/ABL-
Translokation bei CML (siehe 1.2.6) oder zum Nachweis von Aneuploidien wie der
Trisomie 9. Ein Vortell der Interphase-FISH ist, dal3 keine Metaphasen erforderlich
sind. Aul¥erdem ist eine quantitative Auswertung von 200 bis 300 Kernen relativ rasch
moglich. FISH auf Metaphasen vereinfacht die Charakterisierung komplexer
Trandokationen, z. B. bei CML-Féllen, in denen drei Chromosomen an der BCR/ABL-
Trandokation beteiligt sind. Zudem ist FISH auf Metaphasen ein wichtiges Hilfsmittel
fur die Aufdeckung oder Verifizierung der Zusammensetzung von Marker-
Chromosomen, in dieser Arbeit angewendet fur die CML-Zellinie K562. Die Technik
der ,,Hypermetaphase”-FISH basiert auf einer 24-stindigen mitotischen Arretierung

von Zellen des Knochenmarks oder des peripheren Blutes, wodurch eine grof3e Anzahl
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von Metaphasen geerntet werden kann, die zwar nicht unbedingt zur klassischen
Zytogenetik, wohl aber fir die FISH geeignet sind [89-91;156]. Durch diese Erh6hung
der Zahl der Metaphasen ist eine quantitative Analyse der Hybridisierung anhand von
Metaphasen leichter moglich. Diese Technik wurde her, erganzend zum Interphase-
FISH, zur Analyse der BCR/ABL-Transokation, des Auftretens des |sochromosoms
179 und zur Untersuchung von Aneuploidien eingesetzt und ermoglichte die

Auswertung von bis zu 200 Metaphasen pro Fall.

1.3.2 Comparative genomische Hybridisierung

Uber die vergleichende genomische Hybridisierung oder comparative genomic
hybridization (CGH) wurde erstmals 1992 berichtet [133]. Seit 1995 findet die CGH
zunehmende Verbreitung in der Tumorzytogenetik, da sie im Gegensatz zur
konventionellen Zytogenetik unabhéngig von mitotisch ausreichend aktiven Zellen
durchfohrbar ist. Sie ermoglicht es, das gesamte Genom in nur enem
Hybridisierungsexperiment auf Gewinne und Verluste chromosomalen Materials hin zu
untersuchen [157]. Dies ist auch aus fixiertem Gewebe anhand einer nur kleinen Anzahl
von Zellen maoglich [158;159]. Mit Hilfe der CGH lassen sich nur unbalancierte
ChromosomenAbberrationen nachweisen, nicht aber Inversionen und balancierte
Translokationen [157;160].

Bei der CGH, in Abb. 3 schematisch dargestellt, wird eine zu untersuchende
Tumor-DNA auf normale Metaphase-Chromosomen hybridisiert (“reverse painting”,
sieche 1.3). Die Fluorochrommarkierte gesamtgenomische DNA des Tumors
hybridisiert relativ gleichmaldig tber die normale Metaphase, sofern in der Tumor-DNA
nicht Uber- oder Unterreprasentationen von Chromosomen oder Chromosomenteilen
vorhanden sind: Liegt ein Chromosom in der Tumor-DNA Uberreprésentiert vor, so ist
das Hybridiserungssignal auf dem entsprechenden Chromosom der normalen
Metaphase, auf die hybridisiert wird, stérker. Eine Unterreprasentation fihrt zu einem
schwécheren Signal. Da experimentelle Variabilitdten zu Unregelméfdigkeiten der
Hybridisierungsintensitdten entlang der Chromosomenachsen fuhren konnen, wird

differentiell markierte DNA einer gesunden Person (Referenz- bzw. Kontroll-DNA) mit
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der Tumor-DNA (Test-DNA) kohybridisert. Bei der Hybridiserung von DNA-
Fragmenten, die weite Bereiche von Chromosomen Uberspannen, kommt es zu
unerwiinschten Bindungen von DNA-Sonden mit den auf den Chromosomen ubiquitér
auftretenden repetitiven Elementen (,interspersed repetitive sequences* = IRS). Hier
macht man sich die Entwicklung der ,chromosomal in situ suppression* (CISS)-
Hybridisierung zunutze [120], auch als ,,chromosome painting* bezeichnet [161]: Man
hybridisiert gleichzeitig mit Tumor- und ReferenzzDNA unmarkierte menschliche Cot
1-DNA, die nahezu ausschliefdich aus repetitiven Sequenzen besteht, insbesondere den
Alu |- und den Kpn I-Familien. Durch die Reassioziationskinetik repetiver Sequenzen
(diese reassoziieren unter Renaturierungsbedingungen sehr schnell an komplementére
Sequenzen) fangt man mit Hilfe der Cot 1-DNA die repetitiven Sequenzen von Tumor-
und Referenz-DNA vor der eigentlichen Hybridisierung ab, so dal3 es bei der CGH nicht
zu unspezifischen und somit uninformativen Hybridisierungen kommen kann. Die IRS
sind vermehrt in den Zentromerregionen aler Chromosomen, dem zentromernahen
Heterochromatin der Chromosomen 1, 9 und 16, den kurzen Armen der akrozentrischen
Chromosomen sowie im heterochromatischen Anteil des Y-Chromosoms vorhanden.
Aufgrund der Supprimierung der Hybridisierung repetitiver Sequenzen durch den
Einsatz der Cot 1-DNA werden diese Regionen in der CGH nicht ausgewertet.
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Abb. 3: Schema der compar ativen genomischen Hybridisierung (CGH).

Genomische DNA aus malignen Zellen (Test-DNA) und normalen Zellen (Referenz-DNA) werden
differentiell markiert und gemeinsam auf normale Metaphasen hybridisiert. Dies erfolgt unter
Suppressionsbedingungen, d. h. unter Zugabe repetitiver DNA zur Unterdriickung unspezifischer
Hybridisierungen. Liegt im untersuchten Tumor eine Amplifizierung eines DNA -Segmentes oder eine
Polysomie (z. B. Trisomie) vor, so ist das Hybridiserungssignal der Test-DNA (Griin) verstérkt, bei
Verlust chromosomalen Materials im Tumor ist die Hybridisierung in der entsprechenden Region
schwécher. Die normale ReferenzDNA hybridisiert relativ gleichmalig tiber die Metaphase.

Die Auswertung der CGH erfolgt mittels quantitativer digitaler Bildanalyse: Von
jeder Metaphase werden drei Graustufenbilder aufgenommen und durch die Softwére
mit Falschfarben versehen: Die DAPI-Gegenféarbung, die FITC-Farbung der Test-DNA
und die Rhodamin-Farbung der Referenz-DNA. Die Fluoreszenz-Intensitéten von
Tumor- und ReferenzzDNA werden anhand der Graustufenbilder durch digitale
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Bildverarbeitung entlang der medianen Achse der Chromosomen gemessen. Der
Quotient der Fluoreszenzintensitét aus Tumor- und Referenz-DNA entlang der
Chromosomen reflektiert fur jeden Chromosomenabschnitt die relative Kopienzahl der
Test-DNA im Vergleich zur Referenz-DNA. Die Berechnung des Quotienten erfolgt
chromosomenspezifisch nach Karyotypisierung der Chromosomen jeder einzelnen
Metaphase. Die Kayotypisierung erfolgt anhand des invertierten Bildes der DAPI
(Diamidino- Phenylindol)-Banderung. Da sich dieser DNA-bindende
Fluoreszenzfarbstoff bevorzugt an AT-reiche Sequenzen anlagert, entsprechen die
hellen DAPI-Banden in etwa den dunklen G-Banden [162] (siehe 2.6).

In die Auswertung jedes Hybridisierungsexperimentes gehen etwa 10 M etaphasen
ein, um eine ausreichend grof3e Anzahl von Chromosomen (n > 15) zu erhaten und so
eine Aussage hinsichtlich der verh@ltnisméaliigen Verteilung der Tumor-DNA treffen zu
konnen. Ein Beispiel fir ein CGH-Experiment ist in Abb. 4 dargestellt. In Abb. 4A ist
ein Ausschnitt des Karyogrammes zu sehen. Im Karyogramm sind die Chromosomen
durch die gemeinsame Hybridisierung von Tumor-DNA (grin) und Referenz-DNA (rot)
relativ gleichméaldig gelb gefarbt. Zugewinne chromosomalen Materials fihren zu einer
Grunfarbung des jewelligens Bereiches, Verluste zu ener Rotfarbung.
Dementsprechend ist der mittlere Quotient aus Tumor- und Referenz-Fluorochrom
Intensitéten im Mittelprofil bei Verlusten chromosomaen Materias nach links
verschoben, bei Zugewinnen nach rechts (Abb. 4B). Bel normaler diploider
Chromosomenzahl hat das Mittelprofil einen Wert von 1, eine Monosomie in mehr als
50 % der in die CGH eingegangenen Zellen fuhrt theoretisch zu einem Mittelprofil
unter 0,5, ein Trisomie in mehr als 50 % der Zellen zu einem Wert hoher als 1,5 [163].



1. Einleitung 1.3 Klassische und molekulare Zytogenetik 22

e

S
R——

n=22 17 n=18

Abb. 4: Beispiel einer comparativen genomischen Hybridisierung (CGH).

Ausschnitt des Ergebnisses. (A) Teil-Karyogramm einer représentativen Metaphase. Die gemeinsame
Hybridisierung von FITC-markierter Tumor-DNA (grin) und Rhodamin-markerter Referenz-DNA (rot)
auf normale Chromosomen fuhrt zu einer relativ gleichméatigen Gelbfarbung der gesamten Metaphase
(siehe  Chromosom 6). Zugewinne chromosomalen Materials fihren zu einer Grinférbung
(Chromosomen 8 und 17q), Verluste zu einer Rotfarbung (17p). (B) Mittelprofil. Der mittlere Quotient
aus den Fluoreszenzintensitaten von Tumor- und Referenz-DNA bei Auswertung von 11 Metaphasen. Ein
Zugewinn chromosomalen Materials filhrt zu einer Rechtsverschiebung des Mittelprofils (Chromosomen
8 und 17q), ein Verlust zu einer Linksverschiebung (17p).

Die CGH findet hdufig Anwendung bei der Untersuchung solider Tumoren, da
hier oft die Préparation von Metaphasen ausreichender Qualitét schwierig ist und haufig
komplexe Karyotypen vorliegen [160]. So z. B. bei der Untersuchung von Prostata-
Krebs [164-166], Hirntumoren [167-170] und Nierenzellkarzinomen [171-176]. Auch
fur die Leukdmie-Forschung ist die CGH von Bedeutung [177-184].

1.3.3 Multiplex-Fluoreszenz in situ Hybridisierung

Bei der Multiplex-Fluoreszenz in situ Hybridisierung (M-FISH) werden alle 24
Chromosomen des menschlichen Karyotyps, die 22 Autosomen und die beiden
Geschlechtschromosomen, mit unterschiedlichen Farben markiert [124;125]. Dies
ermdglicht die schnelle Analyse von Metaphase Spreitungen, auch bei Vorliegen einer
hohen Zahl von Chromosomenaberrationen, sowie die Identifizierung der Herkunft von
Marker-Chromosomen. Waéhrend Versuche der Entwicklung stabiler Computer-
Algorithmen zur Entschlisselung komplexer ChromosomenbandenMuster erfolglos
geblieben sind, bietet die M-FISH potentiell die Moglichkeit der vollautomatischen
Karoytyp-Analyse [132;185-187]. Das Potential der M-FISH wird u. a. anhand der
Untersuchung verschiedener Tumor-Zellinien deutlich [111;124;188;189].

Die differentielle Markierung aller menschlichen Chromosomen erfolgt bei der
M-FISH durch kombinatorische Markierung: Finf spektral  unterscheidbare



1. Einleitung 1.3 Klassische und molekulare Zytogenetik 23

Fluorochrome werden eingesetzt, jedes Chromosom wird mit einer Kombination aus ein
bis drel Fluorochromen markiert (sSiehe Abb. 5 und 6) [124;125]. Die hier fur die M-
FISH eingesetzten Fluorochrome sind DAPI (zur Gegenfarbung der Chromosomen),
FITC, Cy3, Cy35 Cy5 und Cy55. Von jeder Metaphase werden mit den
entsprechenden Fluoreszenz-Filtern sechs Aufnahmen gemacht. Die Analyse der M-
FISH erfolgt unter Benutzung einer speziellen Bildverarbeitungs-Software, hier der
Leica Q-FISH software im Verbund mit der Leica MCK image anaysis software. Die
aufgenommenen Bilder sind Graustufenbilder, denen von der software Farben
zugewiesen werden. Bel der automatischen Bildverarbeitung werden nicht die funf
einzelnen Fluorochrombilder einer Mataphase unabhangig voneinander verarbeitet,
sondern ein Bild, das in jedem Punkt eine funfdimensionale Farbinformation besitzt.
Dementsprechend korrespondiert jede der 24 spezifischen Fluoreszenzkombinationen
mit einem funfdimensionalen Farbvektor, dem sogenannten Merkmalsvektor (sprectral
feature vector). Ausgehend von dieser funfdimensionalen Farbinformation wird durch
Zusammenfassung benachbarter Regionen mit &hnlicher Farbinformation (,,Voronoi
tesselation”) das ,,rendered image® (Abb. 5) errechnet, wodurch Hintergrundrauschen
und Inhomogenitéten der Markierung unterdriickt werden [187]. Zur Klassifizierung der
einzelnen Chromosomen werden in einer habautomatischen Prozedur die
Chromosomenumrisse ausgehend von der DAPI-Gegenfarbung festgelegt. Innerhab
dieser Umrisse werden automatisch anhand der spektralen Zusammensetzung der funf
Fluorochrome Falschfarben zugewiesen und das sogenannte , classified image” erstellt
(Abb. 6).

Mit Hilfe verschiedener Werkzeuge kann der Benutzer das Ergebnis der
automatischen Klassifizierung kontrollieren: Per Mausklick auf ein Chromosom &3
sich ein Fenster 6ffnen (,single chromosome window*), in dem nebeneinander das
Chromosom in der invetierten DAPI-Farbung, in ,rendered colors®, in
Klassifizierungsfarben (,,classified image*) und in den verschiedenen Fluorochromen
dargestellt ist. Aullerdem 183t sich fur jeden Punkt der Metaphase die quantitative
Fluorochrom Zusammensetzung darstellen  (,probe meter*). Eine zusdtzliche
Kontrollmoglichkeit bietet die Darstellung des Karyogramms in der invertierten DAPI-
Gegenférbung (Abb. 5).
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Abb. 5: Multiplex Fluoreszenz in situ Hybridisierung (M-FISH).

Karyogramm einer normalen welblichen Metaphase. Fir die M-FISH werden finf spektral
unterscheidbare Fluorochrome eingesetzt: (A) Invertierte DAPI-Gegenférbung. (B) FITC-Markierung.
(C) Rhodamin-Markierung. (D) Cy3-Markierung. (E) Cy5-Markierung. (F) Cy 5.5-Markierung. (G)
Darstellung des Karyogrammes in ,rendered colors‘. Jedes Chromosom wird mit einer Kombination aus
einem bis drei Fluorochromen markiert, z. B. das Chromosom 3 (rot eingerahmt) mit Cy3 (C), Cy3.5(D)
und Cy5.5 (F), das Chromosom 12 (grtin eingerahmt) mit Cy 5 (E) und Cy5.5 (F).
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Abb. 6: Multiplex-Fluoreszenzin situ Hybridisierung (M-FISH).

A) Falschfarbentabelle. Durch kombinatorische Markierung der einzelen Chromosomen mit einem bis
drei Fluorochromen bei Einsatz von insgesamt finf verschiedenen Fluorochromen lassen sich alle 24
Chromosomen in einer anderen Falschfarbe darstellen. B) Falschfarbenbild (,classified image") einer
normalen Metaphase (Vgl. Abb. 5).
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1.4 Zielsetzung

In dieser Arbeit werden mit Hilfe zytogenetischer und molekular-zytogenetischer
Methoden Proben von CML-Patienten in der Blastenkrise untersucht. Ziel dabel ist das
Finden neuer Progressionsmarker. Von besonderen Interesse daflr ist die comparative
genomische Hybridiserung (CGH), mit der moglicherweise Amplifikationen
nachweisbar sind, die durch die konventionelle Zytogenetik nicht auffindbar sind.

Weiterhin werden mittels CGH verschiedene aus dem peripheren Blut von CML-
Patienten in der Blastenkrise gewonnene Fraktionen (CD34-positive Zellen, T-
Lymphozyten, Monozyten und Granulozyten) untersucht, um Anhaltspunkte zur
Zéllinienspezifitdt der sekunddren Chromosomenaberrationen zu erhalten und so
Aussagen Uber die Tumor-Progression treffen zu kénnen. Dies kann nur durch CGH
geschehen, da sich aus den fraktionierten Zellpopulationen keine oder nur sehr schwer
Metaphasen gewinnen lassen, die einer Untersuchung durch konventionelle
Zytogenetik, sprich G-Banderung, oder Fluoreszenz in situ Hybridisierung (FISH)
zuganglich waren.

Bei der Untersuchung des Vollblutes der CML-Patienten, aus dem sich neben
DNA durch Kultivierung auch Metaphasen gewinnen lassen, sollen die Ergebnisse aus
G-Bénderung, FISH sowie CGH verglichen werden. Dies dient der Validisierung der
CGH-Ergebnisse sowie der Untersuchung von Eigenschaften dieser Technik, wie z. B.
der Nachweisgrenze. D. h. es soll herausgefunden werden, welcher Prozentsatz von
Zellen von einer gegebenen Chromosomenaberration betroffen sein missen, um diesein
der CGH-Analyse sichtbar werden zu lassen.

Ein weiterer Abschnitt dieser Arbeit wird sich mit den Einsatzmoglichkeiten der
zytogenetischen und molekular- zytogenetischen Methoden befassen, d. h. G-
Bénderung, FISH, CGH und Multiplex-FISH (M-FISH). Zu diesem Zweck soll unter
Einsatz der genannten Methoden eine exakte zytogenetische Charakterisierung der

CML-Zéellinie K562 vorgenommen werden.
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2. Material und Methode

2.1 CML-Zellinie K562

Die K562-Z€llen stammen von der Deutschen Sammlung von Mikroorganismen

und Zellkulturen GmbH (DSM ACC 10) und wurden etwa funf Jahre lang kultiviert.

2.2 CML-Blastenkrisen

Peripheres Blut von 15 CML-Patienten wurde untersucht. In Tabelle 1 sind die
bekannten klinischen Daten zusammengefalt.
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2.3 Material

2.3.1 Zellseparation

80 cn?-Kulturflaschen (Nunc, Roskilde, Dénemark)

15 ml- sowie 50 ml-Probenréhrchen mit Schraubverschlu3 (Greiner,
Frickenhausen)

PP-Ro6hrchen fur die FACS-Analyse (Greiner, Frickenhausen)

Ficoll-Hypaque- L 6sung, Dichte: 1,077 g/cnt bei 20 °C (Seromed, Miinchen)

PBS (Apotheke des Klinikums der Universitdt Mainz):

NaCl 80¢g
KCI 029
NaHPO,xH,O 1,39
KH2PO, 029

Aqua ad iniectabilia ad 1000 ml
Kulturmedien:
a) RPMI 1640 (Gibco BRL, Karlsruhe), ohne Zusétze
b) mit Zusdtzen: 500 ml RPMI 1640 + 5 ml Penicillin/Streptomycin (Gibco,
Eggenstein) + 5 ml Pyruvat (Gibco, Eggenstein) + 5 ml Glutamin (Seromed,
Munchen) + 5 ml 2M Mercaptoethanol (Sigma, Deisenhofen) + 3 ml Nicht-
essentielle Aminosduren (Biochrom KG, Berlin), 1 ml 10 mg/ml Asparagin
(Sigma, Deisenhofen) + 5 ml Hepes (Sigma, Deisenhofen) + 50 ml FCS
(Fetales Kéberserum; Greiner, Frickenhausen)
¢) Kulturmedium mit Zusétzen, ohne FCS
ErythrozytenLyss-Puffer (NH4CI-Puffer):
NH4Cl (Merck, Darmstadt) 8,29¢/
KHCO;3 (Merck, Darmstadt) 1 g/l
EDTA (Sigma, Deisenhofen)  0,0372 g/l
pH 7,27; stexil filtriert
PBS/0,5% BSA/DNAse | (10 ng/ml)/2 mM EDTA:
500 ml PBS (Apotheke Uniklinik Mainz. s. 0.)
+ 8,3 ml 30%ige BSA-Ldsung (Sigma, Deisenhofen)
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+ 500 m DNAse I-Stammldsung (10 ngy/m) (Sigma, Deisenhofen)
+5ml 0,2 M EDTA (Sigma, Deisenhofen)
PBS/0,5% BSA/2 mM EDTA
PBS/1% BSA
“CD34 Progenitor Cell Isolation Kit (QBEND/10)” (Miltenyi Biotec GmbH,
Gladbach) zur Abtrennung CD34+-Stammzellen von PBMNC bzw. BMMNC

[Bestandteile: - Reagens Al menschl. Ig (FcR blocking reagent)

- Reagens A2 = monoklonaler Haptenkonjugierter CD34-
Antikorper (Klon: QBEND/10. Isotyp: mouse 1gG1)
- ReagensB = kolloidale super-paramagnetische MACS

MicroBeads, konjugiert mit einem Anti-Hapten-Antikorper]

Schaf- Erythrozyten (Virion, Wirzburg)
Neuraminidase (Sigma, Deisenhofen)
Fetales Kalberserum (FCS) (Greiner, Frickenhausen)
Maus-Antikorper:
- B4  (BeckmanCoulter, Krefeld) ® B-Zellen
- My4 (BeckmanCoulter, Krefeld) ® Monozyten
- NKH1 (BeckmanCoulter, Krefeld) ® NK-Zellen
- CD16 (BeckmanCoulter, Krefeld) ® Granulozyten, NK-Zellen, Monozyten
Schaf-anti-Maus-1gG-Beads (Dynal, Hamburg): Dynabeads M-450 (Sa M-Beads)
CD14 MicroBeads (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach)
CD14 Dynalbeads (Dynal, Hamburg)
VarioMACS-Saulen (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach)
MiniMACS-Saulen (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach)
4%ige Dextransulfatlosung (Amersham, Uppsala, Schweden) in FCS-freiem
Medium
FACS-Antikorper (Coulter, Krefeld) zur Messung der Reinheit der verschiedenen
Blutfraktionen: Die angegebenen Antikorpermischungen werden durch 1 : %
Mischungen der einzelen Antikorper hergestellt.
a) CD34-postive  Zdlen: 1gG-AK  (Antikorper), FITC (Fluorescein

I sothiocyanat)-konjugiert/IgG-AK, PE (Phycoerythrin)-konjugiert; FITC-
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CD45-AK/PE-CD14-AK; FITC-CD45-AK/PE-CD34-AK; FITC-CD3-AK/PE-
CD19-AK; FITC-CD15-AK/PE-CD56-AK.

b) T-Zellen: FITC-IgG-AK/PEIgG-AK; HTC-CD3-AK/PE-CD19-AK; HTC-
CD16-AK/PE-CD34-AK; FITC-CD45-AK/PE-CD14-AK; FITC-CD4-AK/PE-
CD8-AK; FITC-CD16-AK/PE-CD56-AK.

c) Granulozyten: FITC-1gG-AK/PEIgG-AK; FITC-CD45-AK/PE-CD4-AK;
FITC-CD45-AK/PE-CD16-AK; FITC-CD3-AK/PE-CD19-AK.

d) Monozyten:  FITC-1gG-AK/PE-1gG-AK;  FITC-CD45-AK/PE-CD14-AK;
FITC-CD45-AK/PE-CD33-AK.

2.3.2 Konventionelle und molekulare Zytogenetik

Allgemeines
25 cnf-, 80 ci?- sowie 175 cnf-Kulturflaschen (Nunc, Roskilde, Dénemark)
15 ml- sowie 50 ml-Probenréhrchen mit Schraubverschlul3  (Greiner,
Frickenhausen)
Kuvetten (Objekttragerkasten nach Hellendahl, Assistent)
Diamantschreiber
Objekttrager geschnitten, Mattrand (IDL, Nidderau)
Deckglaschen 18 x 18, 22 x 22 mm sowie 24 x 50 mm (IDL, Nidderau)
Fixogum (Marabu, Tamm)
feuchte Kammer (eigene Herstellung)
Aqua dest.
20 x SSC: 3M NaCL (Merck, Darmstadit)
0,3 M Tri-Natrium-Citrat (Roth, Karlsruhe)
pH 7,0
Durch entsprechende Verdiinnung werden 4 x SSC, 2 x SSC, 1 x SSC, 0,5 x SSC,
0,4 x SSC, 0,25 x SSC, sowie 0,1 x SSC hergestellt
DAPI/Antifade (Oncor, Gaithersburg, MD)
Nagellack (handelsiiblich)
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Zellkultur
Kulturmedium: 500 ml RPMI 1640 (Gibco BRL, Karlsruhe) + 10 - 20% FCS
(Fetadles Kélberserum; Greiner, Frickenhausen) + 6 ml L-Glutamin (Gibco BRL,
Karlsruhe) + 6 — 12 ml PenStrep (Penicillin-Streptomycin; Gibco BRL,
Karlsruhe)
Phytohamagglutinin (PHA, Seromed, Berlin)
Pokeweed mitogene (PWM, Seromed, Berlin)
Colcemid (Gibco BRL, Karlsruhe)
Hypotone 0,075 M KCL (Merck, Darmstadt)-L 6sung, auf 37 °C vorgewarmt
Fixativ Methanol (Roth, Karlsruhe)/Eisessig (Merck, Darmstadt) 3 + 1, frisch
angesetzt, auf —20 °C gekuhit

Antikoagulanz Liguemin (Roche, Mannheim)

G-Bénderung
Physiologische NaCL (Roth, Karlsruhe) -Lésung (0,9%iQ)
Serensen Phosphat-Puffer, pH 6,8: 0,067 M KH,PO, (Merck, Darmstadt;
9,07g/l)-Lésung mit 0,067 M NaHPO, (Merck, Darmstadt; 11,87 g/l)-Ldsung im
Verhdtnis 1 : 1 gemischt
Bacto- Trypsin-Stammldsung: Losen des Bacto-Trypsin-Pulvers (Difco, Detroit
MI, USA) in 10 ml sterilem Aqua dest., bei —20 °C lagern
Bacto-Trypsin-Losung in Sgrensen-Puffer: 2 ml Bacto-Trypsin-Stammldsung +
98 ml 0,9%ige NaClL dsung
Giemsa-LOosung: 8 ml Giemsa-Stammlosung (Merck, Darmstadt) + 92 ml
Sarensen-Puffer
Entellan (Merck, Darmstadt)

Molekulare Zytogenetik, Ansatz von Hybridisierungen

Denaturierungspuffer fir Préparate: 70% Formamid/2 x SSC, pH 7,0
Hybridisierungsgemische zur Lésung der zu hybridisierenden DNA:

- Hybrisol VI (Oncor, Gaithersburg, MD)
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- 50% deionisiertes Formamid/10% Dextransulfat/2 x SSC, pH 7,0 (deionisiertes
Formamid (Oncor, Gaithersburg, MD) mit 20%igem Dextransulfat
(Amersham, Uppsala, Schweden) in 4 x SSC 1 : 1 gemischt)

- 50% deionisiertes Formamid/15% Dextransulfat/2 x SSC (deionisiertes
Formamid mit 30%igem Dextransulfat in 4 x SSC 1 : 1 gemischt)

eisgekihlte Ethanolreihe: 70, 80 bzw. 100% Ethanol (Roth, Karlsruhe)

Molekulare Zytogenetik, Waschen und Detektion nach Hybridisierungen
1 x PBD (hergestellt aus 20 x PBD, Oncor, Gaithersburg, MD)
Rhodamine- 1abel ed anti-digoxigenin (Oncor, Gaithersburg, MD)
Rabbit Anti-Sheep Antibody | (Oncor, Gaithersburg, MD)
Rodamin Anti-Rabbit Antibody 11 (Oncor, Gaithersburg, MD)
0,4 x SSC/0,3 % NP-40 (Nonidet P-40; ICN Biomedicals Ins., Aurora, Ohio)
2 x SSC/0,1 % NP-40
50% deionisiertes Formamid (Oncor, Gaithersburg, MD)/2 x SSC
Block: 4 x SSC/0,1% Tween 20 (Roche, Mannheim)/3% BSA (PAA Lab., Cdlbe)
Florescein-labeled  Avidin/Rhodamin-labeled  Anti- Digoxigenin ~ (Oncor,
Gaithersburg, MD)
4 x SSC/0,1% Tween 20 (Roche, Mannheim), pH 7,0
Anti-DIG-Cy5.5 (Amersham Life Sciences Inc., Arlington Heights, USA)
Cy3.5-Avidin (Amersham Life Sciences Inc., Arlington Heights, USA)
Detektions6sung fur M-FISH: Cy3.5-Avidin (1 : 300) und Anti-DIG-Cy5.5 (1 :
200) in 4 x SSC/0,1% Tween 20/1% BSA verdinnt

Comparative genomische Hybridisierung (CGH)

Referenz-Metaphasen:  Metaphase-Préparate aus  Blutkulturen  normaler
ménnlicher Personen (siehe 2.3.1); teilweise wurden gekaufte Prdparate
verwendet (Normal metaphase CGH target dides; Vysis, Downers Grove, IL)
DNA-Isolierungskit fur Saugetierblut (Roche, Mannheim):

- Lysis-Puffer fur rote Blutkorperchen

- Lysis-Puffer fur weil3e Blutkorperchen

- Protein-Prézipitationsl 6sung
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100 bzw. 70%iges Ethanol (Roth, Karlsruhe)
TE-Puffer: 10 mM Tris-HCL (Merck, Darmstadt)
1 mM EDTA (Merck, Darmstadt)
ph 7,5 mit konz. HCL (Merck, Darmstadt) einstellen
RNase A (Quiagen, Hilden)
steriler stcumpfendiger Glasstab
CGH Nick Trandation Kit (Vysis, Downers Grove, IL):
- Nick-Trandlations-Enyzmgemisch
- 10 x Nick-Tranglations-Puffer
- dATP, dCTP, dGTP, dTTP
- Nuklease-freies Wasser
Biotin-16-dUTP (Roche, Mannheim)
DIG-11-dUTP (Roche, Mannheim)
TBE-Puffer: 90 mM Tris-HCL (Merck, Darmstadt)

90 mM Borsaure (Merck, Darmstadt)

1,2 mM N&EDTA (Merck, Darmstadt)
Agarose-HE (Amersham, Buckinghamshire, England)
0,7 mg/ml Ethidiumbromid (Eurobio, Raunheim)
Blaumarker: 50 % Sucrose

50 % Bromphenolblau (Xylen Cyanol, Sigma, Deisenhofen)
100 bp-Langenstandard (Gibco BRL, Eggenstein)
Hitzebestandiges Klebeband
Cot 1-DNA (Gibco BRL, Eggenstein)

3 M Natrium-Acetat (Merck, Darmstadt), pH 5,2

Multiplex-Fluoreszenz in situ Hybridisierung (M-FISH)

10 x Puffer (Gibco BRL, Eggenstein)

50 mM MgCh (Gibco BRL, Eggenstein)

10 mM dATP, dTTP, dCTP und dGTP (Perkin EImer, Norwalk, England)
100 M DOP-Primer (MWG Biotech GmbH, Ebersberg)

5 U/m Tag-Polymerase (Gibco BRL, Eggenstein)

1 mM BiotindUTP (Roche, Mannheim)
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Cy3-dUTP (Amersham life Science Inc., Arlington Heights, USA)
DIG-dUTP (Roche, Mannheim)

Cy5-dUTP (Amersham life Science Inc., Arlington Heights, USA)
HTC-dCTP (Amersham life Science Inc., Arlington Heights, USA)
LachsspermienDNA (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim)
1 mg/m RNase A (Quagen, Hilden) in 2 x SSC

8,5 x 10™% Pepsin (Roche, Mannheim) in A. dest, pH 2

2.3.3 Verwendete DNA-Proben

DNA-Proben der Firma Vysis(Downers Grove, USA):

LSI™ ber/abl trandocation probe: Spectrum greenmarkierte BCR-Probe,
beginnt zwischen den M-bcr-Exons 2 und 3 und erstreckt sich ber ca. 300 kb
zentromerwarts auf Chromosom 22; Spectrum orange- markierte ABL-Probe,
beginnt zwischen den Exons 4 und 5 und erstreckt sich ca. 200 kb telomerwaérts
auf Chromosom 9.

LSl HER-2/neu / CEP17 (Iso 17q): Spectrum orange-markierte HER-2/neu-
Probe (Banden 17011.2-12); Spectrum green-markierte Chromosom 17-
Zentromerprobe (17p11.1-q11.1, Locus D17Z1).

Proben fir ganze Chromosomen = whole chromosome painting (WCP)-
Proben: WCP2, WCP5, WCP6, WCP9, WCP10, WCP11, WCP12, WCP13,
WCP19, WCP20, WCP21, WCP22q, WCP22, WCPX.

Zentromerproben = chromosome enumeration probes (CEPs): CEP6, CEPS,
CEP10, CEP11, CEP12, CEP17, CEPX/CEPY.

TelVysion'™ 11p SG Probe: Spectrum green markierte Probe, liegt innerhalb

von 300 kb vom Ende des Chromosomenarms 11p entfernt.

Alle Proben der Firma Vysis sind mit Spectrum green und/oder Spectrum orange

direkt markiert.
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DNA-Proben der Firma Oncor (Gaithersburg, MD):

- ber/abl 1 S-FISH™ Translocation DNA Probe: Bruchpunkt-angrenzende BCR-
und ABL-Proben; FITC-markierte 350 kb ABL-Probe; Texas red-markierte
350 kb BCR-Probe.

- ber/abl 1 DFISH™ Translocation DNA Probe: FITC-markierte ABL-Probe,

ein 600 kb-contig, das die Bruchpunktregion im ABL-Gen Uberspannt; Texas
red-markierte BCR-Probe, ein 500 kb-contig, das die Mgor- und Minor-
Bruchpunktregionen im BCR-Gen Uberspannt (Vergleich hierzu Sinclair et a.,
2000).

- AlphaSatellite 9, digoxygeniert; Alpha Satellite 13,21, digoxygeniert.

Nicht-kommerzielle DNA-Proben

- PAC 1132H12, digoxygeniert: Im ersten ABL-Intron nahe dem Exon 2 auf
Chromosom 9

- BAC bk295D5, digoxygeniert: 200 kb telomerwérts des BCR-Gens auf
Chromosom 22

- Fur M-FISH: DNA-Pools der ersten Generation (Michael Speicher, LMU
Mnchen), siehe 2.9.1

2.3.4 Gerate

Biofuge fresco (Heraeus, Hanau)

Kuhlzentrifuge mit Schwenkbecherrotor (Heraeus, Hanau)
Omnifuge 2.0 RS (Heraeus, Hanau)

Kuhlwasserbad F10 (Julabo, Seelbach)

Wasserbad (Grant, Cambridge, Englad)
Schittelwasserbad (Grant, Canbridge, England)
COq-Inkubator 37 °C (Heraeus, Hanau)

Brutschrank (Heraeus, Hanau)

Sterilwerkbank Antair Bsk (M. Hoffman, Stade)
Kuhlschrank (Bosch, Wien)
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Gefrierschrank -20 °C (Bosch, Wien)

Tiefgefrierschrank, -80 °C (Heraeus, Hanau)

Taumeltisch WT 12 (Biometra, Go6ttingen)

Photometer Pharmacia Ultrospec 2000 (Pharmacia, Uppsala, Schweden)
Heizblock Dri-Block® DB-3 Tech (Thermo-dux, Wertheim/Main)

Heizblock temperierbar 20 — 96 °C (Eppendorf-Nethelter-Hinz, Hamburg)
Maxicoldlab, LKB Bromma (Schrank zum Inkibieren in Kéalte)
Taumelrollmischer TRM 50 (IDL, Nidderau)

Permanentmagnet (Miltenyi Biotec, Bergisch, Gladbach)

Magnetstander (Dynal, Hamburg)

Epics XL Durchflufdzytometer (Coulter, Krefeld)

Minigelelektrophoresekammer mit Geltréger und 8-Spur-Gelkammer (Applied
Biosystems, Welterstadt)

Gleichstromquelle (Gibco BRL, Eggenstein)

Mikrowellengerét 600 W (Bosch, Wien)

PCR-Gerédt Thermoblock (Biometra, Gottingen)

Zum Aufnehmen von Gelbildern:

- UV-Illuminationstisch (L abotec, Wiesbaden)

- Dokumentationssystem (Mitsubishi, Deutschland)

Leica DM RBE-Mikroskop (Leica, Cambridge, England) mit einer
hochauflésenden KOHU-Graustufen CCD Kamera und der Bildauswertungs-
Software Cytovision Version 3.1 der Firma Applied Imaging (Santa Clara, CA),
implementiert auf einem Dell Power Edge Sp 590-2-Rechner

Leica DM RXA-Mikroskop (Leica, Cambridge, England) mit einer
hochauflsenden Sensys-CCD-Kamera (Photometrics, Tucson, Arizona) und der
Q-FISH-Software Version Y2.3.2.Beta sowie der MCK image analysis- Software
(Leica) auf einem Leica Q550 CW-Computer



2. Material und Methode 2.4 Zellseparation aus peripherem Blut 39

2.4 Zellseparation aus peripherem Blut

Aus peripherem Blut von CML-Patienten in der Blastenkrise wurden die CD34-
positiven Zellen, die Granulozyten, die Monozyten und die T-Zellen gewonnen (Abb.

7).

Ficoll-Gradientenzentrifigation

Dextran-Dichtegradient utranhile
}’ Tellet > Neutrophile

Giranuloazylen

[iterphase
Roscticrung der'1-Zellen
mil Schal-Cryihrozyten

Ficoll-Giradienlenzenui lugation

Erythrozyten-Lyse; Negativselektion
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Abb. 7: Separierung von neutrophilen Granulozyten, T-Lymphozyten, CD34-positiven Zellen und
Monozyten aus peripherem Blut von CML -Patienten in der Blastenkrise.

Fir die Fraktionierung der Monozyten wurde im Verlauf des Projektes zur Benutzung von MicroBeads
Ubergegangen, analog zur CD34-Aufreinigung

2.4.1 Isolierung der mononukleéren Zellen aus peripherem Blut

Zur Isolierung der mononuklegren Zellen (periphera blood mononuclear
nucleated cells = PBMNC) werden je 25 ml Ficoll in ein Falcon vorgegeben und
vorsichtig mit 1 : 1 mit PBS gemischtem Blut Gberschichtet. Nach Zentrifugieren Uber
dem Ficoll-Dichtegradienten bei 500 x g fur 25 min ohne Bremse befinden sich

Erythrozyten und Granulozyten im Sediment, wahrend die mononukledren Zellen in der
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Interphase as Ring sichtbar werden. Die Interphase wird abgenommen, 1 : 1 mit PBS
gemischt und 5 min bel 500 x g zentrifugiert). Zur Lyse der restlichen Erythrozyten
wird das Pellet mit 5 — 10 ml kaltem NH;CL-Puffer Uberschichtet, resuspendiert und 5
min auf Eis gestellt. Die erfolgreiche ErythrozytenLyse ist am Farbumschlag von rot
nach lachsfarben erkennbar. Anschlief?end werden die mononukledren Zellen noch

einmal mit PBS gewaschen.

2.4.2 Gewinnung der T-Lymphozyten Uber Erythrozyten-Rosettierung

Durch Rosettierung mit Schaf- Erythrozyten wird eine deutliche Anreicherung der
T-Zellen erreicht. Schaferythrozyten exprimieren ein Oberflachenmolekl, das grof3e
Ahnlichkeit mit dem humanen Adhasionsmolekil LFA-3 (Leukocyte Function
Associated Antigen) aufweist. LFA-3 ist der physiologische Ligand fur den T-
Zellmarker CD2. Die Bindung der Schaferythrozyten an das CD2-Antigen der T-
Lymphozyten fuhrt zur Bildung von Rosetten. Neuraminidase macht die LFA-3-
Oberflachenmolekile der Erythrozyten besser zuganglich, was zu einer Siabilisierung
der Rosetten fuhrt. Daher werden 5 ml Schaf- Erythrozyten nach dreimaligem Waschen
mit PBS (jeweils bei 1800 rpm fur 5 min zentrifugieren) in 1 ml PBS mit 0,5 U/ml
Neuraminidase aufgenommen und 30 min be 37 °C inkubiert. Nach weiterem
dreimaligem Waschen in PBS werden die Schaf- Erythrozyten in 25 ml Kulturmedium
aufgenommen und bleiben so bis zu einer Woche lang bei 4 °C stabil. 10 ml PBMNC-
Suspension (mit einer Konzentration von 10° Zelen in 1 ml PBS) werden mit 5 ml
fetalem Kéaberserum und 5 ml Schaf- Erythrozytensuspension (s. 0.) gemischt und 15
min lang bel Raumtemperatur schittelnd inkubiert. Anschlief3end werden die Zellen 10
min bei 800 rpm zentrifugiert und zur Stabilisierung der Bindung fir 30 — 60 min auf
Eis gestellt. Danach werden sie kurz im Wasserbad bei 37 °C aufgewarmt, vorsichtig
resuspendiert und mit 10 ml Ficoll unterschichtet. Bel der nun erfolgenden Ficoll-
Gradientenzentrifugation (25 min bei 500 x g, ohne Bremse) werden die an die Schaf-
Erythrozyten gebundenen T-Lymphozyten im Sediment von den restlichen
mononukledren Zellen in der Interphase getrennt. Die Schaf-Erythrozyten werden mit
10 ml kalter Ammoniumchloridiésung lysiert (siehe 2.4.1). Zur Reinigung der T-Zellen

von den restlichen B-Zellen, Monozyten und NK-Zelen wird im Anschlul3 eine
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Negativ-Selektion durchgefihrt. Dazu werden die Zellen in 1 ml kaltem Medium pro 2
x 10" Zellen aufgenommen und mit einer Mischung aus Maus-Antikorpern gegen die
unerwinschten Zelltypen 30 min bei 4 °C rotierend inkubiert. Diese Mischung setzt sich
zusammen aus Anti-CD19-(Anti-B4), Anti-CD14-(Anti-MY4-), Anti-CD56-(Anti-
NKH1-) und Anti-CD16-Antikdrpern. Die Schaf-anti-Maus-beads werden dreimal
gewaschen (mit 8 ml kaltem Medium in einem 15 mil-Falcon fir einige sec im
Magnetstander stehenlassen, dann das Medium abpipettieren), in einer Konzentration
von 7 Beads pro Zielzelle dem Zellgemisch beigeftigt und 45 min rotierend bel 4 °C
inkubiert. Die Abtrennung der markierten Zielzellen von den gewinschten T-
Lymphozyten erfolgt dann im Magnetstander. Hierfir wird das Falcon mit dem
Zellgemisch fur jeweils 5 min in den Magnetsténder eingestellt, die Flissigkeit
abpipettiert und in ein neues Falcon Uberfuhrt, das wiederum in den Magnetstander
gestellt wird. Dies wird solange wiederholt, bis an der Ward des Falcons zum
Magnetsténder hin keine Beads mehr sichtbar werden.

2.4.3 Separierung CD34-positiver (CD34+-) Stammzellen

Die Abtrennung CD34-positiver Zellen mit dem ,,CD34 Progenitor Cell Isolation
Kit* basiert auf der magnetischen Markierung von Zellen, die das humane CD34-
Antigen auf ihrer Oberfldche exprimieren, und deren anschlief3ender magnetischer
Separierung. Dazu werden die Uber Ficoll-Dichtegradientenzentrifugation gewonnenen
PBMNCs (siehe 2.4.1) in supplementiertem PBS (enthélt 0,5% BSA, 10 ng/ml DNAse |
und 2 mM EDTA) gewaschen und in 300 m supplementiertem PBS pro 10® Zellen
resuspendiert. Je 300 m dieser Suspension werden mit 100 m Reagens A1 sowie 100 ni
Reagens A2 versetzt und 15 min bei 4 °C rotierend inkubiert. Anschlief3end wird mit
PBS/BSA/DNASe/EDTA gewaschen und in 500 mi supplementiertem PBS pro 10°
Zellen resuspendiert. Die Separierung der CD34"-Zellen erfolgt nun Uber die am
Permantmagneten befestigte MiniMACS-Saule (bel einer Ausgangs-Zellzahl von bis zu
2 x 10° Zellen) oder VarioMACS-Séule (bei héherer Zellzahl). Dabei werden die
markierten, CD34-positiven, Zellen in der Sdule festgehalten, wahrend die CD34-

negativen Zellen der Schwerkraft folgend nach unten wandern. Die Saule wird zundchst
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mit PBS0,5% BSA/2 mM EDTA &quilibriert, dann werden die markierten Zellen
daraufgegeben. Nachdem die Zellsuspension durch die Séule gelaufen ist, wird diese
drei mal mit PBS/BSA/EDTA durchgespuilt. Schliefdlich wird die Sdule vom Magneten
entfernt und die CD34+-Zellen werden mit Hilfe des dazugehtrenden Stempels aus der
Saule herausgedriickt.

2.4.4 Separierung der neutrophilen Granulozyten

Zur Gewinnung der neutrophilen Granulozyten wird das aus der Ficoll-
Gradientenzentrifugation erhaltene Sedimentationspellet aus Erythrozyten und
Granulozyten (siehe 2.3.1) Uber einen DextranDichtegradienten gegeben: Das Pellet
wird mit FCS-frelem Medium im Verhdtnis 1 : 1 gemischt, die Mischung mit einem
Volumenanteil von 10 % mit einer 4%igen Dextransulfatldsung versetzt, resuspendiert,
in ein neues 50 ml-Falcon Uberfihrt und fir 45 min bei 37 °C inkubiert. Anschlief3end
wird die obere Phase, in der sich die neutrophilen Granulozyten angereichert haben,
abgenommen und abzentrifugiert (5 min bel 500 x g). Das Pellet wird dann durch
Erythrozytenlyse mit kaltem NH;CL-Puffer (siehe 2.4.1) von den restlichen
Erythrozyten befreit. Nach zweimaligem Waschen in PBS sollten die Granulozyten

moglichst sofort weiterverarbeitet werden, da sie sehr kurzlebig sind.

2.4.5 Gewinnung von Monozyten tber immunomagnetische Positivselektion

Die PBMNCs aus der durch Ficoll- Gradientenzentrifugation gewonnen Interphase
(siehe 2.4.1) werden an Antikdrper gebunden, die mit Metallbeads gekoppelt sind und
gegen das Monozyten Oberflachenantigen CD14 gerichtet sind (CD14 Dynalbeads).
Die PBMNCs werden mit kaltem Kulturmedium auf eine Konzentration von 10’
Zellen/ml eingestellt. Die Beads werden dreimal mit kaltem Medium gewaschen und in
einer Konzentration von 7 Beads pro Zielzelle zu den mononukledren Zellen gegeben.
Die Suspension wird 45 min bel 4 °C rotierend inkubiert. Im Anschlul® werden die

markierten, CD14-positiven Zellen, mit Hilfe eines Magnetstanders von der
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Restpopulation getrennt: 8 ml kaltes PBS werden hinzugeftigt, das 15 ml-Falcon wird in
den Magnetsténder eingestellt und rach 5 min wird die Flissigkeit vorsichtig entfernt
(ohne die Beads vom Rand des Rohrchens mit aufzusaugen). Dies wird drei- bis viermal
wiederholt, dann werden die an die Beads gekoppelten CD14-positiven Zellen in PBS
aufgenommen. Die DNA-Isolierung kann dann ohne vorherige Abtrennung der Beads
erfolgen, fir die FACS-Analyse (siehe 2.4.7) sind die Zellen so alerdings nicht
zuganglich. Da eine Abtrennung der Beads mit hohen Einbufen hinsichtlich der
Zellzahl verbunden wére, wurde die Gewinnung von Monozyten Uber CD14-
MicroBeads eingefuhrt.

2.4.6 Gewinnung von Monozyten uber CD14-MicroBeads

Die Separierung von Monozyten tUber CD14-MicroBeads beruht, ebenso wie die
Gewinnung CD34-positiver Zellen (siehe 2.4.3), auf der magnetischen Markierung der
Zielzellen und deren anschlief3ender magnetischer Abtrennung von den Restzellen. Die
aus der Ficoll-Gradientenzentrifugation gewonnenen PBMNCs werden in 80 ml
PBS/0,5% BSA/2mM EDTA pro 10” Zellen aufgenommen. Anschliefend werden sie
mit 20 M MACS MicroBeads pro 10’ Zellen gemischt und 15 min bei 4 °C rotierend
inkubiert. Nach dem Waschen mit PBS/BSA/EDTA werden sie 10 min bei 300 x g
zentrifugiert und in 500 ml PBS/BSA/EDTA pro 10® Zellen resuspendiert. Die
Separierung der CD14-positiven Monozyten Uber die am Permanentmagneten befestigte
MIiniIMACS- oder VarioMACS-Saule wird analog zur Gewinnung der CD34-positiven
Zéellen durchgefihrt (siehe 2.4.3).
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2.4.7 DurchfluRzytometrische Analyse der Reinheit der Zellpopulationen

Die aus peripherem Blut separierten Fraktioren wurden mittels FACS-Analyse
am EPICS XL Durchflu3zytometer der Firma Coulter (Krefeld) auf den Grad ihrer
Reinheit hin untersucht.

Bei der hier angewendeten Mehrfarbenfluoreszenzanadyse sind die
Fluoreszenzfarbstoffe so gewdhlt, da3 sich ihre Floureszenzspektren zwar
unterscheiden, ihre Fluoreszenz jedoch mit der gleichen Wellenlénge angeregt werden
kann: Verwendet werden Antikérper, die mit Flourescein-lsothiocyanat (FITC;
Emissionsspektrum bei 525 nm) oder Pycoerythrin (PE; Emissionsspektrum bel 575
nm) konjugiert sind. Zur Markierung der Zellen mit den verschiedenen Antikorper-
K ombinationen (siehe 2.3.1) werden jeweils 1 bis 5 x 10° Zellen mit 100 ml PBS und 10
m AK-Gemisch zusammengegeben, vorsichtig gemischt, 8 min im Dunkeln bel
Raumtemperatur inkubiert, 5 min bei 1400 rpm zentrifugiert und der Uberstand
dekantiert. Anschlief3end werden die Zellen mit 1 ml PBS/1% BSA gewaschen (5 min
bei 1400 rpm zentrifugieren), in 0,5 ml PBS/1% BSA aufgenommen und im
Durchfluzytometer gemessen. Sofern genugend Zellen der jewelligen Fraktion
verfigbar waren, wurden alle im Materia- Teil genannten Antikorper-Kombinationen

fUr die Messung eingesetzt.
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2.5 Zellkultivierung und Erntung kultivierter Zellen

Zellen aus dem peripheren Blut von Normalpersonen bzw. von CML-Patienten in
der Blastenkrise sowie kryokonservierte Zellen der CML-Zellinie K562 wurden

kultiviert und geerntet.

2.5.1 Ansatz der Kulturen aus peripherem Blut

Eine 25 cnf-Kulturflasche wird mit 10 ml Kulturmedium und ca 1 ml (20
Tropfen) Blut beschickt und mit gedffnetem Schraubverschlul® fir 24 bzw. 48h (CML-
Blastenkrisen) oder 72h (Blut normaler Personen) bei 37 °C im CO,-Brutschrank
inkubiert. Die Lymphozytenkulturen aus dem Blut normaler Personen werden bel
Ansatz mit 300 m PHA und 200 M PWM stimuliert.

2.5.2 Ansatz und Betreuung von Kulturen aus kryokonservierten Zellen der
CML-Zellinie K562

Die Zéellen werden im 37 °C-Wasserbad schnell aufgetaut und sofort zweimal
unter sterilen Bedingungen mit PBS gewaschen (jewells 5 min bel 1400 rpm
zentrifugieren). AnschlieBend werden die Zellen in Kultur genommen, wobei 1 x 10°
Zellen pro ml Kulturmedium eingesetzt werden. 6 ml-Kulturen werden in 25 cnt-
Kulturflaschen angesetzt. Die Kulturen werden t&glich auf Kontaminationen hin
kontrolliert. Sind die Nahrstoffe verbraucht, was durch einen Farbumschlag des
Mediums von rot nach gelb (aufgrund des enthaltenen Indikators, der im Basischen gelb
gefarbt ist) angezeigt wird, werden die Zellen gefiittert: Die Menge des Mediums wird
erhoht (verdoppelt bis vervierfacht) und die Zellen werden entweder auf mehrere

Kulturflaschen verteilt oder in grofdere Kulturflaschen tberfiihrt.



2. Material und Methode 2.5 Zellkultivierung und Erntung kultivierter Zellen 46

2.5.3 Erntung von Kulturen aus peripherem Blut sowie der CML-Zellinie K562

Alle Kulturen werden mit Colcemid versetzt, um die im Wachstum befindlichen
Zellen in der Metaphase zu arretieren. Blutkulturen normaler Spender werden mit 120
bis 180 m Colcemid pro 10 ml Medium versetzt, die K562-Kulturen und die Kulturen
aus CML-Blastenkrisen mit 120 — 180 m Colcemid pro 10 ml Medium. Um den
Mitose-Index der Préparate aus CML-Blastenkrisen zu erhthen, wurde bei einem Tell
der Kulturen 24h nach Kulturansatz 1/10 der Colcemid-Menge zugegeben, die nach 48h
zur Erntung zugegeben wurde. Dies fuhrt zu einer hoheren Zahl an Metaphasen, deren
Chromosomen dann meist kurz sind, aso fur G-Banden-Analyse nicht gut geeignet,
aber sehr wohl fur die , Hypermetaphase-FISH* (siehe 1.3.1; 2.7).

Nach Colcemid-Zugabe werden die Kulturen fur 15 — 20 min bei 37 °C inkubiert,
bei den stimulierten Kulturen aus dem Blut normaler Spender kann die Einwirkzeit bis
zu 30 min betragen. Anschlief3end werden die Kulturen in Falcons Uberfuhrt, bei 1000
rpm fir 10 min abzentrifugiert, und der Uberstand wird abgesaugt. Die Falcons werden
mit hypotoner Losung aufgefillt und 15 min bei 37 °C inkubiert. Anschlief3end wird
erneut zentrifugiert (s. 0.), der Uberstand abgesaugt und Fixativ Methanol/Eisessig 3 + 1
zugegeben (bei dieser ersten Fixierung mul3 das Fixativ zunéchst sehr langsam unter
Schtteln des Rohrchens zugegeben werden, bis sich die Suspension dunkel farbt, der
Rest kann schneller aufgeftillt werden). Dann wird wieder zentrifugiert. Insgesamt wird

drei bisvier ma fixiert. Die Zellen konnen im Fixativ bei —20 °C gelagert werden.
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2.6 G-Bandenfarbung

Zur klassischen zytogenetischen Analyse wurden Metaphasen aus CML-
Blastenkrisen und der CML-Zellinie K562 nach der GTG-Technik (G-Banden mit
Trypsin und Giemsa) [114] gebandert. Die G-Bandenfarbung beruht auf einer
Vorbehandlung der Chromosomen mit dem proteolytischen Enzym Trypsin, das
vermutlich die Proteine des GC-reichen Euchromatins starker angreift als die des AT-
reichen Heterochromatins. Daraufhin werden die Proteine des Heterochromatins stérker
gefarbt, so da® ein Bandenmuster entsteht [162]. Fir die G-Banderung u. a
Bandenmuster wurde ene internationale Standard-ChromosomenNomenklatur
festgelegt [190].

Fir die G-Banderung werden Préparate durch Auftropfen aus den in
Methanol/Eisessig fixierten Zellen hergestellt und eine Woche lang bei Raumtemperatur
gedltert. Die Metaphase-Préparate werden 30 — 60 sec mit Bacto-Trypsin-L6sung
behandelt, kurz in SgrensenPuffer gespiilt, 10 min in der Giemsa-L 6sung angefarbt und
schliefdlich in Aqua dest. gespllt. Nach dem Lufttrocknen werden die gefarbten
Praparate mit Entellan eingedeckt. Die G Banden-Analyse wurde an einem Leica DM
RBE-Mikroskop (Leica, Cambridge, England) durchgefthrt. Fur die Bildaufnahme und
Karyotypisierung der Metaphasen wurden eine hochaufldsende KOHU-Graustufen
CCD (Charge Coupled Device)-Kamera und die Bildauswertungs- Software Cytovision
Version 3.1 der Firma Applied Imaging (Santa Clara, CA), implementiert auf einem
Dell Power Edge Sp 590-2-Rechner, eingesetzt.

Von den Proben aus CML-Blastenkrisen wurden jewells 20 bis 38 Metaphasen
ausgewertet, die in der Regel alle mit Hilfe der Cytovison Software vollsténdig
karyotypisiert wurden. In zwei Féllen wurden zum Teil Zeichnungen der Metaphasen
angefertigt, in einem weiteren Fall wurden von den ausgewerteten 20 Zellen 12
karyotypisiert, wahrend 8 Zellen numerisch ausgewertet wurden. Insgesamt konnten an
10 Proben, die von 9 CML-Patienten stammten, G-Bandenanaysen durchgefuhrt
werden. 51 Zellen der CML-Zéllinie K562 wurden mittels der Cytovision Software
karyotypisiert.
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2.7 Fluoreszenz in situ Hybridisierung (FISH)

In dieser Arbeit wurden FISH-Untersuchungen an CML-Blastenkrisen sowie an
der CML-Zdlinie K562 durchgefiihrt. Parallel zu jedem FISH-Experiment wurden
Kontrollen auf Lymphozyten normaler Spender durchgefiihrt. Die Préparate wurden
durch Auftropfen aus den in Methanol/Eisessig fixierten Zellen hergestellt und zwei bis
drei Tage lang bei Raumtemperatur gealtert. Eingesetzt wurden single copy-Proben,
whole chromosome paintings (WCPs), die ganze Chromosomen nachweisen
Zentromer-Proben (Chromosome enumerations probes, CEPs) und Telomer-Sonden.
Die DNA-Proben waren zum Teil direkt, zum Teil indirekt markiert. Durchgefthrt
wurde I nterphase-FISH, Metaphase-FISH und Hypermetaphase-FISH.

Fir die Technik des ,Hypermetaphase”-FISH wird durch eine zusétzliche
Colcemid-Gabe niedriger Konzentration im Verlauf der Zelkultur die Zahl der
Metaphasen entscheidend erhéht, so dal3 eine quantitative Analyse der Hybridisierung
anhand von Metaphasen moglich wird (siehe 1.3.1; 2.5.3). Diese Technik wurde hier,
erganzend zum Interphase-FISH, zur Analyse der BCR/ABL-Translokation, des

Auftretens des | sochromosoms 17q und zur Untersuchung von Aneuploidien eingesetzt.

2.7.1 Vorbereitung und Denaturierung der Praparate

Auf den Praparaten wird eine fur die Hybridisierung geeignete Region markiert
(mittels Diamantschreiber von der Unterseite des Objekttragers her). Zur Denaturierung
der chromosomalen DNA werden die Objekttrager fir 2 min in 70% Formamid/2 x SSC
bei 73 + 1 °C eingestellt. Anschlief3end wird das Préparat in einer aufsteigenden, bei —
20 °C vorgekiuhlten Alkoholreihe dehydriert: Es wird jeweils 2 min in 70, 80 bzw.
100%igem Ethanol eingestellt und anschlief3end luftgetrocknet.
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2.7.2 Vorbereitung und Denaturierung der DNA-Proben

1. WsisProben: Pro Hybridiserung werden 7 ml Hybridisierungspuffer (vom
Hersteller mitgeliefert), 2 m Aqua dest. und 1 ml DNA-Sonde gemischt. Zur
Hybridisierung von bis zu drei Sonden gleichzeitig werden von jeder Sonde 1 mi
eingesetzt und entsprechend weniger Aqua dest. verwendet. Durch Kombinieren
von Spectrum greent bzw. Spectrum orange- markierter DNA derselben Probe kann
eine gelbe Mischfarbe erzeugt werden. Die Proben werden durch Erhitzen fir 5 min
bei 73+ 1 °C denaturiert und bis zum Gebrauch bei 40 — 45 °C aufbewahrt.

2. Oncor-Proben: Die ber/abl 1 S-FISH™ Translocation DNA Probe und die ber/abl 1
D-FISH™ Translocation DNA Probe sind direkt einsetzbar. Je 1,5 m der Satelliten-

Proben werden mit 30 m Hybrisol VI gemischt. Die Proben werden durch Erhitzen
fur 5 min bel 73 £ 1 °C denaturiert. Die BCR/ABL -Sonden werden vor Gebrauch 5
min bel 37 °C inkubiert, die Satelliten-Sonden werden bis zum Gebrauch auf Eis
gelagert.

3. BAC bk295D5, PAC 1132H12: Die in Hybridiserungsgemisch (50%
Formamid/10% Dextransulfat/2 x SSC) geldsten Proben werden fir 5 min bel 72 °C
denaturiert und 10 — 15 min bei 37 °C prahybridisiert.

2.7.3 Hybridisierung

Je Prgparat wird 10 m DNA-Probe aufgetragen, mit einem 22 x 22 mm
Deckglaschen eingedeckt und mit Fixogum versiegelt. Die Hybridisierung erfolgt in
einer feuchten Kammer bel 37 °C fir ein bis drei Tage. Fur die CEP-Proben der Firma
Vysis ist vom Hersteller eine Hybridisierungstemperatur von 42 °C angegeben, in
Doppelhybridisierungsexperimenten mit CEP-Proben und WCP-Proben hat sich

allerdings eine Temperatur von 37 °C bewahrt.
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2.7.4 Waschen (und Detektion bei indirekter Markierung)

1. VysisProben: Die Praparate werden fir 2 min in 4 x SSC/0,3% NP 40 bel 731 °C
und anschlieffend fir 5 sec bis 1 min in 2 x SSC/0,1% NP 40 bei Raumtemperatur
gewaschen.

2. Oncor-Proben: Die Préparate werden fur 5 min in 0,5 x SSC (BCR/ABL-Probe)
bzw. 0,25 x SSC (Satelliten-Proben) bei 72 + 2 °C gewaschen und fir 1 bis2 min in
1 x PBD bei Raumtemperatur eingestellt. Bei den mit Digoxygenin markierten

Sonden erfolgt im Anschlul3 die Detektion. Dazu werden 60 ml Rhodamin
markiertes Anti-digoxygenin aufgetragen, mit einem 24 x 50 mm Deckglé&schen
eingedeckt und in der feuchten Kammer bei 37 °C fur 30 bis 60 min inkubiert. Dan
wird 3 x 2 minin 1 x PBD bal Raumtemperatur gewaschen. Eine Amplifikation der
Signale kann durch Verwenden von Rabbit Anti-Sheep Antibody | und anschlief3end
Rodamin Anti-Rabbit Antibody 11 (Durchfihrung analog wie Nachwels) erreicht
werden, ist aber nicht in jedem Fall erforderlich

3. BAC bk295D5, PAC 1132H12: Die Praparate werden 3 x 5 min in 50% Formamid/2
X SSC bei 42 °C schittelnd gewaschen, anschlief3end 3 x 5 min in 0,1 x SSC bei 60
°C. Zum Abdecken unspezifischer Bindungen wird mit 200 m 2 x SSC/0,1% Tween
20/3% BSA eingedeckt und 30 min bei 37 °C inkubiert. Fir die Detektion wird mit
60 m Rhodamin-markiertem Anti-digoxygenin eingedeckt und 30 min bel 37 °C
inkubiert. Anschlief3end wird 3 x 5 min in 4 x SSC/0,1 % Tween 20 bei 42 °C im
Schittelwasserbad gewaschen.

Eindecken: 10 bis 15 ml DAPI/Antifade werden pro Objekttréger aufgetragen, mit 24 x

50 mm Deckglaschen eingedeckt und mit Nagellack versiegelt.
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2.7.5 Auswertung der FISH

Die mikroskopische Auswertung der FISH-Experimente erfolgte zum grofdten Tell
an enem Leica DM RBE-Mikroskop (Leica, Cambridge, England). Fir die
Bildaufnahme wurde eine hochauflésende KOHU-Graustufen CCD (Charge Coupled
Device)-Kamera und die Bildauswertungs- Software Cytovision Version 3.1 der Firma
Applied Imaging (Santa Clara, CA), implementiert auf einem Dell Power Edge Sp 590-
2-Rechner, eingesetzt. Ein kleiner Tell der Auswertungen wurde an einem Leica DM
RXA-Mikroskop (Leica, Cambridge, England) durchgefiihrt, wobei die Aufnahmen mit
einer hochauflésenden CCD-Sensys-Kamera (Photometrics, Tucson, Arizona) und der
Leica QFISH Software Version Y2.3.1.Beta auf einem Leica Q 550 CW-Computer
erstellt wurden.

In die Auswertung von Interphase-FI SH- Experimenten gingen pro Fall 200 bis
300 Kerne ein, bel der Analyse von Metaphasen mittels FISH wurden enige bis 30
Metaphasen ausgewertet, bei der , Hypermetaphase'-FISH (siehe 1.3.1) wurden bis zu
200 Z€ellen anadysiert.
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2.8 Comparative genomische Hybridisierung (CGH)

2.8.1 DNA-Extraktion

Die DNA-Extraktion aus peripherem Blut von Patienten in der CML-Blastenkrise
und mannlichen Normalpersonen sowie aus den vier durch die Zellseparation
gewonnenen Fraktionen (CD34-positive Zellen, Granulozyten, Monozyten und T-
Zéllen) (siehe 2.2) wurde mit Hilfe des DNA-Isolierungskits fur Saugerblut der Firma
Roche (Mannheim) durchgefihrt. Dazu werden jeweils 30 ml Lysis-Puffer fir
Erythrozyten mit 10 ml Blut Giberschichtet, 10 min auf einem Taumeltisch gemischt und
bei 875 x g fur 10 min zentrifugiert. Der klare rote Uberstand wird vom Pellet aus
weilen Blutkorperchen getrennt. Die ErythrozytenlLyse ist bel den fraktionierten
Zéellen nicht erforderlich. Anschlieffend gibt man 5 ml Lysis-Puffer fur weil3e
Blutkdrperchen hinzu, mischt sorgféltig und inkubiert fir 10 min bel 65 °C. Optional
kann man nun RNase A in einer Endkonzentraion von 0,02 nmg/m hinzufiigen und 15
min bis 1 h bei 37 °C inkubieren, um etwaige RNA-Verunreinigungen zu entfernen.
Anschlieffend gibt man 2,6 ml Proteinfélungslésung zur Probe, mischt sorgféltig und
zentrifugiert bei 4500 x g fur 10 min (damit wurden gute DNA-Ausbeuten erzielt,
wenngleich laut Hersteller bei 12000 x g zentrifugiert werden sollte). Der DNA-haltige
Uberstand wird in ein neues Rohrchen Uberfiihrt. Nach Zugabe von zwe
Volumeneinheiten Ethanol (Raumtemperatur) und Mischen durch Inversion wird die
DNA in Form von weif3en Stréngen sichtbar. Diese kénnen mit einem stumpfendigen
Glasstab aus der FlUssigkeit ,gefischt® werden und in ein Eppendorf-Reaktionsgefaf
mit 70%igem Ethanol Uberfthrt werden. Nach Zentrifugation bei 14000 rpm fir 10 min
wird der Uberstand verworfen, das DNA-Pellet an der Luft getrocknet und die DNA in
50 — 1000 m TE-Puffer aufgenommen (je nach GrolRe des Pellets). Die in TE-Puffer
geloste DNA kann bis zu mehrere Jahre lang bel — 20 °C aufbewahrt werden.
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2.8.2 Nick-Translation zur Markierung von Test- und Referenz-DNA

Die erhatenen gesamtgenomischen DNAs werden mit Hilfe des CGH Nick
Trandation Kits der Firma Vysis mit Biotin-16-dUTP oder DIG-11-dUTP markiert.

Bel der Nick-Trandation [118] wird doppelstrangige DNA unter Zuhilfenahme
der DNase | sowie der E. coli-Polymerase | markiert: Die DNase | setzt , nicks* in den
DNA-Doppelstrang, also offene Phosphodiesterbriicken, die as Ansatzpunkt fir die 5'-
3'-Exonukleaseaktivitdt der Pol | dienen, die vom 5-Ende her Nukleotide abbaut, so
dal3 die DNA einzelstréngig wird. Die Polymerasefunktion der Pol | schliefdt die Liicke
vom 3-OH-Ende her. Geschieht dies unter Anwesenheit markierter Nukleotide

(Digoxygenin- oder Biotin-markiert), so wird die DNA gleichmaldig markiert.

a) Markierung mit Biotin-16-dUTP (Tumor- bzw. Test-DNA)

- Xm DNA (1-3nm)
- Xm Aqua dest. (ergibt zusammen mit der DNA 19,6 m)
- 5m 10 x Puffer

- 10m dNTP-Mix (je 0,1 mM dATP, dGTP sowie dCTP)
- 331m 0,1 mM dTTP

- 21m 0,1 mM Biotin-16-dUTP

- 10m Enzymmix

b) Markierung mit DIG-11-dUTP (Referenz-DNA)

- Xm DNA (1-2nm)
- Xm Aqua dest. (ergibt zusammen mit der DNA 15,0 ml)
- 5m 10 x Puffer

- 10m dNTP-Mix (je 0,1 mM dATP, dGTP sowie dCTP)
- 6,66 m 0,1mM dTTP

- 333m 0,1 mM DIG-11-dUTP

- 10m Enzymmix

Zur DigoxygeninrMarkierung haben sich Mehrfach-Ansdtze bewdhrt, da
Referenz-DNA in grof3erer Menge bendtigt wird. Die Ansétze werden 2 — 4 h bei 15 °C
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inkubiert, anschliefRend wird die Reaktion durch 10mindtiges Erhitzen auf 70 °C
abgestoppt.

c) Gel-Elektrophorese nach Nick-Translation:

Fur den Einsatz zur CGH sollten die Fragmentlangen zwischen 200 und 1000 bp
liegen, mit einem Maximum bei 500 bp. Dies wird in einem 1%igen Agarosegel
getestet. 500 mg Agarose werden mit 50 ml TBE-Puffer in der Mikrowelle solange
erhitzt, bis keine Schlieren mehr sichtbar sind, kurz abkihlen gelassen und mit einem
Tropfen Ethidiumbromid versetzt. Die offenen Enden der Gelkammer werden mit
Klebeband zugeklebt, die Kammer wird mit der noch flissigen Agarose gefiillt und der
Kamm eingesetzt. Nach Erharten der Agarose werden die Klebestreifen entfernt, die
Kammer in das Elektrophoresegerédt eingesetzt und die Geltaschen beschickt: 7 nl aus
jedem Nick-Trandlations-Ansatz werden mit 2 ml Aqua dest. und 1 m Blaumarker
gemischt und anschlief3end durch Inkubation bei 95 °C fur 3 min denaturiert, gefolgt
von 3 min auf Eis. 3 ml Langenstandard werden mit 6 nl Aqua dest. und 1 m
Blaumarker gemischt. Es werden aso pro Geltasche 10 ml aufgetragen. An die
Elektrophoresekammer wird eine Spannung von 100 V angelegt, die Laufzeit betragt 30
bis 45 min. Zum Schlufd wird das Gel unter UV-Licht betrachtet und photographiert.

2.8.3 Fallung der markierten DNA

Da gesamtgenomische DNA neben Einzelkopie-DNA auch repetitive Sequenzen
enthalt, die zu unerwiinschten Bindungen der DNA-Probe an verwandte Sequenzen
fuhren wirde, ist die Hybridisierung unter Suppressionsbedigungen erforderlich (=
chromosomal in situ suppression (CISS)-Hybridisierung, auch ,chromosome
painting”, siehe 1.3.€). Dies wird durch Préhybridisierung mit Cot 1-DNA erreicht, die
durch Extraktion aus menschlicher Plazenta-DNA gewonnen wird und sich nahezu
ausschliefdlich aus repetitiven Sequenzen zusammensetzt. Diese repetetive DNA |, fangt”
bei der Prahybridisierung die repetitive DNA aus Test- bzw. Referenz-DNA ab (siehe
1.3.2). Die Féllung von Test-DNA + Referenz-DNA + Cot 1-DNA erfolgt im Verhdltnis
1+ 1+ 50 bis 100, d. h. eswerden z. B. 1 ng Test-DNA, 1 ng Referenz-DNA und 100
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ng Cot 1-DNA gemischt. Anschlief3end gibt man 10 %(v/v) 3M Natriumacetat, pH 5,2
sowie 2 Volumeneinheiten eiskalten Ethanols hinzu, mischt und inkubiert tber Nacht
bei —20 °C. Dann wird 20 min bei 14000 rpm zentrifugiert, der Uberstand dekantiert
und mit eisgekihltem 70%igem Ethanol gewaschen (Zugabe von 500 mi 70%igem
Ethanol, dann 10 min bei 14000 rpm zentrifugieren, schlielich den Uberstand
dekantieren). Nach dem Trocknen wird das Pellet in 10 m deionisiertem Formamid
aufgenommen und einige Stunden bis Uber Nacht bei 37 °C unter Schitteln gelost.
Anschliefiend werden 10 nl 20%iges Dextransulfat in 4 x SSC hinzugegeben, so dal
das Hybridisierungsgemisch aus 50% Formamid/10% Dextransulfat/2 x SSC besteht.

Eine bis mehrere Stunden lang wird weiter gel 6st.

2.8.4 Ansatz der CGH

Nach Markierung einer fir die Hybridisierung geeigneten Region des
Objekttragers mittels Diamantschreiber werden die Prégparate zur Denaturierung der
chromosomalen DNA fir 2 min in 70% Formamid/2 x SSC bei 73 £ 1 °C eingestellt.
Vyss-Prgparate werden 5 min lang denaturiert. Anschlief3end werden die Préparate in
einer aufsteigenden, eisgekihlten Alkoholreihe dehydriert (siehe 2.7.1). Die Proben
DNA (Test- + Referenz- + Cot 1-DNA) wird durch Erhitzen fur 5 min bel 73 + 1 °C
denaturiert und anschlief3end 25 bis 35 min bel 37 °C prahybridisiert. Dann werden 10
m Probe pro Objekttrager aufgetragen, mit eéinem 22 x 22 mm- Deckglaschen eingedeckt
und mit Fixogum versiegelt. Die Hybridisierung erfolgt in einer feuchten Kammer bei

37 °Cfur ein bisdrei Tage.

2.8.5 Waschen und Detektion der CGH

Nach der Hybridisierung werden die Praparate 1 x 10 min sowie 3 X 5 min in 50%
Formamid/2 x SSC bei 42 °C im Schiittelwasserbad und anschliefend 3 x 5 min bei 60
°C ohne Schitteln in 0,1 x SSC stringent gewaschen. Zum Abdecken unspezifischer
Bindungsstellen wird dann jeder Objekttréager mit 200 m 4 x SSC/0,1% Tween 20/3%
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BSA eingedeckt und 30 min bel 37 °C inkubiert. Der Proben-Nachweis erfolgt durch
Auftragen von jeweils 60 m Avidin/FITC — Anti-dig/Rhodamin- L ésung und Inkubation
bel 37 °C fur 30 bis 60 min. Anschlief3end wird 3 x 5 min in 4 x SSC/0,1% Tween 20
bei 42 °C im Schittelwasserbad gewaschen. Zur Gegenfarbung werden 10 bis 15 ni
DAPI/Antifade pro Préparat aufgetragen. Dann wird mit 24 x 50 mm Deckgl&schen
eingedeckt und mit Nagellack versiegelt.

2.8.6 Auswertung der CGH

Die mikroskopische Auswertung der CGH-Experimente erfolgte an einem Leica
DM RBE-Mikroskop (Leica, Cambridge, England). Fir die Bildaufnahme wurde eine
hochauflésende KOHU-Graustufen CCD-Kamera und die Bildauswertungs- Software
Cytovision Version 3.1 der Firma Applied Imaging (Santa Clara, CA), implementiert
auf einem Dell Power Edge Sp 590-2-Rechner, eingesetzt. Zum Vorgehen bei der CGH-
Auswertung siehe Kapitel 1.3.2.
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2.9 Multiplex-Fluoreszenz in situ Hybridisierung (M-FISH)

2.9.1 PCR zur Amplifizierung durchfluf3-zytometrisch hergestellter DNA-Pools

Die Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction, PCR), die 1985 von
Mullis prasentiert wurde [191;192], ist eéine Methode zur Vervielfaltigung von DNA in
vitro, die dem Vorgang der in vivo DNA-Replikation nachempfunden ist: Zwei
synthetisch hergestellte Oligonukleotide, die antiparallel an die beiden Strange der DNA
hybridiseren, dienen as Primer, so dal3 sie die zu amplifizierende DNA-Sequenz
beiderseits flankieren. Weiterhin werden eine DNA-Polymerase und eine Mischung der
vier Deoxyribonukleotidtriphosphate (ANTP's) benétigt. Bei der PCR wechseln sich
thermische Denaturierung der zu amplifizierenden DNA, Hybridisieren der Primer und
die Synthese von Komplementérstrangen durch die Tag-DNA-Polymerase zyklisch ab.
Durch die 25 — 50fache Wiederholung dieses Zyklus wéchst die Kopienzahl der
Zielsequenz exponentiell an [92]. Die Tag-Polymerase stammt aus dem Bakterium
Thermophilus aquaticus und eignet sich aufgrund ihrer Thernostabilitét gut fur die PCR
[193].

Bei der von Telenius et al. 1992 vorgetellten PCR mit degenerierten Primern
(degenerate oligonucleotid-primed PCR, DOP-PCR) [194] verwendet man als Primer
Oligonukleotide mit teilweise degenerierter Sequenz (sechs Positionen der Primer-
Sequenz sind zufdlig mit einem der vier Nukleotide besetzt) und wéhlt in den ersten
Zyklen niedrige Hybridisierungs-Temperaturen. Dadurch hybridisiert der Primer in
kurzen, gleichmaldigen Abstdnden an die Zie-DNA. Es entstehen relativ kurze
Fragmente, die die gesamte eingesetzte DNA gleichmaldig abdecken.

Die hier verwendeten durchfluf3zytometrisch hergestellten DNA-Pools wurden
von Michael Speicher vom Ingtitut fur Humangenetik der Ludwig Maximilian
Universitdt Minchen zur Verfligung gestellt. Aus diesen Pools wurden durch DOP-PCR
zweite und dritte Generationen von DNA erzeugt. Durch differentielle Markierung
dieser Pools und deren gemeinsame Hybridisierung in der M-FISH wird jedes
Chromosom mit einer Kombination aus bis zu drei Fluorochromen markiert (Vgl. Abb.
6).
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Die einzelen Pools setzen sich wie folgt zusammen:

FITC-Pooal:
Cy3-Poal:
Cy5-Pool:

Biotin (Cy3.5)-Pool:
Dig (Cy5.5)-Pool:

Chromosomen 1, 4, 6, 8,9, 11, 13, 16, 18, 21 und Y
Chromosomen 3, 5, 8, 9, 11, 13, 15, 19, 20, 22 und X
Chromosomen 1, 5, 6, 7, 8, 12, 14, 15, 16 und 22
Chromosomen 1, 3, 4, 7, 10, 11, 15,17, 19 und Y
Chromosomen 2, 3, 5, 6, 9, 10, 12, 21, X und Y

Der PCR-Ansatz zur Amplifizierung der Pools setzt sich wie folgt zusammen:

Reagenzien Volumen [i] Endkonzentrationen
Aqua dest. 17,8

10 x Puffer 2,5 1x
50 mM MgCh 1 2mM
10 mM dATP 0,5 0,2mM
10 mM dTTP 0,5 0,2 mM
10 mM dCTP 0,5 0,2mM
10 mM dGTP 0,5 0,2mM
100 mM degenerierter Primer 0,5 2
Tag-Polymerase 0,2 1U/25m
DNA-Pool 1

Das Programm fur die PCR zur Amplifizierung der DNA-Pools sieht folgendermalien

aus:

Zyklus Temperatur [°C] Zeit [min]
1 94 3
oz 1
2-36 56 1
72 4
37 72 20
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2.9.2 PCR zur Markierung der DNA-Pools

Im Anschlu? an die Amplifizierung erfolgt die spezifische Markierung der
einzelnen Pools. Dazu wird ein zusdtzliches modifiziertes Nukleotid, neben dem
jeweiligen normalen, angeboten. Abgesehen davon sind ale Reaktionsbedingungen mit

denen fr die PCR ohne Markierung identisch.

a) PCR zur Markierung der Biotin (Cy3.5)- und Cy3-Poadls.

Reagenzien Volumen [m] Endkonzentrationen
Aqua dest. 16,2

10 x Puffer 2,5 1x
50 mM MgCh 1 2mM
10 mM dATP 0,5 0,2mM
10 mM dGTP 0,5 0,2mM
10 mM dCTP 0,5 0,2 mM
10 mM dTTP 0,38 0,15 mM
1 mM Biotin- bzw. Cy3-dUTP 1,25 0,05 mM
100 mM degenerierter Primer 0,5 2nM
Tag-Polymerase 0,2 1U/25m
DNA-Pool 1

b) PCR zur Markierung der DIG (Cy5.5)- und Cy5-Pools:

Reagenzien Volumen [m] Endkonzentrationen
Aquadest. 15,6

10 x Puffer 2,5 1x
50 mM MgCh 1 2mM
10 mM dATP 0,5 0,2mM
10 mM dGTP 0,5 0,2mM
10 mM dCTP 0,5 0,2 mM
10 mM dTTP 0,25 0,1mM
1 mM DIG- bzw. Cy5-dUTP 2,5 0,1 mM
100 mM degenerierter Primer 0,5 2nmv
Tag-Polymerase 0,2 1U/25m
DNA-Pool 1
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¢) PCRzur Markierung des FITC-Pools:

Reagenzien Volumen [m] Endkonzentrationen
Agua dest. 15,6

10 x Puffer 2,5 1x
50 mM MgCh 1 2mM
10 mM dATP 0,5 0,2mM
10 mM dGTP 0,5 0,2 mM
10mM dTTP 0,5 0,2mM
10 mM dCTP 0,25 0,1 mM
1 mM HTC-dCTP 2,5 0,1mM
100 M degenerierter Primer 0,5 2nmv
Tag-Polymerase 0,2 1U/25m
DNA-Pool 1

Die PCR erfolgte nach dem gleichen Programm wie in Kapitel 2.9.1 dargestellt.

Gel-El ektrophorese nach PCR:

Die erfolgreiche Amplifizierung wird durch Auftrennung der PCR-Produkte in

einem 1%igen Agarose-Gel Uberprift (siehe 2.8.2). Dazu werden 3 ml PCR-Produkt im

Gel eingesetzt.

2.9.3 Fallung der markierten DNA-Pools

11 m Biotin-Pool, 22 m DIG-Pool, 18 m Cy2-Pool, 24 m Cy5-Pool und 24 i

FITC-Pool werden mit 40 ml Cot 1-DNA, 5 m LachsspermienDNA, 15 ml 3 M
Natrium-Acetat ph 5.2 und 400 m Ethanol gemischt und Uber Nacht bel —20 °C
inkubiert. Dann wird 20 min bei 14000 rpm zentrifugiert, der Uberstand dekantiert und
mit elsgekihltem 70%igem Ethanol gewaschen (Zugabe von 500 n1 70%igem Ethanol,
dann 10 min bei 14000 rpm zentrifugieren, schlielich den Uberstand dekantieren).
Nach dem Trocknen wird das Pellet in 22 m deionisiertem Formamid aufgenommen
und einige Stunden bis Uber Nacht bei 37 °C unter Schitteln gelost. Anschlief3end
werden 22 m 30%iges Dextransulfat in 4 x SSC hinzugegeben, so dald3 das
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Hybridisierungsgemisch aus 50% Formamid/15% Dextransulfat/2 x SSC besteht. Eine

bis mehrere Stunden lang wird weiter gel0st.

2.9.4 Ansatz der M-FISH

Die zu hybridiserenden Metaphase-Préparate werden zur Verbesserung der
Hybridisierungsqualitét mit RNase und Pepsin vorbehandelt. Dazu werden sie kurz in 2
X SSC hydriert, mit 200 m RNase-Ldsung (1 ng/ml in 2 x SSC) eingedeckt, 1h bei 37
°C in ener feuchten Kammer inkubiert und 3 x 5 min in 2 x SSC bei 37 °C unter
Schitteln gewaschen. Anschlief3end werden die Objekttrager mit 200 m Pepsin-Ldsung
(8,5 x 10% Pepsin in Aqua dest., pH 2) eingedeckt, 4 bis 10 min bei 37 °C inkubiert, 3
X 5 min bei 37 °C mit PBS unter Schitteln gewaschen und zum Schlul? in einer
eiskalten Ethanolreithe dehydriert (je 2 min in 70, 80 sowie 100%igen Ethanol).
Nachdem die Préparate an der Luft getrocknet sind, erfolgt ihre Denaturierung fur 1 min
45 sec bis 2 min in Denaturierungspuffer bei 70 °C, gefolgt von Dehydrierung in einer
aufsteigenden eiskalten Ethanolreihe (s. 0.). Die markierte und aus den funf Pools
kombinierte DNA wird fur 7 min bel 75 °C denaturiert und mindestens 30 min bei 42
°C praéhybridisiert. Pro Objekttrager werden 8,5 ml denaturierte DNA aufgetragen. Es
wird jeweils mit einem 18 x 18 mm Deckglaschen eingedeckt, mit Fixogum versiegelt

und zur Hybridisierung zwei Tage in einer feuchten Kammer bei 37 °C inkubiert.

2.9.5 Waschen der M-FISH-Praparate und Detektion der indirekt markierten
Sonden

Nach Entfernen des Fixogums werden die Deckglaschen in 4 x SSC/0,1% Tween
20 bei 45 °C abgeschwemmt. Anschlief3end werden se 3 x 5 minin 1 x SSC bei 60 °C
im Schittelwasserbad gewaschen und einige sec in 4 x SSC/0,1% Tween 20 bei 45 °C
inkubiert. Dann werden sie zur Blockierung der unspezifischen Bindungen mit 200 i1 4
X SSC/0,1% Tween 20/3% BSA eingedeckt (24 x 50 mm Deckglaschen) und 30 min bel

37 °C in einer feuchten Kammer inkubiert. Danach werden die Préparate kurz in 4 x
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SSC/0,1% Tween 20 bel 45 °C gewaschen, mit 200 m Detektions dsung (Cy3.5-Avidin
(1:300) und Anti-DIG-Cy5.5 (1:200) in 4 x SSC/0,1%) eingedeckt und mindestens 45
min bel 37 °C in einer feuchten Kammer inkubiert. Nach der Detektion werden die
Praparate 3 x 5 min in 4 x SSC/0,1% Tween 20 bei 45 °C im Schittelwasserbad
gewaschen, mit DAPI gegengefarbt, mit 24 x 50 mm Deckgléschen eingedeckt und mit
Nagellack versiegelt.

2.9.6 Auswertung der M-FISH

Die Bildaufnahme erfolgte mit einer hochauflésenden Sensys-CCD (Charge
Coupled Device) -Kamera (Photometrics, Tucson, Arizona) und der Leica Q-FISH
software version Y2.3.1.Beta auf einem Leica Q 550 CW-Computer an einem Leica
DM RXA-Mikroskop (Leica, Cambridge, England). Das Leica DM RXA-Mikroskop ist
mit einem Filterrad mit acht Positionen ausgestattet, so dal3 fir jedes in der M-FISH
eingesetzte Fluorochrom ein separater Anregungs-, Teillungs- und Emissionsfilter zur
Verfligung steht. Sowohl Kamera als auch Mikroskop werden durch die Leica Q-FISH
software gesteuert. Die Bildanayse ist in die Leica MCK image analysis software
eingebunden. Zum Vorgehen bei der Auswertung der M-FISH siehe Kapitel 1.3.3.
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3. Ergebnisse

3.1 CML-Zellinie K562

Durch die kombinierte Anwendung von GBanden-Analyse, M-FISH, FISH und
CGH wurde die CML-Zelline K562 detailliert zytogenetisch charakterisiert. Der
Einfachheit halber werden im Folgenden aberrante Chromosomen as “Marker”
bezeichnet, obwohl dies nicht der Definition i. e. S. entspricht. Als Marker-Chromosom
wird normalerweise ein strukturell abnormales Chromosom bezeichnet, dessen
Zusammensetzung vollig unbekannt ist (ISCN 1995 [190], Seite 63). Die hier as
Marker charakterisierten Chromosomen sind eigentlich als Derivative zu bezeichnen,
wie in Tabelle 1 ja auch geschehen. Zur Kurzbezeichnung ist die Benennung “Marker”

jedoch sinnvall.

3.1.1 G-Banden-Analyse

Die GBanden-Analyse ergab einen hypotriploiden Karyotyp mit einer modalen
Chromosomenzahl von 67 (64 bis 69 Chromosomen). Der in Abb. 8 dargestellte
Karyotyp wurde in 40 von 51 untersuchten Zellen gefunden und weist 21 verschiedene
Markerchromosomen auf (Abb. 8), eines davon (M16) in zwei Kopien. Dieser Klon
wird als Stammlinie bezeichnet. In zwei der verbleibenden 11 Zellen trat ein
zusatzlicher Marker (M22) in einer bzw. zwei Kopien auf. In diesen Zellen war M19 =
der(21)t(1;21)(1qter® 1g23::21p11® 21qgter) (Tabelle 1) nicht vorhanden. M22 18X sich
as Isochromosom i(1923® 1qter) charakterisieren und ist moglicherweise von M19
abgeleitet. Die beiden M22 enthaltenden Zellen kénnen daher als Seitenlinie betrachtet
werden (zu den Begriffen “stemline” und “sidelineg” siehe ISCN 1995 [190], Seite 79).
Acht Zellen enthielten ein bis drei zusdtzliche nichtklonale Marker, die nicht
identifiziert werden konnten. Eine weitere Zelle unterschied sich lediglich in der Anzahl
der Autosomen vom Hauptklon. D. h. 45 von 51 Zellen besal3en mindestens die 21 fir

die Stammlinie beschriebenen Marker.
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Abb. 8: G-Banden-Analyse der Zellinie K562.

Karyogramm einer reprasentativen Metaphase. Dieser Karyotyp wurde in 40 von 51 ausgewerteten Zellen
gefunden. Das Ergebnis der Charakterisierung der Marker-Chromosomen durch kombinierte Auswertung
von G-Banden-Analyse, M -FISH, FISH und CGH ist in Tabelle 2 dargestellt.

3.1.2 Multiplex-Fluoreszenz in situ Hybridisierung (M-FISH)

15 von 19 durch M-FISH untersuchten K562-Zellen gehorten zur Stammlinie, in
Abb. 9 ist ein reprasentativer Karyotyp gezeigt. Zwel Zellen enthielten den Marker M22
(nicht gezeigt, Vgl. 3.1.1). Die verbleibenden zwel Metaphasen besal3en nicht
identifizierbare Marker. Die chromosomale Zusammensetzung einer Reihe von Marker-
Chromosomen, die durch G-Banderung nicht aufgedeckt werden konnte, lief3 sich durch
die M-FISH-Analyse ermitteln (M2, M4 — M6, M8 — M10, M17, M19 und M21),
ebenso die Zusammensetzung von M15 und M16, die durch G-BandenAnalyse nur
teilweise aufgedeckt worden war. Fur die Aufdeckung zweier Marker war die M-FISH
von besonderer Bedeutung: M 11 konnte durch G-BandenAnalyse nicht mit Sicherheit
as Marker bestimmt werden, M13 ware ohne M-FISH nicht als Marker identifiziert

worden.
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Abb. 9: M-FISH der Zellinie K562.

Karyogramm einer reprasentativen Metaphase. (A) Karyogramm in “rendered colors’ (Vgl. 1.3.3). (B)
Karyogramm in Klassifizierungsfarben (“classified colors’). Die chromosomale Zusammensetzung der
Marker M2, M4 — M6, M8 — M10, M17 und M21 wurde durch M-FISH aufgedeckt, so z. B. die
Beteiligung von #5 und #6-Material an M2 oder die Zusammensetzung von M17 aus #3- und #19-
Material. Ebenso wurde die #9-Beteiligung an M15 sowie M16 nachgewiesen. M11 konnte durch M-
FISH als Marker bestétigt werden, der Marker M13 wurde durch M -FISH als Marker identifiziert.
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3.1.3 Fluoreszenz in situ Hybridisierung (FISH)

Zur Verifizierung der Herkunft mehrerer Marker-Chromosomen, deren Herkunft
durch M-FISH aufgedeckt worden war, wurden FISH-Experimente mit Einzelkopie-
Sequenz-Proben (fir die BCR- und ABL-Gene), Proben zur Markierung ganzer
Chromosomen (whole chromosome painting probes, WCPs) und Zentromer-Proben
(chromosome enumeration probes, CEPs) durchgefuhrt. Folgende Proben
K ombinationen wurden eingesetzt: BCR + ABL, WCP13, WCP6 + WCP11, WCP12 +
WCP21, WCP2 + WCP19, WCP19 + WCP20, WCPX, WCP5 + CEP6, WCP10 +
CEP10, WCP10 + CEP17, WCP11 + CEP6, WCP12 + CEP12, WCP19 + CEP12,
WCP9 + CEP17. Im Folgenden werden einige dieser Experimente demonstriert.

Die simultane Hybridisierung der BCR- und ABL-Proben auf Metaphasen der
Zellinie K562 ergab BCR/ABL-Fusionssignale auf einem Derivat des Chromosoms 2
(M1) distal von Bande 33 sowie multiple gelbe Fusionssignale entlang eines
akrozentrischen Chromosoms (M20). Weiterhin drei einzelne ABL-Signale (rot), von
denen zwei an den beiden Enden eines Derivativs 9 (M7) lagen und eines auf dem
langen Arm eines deletierten Chromosoms 9 (M8). Zwei grine BCR-Signale wurden
auf den beiden normaen Chromosomen 22 nachgewiesen (Abb. 10). Die
Hybridisierung mit der WCP13-Probe resultierte in Signalen auf drei Chromosomen,
von denen eines identisch mit M20 ist (Abb. 12). Die Existenz des Markers M20 wurde
also durch FISH-Anayse aufgedeckt. Im Anschlul® daran konnte M20 dann mit Hilfe
der DAPI-Gegenfarbung im G-BandenKaryotyp identifiziert werden (Abb. 8). M20
besteht also aus amplifizierten hintereinandergeschalteten BCR/ABL-Fusionsgenen plus
eingestreutem Material des Chromosoms 13, der CGH-Analyse zufolge méglicherweise
aus der Bande 13931 (siehe 3.1.4).
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Abb. 10: FISH mit den BCR- und ABL-Gen-Proben (L SI™ bcr/abl translocation probe, Vysis).

(A) Das Hybridisierungsmuster auf Chromosomen eines CM L-Patienten mit klassischer Translokation
9;22. Es liegen ein Fusionssigna auf dem verkiirzten Philadelphia-Chromosom vor sowie zwel
Einzelsignale, eines auf dem normalen Chromosom 9 (rot) sowie eines auf dem normalen Chromosom 22
(griin). (B) Hybridisierung auf eine Metaphase der Zellinie K562. Gelbe BCR/ABL-Fusionssignale liegen
auf M1 distal von Bande 33 sowie entlang eines akrozentrischen Chromosoms (M20). Zwei ABL-
Signale (rot) liegen auf M7, eines auf M8. Zwei grine BCR-Signale liegen auf den beiden normalen
Chromosomen 22.

Abb. 11: FISH mit einer WCP13-Probe auf
eine K562-M etaphase.

Neben dem normalen Chromosom 13 und dem
Marker M15 trégt ein drittes Chromosom
Signale, der Marker M20.

Nach GBanden-Analyse und M-
FISH war die Herkunft der Zentromere
mehrerer Marker unklar (M2, M10,
M11, M13, M14, M16 und M18). Zum

Nachweis der Zentromer-Herkunft

wurden FISH-Analysen unter Verwendung von Zentromerproben (CEPs) durchgefiihrt,
sofern diese fur die betreffenden Chromosomen ertéltlich waren. Die Herkunft der
Zentromere von M10, M13 und M16 konnte eindeutig geklart werden. Die Ergebnisse
M10 und M16 betreffenden FISH Analysen sind in den Abb. 12 und 13 gezeigt. Durch
FISH mit WCP10- plus CEP10-Proben sowie WCP10- plus CEP17-Proben wurde
gezeigt, dal? M10 (zusammengesetzt aus Material der Chromosomen 3, 10 und 17)
Zentromermaterial sowohl des Chromosoms 10 as auch des Chromosoms 17 besitzt
(Abb. 12). Die smultane Hybridisierung einer WCP9- und einer CEP17-Probe lieferte
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den Bewaels, dal3 es sich bel dem aus #9- und #17-Material zusammengesetzten Marker
M16 um ein #17-Derivat handelt (Abb. 13).

Abb. 12: FISH-Analyse zur Untersuchung des K562-Markers M10[ t(3;10;17)].

(A) FISH mit WCP10 (rot) und CEP10 (grun). (B) FISH mit WCP 10 (rot) und CEP17 (grin).

Die beiden normalen Chromosomen sind ganz, die Marker M9 und M10 teilweise durch die WCP10-
Probe (rot) markiert. Die CEP 10-Probe (grin) fihrt zu Signalen in den Zentromeren dieser vier
Chromosomen, die bei den #10 und M9 durch die Uberlagerung gelb sind (A). Die CEP17-Sonde
hybridisierte, neben den Zentromerregionen des normalen Chromosoms 17 und der beiden Marker M 16,
ebenfalls im Zentromerbereich des Markers M10 (B). Somit handelt es sich bei M10 sowohl umein
Derivat des Chromosoms 10 al's auch des Chromosoms 17.

Abb. 13: FISH mit einer WCP9-Prabe (rot)
und einer CEP17-Probe (grin) zur
Untersuchung des K562-Markers M 16.

Die WCP9-Probe hybridisierte auf den
Markern M7, M8, M15 und M16. Die CEP17-
Probe lieferte Signale auf dem normalen #16,
dem  Marker M10 und in den
Zentromerregionen der beiden Marker M16.
Somit ist bewiesen, dal3 die Marker M16 #17-
Derivative sind.

Zur Bestatigung der
Zusammensetzung mehrerer  Marker
(M11, M13, M17, M18 und M21)
wurden weitere FI SH-Experimente durchgefihrt. So wurde z. B. durch Hybridisierung
mit einer WCP12- und einer WCP21-Sonde die Zusammensetzung des durch M-FISH-
Analyse entdeckten Markers M 13 bestétigt werden (Abb. 14A). Durch die Auswertung

von 30 Metaphasen wurde das durchgehende Vorhandensein dieses Markers in den

K562-Zellen bewiesen. Dies war besonders wichtig, da der Marker in der GBanden
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Analyse zunéchst gar nicht gefunden worden war und auch nach Entdeckung nur
schwer von den normalen Chromosomen 12 unterscheidbar war. Ebenso wurde die
Betelligung von #19- und #20-Materia an der Bildung des Markers M 18 sowie dessen
durchgéngiges Vorhandensein in der Zellinie K562 durch FISH bestétigt (Abb. 14B).

Abb. 14: FISH-Experimente zur Bestétigung der Zusammensetzung von Marker-Chromosomen
der Zellinie K562.

(A) FISH mit einer WCP12-Probe (grin) und einer WCP21-Probe (rot). Das normale #12 sowie die
Marker M12, M13 und M14 tragen griine Signale, rot markiert sind die normalen #22 sowie Teile von
M13 und M19. Somit ist die Entstehung des Markers M 13 aus #12- und #21-Material bestétigt. (B) FISH
mit einer WCP19-Probe (griin) und einer WCP20-Probe (rot). Das normale #19 und Teile der Marker
M14, M17 und M18 sind griin markiert, die beiden normalen #20 und ein Teil des Markers M18 sind rot
markiert. Die Zusammensetzung des Markers M 19 aus #19- und #20-Material ist damit bestétigt.

3.1.4 Comparative genomische Hybridisierung (CGH)

Durch die CGH-Analyse der CML-Zellinie K562 wurden Gewinne und Verluste
chromosomalen Materials ermittelt (Abb. 15). Da die Zellinie hypotriploid ist, werden
durch die Anayse Abweichungen vom triploiden Zustand nachgewiesen, d. h. Gewinne
chromosomalen Materials, wenn in der Zellinie mehr as drei Kopien der betreffenden
Chromosomenregion vorliegen und Verluste, wenn weniger als drei Kopien vorhanden
sind. So spiegelt z. B. der Wert 1 fur das Mittelprofil des Chromosoms 4 in der CGH
(Abb. 15B) das Vorhandensein von drei normalen Kopien dieses Chromosoms wider
(Abb. 8 und 9). Ein weiteres Beispiel ist das Chromosom 11, das in drel normalen

Kopien vorkommt sowie im Marker M11, der 11q enthélt. Dementsprechend liegt das
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Mittelprofil in der CGH fur 11p bel 1 und zeigt in 11g einen Gewinn an. Anhand des
Mittelprofils in Abb. 16 wurden Gewinne chromosomalen Materials in den Regionen
1p13, 1923® qter, 2923® 31, 3p21® pter, 5p, 6p21.1® pter, 6023® qter, 7922® qter,
9g22® qter, 10g11.2® 22, 11q12® qter, 15q, 160922® qter, 21911.2® qter und 22911.2
festgestellt. Verluste wurden in 3pld® qter, 9pl12® pter, 10023® gter, 12p12® pter,
13012® g22, 13g32® qter, 14q, 17pli® pter, 18q12® qter, 20p11.2® pter und 22913
gefunden. Urspringlich stammt die Zellinie von einer weiblichen Spenderin, die hier
zur CGH eingesetzte Referenz-DNA ist mamnlich. Daher ist das Mittelprofil fur das X-
Chromosom als Verlust fir das gesamte X-Chromosom zu werten, insbesondere fir den
kurzen Arm (I&gen drei Kopien des X-Chromosoms vor, so |1&ge das Mittelprofil bei 2).

Die CGH-Ergebnisse stehen im Allgemeinen mit den Resultaten aus den anderen
Methoden im Einklang. Problematisch ist die Deutung der CGH-Mittelprofile fur die
Chromosomen 15, 16 und 18: Das Mittelprofil fir Chromosom 15 deutet tendenziell auf
einen Gewinn chromosomalen Materials hin, es existieren jedoch nur drei Kopien
dieses Chromosoms. Drei normale Kopien des Chromosoms 16 sind nachgewiesen,
ausgehend vom CGH-Ergebnis a3t sich ein Zugewinn im distalen langen Arm jedoch
nicht ausschlief?en. Das Chromosom 18-Mittelprofil, das einen Verlust nur fir 18q
zeigt, a3 sich nicht mit dem Vorhandensein von lediglich zwel Kopien dieses
Chromosoms in Einklang bringen. Eine weitere Unstimmigkeit, das Chromosom 13
betreffend, lie? sich durch eine zusdtzliche FISH-Anayse klaren: Der mit dem
Vorhandensein von nur zwel Kopien von 13q Ubereinstimmende Verlust von Material
des Chromosoms 13 betrifft die Region 13g31 nicht. Die FISH-Anayse mit einer
WCP13-Sonde ergab Signale auf drei Chromosomen statt auf zwei, wie zu erwarten
gewesen ware (sehe 3.1.3, Abb. 11).
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Abb. 15: Comparative genomische Hybridisierung (CGH) der Zellinie K562.

Bei der CGH wird der Quotient der FluoreszenzIntensitéten von Test- (K562-) zu ReferenzDNA
gebildet. (A) Karyogramm. Gewinne chromosomalen Materials sind als starkere Grunférbung zu
erkennen, z. B. fur 3p21® pter oder fir 22q11.2, Verluste sind a's Rotfarbungen zu erkennen, wie flr 9p
oder Xp. (B) Mittelprofil. Das Mittelprofil errechnet sich hier als der Mittelwert der Quotienten von 15
Zellen. Da die Zellinie hypotriploid ist, spiegelt das CGH -Ergebnis Abweichungen der Kopienanzahl
vom triploiden Zustand wieder, d. h. liegt das Mittelprofil bei 1, so liegt die entsprechende
Chromosomenregion triploid vor, z. B. das gesamte Chromosom 4. Abweichungen nach links spiegeln
Verluste (z. B. 9p), Abweichungen nach rechts Gewinne (z. B. 11q) chromosomalen Materials wieder.
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3.1.5 Marker-Chromosomen der CML-Zellinie K562

In diesem Abschnitt ist das Ergebnis der Marker-Analyse der Zellinie K562 durch
kombinierte Anwendung von G BandenAnalyse, M-FISH, FISH und CGH dargestellt.
In Tabelle 2 sind die Marker-Chromosomen ausfuhrlich charakterisert. Hierzu wurde
der Uberschaubarkeit halber die fir die Banderungsanalyse Ubliche Nomenklatur
verwendet (ISCN 1995)[190]. Wollte man die ausfihrliche Nomenklatur verwenden, so
liefRe sich beispielsweise allein Uber den Marker M11 sagen:

FISH-Anayse: ish.der(?)(wcp6+,wcpll+,cep6-,cepll-)

CGH-Analyse: +mar.rev ish der(?)t(6;11)(?,g12)enh(11p)

G-BandenAnalyse: der(?)t(?;11)(?::11q12® 11qter)

M-FISH-Anayse: Hierzu sind im ISCN 1995 keine Angaben gemacht, es bleibt

also, auf die néchste Auflage zu warten.

Da diese ausfuhrliche Schreibweise, auf alle strukturellen Veranderungen der
Zdlinie K562 angewendet, zu weit mehr Verwirrung als Klarheit fihren wirde, wird
hier darauf verzichtet und die G-Banden-Schrelbweise zur Beschreibung der Marker
verwendet, auch wenn die Charakterisierung nicht allein auf der Banderungsanalyse

basiert.
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Tabelle 2: M arker-Chromosomen der Zellinie K562

Marker | Karyotyp

M1 | der(2)add(2)(g33)
M2 | der(5?)t(5;6)(5pter® 5p?11::?)
M3 | dup(6)(pter® pl2::p22® gter)
M4 inv(7)(pter® p22::pl1® p22::pll® qter)
M5 | del(7)(:p15® gter)
M6 | der(7)readel(7)
M7 | dup(9)(9g34::9p24® 9qter)
M8 [ del(9)(:p12® qter)
M9 | der(10)t(3;10)(10pter® 10023::3p21® 3pter)
M10 | der(10;17)t(3;10;17)(17pter® 17g11::10p11® 10g23::3p21® 3pter)
M11 | der(?)t(6;11)(?::11912® 1lgter)
M12 | der(12)t(12;19)(12pter® 12q23-24::?)
M13 | der(12)t(12;21)(21gter® g11::12p11® 12qter)
M14 | der(?t(12;19)(?:?)
M15 | der(13)t(9;13)(?::13p11® 13qter)

M16, 2 x | der(17)t(9;17)(?::17p1l1® 17qter)
M17 | der(19)t(2;19)(?::rea?dupl9)
M18 | der(?)t(19;20)(19pter® 19p11::? ® cen® ?::20011® 20qgter)
M19 |der(2D)t(1;21)(1qter® 1023::21pl11® 21qter)
M20 | amplifizierte BCR/ABL-Fusionsgene + #13-Material, vermutl. aus 13931
M21 | del(X)(:p11® qter)
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3.2 CML-Blastenkrisen

In diesem Kapitel werden die Ergebnisse der Analysen aus peripherem Blut von
CML-Patienten in der Blastenkrise dargestellt. Insgesamt handelt es sich um Material
von 15 Patienten (CML1 bis CML15), denen jeweils ein bis drei mal Blut abgenommen
wurde. Diese Proben wurden mittels GBénderung, CGH und FISH untersucht. Die
Probe CML1 und CML3 lagen nur als DNA vor, so dal3 hier nur die CGH-Analyse
durchgefiihrt werden konnte. Von den anderen Proben wurden zusétzlich zur GGH-
Anayse, wenn méglich, GBandenAnayse und FISH zum Nachweis der BCR/ABL-
Umlagerung durchgefihrt. FISH-Analysen mit weiteren Proben wurden vorgenommen,
sofern sinnvoll. In Tabelle 3 sind die Ergebnisse der Untersuchung der CML-

Blastenkrisen zusammengefalit.
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Die in Tabelle 3 vorgestellten Ergebnisse lassen sich wie folgt zusammenfassen:
Diein funf der 15 hier untersuchten Falle gefundenen sekundéren Aberrationen gehéren
zu den haufigsten mit der Progresson der CML zur Blastenkrise assoziierten
Mutationen (“major route changes’, siehe 1.2.2) (CML6, 9, 12, 14 und 15). In zwe
Falen (CML5 und 11) traten seltenere sekundére Chromosomenveranderungen auf
(“minor route changes’). In funf weiteren Fallen (CML1, 7, 8, 10 und 13), die positiv
fur die BCR/ABL-Umlagerung waren, liefien sich keine sekundéren Mutationen
nachweisen. Die BCR/ABL-Fusion im Fal CML1 war mittels RT-PCR nachgewiesen
worden (Daten nicht gezeigt). Insgesamt drei Ph-negative CML-Félle wurden analysiert
(CML2, 3 und 4). Zwel davon zeigten auch keine sonstigen Mutationen (CML3 und 4),
wahrend in einem Fall mit einer Trisomie 9 eine fir CML untypische Aberration auftrat
(CML2). Drei der fur die BCR/ABL-Fusion positiven Félle (CML9, 10 und 15) weisen
komplexe Philadel phia- Trans okationen auf. Diese werden in Kapitel 3.3 behandelt.

Folgende “major route changes’ wurden hier gefunden: i(17q) bei CML9 und 15;
ein zusétzliches Philadel phia-Chromosom (+Ph) bel CML14; +8, i(17q) und +Ph in den
Falen CML6 und CML12 (siehe Tabelle 3). In Abb. 16 ist das G-Banden-Karyogramm
einer Zelle mit alen genannten Aberrationen gezeigt. Das Ergebnis einer CGH-Analyse
ist in Abb. 17 dargestellt.
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Abb. 16: G-Banden-Analyse der Probe CML 12B.
Der Karyotyp dieser Zelle lautet 48,XY ,1(9;22),+8,i(17q),+Ph. Der vollstandige Karyotyp dieser Probe ist
der Tabelle 3 zu entnehmen.
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Abb. 17: Compar ative genomische Hybridisierung (CGH) der Probe CML6B.

(A) Karyogramm. Die gemeinsame Hybridisierung von FITGmarkierter Tumor-DNA (grun) und
Rhodamin-markierter ReferenzDNA (rot) auf normale Chromosomen fuhrt zu einer relativ
gleichmaliigen Gelbfarbung der gesamten Metaphase. Zugewinne chromosomalen Materials fihren zu
einer Grunfarbung (#8 und 17q), Verluste zu einer Rotfarbung (17p). (B) Mittelprofil. Der mittlere
Quotient aus den Fluoreszenzintensitédten von Tumor- und ReferenzDNA bei Auswertung von 11
Metaphasen. Ein Zugewinn chromosomalen Materials fihrt zu einer Rechtsverschiebung des
Mittelprofils (#8 und 17q), ein Verlust zu einer Linksverschiebung (17p).

Die per CGH und/oder G-Banden-Analyse gefundenen “major route changes’
(+8, i(17g), +Ph) lieffen sich durch FISH mit den entsprechenden DNA-Proben
bestétigen (siehe Tabelle 3). Anhand von jewells 200 bis 300 Interphase-Kernen wurden
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die FISH-Experimente quantitativ ausgewertet. In Abb. 18 ist der Nachweis einer
Trisomie 8 zu sehen, in Abb. 19 ist der Nachweis des I sochromosoms 17 im selben Fall

ZuU sehen.

Abb. 18: FISH-Analyse der Probe CML6B
mit einer CEP8-Sonde.

Sowohl auf den Interphase-Kernen als auch
auf der Metaphase sind drei Signale der
Chromosom 8-Zentromerprobe zu sehen.
Anhand der Metaphase lie3 sich bestétigen,
daR es sich tatsdchlich um eine Trisomie 8
handelt, die quantitative Auswertung erfolgte
anhand der Auszéhlung von mehr als 200
Interphase-Kernen.

Abb. 19: FISH-Analyse der
Probe CML6B zum Nachweis
des | sochromosoms 17q.
Doppel-Hybridisierung mit einer
Einzelkopie-Probe fur 17q (Her
2/neu, rot) und einer Chromosom
17-Zentromersonde (grun). Zwei
grine und drei rote Signale auf
dem Interphasekern bestétigen das
i(179). Auf der Metaphase sind
entsprechend der Anzahl der
Chromatiden sechs rote Signale zu
sehen, neben den beiden griinen
Zentromer-Signalen.

Im Fal CML12 wurden, neben der Interphase-FISH, zusétzlich quantitative
Auswertungen durch Analyse von jeweils mindestens 200 Metaphasen durchgefiihrt.
Dies war durch die Technik der sogenannten Hypermetaphase-FISH maoglich (siehe
1.3.1). Die Anwendung der Hypermetaphase-FISH im Fall CML12 ergab einen hoheren
Prozentsatz aberranter Zellen als die Interphase-FISH, das Auftreten zusatzlicher Ph

Chromosomen wurde durch Hypermetaphase-FISH, jedoch nicht durch Interphase-
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FISH ermittelt (sehe Tab. 2). In Abb. 20 ist der Nachwels eines zusétzlichen Ph
Chromosoms auf Metaphase und Interphase dargestellt.

Abb. 20: FISH mit der LSI™bcr/abl translocation probe der Firma Vysis zum Nachweis der Ph-
Translokation.

Dieses Probengemisch fihrt zu einem Fusionssignal, auf dem Philadelphia-Chromosom. Zusétzliche
Signale weisen auf zusétzliche Ph-Chromosomen hin. (A) HypermetaphaseFISH im Fall CML12A,
Metaphase mit zwei Ph-Chromosomen. (B) Interphase-FISH im Fall CML6A.

In zwel Falen wurden seltenere bei der CML auftretende sekundére Mutationen
nachgewiesen (minor route changes): Bei CML5, der Probe eines méannlichen Patienten,
wurde mittels CGH und FISH-Analyse das Fehlen des Y-Chromosoms festgestellt
(Abb. 21 und 22). Das im Fall CML11 \orliegende zusétzliche Chromosom 21 war in
der G-Banderung (Abb. 22) nicht immer eindeutig von einem zusdtzlichen Ph
Chromosom unterscheidbar. Durch Hypermetaphase-FISH mit einer WCP21-Probe
(Abb. 23) wurde die Trisomie 21 bestétigt.
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Abb. 21: CGH-Mittelprofil des Falles CML5.

Das CGH-Ergebnis weist auf das Fehlen des Y-Chromosoms hin, da das Mittelprofil fir das Y-
Chromosom annghernd bei Null liegt. Zu beachten ist, da3 heterochromatische Bereiche (in den
Ideogrammen schraffiert dargestellt) nicht in die Auswertung eingehen (Vgl. 1.3.2).

Kontrolle Patient

Abb. 22: FISH mit der CEPX/CEPY-Sonde der Firma Vysis.

(A) Normale méannliche Kontrolle. Zu sehen sind ein rotes Zentromer-Signal auf dem Y-Chromosom, ein
grunes auf dem X-Chromosom und dementsprechend auf dem InterphaseKern eine rotes sowie ein
grines Signal. (B) CML5. Die Kerne zeigen jeweils nur ein grines Signal, das Y-Chromosom ist also
verloren gegangen.
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Abb. 23: G-Banderung im Fall CML11: 47,XX,t(9;22),+21.

Abb. 24: FISH im Fall CML 11 mit einer
WCP21-Probe.

Es sind eindeutig drei Chromosomen 21
nachgewiesen.

Im Ph-negativen Fall CML2 ergab
die CGH-Anayse den Hinwels auf
Trisomie 9, die mittels Interphase-FISH
mit einer CEP9-Probe bestdtigt wurde
(siehe Tabelle 3).

In einigen der Féalle (CML9B, CML9C, CML11, CML12B, CML13, CML15)
wurden verschiedene Fraktionen des Blutes separiert (CD34-positive Zellen, T-
Lymphozyten, Monozyten und Granulozyten), deren Reinheit mittels FACS-Anayse
festgestellt wurde (mit Ausnahme der Probe CML9B). Die einzelnen Fraktionen wurden
mit CGH auf sekundére Mutationen hin untersucht.
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Tabelle 4: CGH-Untersuchung an Blutfraktionen von CML-Patienten in der
Blastenkrise

Probe CD34+ T-Zellen | Granulozyten| Monozyten |Vollblut
CML9B |[-] [-] [-] [-]

17p-,17g+ 17p-, 179+ |17p-,17g+ 17p-, 179+ |17p-,17qg+
CMLOC [[100] [33] [70] BE

17p-,17g+ 17p-, 179+ |17p-,17g+ 17p-, 179+ |17p-,17qg+
CML11 |[[99] [84] [99] [17] 9

+21 normal +21 +21 +21
CML12B | [98] [92] [94] [-17

+8,17p-,17g+ | normal +17 +8, 179+ +8, 179+
CML13 |[80] - [70] - [97] - [82] - normal
CML15 |[60] [60] [99] [39]

17p-,17g+ +17 normal 17p-, 179+ |17p-, 170+

In eckigen Klammern ist die Reinheit der jeweiligen Fraktion in Prozent angegeben.

Y FACS-Analyse nicht méglich wegen Dynabeads

2 Die ungeniigende Reinheit ist auf die Art der Aufreinigung zuriickzufiihren (Absetzenlassen
der Monozyten Gber Nacht)

Die Reinheit der CD34-positiven Zellen lag bei vier von finf Messungen bel 80
% oder dartber, die der T-Zellen in drei von funf Fallen sowie die der Granulozyten in
jedem Fall bel 70 % oder dariiber (siehe Tabelle 4). Die FACS-Anayse der Uber
Dynabeads fraktionierten Monozyten (sehe 2.4.5) war nicht moglich. Um diese zu
ermoglichen, wurde im Fall CML11 die Monozytent Aufreinigung Uber das Absetzen in
der Kultur Uber Nacht versucht, allerdings sehr auf Kosten der Reinheit. Im weiteren
Verlauf des Projektes erfolgte die MonozytenFraktionierung Uber MicroBeads (siehe
2.4.6), die die FACS-Analyse nicht stéren.

Da die fir die Fraktionierung eingesetzten Methoden ein Zellwachstum nahezu
unmaoglich machen, war die CGH fir die Untersuchung der Fraktionen die Methode der
Wahl. In den Féllen, in denen eine Fraktionierung moglich war, ergab die CGH-Analyse
folgende sekundére Aberrationen: i(17g) in CML9 und CML15, +21 in CML11sowie
+8 und i(17q) in CML12 (Tabelle 4). Daim Fall CML13 sowohl durch CGH als auch
G-BandenAnalyse das Auftreten sekunddrer Mutationen ausgeschlossen werden

konnte, wurde hier von einer Untersuchung der einzelnen Fraktionen abgesehen.
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Sowonhl die Probe CML9B als auch CML9C zeigt fur alle untersuchten Fraktionen

im CGH-Ergebnis einen Verlust von 17p und einen Gewinn von 17q, so dal3 auf ein

Isochromosom 17q geschlossen werden kann (Abb. 25). Das Auftreten der Trisomie 21

im Fall CML11 konnte in alen Fraktionen auf3er den T-Lymphozyten nachgewiesen
werden (Abb. 26). Die CGH-Analyse der Fraktionen der Probe CML12B ergab in alen
Fraktionen aul3er den T-Zellen Hinweise auf sekundére Aberrationen (Abb. 27). Im Fall
CML15 gilt dies fur ale Fraktionen auf3er den Granulozyten (Abb. 28).
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Abb. 26: CGH der Fraktionen bei CML11.

Abb. 25: CGH der Fraktionen bei CML9B. X i
Mittelprofile der Chromosomen 21.

Mittelprofile der Chromosomen 17.
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Abb. 28: CGH der Fraktionen bei CML15.
Mittelprofile der Chromosomen 17.
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3.3 Komplexe Translokationen

Die G-Banden-Analyse ergab bel drei CML-Blastenkrisen (CML9, 10 und 15)
variante PhTranslokationen, die durch FISH-Analyse bestétigt wurden. Zur FISH-
Analyse wurden neben WCP und CEP-Proben auch die sogenannte D-FI SH-Probe der
Firma Oncor verwendet. Im Fall CML15 wurden zusétzliche Einzelkopie-Sonden
eingesetzt. Bei dlen drei Falen handelt es sich um Dreiwegs-Translokationen, bei
denen neben den Chromosomen 9 und 22 ein weiteres Chromosom beteiligt ist: Im Fall
CML9 um eine Tranglokation 9;20;22 (Abb. 29), im Fall CML10 um eine Translokation
9;11;22 (Abb. 30) und bet CML15 um eine Translokation 5;9;22 (Abb. 31). Bei alen
drei Féllen war die routine-diagnostische Untersuchung per RT-PCR auf die BCR/ABL-
Fusion hin positiv (siehe 2.2, Tabelle 1).
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+ WCP20 + WCP22 Abb. 29: CML9C, t(9;20;22)(q34;913;q11).
(A) G-Banden-Karyogramm. (B) Tripel-FISH mit
t(9:20) einer WCP9-Probe (orange), einer WCP20-Probe
’ (gelb) und einer WCP22-Probe (griin). Der G-
V' Banden-Analyse zufolge scheint es sich um eine
% i einfache variante Translokation 20;22 zu handeln.
‘ Durch FISH-Analyse wurde die Beteiligung des
Chromosoms 9 gezeigt.
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Abb. 30: CML10, t(9;11;22)(g34;p15;q11).

(A) G-Banden-Karyogramm. Es scheint sich um eine einfache variante Translokation 11;22 zu handeln.
(B) Tripel-FISH mit einer WCP9-Probe (gruin), einer WCP11-Probe (rot) und einer WCP22-Probe (gelb)
zeigt die Beteiligung des Chromosoms 9. (C) FISH mit einer Telomerprobe 11p (grtin) und einer WCP9-
Probe (rot). Telomersequenzen von 11p sind an Chromosom 9 transloziert.
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Abb. 31: CML15, t(5;9;22)(q34;013;q11).
(A) G-Banden-Karyogramm. (B) Tripel-FISH
t1(5;22) mit einer WCP5-Probe (griin), einer WCP9-
Probe (orange) und einer WCP22-Probe
(gelb). Der durch  G-Banden-Analyse
gefundene Karyotyp wurde durch FISH
bestatigt.

Die FISH-Analyse mit
Bruchpunkt-tbergreifenden BCR- und
ABL-Proben (BCR/ABL D-FISH-
Probe der Firma Oncor) ergab in den

drei Fdlen mit varianten Ph
Trans okationen Hybridisierungsmuster, die von dem der klassischen PhTrans okation
abweichen. Das Probengemisch ist so gewahlt, da® im Fale einer klassischen Ph
Trandokation zwel Fusionssignale auftreten (Abb. 32). Beim Fall CML9 trug nur das
Ph-Chromosom en Fusionssignal (Abb. 33), im Fal CML10 wurden zwei
Fusionssignale nachgewiesen, auf dem Ph-Chromosom und auf einem der durch die
Dreiwegs- Transl okation entstandenen Derivate (Abb. 34).
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D-FISH-Probe

Abb. 32: FISH mit Bruchpunkt-iber spannenden Proben fir die BCR-und ABL-Gene (D-FI SH
Probe, Oncor) bei einem Fall mit klassischer Ph-Translokation (CML12A).

Sowohl auf Metaphase (A) als auch auf Interphase (B) sind zwei Einzelsignale und zwei Fusionssignale
zu sehen.
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Abb. 33: CML9C, t(9;20;22)(q34;913;911).

(A) FISH mit Bruchpunkt-uberspannenden Proben fur die BCR- und ABL-Gene (D-FISH-Probe der
Firma Oncor). Neben jeweils zwel einzelnen BCR-Signalen (rot) und ABL-Signalen (griin) ergab die
Hybridisierung lediglich ein Fusionssigna auf dem Ph-Chromosom. (B) Schema der
Dreiwegstrans| okation.
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Abb. 34: CML10, t(9;11;22)(q34;p15;q11).

(A) FISH mit Bruchpunkt-Uberspannenden Proben fiir die BCR- und ABL-Gene (D-FISH-Probe der
Firma Vysis). Neben zwel Einzelsignalen auf den normalen Chromosomen 9 und 22 sind zwei
Fusionssignale zu sehen, eines auf dem Ph-Chromosom, das zweite auf dem Translokationschromosom
9;11,;22. Die Beteiligung von BCR-Sequenzen an diesem Transl okationschromosom wurde ausschliefdlich
durch Hybridisierung mit der D-FISH-Probe nachgewiesen. (B) Schemader Dreiwegstransi okation.

Im dritten Fall mit varianter PhTranslokation, CML15, ergab die FISH mit
Bruchpunkt-tbergreifenden Proben statt der zu erwartenden vier oder funf Signale
lediglich drei Signale (Abb. 35). Durch FISH mit zwei weiteren Proben wurde die
Ursache dafir bestdtigt: Mittels Hybridiserung mit einer PAC (Pl artificia
chromosome)-Sonde, die aus dem ersten ABL-Intron nahe dem Exon 2 stammt, wurde
die Deletion der centromerwarts an den Bruchpunkt angrenzenden Region auf
Chromosom 9 nachgewiesen (Abb. 36). Die Hybridisierung mit einer BAC (bacterial
artificial chromosome)-Sonde, die 200 kb telomerwérts des BCR-Gens liegt, ergab den
Hinweis, dal3 die an den Bruchpunkt auf Chromosom 22 angrenzende Region deletiert
ist (Abb. 37).
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Abb. 35: CML15, t(5;9;22)(q13;934;q11).

(A) FISH mit Bruchpunkt-tbergreifenden Proben fur die BCR- und ABL-Gene (D-FI SH-Probe der Firma
Oncor). Lediglich ein Fusionssignal, auf dem Ph-Chromosom, ist zu sehen. (B) Schema der
Dreiwegstransl okation.
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Abb. 36: Hybridisierung mit einer PAC-Sonde
aus dem ersten ABL-Intron nahe dem Exon 2.
(A) Normale Kontrolle. Die beiden Chromosomen
9 sind nahe des Telomers markiert. (B) Fall mit
nachgewiesener  klassischer  Ph-Translokation
(CML12A). Das Signa verbleibt auf dem
derivativen Chromosom 9. (C) CML15. Nur das
normale Chromosom 9 tragt ein Signa. Die
centromerwarts an den Bruchpunkt angrenzende
Region des Chromosoms 9 ist deletiert.
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Kontrolle Klass. Ph

Abb. 37: Hybridisierung mit einer BAC-Sonde,
die 200 kb telomerwérts des BCR-Gens liegt.

(A) Normale Kontrolle. Die beiden Chromosomen
22 sind markiert. (B) Fall mit nachgewiesener
klassischer Ph-Translokation (CML12A). Die
Region, in die die Probe hybridisert, ist auf das
derivative Chromosom 9 transloziert. (C) CML15.
Nur das normale Chromosom 22 trégt ein Signal.
Die an den Bruchpunkt angrenzende Region auf
Chromosom 22, die bei der Kklassischen
Translokation 9;22 auf das Chromosom 9
transloziert wird, ist deletiert.




4. Diskussion 4.1 Methodik 93

4 Diskussion

4.1 Methodik

4.1.1 Zellseparation aus peripherem Blut

In dieser Arbeit wurden erstmals verschiedene Fraktionen des peripheren Blutes
von CML-Patienten mittels CGH untersucht. Die Gewinnung der neutrophilen
Granulozyten erfolgte Uber einen DextranDichtegradienten, die T-Lymphozyten
wurden durch Rosettierung mit Schaf-Erythrozyten separiert [195], die Monozyten
sowie die CD34-positiven Zellen wurden durch magnetische Separierung (MACYS)
aufgereinigt [196]. Mit Hilfe dieser Methoden konnte aus peripherem Blut in der Regel
eine fur die CGH ausreichende Menge DNA jeder Fraktion gewonnen werden. Im Fall
CML 14 wurde mit Ausnahme der Granulozyten auf eine Fraktionierung verzichtetet, da
die Anzahl der gewonnenen mononukledren Zellen (PBMNCs) mit ca. 40 Millionen fir
eine erfolgreiche Separierung der drei anderen Fraktionen zu gering war.

Die FACS-Analyse wurde nur in Fallen mit geniigend hoher Zellausbeute in der
in Kapitel 2.4.7 beschriebenen Ausfiuhrlichkeit durchgefuhrt. Ziel dabel war es, im Falle
maoglicher Kontaminationen deren Herkunft zu ermitteln. Die Reinheit der Fraktionen
war nicht in jedem Fal so hoch wie winschenswert (siehe 3.2, Tabelle 4). Als
ausreichend, d. h. keine falsch-positiven Resultate in der CGH liefernd, ist eine Reinheit
von mindestens 70 % zu betrachten. Die Methode zur Aufreinigung der Monozyten
wurde im Verlauf der Arbeit gewechselt, um eine anschlief3ende Analyse der Reinheit
mittels FACS-Analyse zu ermdglichen. Da die nach immunomagnetischer Separation
an den Zellen verbleibenden Dynabeads eine FACS-Analyse unmoglich machen, wurde
die Separierunng der Monozyten durch MACS eingefihrt.

In einigen Féllen war die Reinheit einzelner oder mehrerer Fraktionen nicht hoch
genug. Die extrem niedrige Reinheit der MonozytenFraktion im Fall CML11 (3.2,
Tabelle 4) 183t sich leicht erkléren. Hier wurde eine Aufreinigung der Monozyten durch
Sammeln der nach Ubernacht-Kultur adhdrenten Zellen angestrebt, die sich dariiber im
Kulturmedium befindlichen Zellen wurden jedoch nicht ausreichend abgespilt. Im Fall
CML15 ist die Reinheit von drei Fraktionen geringer as 70 % (3.2, Tabelle 4). Die
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FACS-Analyse deutet fir die Fraktion der T-Zellen auf eine Verunreinigung mit
Granulozyten hin, wéhrend fir die CD34-positiven Zellen keine Verunreinigung
nachgewiesen werden konnte. Fir die MonozytenFraktion wurden in diesem Fall nicht
alle moglichen Verunreinigungen mittels FACS-Anayse Uberprift, da dafir keine
ausreichend grof3e Menge an Zellen zur Verfligung stand.

Moglicherweise ist die FACS-Analyse zur Analyse der Reinheit der Fraktionen
nicht in jedem Fall aussagekréftig, so sind z. B. Verfadschungen aufgrund eines Anteils

beschadigter Zellen oder durch eine unzureichende Antikorper-Bindung denkbar.

4.1.2 G-Banderung

In dieser Arbeit wurden Metaphasen aus CML-Blastenkrisen und der CML-
Zéllinie K562 mit Hilfe der GTG-Technik (G-Banden mit Trypsin und Giemsa) [114]
gebandert. Die GBéanderung ist nach wie vor die erste Untersuchungsmethode bei der
Suche nach ChromosomenAberrationen. Sie ist zur Zeit noch die genaueste Methode
zur Bruchpunktbestimmung bel komplexen Rearrangements [197].

Die Metaphase-Préparation konnte in einem grof3en Teil der kultivierten CML-
Blastenkrisen erfolgreich durchgefihrt werden, so dal3 eine G-Bandert Analyse moglich
war. Wahrscheinlich liegt in der CML-Blastenkrise ein gegentber der chronischen
Phase erhohter Anteil an teillungsfahigen Zellen im peripheren Blut vor, wodurch eine

Erntung von Metaphasen erleichtert wird.

4.1.3 Fluoreszenz in situ Hybridisierung (FISH)

Die FISH-Anayse wurde hier u. a zum Nachweis der BCR/ABL-Fusion bei
CML-Blastenkrisen sowie zur Bestdtigung von mit anderen Methoden gefundenen
sekundéren Aberrationen eingesetzt. Fur die Fale CML6B, CML7, CML9C, CML10,
CML11, CML12A, CML12B, CML13 und CML15 war ein Vergleich der Ergebnisse
aus GBanden-Analyse und FISH mdglich. Das Ph-Chromosom wurde in jedem dieser

Fale in 100 % der mittels G-Banderung untersuchten Zellen gefunden, mit Ausnahme
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des Falles CML11 (96,9 % Ph-positiv). In der FISH-Analyse dagegen lag der Anteil Ph
positiver Zellen bei ca. 60 — 98 %. Bei den Fallen CML6B, CML9C und CML15 lag der
durch Interphase-FISH gefundene Anteil von Zellen mit sekundéren Aberrationen bei
ca 70 % der in der G-Banderung fir diese Aberrationen positiven Zellen. Die im Fall
CML12 (Proben CML12A und CML12B) ermittelten Anteile von Interphase-Zellen mit
Trisomie 8 oder Isochromosom 17q lagen bei ca. 40 — 55 % der in der G-Banden
Analye positiven Metaphasen. Derartige Unterschiede beziiglich des Anteils von Zellen
mit spezifischen Chromosomenaberrationen bel FISH-Anadyse und G-Banderung
wurden auch von Nguyen et al. beschrieben, die bel der Untersuchung von CML-
Patienten mit Trisomie 8 haufig einen niedrigeren Antell dieser Aberration auf
Interphase as bei Analyse durch klassische Zytogenetik fanden [198]. Cuneo et al.
postulieren jedoch den Prozentsatz Ph-positiver Zellen betreffend eine weitgehende
Ubereinstimmung zwischen konventioneller Chromosomenanalyse und Interphase-
FISH [80].

Die hier gefundenen Unterschiede der Ergebnisse von Interphase- und Metaphase-
Analyse lassen sich zum einen methodisch erkldren anhand mdglicher Schwachen der
Hybridisierungsqualitét oder einer sehr restriktiven Auswertung, die eher zu falsch
negativen als falsch-positiven Ergebnissen fuhrt. Wahrscheinlicher ist, dal3 mit den
beiden Methoden unterschiedliche Zell-Populationen erfaldt werden: Mit der klassischen
Zytogenetik, sprich GBéanderung, werden unreife Vorlaufer-Zellen, die mitotisch aktiv
sind, erfaldt. Mittels Interphase-FISH werden ale Zelltypen erreicht, auch die reiferen,
nicht mehr teilungsaktiven Zellen. Somit sind die Ergebnisse die Interphase-FISH
repréasentativer fir den in vivo-Zustand.

Bel der Metaphase-FISH liegen, analog zu den Ergebnissen aus der G-Banderung,
die Anteile von Zellen mit Aberrationen hoher als bel der Interphase-FISH. Dies trifft
fur das Auftreten des Ph-Chromosoms sowie fir die Trisomie 8 und das |sochromosom
179 in beiden Proben des Falles CML12 zu. Interessanterweise wurde fur diesen Fall
das Auftreten eines zusétzlichen Ph-Chromosoms in einem kleinen Prozentsatz der
Zéellen (4 bzw. 3 %) nur in der Metaphase-FISH entdeckt. Dies ist ein Hinweis auf die
Nutzlichkeit der Metaphase-FISH fir die Diagnostik auch parallel zur G-Banden
Analyse.



4. Diskussion 4.1 Methodik 96

Neben der Validisierung von Ergebnissen aus der G-BandenAnalyseist die FISH
auch sehr hilfreich zur Ergénzung von M-FISH-Analysen u. a. bel der Charakterisierung
komplexer Karyotypen, wie hier an der CML-Zéellinie K562 durchgefihrt (siehe 3.1).

4.1.4 Multiplex-Fluoreszenz in situ Hybridisierung (M-FISH)

Mit Hilfe der sogenannten 24-FarbenFISH lassen sich  bekannte
Chromosomenaberrationen bestétigen, kryptische Rearrangements aufdecken und
Chromosomen unbekannter Herkunft Identifizieren. Damit sind diese Methoden von
unschétzbarem Wert fUr die Charakterisierung komplexer Karyotypen [197].

Auch bel der hier durchgefiihrten Karyotyp-Analyse der CML-Zellinie K562 hat
sich die Bedeutung der M-FISH fur die Aufdeckung der Zusammensetzung von
Marker-Chromosomen gezeigt (siehe 4.2). Allerdings wurde auch eine Limitation dieser
Methode deutlich, den Nachweis von Amplifkationen kleiner Chromosomenabschnitte
betreffend: Gemal3 FISH mit Bruchpunkt-angrenzenden Proben fir die BCR- und ABL-
Gene sowie mit einer WCP-Probe fir das Chromosom 13, in Verbindung mit dem
Ergebnis der CGH-Analyse, besteht der Marker M20 aus hintereinander angeordneten
amplifizierten Kopien der BCR- und ABL-Gene sowie einer aus 13931 stammenden
Region. Die M-FISH-Analyse jedoch ergab, dald M20 auschliefdich aus vom
Chromosom 22 stammenden Material besteht (siehe 4.2). Die amplifizierten, von den
Chromosomen 9 und 13 stammenden Regionen des Markers M20 sind vermutlich zu
klein, as dal3 sie mit M-FISH nachweisbar wéren. Die genaue Nachweisgrenze der 24-
Farben-FISH bedarf noch der Klérung [197].

Die M-FISH bietet potentiell die Moglichkeit der vollautomatischen Karyotyp-
Anayse [132;185-187]. Bidang ist wohl noch eine ausfihrliche Nachbearbeitung des
Ergebnisses der automatischen Klassifizierung vonnéten, wie auch in dieser Arbeit
geschehen. Von verschiedenen in der benutzten Software (Leica MCK image analysis
software) enthatenen Kontrollmoglichkeiten wurde reger Gebrauch gemacht. Dazu
gehdren das “single chromosome window”, in dem en Chromosom in den
verschiedenen Farben dargestellt wird, der “probe meter”, eine Moglichkeit der

Darstellung der Fluorochrom Zusammensetzung in jedem Punkt der Metaphase, sowie
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die Darstellung des Karyogramms im invertierten DAPI-Bandenmuster (siehe auch
1.3.3). Die Notwendigkeit der Benutzung dieser Hilfsmittel beruht moglicherweise zum
Teil auf einem in der Farbung des FITC-Pools (siehe 2.9.1) beobachteten Hintergrund,
der eine Prufung nach erfolgter automatischer Karyotypisierung unerlédlich machte.
Aber auch abgesehen von einem moglichen Hintergrund in der Farbung einzelner
Fluorochrome ist eine nachtrégliche Kontrolle der automatischen Karyotypisierung

durch einen erfahrenen Untersucher nicht wegzudenken.

4.1.5 Comparative genomische Hybridisierung (CGH)

Die CGH wurde in dieser Arbeit eingesetzt zum einen zum Nachweis sekundérer
Aberrationen bel CML-Blastenkrisen, sowohl aus verschiedenen Fraktionen des
peripheren Bluts als auch aus Vollblut, zum anderen fir die Karyotyp-Analyse der
CML-Zellinie K562. Im Folgenden werden methodische Aspekte der CGH anhand der
hier erhobenen Daten bel euchtet.

Wie bekannt, werden durch die CGH Aberrationen nachgewiesen, die in der
untersuchten Zellpopulation haufig auftreten, wahrend seltenere Aberrationen
herausgemittelt werden [133]. Hier stellt sich die Frage, in einem wie grof3en Anteil der
untersuchten Zellen eine Aberration vorhanden sein muf3, um in der CGH nachweisbar
zu sein. Im Fall CML2 wurde durch Interphase-FISH mit einer Chromosom 9-
Zentromerprobe fir 30 % der Zellen eine Trisomie 9 nachgewiesen. Die CGH lieferte
hierzu einen Hinweis, ohne die Validiserung mit FISH stiinde dieses Ergebnis jedoch
nicht mit absoluter Sicherheit fest. Dementsprechend ist eine Aberration dann
nachweisbar, wenn sie mindestens 30 % der Zellen betrifft, besser mehr. Haufig wird
bei einer Monosomie oder Trisomie eine Nachweisgrenze von 50 % betroffener Zellen
einer Zellpopulation gesetzt, das entspricht einem theoretischen Wert des Mittelprofils
von 0,75 (50 % Zellen mit Monosomie) bzw. 1,25 (50 % Zellen mit Trisomie) [199].
Dementsprechend werden Mittelprofile von unter 0,75 bzw. Uber 1,25 as Aberrationen
gewertet [163;169;199-203]. Ebenfalls haufig werden Mittel profil-Werte von kleiner as
0,8 als Verluste bzw. grofl3er als 1,2 als Gewinne interpretiert [170;174;175;204;205]. du

Manoir et al. schlagen untere Grenzwerte zwischen 0,75 und 0,90 und obere Grenzwerte
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zwischen 1,10 und 1,25 vor. Dabei sehen sie die engeren Grenzen von 0,90 bis 1,10 as
geeignet fir CGH-Experimente unter Benutzung von direkt markierten Nukleotiden.
Die weiteren Grenzen von 0,75 bis 1,25 sind ihrer Meinung fr Aberrationen, die nur in
einem Teil der Zellen eines Tumors auftreten, moglicherweise nicht geeignet [206].
Weiterhin méglich ist der Einsatz statistischer Schwellenwerte wie z. B. des 95 % -
Konfidenzintervalls (= Mittelprofil +/- die 1,96fache Standardabweichung)
[158;199;207] oder von t-Grenzwerten [165]. Wahrend in die Berechnung des
Konfidenzintervalls die Variation innerhalb normaler chromosomaler Regionen in ein
und demselben Experimentes eingeht, werden fir die Festlegung einer +Wert-Grenze
Kontroll-Hybridisierungen herangezogen.

Je nach eingesetzten Nachweisgrenzen des Mittelprofils fir Gewinne und
Verluste sollten, bel entsprechend guter Hybridisierungsqualitét, Verdnderungen der
Kopienzahl nachweisbar sein, auch wenn sie weniger als 50 % der Zellen betreffen.
Gebhart et al. geben fur die Untersuchung von myeloiden neoplastischen Erkrankungen
an, mittels CGH Aberrationen nachweisen zu konnen, die mindestens 25 % einer
Zé€llpopulation betreffen [208].

Die Ergebnisse der CGH werden as Verluste, Zugewinne und Amplifikationen
von Chromosomenregionen bezeichnet. Ein Verlust kann naturgemald entweder eines
oder zwel von zwel homologen Chromosomen betreffen. Ist die Aberration in 100 %
der untersuchten Zellen vorhanden, so sollte das Mittelprofil einen Wert von 0,5 (ein
homol oges Chromosom betroffen) oder 0,0 (beide homologen Chromosomen betroffen)
aufweisen. Liegt ein Chromosomenabschnitt bis zum Zweifachen des normaen
diploiden Zustands vermehrt vor (das bedeutet eine Kopienzahl von 200 % oder 4
Kopien), so spricht man von einem Zugewinn. Dartber hinausgehende Zugewinne
werden als Amplifikationen bezeichnet. Die in dieser Arbeit durchgefihrte CGH-
Analyse der CML-Zéellinie K562 zeigte fur die ABL- und BCR-Regionen Zugewinne
(siehe 3.1.4, Abb. 15), wahrend durch FISH mit Proben fir die BCR- und ABL-Gene
hochgradige Amplifikationen dieser Regionen bewiesen wurden (3.1.3, Abb. 10). Dies
la3t sich moglicherweise dadurch erkldren, dal? sich zwar der Grad eines Zugewinnes
von his zu vier Kopien im Mittelprofil quantitativ unterscheiden 1813, die Hohe des
Ausschlages bel einer Amplifizierung jedoch nicht den Grad der Amplifizierung
widerspiegelt [133]. Hierzu sollte man bedenken, dal3 Amplifizierungen haufig kleinere

Chromosomenregionen betreffen. Neben dem Prozentsatz betroffener Zellen ist fur die
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Nachweisbarkeit von Verlusten, Zugewinnen und Amplifikationen die Grole des
betroffenen Chromosomenabschnittes von entscheidender Bedeutung. Laut Piper et al.
errechnet sich die untere Nachweisgrenze fur Zugewinne/Amplifikationen aus dem
Produkt der Kopienzahl und der Grof3e der amplifizierten Region. Sie legen diesen Wert
auf etwa 2 Mb fest [207]. Diese Annahme geht konform mit der Nachweisbarkeit einer
Trisomie von 2 Mb Grof3e, einer in acht Kopien vorliegenden 250 kb grof3en Region
[207] sowie einer 100 kb grofen Region, die in mindestens 20 Kopien vorliegt
[209;210]. Der Grad der Amplifizierung der BCR- und ABL-Gene in der Zellinie K562
konnte in dieser Arbeit aus technischen Grinden nicht bestimmt werden (da die Signale
den betreffenden Marker, M20, kontinuierlich einfarben). Es ist jedoch davon
auszugehen, dal? beim gegebenen Grad der Amplifizierung die amplifizierten Regionen
zu klein sind, um in der CGH mehr als nur einen Zugewinn nachzuweisen, geschweige
denn den Grad der Amplifizierung anzuzeigen.

Wichtig fur die Analyse der CML-Zéellinie K562 ist die Tatsache, dal3 mit Hilfe
der CGH nur relative Gewinne und Verluste angezeigt werden, jedoch nicht der Grad
der Ploidie [211]. Dadie Triploidie der Zellinie durch die Ergebnisse anderer Methoden
(G-Banderung, FISH, M-FISH) bekannt ist, konnte das CGH-Ergebnis
dementsprechend korrekt interpretiert werden: Gewinne und Verluste sind as
Abweichungen vom triploiden Status zu bewerten (Vergleich 3.1.4). Fur die Deutung
des CGH-Muittelprofils eines gegebenen Tumors ist daher im Allgemeinen die Kenntnis
des Ploidie-Grades unerléadich. Anhand dieser lassen sich geeignete Schwellenwerte fir
die Charakteriserung von Gewinnen und Verlusten festlegen [199]. Der 50 %-
Grenzwert ist fur diploide Zellen entworfen worden und hat eine niedriegere Sensitivitét
fur den Nachweis genetischer Imbalanzen bei Zellpopulationen mit einem Vorherrschen
von triploidem oder tetraploiden Zellen. du Manoir et a. schlagen fiur triploide
Zéellpopulationen Grenzwerte von 0,84 fur den Verlust einer Kopie und 1,17 fir den
Gewinn einer Kopie vor [199].

Verschiedene Regionen sind von der CGH-Analyse auszuschlief3en: Die
Zentromerregionen aler Chromosomen, die zentromernahen heterochromatischen
Regionen der Chromosomen 1, 9 und 16, die p-Arme der akrozentrischen
Chromosomen sowie der heterochromatische Bereich des Y-Chromosoms sind
aufgrund der Blockierung repetitiver Sequenzen durch unmarkierte Cot 1-DNA von der

Auswertung ausgenommen (siehe 1.3.2) [160;199]. In den Telomerregionen kénnen
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unzuverladssige Ergebnisse auftreten, da die Fluoreszenzintensitdten an den Telomeren
graduell abnehmen [160].

In der Literatur werden verschiedene “variable Regionen” der CGH-Analyse
beschrieben. Zu diesen gehdren die Regionen 1p32® pter, 16p, 19 und 22
[160;212;213]. Kallioniemi et al. berichten Uber falsch-positive Verluste, Bryndorf et al.
Uber falschpositive Gewinne chromosomalen Materials in diesen Regionen [160;212].
Derartige Probleme werden moglicherweise durch verschiedene
Hybridisierungseigenschaften von Digoxygenin-  bzw. Biotin-markierter Proben
verursacht und sollten demnach durch die Verwendung direkt markierter Proben zu
beheben sein [160;212]. Auch in dieser Arbeit traten in manchen CGH-Experimenten
falsch-positive Gewinne in den oben genannten Regionen auf, zusammen mit diversen
zusétzlichen falsch-positiven Gewinnen oder Verlusten, so dal3 der Eindruck eines
Bandenmusters entstand. CGH-Experimente unter direkter Markierung der Proben
wurden durchaus angestrebt, fihrten aber nicht zu derselben Hybridisierungs-Intensitat
wie bel indirekter Markierung. Aus diesem Grund wurde letztere hier beibehaten. Da
die beobachteten “Bandenmuster” jedoch eindeutig als Artefakte erkennbar waren,

konnten sie problemlos von der Analyse ausgeschlossen werden.

Die Ergebnisse der CGH mit aus fraktionierten Zellen gewonnener DNA waren
nicht immer so klar zu interpretieren wie die mit aus Vollblut extrahierter DNA (siehe
3.2, Tabelle 4, Abb. 27 und 28). Moglicherweise unterscheidet sich die nach den
verschiedenen Fraktionierungsschritten gewonnene DNA von auf andere Weise
gewonnener DNA, so dal3 die CGH nicht immer einwandfrel funktioniert. Hierzu gibt

es noch keine Daten aus der Literatur.
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4.2 Die CML-Zellinie K562

Zellen der Zdllinie K562 werden in zahlreichen Untersuchungen verwendet. K562
ist als Lieferant menschlicher Leuk&mie-Zellen ein wichtiges Hilfsmittel u. a fir die
Entwicklung der Immuntherapie von Leukdmien [214], die Analyse der Differenzierung
hadmatopoetischer Zellen [103] und fur die Tumorprogression der CML. Seit der
erstmaligen Publikation [102] wurden K562-Z€ellen in  mehreren Tausend

Untersuchungen eingesetzt.

Die Karyotyp-Analyse der Zelinie K562 mit Hilfe konventioneller und
molekularer Zytogenetik verdeutlichte die Anwendbarkeit und das Zusammenspiel der
verschiedenen Methoden in der Marker-Charakterisierung: Die Zusammensetzung einer
Reihe von Marker-Chromosomen, die durch G-Bénderung nicht oder nur teillweise
aufgedeckt werden konnte, wurde durch M-FISH ermittelt (M2, M4 - M6, M8 - M 10,
M15 - M17, M19, und M21). Fur die Aufdeckung der Marker M11 und M13 war die
M-FISH von besonderer Wichtigkeit.

Die FISH-Analyse erwies sich als wertvoll sowohl zur Verifizierung der durch M-
FISH aufgedeckten Zusammensetzung mehrerer Marker als auch zur Feststellung der
Herkunft der Zentromere einiger Marker-Chromosomen. Die G-Banden-Analyse konnte
zur Auswertung einer groferen Anzahl von Zellen (51) eingesetzt werden und damit zur
Ermittlung der Klondité von Markern und zur Charakterisierung von Haupt- und
Seitenlinie (siehe 3.1.1). Wichtig war die G-BandenAnalyse zudem fur die Festlegung
von Bruchpunkten innerhalb der Marker-Chromosomen. Die CGH bildete eine
Erganzung zu den anderen Methoden, indem auch sie hilfreich zur Bruchpunkt-Analyse
war oder auch Hinweise auf die Amplifizierung kleinerer Chromosomenregionen gab,
z. B. in 22911.2. Das CGH-Mittelprofil tragt jedoch fur sich allein genommen wenig
zur Aufdeckung eines so komplexen Karyotyps bei. Der Marker M20 ist ein Beispiel
fur die Charakterisierung eines Marker-Chromosoms anhand von FISH-Analysen: Die
Analyse mittels M-FISH ergab einen vergrofRerten akrozentrischen Marker, der aus
Chromosom 22-Materiad besteht. Die Beteiligung von Chromosom 9-Material, die
durch M-FISH nicht nachgewiesen wurde, konnte durch ZweifarbenFISH mit den
Locus-spezifischen Proben fir die Gene BCR und ABL bewiesen werden. Anhand der

DAPI-Béanderung wurde der entsprechende Marker m G-BandenKaryotyp ermittelt.
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Die Chromosom 13-Beteilligung wurde durch FISH mit einer WCP 13-Probe
festgestellt. Aus diesen Experimenten |&/% sich schlief3en, dal3 der Marker M20 aus
hintereinander angeordneten, amplifizierten Regionen der Chromosomen 9, 13 und 22
besteht. Die von den Chromosomen 9 und 22 stammenden Bereiche enthalten
mindestens die durch die FISH-Sonden abgedeckten Bereiche der ABL- und BCR-Gene
(sehe 2.3.3). Der Chromosom 13-Anteil |&3 sich unter Zuhilfenahme des CGH-
Ergebnisses auf die Bande 13931 eingrenzen. Dies ist ein Beispiel fur die Limitationen
der M-FISH-Technik. Die amplifizierten, von den Chromosomen 9 und 13 stammenden
Regionen des Markers M20 sind vermutlich zu klein, as dal3 sie mit M-FISH

nachweisbar waren.

In der Vergangenheit wurden verschiedene zytogenetische und molekular-
zytogenetische  Untersuchungen zur  Charakterisierung des K562-Karyotyps
durchgefthrt [78;102;104;107-111]. In dieser Arbeit wurde mittels M-FISH, G-
Banderung, FISH und CGH der Karyotyp der Zellinie K562 vollstandig aufgedeckt. In
Tabelle 5 sind die in dieser Arbeit gefundenen Marker-Chromosomen im Vergleich mit
friheren zytogenetischen Anaysen aufgelistet [78;102;104;107-109]. 16 der 21 hier
gefundenen Marker-Chromosomen scheinen Pendants in friheren Verdffentlichungen
zu haben. 11 dieser 16 Marker wurden &hnlich interpretiert, wobei ihre
Zusammensetzung in dieser Arbeit entweder bestdtigt (M1, M3, M4, M7, M8 und M20)
oder voll aufgedeckt wurde (M9, M10, M15, M15 und M19). Finf weitere Marker
dieser Arbeit haben keine Gegenstiicke in der Literatur (M5, M6, M11 - M13). M11,
M12 und M 13 wurden in anderen Arbeiten mdglicherweise aufgrund der Begrenzungen

konventioneller Zytogenetik nicht gefunden.
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Tabelle 5. Marker-Chromosomen der Zelinie K562, Vergleich mit
ver Offentlichten Karyotypen.

Verdffentlichungen, die den Marker enthalten

Marker Gleiche Interpretation Unterschiedliche
Interpretation”
M1 =der(2)add(2)(q33) [107;109]
M2 = der(?)t(5;6) [107-109]
M3 = dup(6)(p12® p22) [107-109]
M4 =inv(7) [108;109]

M5 = del(7)(p15)

M6 =der(7)reade(7)

M7 =dup(9)(g34) [107-109]

M8 =del(9)(pl2) [107-109]

M9 = der(10)t(3;10) [109] [108]
M10 = der(10,17)t(3;10;17) [109] [107;108]

M11 = der(?)t(6;11)

M12 = der(12)t(12;19)

M13 = der(12)t(12:21)

M14 = der(?)t(12;19) [107]
M15 = der(13)t(9;13) [107:108] [109]
M16 = der(17)t(9;17), X 2 [107;109]

M17 = der(19)t(2;19) [109]
M18 = der(?)t(19;20) [109]
M19 = der(21)t(1;21) [107;109] [108]
M20 = BCR/ABL-Fusionsmarker |  [78;104;107-109] [102]
M21 = del(X)(p1l) [109]

Y Zitate von Verdffentlichungen, in denen der Marker gar nicht charakterisiert wurde, sind
kursiv gedruckt.

Kurzlich wurde eine M-FISH-Analyse der Zellinie K562 verdffentlicht [111]. Der
vonGribble et a. erstellte M-FISH-Karyotyp von K562 zeigt Gemeinsamkeiten mit und
Unterschiede zu der K562-Charakterisierung in dieser Arbeit. 12 Marker-Chromosomen
traten in beiden Arbeiten auf (hier bezeichnet dsM2- M9, M13, M16, M19 und M20),

neun der hier gefundenen Marker waren im Karyotyp von Gribble et a. nicht vorhanden



4. Diskussion 4.2 Die CML-Zellinie K562 104

(hier bezeichnet als M1, M10 - M12, M14, M15, M17, M18 und M21) und 4 der
Marker von Gribble et a. wurden hier nicht gefunden (bel Gribble et al. bezeichnet as
marl8, marl/18, mar20 und marl6/6/20). Interessanterweise weisen der hier gefundene
Karyotyp und der von Gribble et al. mehrere Marker-Chromosomen auf, die in friheren
Verdffentlichungen nicht gefunden worden waren. Dazu gehdren zwei Chromosomen
7-Marker (M5 und M6) sowie M11 - M13. Dies zeigt wiederum die Bedeutung der M-
FISH fur die Marker-Charakterisierung.

Der hier als M20 bezeichnete Marker ist von besonderem Interesse, da er schon in
den frihesten Publikationen beschrieben wird und méglicherweise die Ursache fir die
Immortalisierung der Zellinie K562 darstellt [109]. Die Bildung von Tandem
Wiederholungen des BCR/ABL-Hybridgens fihrt zu ener erhthten Menge an
Fusionsprotein und damit einer erhohten Tyrosinkinase-Aktivitét (“genetic dosage
effect”) [215]. M20 wurde urspringlich als Trandokation 15;17 beschrieben [102],
spater wurde die Beteiligung der BCR- und ABL-Gene nachgewiesen und der Marker
as mutmaldlich vom Ph-Chromosom abstammend charakterisiert [78;104;107-109].
Schliefdich wurde die zusétzliche Beteiligung von Chromosom 13- Material aufgedeckt
[111;216]. In den genannten Publikationen wurden jeweils ein oder zwei solcher
maskierter Ph-Chromosomen beschrieben.

Die von Rodley et a. durchgefuhrte CGH-Anayse der Zellinie K562 stimmt in
weiten Tellen mit dem Resultat dieser Arbeit Uberein, die Gewinne in 1q, 3p, 5p, 6p,
90934, 16q, 219, 22q11.2 und die Verluste in 3p, 9p, 10q, 13q, 14q, 17p, 229 und X
betreffend [110]. Ein Tell der CGH-Ergebnisse gsimmt nicht Gberein, so wurden z. B.
die hier gefundenen Gewinne in 2q und 11 sowie die Ausgeglichenheit fur
Chromosom 8 bel Rodley et al. nicht nachgewiesen. Diese CGH-Ergebnisse konnten
hier jedoch mit Hilfe der anderen Methoden bestétigt werden.

Zusammenfassend kann den K562-Karyotyp betreffend gesagt werden, dal3
Gemeinsamkeiten und Unterschiede vorhanden sind zwischen dem hier ermittelten
Karyotyp und den friher verdffentlichten Karyotypen [78;104;107-109;111] sowie auch
zwischen den verdffentlichten Karyotypen. Die verschiedenen Charakterisierungen der
Z€llinie unterscheiden sich teilweise in der Marker-Ausstattung, haben aber auch viele

Merkmale gemeinsam. So weisen sie mindestens einen akrozentrischen, vom Ph
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Chromosom abgeleiteten Marker auf (s. 0.), haben eine grof3e Zahl anderer Marker
gemeinsam und sind hypotriploid. Folglich ist der K562-Karyotyp Uber einen Zeitraum
von drei Dekaden der Subkultivierung relativ stabil geblieben. Mdglicherweise
existieren verschiedene Sublinien, die sich leicht in ihrer Marker-Ausstattung

unterscheiden.



4. Diskussion 4.3 CML-Blastenkrisen 106

4.3 CML-Blastenkrisen

4.3.1 Nachweis von Progressions-Markern

In 75 — 85 % der CML-Félle treten, vor oder gleichzeitig mit der Progression in
die akzelerierte Phase oder Blastenkrise, zusétzliche Chromosomenaberrationen auf.
Diese sekundéaren Aberrationen gelten als Progressionsmarker, d. h. as Hinweise fir
das Fortschreiten der Erkrankung.

Hier wurden 15 Félle von CML-Blastenkrisen mittels CGH und, soweit méglich,
G-Béanderung und FISH, auf Progressionsmarker hin untersucht. Die CGH-Analyse war
mit der Intention eingesetzt worden, neue Progressionsmarker zu finden, so z. B.
Amplifikationen, die durch konventionelle Zytogenetik maoglicherweise bisher nicht
nachweisbar waren.

Die CGH ist neben der Untersuchung solider Tumoren auch fir die Leukamie-
Forschung von Bedeutung. Es gibt CGH-Untersuchungen an Leukamien, in denen im
Vergleich zur G-BandenAnalyse keine zusétzlichen Aberrationen gefunden wurden, so
z. B. bei Akuter Myeloischer Leukdmie (AML) [178;217] und bei Chronischer
Lymphatischer Leukdmie (CLL) [182]. In einer Reihe anderer Untersuchungen wurden
durch CGH zusétzliche, mit GBanderung nicht gefundene, Aberrationen aufgedeckt:
Bel der AML [179], bei chronischer lymphatischer BZell-Leukémie (B-CLL) [177],
bei chronischer lymphatischer Leukdmie (CLL) [182] sowie bei kindlicher akuter
lymphatischer Leukdmie (ALL) [181]. Wilkens et a. sehen eine Bedeutung der
Untersuchung von Leuk&mien mittels CGH sowohl fir die Forschung als auch fir die
Diagnostik [218]. Wéahrend Huhta et al. eine diagnostische Anwendung der CGH bei
ALL nicht beflrworten [217], betrachten andere dies as sinnvoll [219-221]. Diese
Ergebnisse machen die Wichtigkeit der CGH als Quelle zusétzlicher Informationen fir
die Erforschung von Leukamien deutlich.

Die in dieser Arbeit durch CGH bel CML-Blastenkrisen erhobenen Ergebnisse
korrelierten gut mit denen aus den anderen Methoden, es wurden jedoch keine
zusétzlichen, mit klassischer  Zytogenetik nicht gefundenen, Aberrationen
nachgewiesen. In Verdffentlichungen tber CGH-Untersuchungen an CML-Patienten
wird jedoch deutlich, dal3 mittels CGH prinzipiell auch bel der CML zusétzliche, tber

die G-BandenAnayse hinausgehende, Aberrationen nachweisbar sind, die sich
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anschlief3end mittels FISH-Analyse néher erkléren lassen [222;223]. So konnte z. B.
mehrere unbal ancierte Trand okationen, die in der CGH zu einem Gewinn in 1912® g21
fUhrten, nachgewiesen werden [223].

Alles in alem gilt, da3 CGH-Ergebnisse sich prinzipiell gut mit Daten aus der
klassischen Zytogenetik sowie aus anderen molekular- zytogenetischen Methoden

korrelieren lassen, zum Teil jedoch dartiber hinaus Informationen liefern.

Die hier gefundenen sekundéren Aberrationen gehdrten in funf Fallen zu den
sogenannten major route changes und in zwel Fallen zu den minor route changes. In
sieben der untersuchten Félle wurden keine sekundaren Aberrationen gefunden, zwel
von diesen waren sowohl Ph-negativ as auch negativ fur die BCR/ABL-Umlagerung
(siehe 3.2, Tabelle 3). In einem weiteren Ph-negativen, BCR/ABL-negativen Fall wurde
eine fir CML atypische Aberration Trisomie 9, gefunden (Fall CML2, 3.2, Tabelle 3).
Die sogenannte Ph-negative CML macht etwa 5 — 10 % aller Fale aus. Patienten mit
Ph-negativer CML, die fur die BCR/ABL-Fusion positiv sind, weisen dieselben
Klinischen und hamatologischen Eigenschaften auf wie Patienten mit BCR/ABL-
positiver CML [25;35;36]. Dadie drei hier untersuchten Ph-negativenFélle auch fur die
BCR/ABL-Fusion negativ sind, sind sie moglicherweise in andere diagnostische
Kategorien alsdie CML einzuordnen [37;38].

4.3.2 Progressions-Marker in verschiedenen Fraktionen des Blutes

Es gibt Ansétze zur Untersuchung der Zellinienspezifitét sowohl der BCR/ABL-
Fusion [224-228] als auch sekundérer ChromosomenAberrationen [198;229] bei der
CML. Zu diesam Zweck ist z. B. die FISH in Kombination mit verschiedenen
Methoden zur Unterscheidung der hamatologischen Zelltypen einsetzbar. Eine
Maoglichkeit ist die morphologische Unterscheidung von Zelltypen mit Hilfe von
Farbemethoden wie des sogenannten Wright's stain [229-231] oder der Farbung mit
May-Grunwald- Giemsa [ 226;232], gefolgt von einem FISH-Experiment. Weiterhin a3t
sich die FISH mit einer gleichzeitigen Immunophanotypisierung der Zielzellen
kombinieren [226;233;234]. Auch eine Aufreinigung der Zelltypen durch FACS
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Sortierung mit anschlief3ender Herstellung von Cytospin-Préparaten und FISH-Analyse
ist moglich [227;228]. Gemal3 der Tatsache, dald die CML charakterisiert ist durch die
klonale Expansion einer pluripotenten hdmatopoetischen Stammzelle [11], sollte die
BCR/ABL-Fusion in einer solchen pluripotenten Stammezelle stattfinden und somit in
allen Zelltypen des hamatopoetischen Systems zu finden sein. Tatsachlich wurde diese
Fusion in Zellen der myeloiden, monozytéren und der erythrozytéren Reihe sowie in B-
und T-Lymphozyten gefunden [225-227]. In einigen Veroffentlichungen sind Féle
berichtet, in denen T-Lymphozyten negativ fur die BCR/ABL-Fusion waren [225;228].
Probleme beim Nachweis der BCR/ABL-Fusion in T-Zellen bei Phpositiver CML
konnten u. a begrindet sein in einem Selektionsnachteil BCR/ABL-positiver T-
Lymphozyten in der Zelkultur [225] oder einer fehlenden Differenzierung ihrer
Vorlauferzellen [228]. Fir letzteres spricht bel Takahashi et al., da’ die BCR/ABL-
Fuson in T-Zel-Vorlaufern gefunden wurde. Die lange Lebensdauer von T-Zellen
schlieffen Takahashiki et al. as Ursache fur die fehlende Nachweisbarkeit der
BCR/ABL-Fusion aus. Der Zeitraum zwischen dem Erwerb der Ph-Transokation und
dem Auftreten der ersten offensichtlichen klinischen Symptome zuziglich der
Krankheitsdauer der in ihrer Studie untersuchten Patienten sei so lang, dal3 auch die T-

Lymphozyten das Ph-Chromosom erworben haben sollten [228].

In dieser Arbeit wurde die Zéllinienspezifitat sekundérer Mutationen untersucht.
Dazu wurden erstmals verschiedene Fraktionierungstechniken, die eine hohe Ausbeute
an Zellen ermoglichen, in Verbindung mit CGH eingesetzt. Die Gewinnung von T-
Lymphozyten aus dem peripheren Blut von CML-Patienten durch Rosettierung mit
Schaf- Erythrozyten wurde von Jonas et al. beschrieben [225]. Die Separierung der
neutrophilen Granulozyten erfolgte hier mit Hilfe eines DextranDichtegradienten.
Sowohl Monozyten als auch CD34-positive Zellen wurden durch magnetische
Separierung (MACS) aufgereinigt [196]. Die hier eingesetzten Methoden wurden der
zeitaufwendigen FACS-Sortierung vorgezogen. Zudem erbringt FACS eine relativ
geringe Zellausbeute, die eine anschlieffende PCR oder Zellkultur zur Amplifizierung
nétig machen wirde. Da bel der FACS-Aufreinigung eine leichte Kontamination jedoch
nicht vermeidbar ist, wirden PCR oder Zdlkultur die Interpretation der Ergebnisse
erschweren [228]. Eine Zellkultur wére aul3erdem zeitaufwendig und auch nicht bel

allen Fraktionen ohne weiteres erfolgreich durchfhrbar. Die oben beschriebene
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Moglichkeit der morphol ogischen Unterscheidung verschiedener Zelltypen anhand von
Farbetechniken mit anschlief3ender FISH hat den Nachteil, dal3 nicht immer geniigend
Zellen jeder Fraktion der Analyse zuganglich sind.

Hier wurde das periphere Blut von funf Patienten in CD34-positive Zellen, T-
Lymphozyten, Monozyten und Granulozyten aufgetrennt. In vier dieser Falle wurden
die einzelnen Fraktionen mittels CGH auf sekundére Mutationen hin untersucht (siehe
3.2, Tabelle 4), im Fall CML13 wurde dies unterlassen, da keine sekundére Aberration
vorlag (3.2, Tabellen 3 und 4). Bei einem der hier untersuchten Féle wurde en
sekunddres Rearrangement, ein Isochromosom 17q, in allen vier Fraktionen
nachgewiesen (CML9) (3.2, Abb. 25). In diesem Fall ist die Reinheit der Lymphozyten
Fraktion jedoch nicht bewiesen: Die aus der ersten der beiden untersuchten Proben
(CML9B) gewonnenen Fraktionen wurden mangels einer ausreichenden Zellzahl nicht
auf ihre Reinheit hin untersucht, bel der zweiten Probe (CML9OC) ist die Reinheit laut
FACS-Analyse unzureichend. In zwei Falen wurden sekundéare Aberrationen in allen
untersuchten Fraktionen auf3er den T-Lymphozyten gefunden: Eine Trisomie 21 im Fall
CML11 (Abb. 26) sowie Trisomie 8 und Isochromosom 17q bei CML12B. Im letzteren
Fall ist das Ergebnis fur die Fraktion der Granulozyten nicht ganz eindeutig, der
Zugewinn des Chromosoms 17 zeigt jedoch deutlich eine Aberration an (Abb. 27).
Damit korrelieren die Ergebnisse von Nguyen et al., die mittels FISH bel sieben CML-
Patienten in alen von ihnen untersuchten Zelltypen eine Trisomie 8 nachgewiesen
haben, jedoch nicht in Lymphozyten [198]. Anastas et a. haben in vier von acht
untersuchten Falen sekundére Rearrangements in fast alen anderen untersuchten
Fraktionen gefunden, mit Ausnahme der Lymphozyten. In der anderen Hélfte der Félle
wiesen sie sekundare Aberrationen nahezu ausschliefdich in den Blasten nach [229].
Die CGH-Anayse der Fraktionen ergab im Fall CML15 fir ale untersuchten
Fraktionen auf3er den Granulozyten ein Isochromosom 17q (Abb. 28).

Die hier erhobenen Daten erméglichen, zusammen mit den Ergebnissen aus der
Literatur, das Aufstellen verschiedener Modelle zur CML-Progression:

1. Das “klassische Modell”, demzufolge sekundére Aberrationen nach der
Differenzierung der Stammzelle erfolgen (Abb. 38). Von diesem ausgehend ist das

Auftreten sekundérer Aberration ausschliefdlich in Blastenzellen zu erwarten.
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2. Das erste dternative Modell grindet auf der Vorstellung, dald sekundére
Aberrationen vor der Differenzierung der hamatopoetischen Stammzelle stattfinden
und daher in allen Fraktionen des Blutes auftreten (Abb. 39).

3. Im zweiten dternativen Modell wird davon ausgegangen, dal3 sich sekundére

Aberrationen nach der Differenzierung der Lymphozyten ereignen (Abb. 40).

é Monozyten é é
pluripotente % Granulozyten sekundire
Stammzelle Ph . » Blasten
Aberrationen
(CD34+) .

Lymphozyten

Abb. 38: “Klassisches’ Modell der CML -Progression.
Sekundére Aberrationen finden nach der Differenzierung der hamatopoetischen Stammzelle statt und
treten daher ausschliefdlich in den Blasten auf.

Die von Anastas et al. bei 3 von 8 untersuchten CML-Patienten erhobenen Daten
weisen auf das hier als klassisch bezeichnete Modell der CML-Progression hin (Abb.
38). Bel diesen Patienten fanden sie sekunddre Mutationen tatsachlich nahezu
ausschliefdlich in den Blastenzellen (in zwei Féllen Monosomie 7, in einem Fall
Hyperdiploidie). Ihrer Auffassung zufolge sind nur diese sekundéren Aberrationen mit
der Progression der CML verknlpft, da sie zeitgleich mit dem Blastenschub auftreten
[229].

é é é Monozyten

pluripotente sokundire Granulozyten

Stammzelle — Ph - > Blasten
Aberrationen

(CD34+) T~ Lymphozyten

Abb. 39: Erstes alternatives Modell der CML -Progr ession.
Sekundére Aberrationen finden nach der Differenzierung der hamatopoetischen Stammzelle statt und sind
daher in allen untersuchten Fraktionen des peripheren Blutes nachweishar.

Das erste hier beschriebene aternative Modell der CML-Progression (Abb. 39) ist
auf den Fund sekundérer Aberrationen in allen vier untersuchten Fraktionen im Fall

CML9 gegrindet. Da die Reinheit der LymphozytenFraktion in diesem Fall nicht
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gesichert ist (die erste Probe wurde nicht auf die Reinheit hin untersucht, bel der
zweiten Probe ist die Reinheit der FACS-Analyse zufolge nicht ausreichend) und auch
in der Literatur keine analogen Ergebnisse gefunden wurden, bedarf diese Theorie der

welteren Untersuchung.

é é é Monozyten

Granulozyten

pluripotente y
Stammzelle— Ph sekundare > Blasten
(CD34+) \ Aberrationen

Lymphozyten

Abb. 40: Zweites alter natives M odell der CML -Progression.
Sekundére Aberrationen finden nach der Differenzierung der Lymphozyten statt und sind daher in allen
untersuchten Fraktionen mit Ausnahme der Lymphozyten nachzuweisen.

Das zweite hier aufgestellte alternative Modell der CML-Progression (Abb. 40)
basiert auf dem Fund sekundérer Aberrationen in allen Fraktionen auf3er den T-Zdlenin
den Féllen CML11 und CML12 (3.2, Tabelle 4) sowie auf Daten aus der Literatur.
Nguyen et a. wiesen bel sieben CML-Patienten mit nachgewiesender Trisomie 8 in
dlen von ihnen untersuchten Fraktionen diese Aberration nach, mit Ausnahme der
Lymphozyten [198]. Zu dhnlichen Ergebnissen kamen Anastasi et a. bei vier der acht
von ihnen untersuchten CML-Patienten: Bel drei Patienten traten sekundére
Aberrationen (in einem Fall ein zusdtzliches PhChromosom, in zwei Félen eine
Trisomie 8) in nahezu allen untersuchten Blut-Fraktionen auf, mit Ausnahme der
Lymphozyten. Ein welterer Patient wies eine Trisomie 8 in alen Fraktionen mit
Ausnahme von Lymphozyten und Blasten auf [229]. Anastas et a. betrachten diese
sekundaren Mutationen als nicht zeitgleich mit der Progression oder in einem anderen
Subklon als die Blasten auftretend und daher nicht as mit der Progression verknipft,
sondern auf genomischer Instabilitét beruhend.

Die von Anastass et al. als mit der Progression verknlpft betrachteten
Aberrationen, u. a. Monosomie 7 und Hyperdiploidie, treten haufig in Falen akuter
lymphatischer Leukamie auf und konnen ihrer Meinung nach eine direkte Rolle bei der
Progression der CML spielen. Die von ihnen in verschiedenen Fraktionen gefundenen
Aberrationen (+Ph, +8) sind ihrer Ansicht nach nicht unmittelbar mit der Entwicklung
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der Blastenkrise verknipft. In solchen Félen konnten andere molekulare
Rearrangements eine direktere Rolle bel der Transition zur akuten Phase spielen [229].
In Anbetracht der Tatsache, dal3 gerade ein zusétzliches Ph-Chromosom sowie eine
Trisomie 8 sehr haufig vor oder zeitgleich mit der Progression der CML auftreten (siehe
1.2), scheint diese Argumentation nicht ohne weiteres einleuchtend. Zudem stellt sich
die Frage, warum, geht man vom Auftreten von auf genomischer Instabilitét beruhenden
sekundaren Aberrationen bel der CML aus, nicht haufiger unterschiedliche Mutationen
einer grof3eren Bandbreite nachgewiesen werden.

Ausgehend vom Fall CML15, in dem ein sekundéres Rearrangement in allen
Fraktionen mit Ausnahme der Granulozyten gefunden wurde (3.2, Tabelle 4), wurde
kein weiteres Modell der CML-Progression aufgestellt. In diesem Fall zeigte zwar die
Granulozyten-Fraktion eine sehr hohe Reinheit, die der anderen drei Fraktionen,
besonders der Monozyten, liegt jedoch zu niedrig.

Die Zdlinienspezifitdt sekundarer Aberrationen bel der CML betreffend kann
zusammenfassend gesagt werden, dald diese wahrscheinlich in unterschiedlichen
Mustern in den verschiedenen Fraktionen auftreten. Dies |a3t auf unterschiedliche Wege
der CML-Progression in verschiedenen Fallen schlief3en (s. 0.). Bei der Betrachtung der
Lymphozyten ist zu beachten, dal} diese mdglicherweise aufgrund ihrer hohen
L ebensdauer zum Zeitpunkt der Untersuchung die sekundare Mutation noch nicht oder
noch nicht in ausreichendem Mal3 erworben haben: Buckton et al. berichten von einer
mittleren Lebensdauer zirkulierender Lymphozyten von 4,3 Jahren [235].

Eine wetere mogliche Erkldrung ist, da sekunddre Mutationen die
Differenzierung der T-Zellen beeintréchtigen und somit in reifen T-Zellen kaum
nachweisbar sind, analog zum Vorschlag von Takahashi et al. die BCR/ABL-Fusion
betreffend [228]. Weiterhin sollte das Augenmerk darauf gerichtet werden, dal3 in den
hier aufgestellten Modellen zwar von Lymphozyten allgemein die Rede ist, jedoch nur
die T-Zellen untersucht wurden. Die hier aufgestellten Modelle erfordern der weiteren
Prifung in einer groferen Anzahl von Experimenten. Dabel wére die zusdtzliche

Untersuchung der B-Lymphozyten sowie der lymphoiden Vorlaufer sinnvoll.
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4.4 Komplexe Translokationen

In5 - 10 % dler Félle ist das Philadelphia-Chromosom die Folge varianter
Translokationen. Diese werden auf der Grundlage der Bénderungs-Analyse in einfache
und komplexe variante Trandokationen unterteilt, wobei an den einfachen neben dem
Chromosom 22 nur ein weiteres Chromosom beteiligt ist, wahrend bel den komplexen
neben den Chromosomen 9 und 22 ein bis drel weitere Chromosomen involviert sind
[25;26]. Genauere zytogenetische sowie molekulargenetische Untersuchungen weisen
jedoch auf eine Beteilligung des Chromosoms 9 auch bei einfachen varianten
Trandokationen hin [25] (siehe auch 1.2.2).

Drel der hier untersuchten CML-Félle, CML9, 10 und 15, zeigten komplexe Ph
Tranglokationen (siehe 3.3). Dies wurde mittels G-Banden-Analyse festgestellt und
durch FISH bestétigt. Die Félle CML9, eine Trangokation 9;20;22, und CML10, eine
Trandokation 9;11;22, hétten in der G-BandenAnayse as einfache variante
Trangd okationen charakterisiert werden konnen, d. h. im Fall CML9 als t(20;22) und im
Fall CML10 as t(11;22). Bei genauerem Hinsehen ist das jeweils an der Translokation
beteiligte Chromosom 9-Derivat leicht verkirzt. Da feine Chromosomen Aberrationen
in der G-Banderung nicht in jeder Metaphase gleich gut zu erkennen sind, ist in
derartigen Féllen die zusdtzliche FISH-Anadyse von Bedeutung. FISH mit whole
chromosome painting-Proben (WCPs) und im Fall CML10 auch einer Telomer-Probe
machten fir CML9 und CML 10 eine eindeutige Interpretation moglich (siehe 3.3, Abb.
29 und 30). Die fur CML15 in der GBanderung gefundene Trandokation 5;9;22 lief3
sich durch FISH mit WCP-Proben bestétigen (Abb. 31). In jedem der drei Flle mit
komplexer Trandokation wurde, wie auch bei Yehuda et a. beschrieben, die
Chromosom 22-“painting”’-Probe auf dem dritten, an der Translokation beteiligten
Chromosom nachgewiesen [236].

Um néhere Information Uber Art und Entstehung der nachgewiesenen komplexen
Trandokationen zu erhaten, wurde zusédtzlich FISH mit Bruchpunkt-tbergreifenden
Proben fur die BCR- und ABL-Gene durchgefihrt, namentlich der BCR/ABL D-FISH
(Dual-fusion-FISH)-Probe der Firma Oncor. Dieses Probengemisch fuhrt im Falle einer
klassischen PhTrandokation sowohl auf Meta- als auch auf Interphase zu zwel
Fusionssignalen, eines auf dem PhChromosom sowie eines auf dem derivativen
Chromosom 9 (3.3, Abb. 32). Bei Nutzung der D-FISH-Probe in der Diagnostik ndhert
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sich sowohl die Zahl falschpositiver as auch falsch-negativer Zellen Null [86;87;237].
Von Bedeutung hier ist die Moglichkeit, mit Hilfe dieser Bruchpunkt-tberspannenden
Proben variante PhTrans okationen nachzuweisen [86;87;237].

Die Hybridiserung mit der D-FISH-Probe ergab im Fal CMLY9, einer
Trandokation 9;20;22, nur ein Fusionssignal, auf dem Ph-Chromosom, sowie zwei
einzelne BCR- und zwel einzelne ABL-Signale (siehe 3.3; Abb. 33). Dies |&ldt auf einen
Ein-Schritt-Mechanismsus der Entstehung der komplexen Translokation schlief3en. Das
bedeutet den simultanen Bruch der Chromosomen-Regionen 9934, 20913 und 22911,
gefolgt von der falschen Verknipfung der Enden. Dies geht konform mit der
Vorstellung von Fitzgerald & Morris, derzufolge komplexe Transokationen das
Resultat eines einzigen Ereignisses sind, das zum gleichzeitigen Bruch in drei oder
mehr DNA-Strangen fuhrt, die dicht beieinander liegen. Im Anschluf® kommt es dann zu
einer falschen Verknipfung, als Funktion der Anzahl der Bruchstellen [238]. Die
Routine-Zytogenetik des Falles CML9 untermauert den hier angenommenen Ein
Schritt-Mechanismus. Sowohl bei Erst-Diagnose als auch nach der Progression 1,5
Jahre spéter wurde die Trandokation 9;20;22 nachgewiesen (Daten nicht gezeigt).

Im Fall CML10, einer Trandokation 9;11;22, fuhrte die D-FISH-Probe zu zwei
Fusionssignalen, auf dem Ph-Chromosom und dem Trans okationschromosom 9;11;22,
sowie zu zwel Einzelsignalen auf den normalen Chromosomen 9 und 22 (siehe 3.3;
Abb. 34). Dies &3t fur CML10 auf einen Zwei- Schritt-Mechanismus der Entstehung
schlief}en: Der erste Schritt war die klassische Trandokation 9;22, nach der das
derivative Chromosom 9 ein Fusionssignal trégt. In einem zweiten Ereignis erfolgte die
Trandokation zwischen dem derivativen 9 und einem Chromosom 11, was zur
Translokation des Fusionssignals auf das Derivat 11 sowie einem normal erscheinenden
Derivat 9 (Trandokation 9;11) fihrte. Die Ergebnisse der Routine-Zytogenetik lassen
hier keinerlei Zweifel an einem Zwei- Schritt-Mechanismus zu: Wahrend zum Zeitpunkt
der Erstdiagnose eine klassische Ph-Transokation 9;22 vorlag, wurde sechs Monate
spater zum Zeitpunkt der Progression eine Translokation 11;22 diagnostiziert (Daten
nicht gezeigt). Diese stellte mit Sicherheit die hier beschriebene Trans okation 9;11;22
dar, da in diesem Fall der G-Banden-Karyotyp durchaus as Translokation 11;22
interpretiert werden, das derivative Chromosom 9 war vom normalen kaum
unterscheidbar (s. 0.). Solche Zwei-Schritt-Mechanismen wurden in der Literatur
wiederholt postuliert [28;31;32;236;239;240]. So ist auch denkbar, dald im Anschluf? an
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die Standard-Translokation eine Rucktrandokation zwischen dem derivativen 9 und
dem Ph dattfinden konnte, in deren Folge zwei zytogenetisch normal aussehende
Chromosomen 9 und 22 entstehen, wobel das BCR/ABL-Fusionsgen jedoch auf dem
derivativen Chromosom 22 verbleibt [28;31]. Weiterhin ist im Anschlu3 an die
Standard-Aberration eine Mehrwegs- Translokation zwischen dem derivativen 9, einem
dritten Chromosom und dem Ph denkbar, so dal3 das derivative 22 wieder normal
erscheint [239]. Ishihara & Minamihisamatsu postulieren fir die Entstehung komplexer
Ph-Trandokationen generell einen Mehrschritt-Mechanismus mit einer initiden
Standard- Transokation, gefolgt von einer oder mehreren weiteren Trandokationen
[240].

Laut Yehuda et al. sind sowohl Ein- als auch Mehr-Schritt-Modelle der
Entstehung komplexer Transokationen denkbar, die moglicherweise unterschiedliche
Implikationen haben [236].

Der dritte in dieser Arbeit beschriebene Fall mit komplexer PhTranslokation,
CML15, zeigt in der D-FISH-Analyse ein unerwartetes Muster: Lediglich ein
Fusionssignal, auf dem Ph, sowie zwel Einzel-Signale auf den normalen Chromosomen
9 und 22 sind zu sehen (siehe 3.3; Abb. 35). Dies |&% die Deletion des ABL/BCR
Fusionsgens auf Chromosom 9 vermuten. Zusétzliche FISH-Anaysen mit einer PAC-
Sonde, die auf dem Chromosom 9 im ersten ABL-Intron nahe Exon 2 lokalisiert ist
(3.3; Abb.36) sowie einer BAC-Sonde, die 200 kb telomerwarts des BCR-Gens auf
Chromosom 22 liegt (3.3; Abb. 37) bestétigten das Auftreten von Deletionen
Bruchpunkt-angrenzender Regionen auf dem derivativen Chromosom 9. Sinclair et a.
fanden bei 16 von 56 CML-Patienten an den Bruchpunkt auf dem derivativen 9
angrenzende Deletionen einer Grof3e von bis zu mehreren Mb. Diese Deletionen traten
bei Patienten mit komplexen Ph-Trandokationen haufiger auf [241]. Das Auftreten von
Bruchpunkt-angrenzenden Deletionen auf dem derivativen 9 tragt vermutlich dazu bel,
dald in ca. einem Dirittel aller CML-Félle das ABL/BCR-Fusionsgen nicht exprimiert
wird [242;243]. Bislang ist eine Funktion des ABL/BCR-Fusionsgens bel der malignen
Transformation nicht bewiesen.

Loncarevic et a. betonen die Wichtigkeit der Auswertung von Metaphasen fir die
Hybridiserung mit der D-FISH-Probe, um Falschinterpretationen der durch
Interphase-FISH erhaltenen Daten zu vermeiden [244]. Auf Interphase hétte nur ener

der dre  hier gezeigten komplexen Fale, CML10, en “normales’
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Hybridisierungsmuster gezeigt, d. h. zwel Fusionssignale sowie zwel Einzelsignae. Das
Auftreten nur eines Fusionssignals in den Fallen CML9 und CML15 hétte zu falsch
negativen Wertungen fuhren konnen. Die Anzahl der Signale bei CML9 deuten jedoch
auf eine komplexe Trandokation hin, ene entsprechend gute Qualitét der
Hybridisierung vorausgesetzt. In beiden Fédlen sollte das haufige Auftreten eines

Fusionssignals in der Interphase aufmerksam machen.

Die Nachweisbarkeit von an den Bruchpunkt auf dem derivativen 9 angrenzenden
Deletionen durch die BCR/ABL D-FISH-Probe [241;244] wurde somit in dieser Arbeit
bestétigt. Erstmals wurden anhand von FISH-Anaysen mit der D-FISH-Probe
Aussagen Uber die Entstehungsgeschichte komplexer Translokationen getroffen,
namentlich Uber die mutmaldliche Entstehung in einem oder zwei Schritten.

Interessant ist nun die Frage einer moglichen prognostischen Relevanz dieser
verschiedenen Mechanismen. Das Auftreten von Deletionen zusétzlich  zur
Philadelphia-Translokation ist mit einer verringerten mittleren Uberlebenszeit der
Patienten und damit einer schlechteren Prognose gekoppelt [241]. Die Ursache hierfir
konnte sein, dald zusdtzlich zur Aktivierung des c-ABL-Protoonkogens die
Inaktivierung eines oder mehrerer Tumor- Suppressorgene erfolgt [241].

Die Frage, ob die Entstehung komplexer Trandokationen in eéinem oder mehreren
Schritten eine prognostische Relevanz hat, ist nicht so klar zu beantworten. Neueren
Arbeiten zufolge haben Patienten mit komplexen PhTranslokationen sowie Patienten
mit Ph-negativer CML keine schlechtere Prognose as solche mit klassischen Ph
Tranglokationen [14;25;37;236]. Somit ist mdglicherweise auch die Unterscheidung
zwischen Ein- oder Mehr-Schritt-Mechanismus prognostisch nicht relevant. Bislang
wurden jedoch keine groferen Fallzahlen komplexer Tranglokationen mit der hier
beschriebenen Methode auf den Entstehungsmechanismus hin untersucht. Daher ist eine
Assoziation des Entstehungsmechanismus mit Prognose oder klinischem Verlauf nicht
von vorneherein auszuschlieffen und bedarf weiterer Analyse. Zudem wére es
interessant, zu ermitteln, wie vom Interphase-Hybridisierungsmuster auf den
Entstehungsmechanismus komplexer Translokationen geschlossen werden kann. Auch

dazu sollte eine grofRere Anzahl von Féllen untersucht werden.
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4.5 Ausblick

Ausgehend von den in dieser Arbeit erhobenen Daten sind verschiedene
Weiterfuhrungen oder Neuansétze der Projekte denkbar, die Untersuchung komplexer
Trarslokationen, die Analyse der ZellinienSpezifitdt sekundérer Mutationen und
maoglicherwel se auch die Untersuchung sekundarer Mutationen an sich betreffend.

Die Analyse komplexer PhTransokationen bei der CML mit Bruchpunkt-
Ubergreifenden Proben fur die BCR und ABL-Gene fuhrte zu drei moglichen
Mechanismen der Entstehung komplexer Trandokationen (siehe 4.4). Die
Untersuchung einer grofRen Anzahl von CML-Patienten, mdglicherweise parallel zur
Routine-Diagnostik, wirde Aufschlul3 geben Uber die Haufigkeit der verschiedenen
Entstehungsmechanismen und eine mogliche prognostische Relevanz (hierzu siehe auch
4.4). Fur komplexe Ph-Translokationen, die von Deletionen der an die Bruchpunkte auf
Chromosom 9 angrenzenden Regionen begleitet sind, ist bereits eine prognostische
Relevanz nachgewiesen [241]. Hier wére es interessant herauszufinden, durch welche
Mechanismen die schlechtere Prognose zustande kommt, welche angrenzenden Gene
beteiligt sein kdnnten.

Anhand der Daten aus der Untersuchung der Zellinienspezifitét sekundarer
Aberrationen wurden verschiedene Modelle der Tumorprogression bel der CML
entwickelt (siehe 4.3.2). Diese Ansdtze bedurfen der Verifizierung durch die
Untersuchung einer htheren Anzahl von CML-Blastenkrisen. Da dank der modernen
Therapie nur relativ wenige CML-Patienten in die Blastenkrise eintreten, wére hier eine
Multi-Center- Studie von Nutzen. Der hier gemachte Ansatz lief3e sich weiterentwickeln:
Die Methoden der Fraktionierung konnten variiert werden, so dal3 sich die Ergebnisse
aus verschiedenen Methoden vergleichen lief3en. Neben der CGH konnten weitere
Analyse-Methoden verwendet werden, wie z. B. FISH auf Cytospin-Praparaten aus den
verschiedenen Fraktionen. Auch die zusétzliche Untersuchung von B-Lymphozyten
sowie lymphoider Vorlauferzellen wére sinnvoll. Letzere wirde Hinweise darauf geben,
ob die mangelnde Nachweisbarkeit sekunddrer Aberrationen in Lymphozyten
moglicherweise Folge elner langeren Lebensdauer der Lymphozyten ist oder auf einem
Selektionsnachteil von LymphozytenVorlaufern mit sekundéren Aberrationen beruht.
Welterhin interessant wére die Untersuchung, in welchen Fraktionen die BCR/ABL-

Umlagerung auftritt und der Vergleich mit den Daten fir sekundére Aberrationen.
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Naturgemdald geschdhe dies nicht mit CGH, da diese den Nachweis balancierter
Aberrationen nicht erlaubt, sondern mittels FISH.

Nicht zuletzt ist auch die weitere Suche nach Progressionsmarkern bei der CML
sinnvoll, da Daten aus der Literatur durchaus beweisen, dal3 durch CGH prinzipiell neue
sekundéare Aberrationen gefunden werden konnen, auch bei der CML [222;223].
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5. Zusammenfassung

Die chronische myeloische Leukamie (CML) ist eine maligne hdmatopoetische
Erkrankung, die von einer chronischen Phase zu einer akzelerierten Phase oder
Blastenkrise fortschreitet. Zytogenetisch ist die Transformation zur chronischen Phase
mit dem Auftreten des Philadel phia- Chromosoms (Ph) assoziiert.

Die (molekular-) zytogenetische Analyse der CML-Zellinie K562 ergab einen
hypotriploiden Karyotyp mit 67 Chromosomen und 21 verschiedenen Marker-
Chromosomen. Zusammensetzung und Ursprung von Markern, die durch G-Banden
Analyse gefunden worden waren, wurden durch die kombinierte Anwendung der
Fluoreszenz in situ Hybridisierung (FISH), der MultiplexFISH (M-FISH) und der
Comparativen genomischen Hybridisierung (CGH) aufgedeckt.

Das Ph-Chromosom, das bei Uber 90 % der CML-Patienten nachgewiesen wird,
entsteht durch die reziproke Translokation t(9;22)(g34;911). Bei 5— 10 % der Patienten
resultiert das Ph-Chromosom aus varianten Trandokation. Anhand der Untersuchung
dreier varianter Trandokation mittels Bruchpunkt-tbergreifender FISH-Proben fur die
BCR- und ABL-Gene (bcr/abl D-FISH probe) werden drei verschiedene Mechanismen
der Entstehung komplexer Translokationen dargestellt.

In ca. 80 % der Fdle treten vor oder gleichzeitig mit der Progression der CML
typische zusétzliche Chromosomenaberrationen auf. Hier wurde das Auftreten
sekundérer Aberrationen in 15 CML-Blastenkrisen untersucht. Zudem wurde anhand
der CGH-Anayse von CD34-positiven Zellen, Monozyten, Granulozyten und T-Zellen
die Zdlinienspezifitét sekundérer Aberrationen untersucht. Dabei wurden in einem Fall
eine sekundére Aberration in allen vier Fraktionen gefunden. In zwei weiteren Féllen
traten sekundére Aberrationen in alen untersuchten Fraktionen mit Ausnahme der T
Zellen auf. Aufgrund dieser Ergebnisse lassen sich zwel aternative Modelle der Tumor-
Progression der CML ableiten: 1. Sekundére Mutatonen treten vor der Differenzierung
der unreifen hamatopoetischen Stammzelle auf. 2. Sekundare Mutationen treten in einer

hamatopoetischen Vorlauferzelle nach der T- Zdll-Differenzierung auf.
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#

ABL

AK

ALL
AML
AML/EVI-1
aCML
BCR
BSA
CML
CMLE
CMML
cDNA
CD14, CD16,CD34
CEP
CNL
CGH
CISS-Hybridisierung
Cy3, Cy5
DAPI
dATP
dCTP
D-FISH
dGTP
DIG
DNA
DNAse
dNTPs
DOP-PCR
dTTP
duTP
EDTA
FAB
FACS
FCS
FISH

1F FISH
2F FISH
FITC
GTG

Ig

IRS

Chromosom

Abelson murine leukemia virus

Antikorper

akute lymphatische Leukémie

akute myeloische Leukdmie

acute myel ogenous leukemia associated gene/
atypische chronische myeloische Leukamie
breakpoint cluster region

bovine serum albumine

chronische myeloische Leukamie

chronische myeloproliferative Erkrankungen
chronische myelomonozytische Leukamie
copy deoxyribonucleic acid

cluster of derivation 14, 16, 34

chromosome enumeration probe

chronische neutrophile Leukamie
comparative genomische Hybridisierung
chromosomal in situ suppression-Hybridisierung
Cyanin 3,5

Diamidino-Phenylindol
Deoxyadenosintriphosphat
Deoxycytosintriphosphat

double fusion Fluoreszenz in situ Hybridisierung
Deoxyguanosi ntriphosphat

Digoxygenin

deoxyribonucleic acid, Deoxyribonucleinsdure
Deoxyribonuclease
Deoxyribonukleotidtriphosphate

degenerate oligonucleotid-primed polymerase chain reaction
Deoxytyrosintriphosphat
Deoxyuridintriphosphat
Ethylendinitrilotetraessigsaure

French- American-British classification
fluorescence activated cell sorting

fetal calf serum, fetales Kéber-Serum
Fluoreszenz in situ Hybridisierung

one fusion Fluoreszenz in situ Hybridisierung
two fusion Fluoreszenz in situ Hybridisierung
Fluorescein-1sothiocyanat

G-Banden mit Trypsin und Giemsa
Immunglobulin

interspersed repetitive sequences
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JCML juvenile chronische myeloische Leukémie

kb kilo-Basenpaare

kD kilo Dalton

MYC Avian myelocytomatosis viral oncogene

Mb Mega-Basenpaare

M-bcr major breakpoint cluster region

m-ber minor breakpoint cluster region

mber micro breakpoint cluster region

M-FISH Multiplex- Fluoreszenz in situ Hybridisierung
MRD minimal residua disease

MRNA messenger ribonucleic acid

NK-Zellen natirliche Killer-Zellen

PBMNC peripheral blood mononuclear nucleated cells
PBS phosphate buffered saline

PCR polymerase chain reaction

PE Phycoerythrin

Ph-Chromosom Philadel phia- Chromosom

PHA Phytohamagglutinin

PWM Pokeweed mitogene

RB1 Retinoblastomgen 1

RNase A Ribonuclease A

RT-PCR Reverse Transcription-Poylmerase Chain Reaction
SSC sodium

S-FISH single fusion Fluoreszenz in situ Hybridisierung
SKY spectal karyotyping

TBE-Puffer Tris-Borat-EDTA-Puffer

TE-Puffer Triss EDTA-Puffer

TRITC Tetraethyl- Rhodamin-1sothiocyanat

WCP probe

whole chromosome painting probe
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