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Einleitung

1. Einleitung

1.1 Akute myeloische Leukamie

1.1.1 Definition der akuten myeloischen Leukamie

Die akute myeloische Leukamie (AML) stellt eine Neoplasie des hamatopoetischen
Systems dar [Bonnet, D. und Dick, J. E., 1997]. Sie entsteht durch die maligne
Transformation hamatopoetischer Stammzellen unterschiedlicher
Entwicklungsstadien mit der Folge der klonalen Proliferation unreifer Zellen [Fialkow,
P. J. et al, 1987]. Die Zellen verlieren ihre Reifungs- und
Differenzierungseigenschaften und arretieren im Stadium eines Blasten. Diese
Blasten kdnnen die normale Funktion reifer Zellen nicht erfullen. Die unkontrollierte
Proliferation dieser Zellen fuhrt zusatzlich zur Verdrangung anderer Zellreihen mit
dem Resultat einer Knochenmarksinsuffizienz. Aufgrund einer Stdérung der
Erythropoese kommt es zu Anamie und Mudigkeit, aufgrund des Mangels an reifen
und funktionsfahigen Granulozyten zur erhohten Infektanfalligkeit und aufgrund einer
Stoérung in der Thrombopoese zu Blutungen [Léwenberg, B. et al., 1999]. Zusatzlich
kann eine Infiltration extramedullarer Organe, wie Lymphknoten, Leber, Milz, Haut,
Zahnfleisch und weiterer innerer Organe durch die Ausschwemmung der unreifen

Zellen ins periphere Blut erfolgen.

1.1.2 Inzidenz der akuten myeloischen Leukamie

Die Inzidenz der AML ist altersabhangig. Sie stellt die haufigste Leukadmie im
Erwachsenenalter dar. Die Inzidenz liegt bis zum 60. Lebensjahr bei 0,7- 3,9 Fallen
pro 100.000 Einwohnern und bei Uber 60-jahrigen bei 6,7 bis 19,2 Falle pro 100.000
[Ries, L. A. et al., 2000; Schoch, C. et al., 2001b].

1.1.3 Atiologie der Leukamie
Im Gegensatz zu den primaren Leukdmien, den sogenannten de novo Leukamien,

sind die Ursachen bei den sekundaren Leukamien bekannt. Ein wichtiger Faktor

scheint die ionisierende Strahlung zu sein [Levine, E. G. und Bloomfield, C. D.,
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1992]. Darauf weist die erhohte Leukamieinzidenzrate bei bestrahlten Patienten oder
bei beruflich exponierten Menschen hin. Weiterhin werden bestimmte Chemikalien
wie Benzol oder Chemotherapeutika wie Zytostatika, alkylierende Agenzien oder
Topoisomerase |l Inhibitoren fur die Entstehung von Leukamien verantwortlich
gemacht [Pedersen-Bjergaard, J., 1992; Andersen, M. K. et al., 1998]. Diese
Hypothese wird durch die Beobachtung, dass Patienten mit einer malignen
Vorerkrankung eine Leukamie nach Chemotherapie entwickelten, unterstiutzt. In 15%
aller AML-Falle findet sich in der Vorgeschichte ein myelodysplastisches Syndrom

(MDS), welches haufig in eine akute myeloische Leukamie tbergeht.

1.1.4 Genetik und molekulare Pathophysiologie der Leukamien

1.1.4.1 Entstehung der malignen Transformation

Die Entstehung einer Leukamie wird auf genetische Veranderungen in den malignen
Zellen zuruckgefuhrt [Mitelman, F. und Heim, S., 1990; Varmus, H. E. und Lowell, C.
A., 1994; Rowley, J. D., 2000; Knudson, A. G., 2002]. Diese Aberrationen werden an
die Tochterzellen weitergegeben, so dass ein Klon genetisch veranderter Zellen
entsteht. Molekulargenetische Untersuchungen leukamischer Zellen konnten zeigen,
dass maligne Zellen ein verandertes Genexpressionsmuster aufweisen [Rubnitz, J.
E. und Look, A. T., 1998; Schoch, C. et al., 2002b; Haferlach, T. et al., 2003a]. Die
Veranderung der Genaktivitat fuhrt zu einer veranderten Expression verschiedener,
den Zellzyklus beeinflussender Proteine und dadurch zur fehlerhaften Regulation des
Zellzyklus auf mehreren Ebenen [Metcalf, D., 1993; Broudy, V. C., 1997]. Die Folgen
sind eine Fehlregulation der Differenzierung mit der Entstehung funktionsloser Zellen,
der Proliferation mit einem gesteigerten Wachstum und verringerter Apoptose mit der

Folge des Uberlebens dieser veranderten Zellen.

1.1.4.2 Tumorsuppressorgene und Onkogene

Wahrend der Leukdmogenese werden bestimmte Gene in ihrer Aktivitat verandert.
Grundsatzlich werden zwischen Tumorsuppressorgenen und Protoonkogenen
unterschieden [Vogt, P. K., 1993; Budillon, A., 1995]. Tumorsuppressorgene

verhindern im Normalzustand die Ubermaliige Proliferation einer Zelle.
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Protoonkogene stellen wachstumsinduzierende Gene dar. In einer gesunden Zelle
herrscht ein Gleichgewicht zwischen der Aktivitat dieser Gene. Bestimmte genetische
Rearrangements fuhren durch eine Aktivierung von Protoonkogenen oder eine
Deaktivierung von Tumorsuppressorgenen zu einem Ungleichgewicht mit dem
Resultat, dass die normale Regulation entgleist. Die Folge ist eine unkontrollierte,
autonome Expansion der malignen Zellen. Voraussetzung der Deaktivierung von
Tumorsuppressorgenen ist, dass beide Allele von einer Aberration betroffen sind
[Marshall, C. J., 1991]. Dies unterscheidet sich vom Pathomechanismus der
Protoonkogene, bei denen die Aktivierung nur eines Allels onkogene Wirkung hat.
Molekularzytogenetische Methoden ermdglichen den Nachweis bestimmter
Veranderungen einzelner Gene, da die Lokalisationen einiger Tumorsuppressorgene
und Protoonkogene bekannt sind. Beispiele fir Tumorsuppressorgene sind das p53-
Gen (17p13), das Rb-Gen (13g24), das APC-Gen (5921) und das WT1-Gen (11p13).
Protoonkogene sind beispielsweise das MYC-Gen (8g24), die RAS-Gene (H-RAS, N-
RAS, K-RAS), das ABL-Gen (99g34), das BCL6-Gen (3g27) und das BCL2-Gen
(18g21). Diese sind nicht leukamiespezifische Gene, sondern lassen sich bei einigen
soliden Tumoren, wie beispielsweise des Gastrointestinaltraktes oder der Brust

ebenfalls nachweisen.

1.1.4.3 Balancierte und unbalancierte Aberrationen

Zytogenetisch werden zwei Arten von Karyotypveranderungen unterschieden:
balancierten und unbalancierten Aberrationen. Diese flihren auf unterschiedlichem
Wege zur malignen Transformation einer Zelle [Pedersen-Bjergaard, J. und Rowley,
J. D., 1994].

Der grundliegende Effekt balancierter Aberrationen ist die Fusion von Genen [Look,
A. T., 1997]. Hierbei kommt es durch einen Austausch zwischen verschiedenen
Regionen unterschiedlicher Chromosomen, wie bei einer Translokation, oder durch
ein Rearrangement in einem Chromosom selbst, wie bei der Inversion, zur
Neuformation von Genen. Dadurch entstehen sogenannte Fusionsgene, die haufig
fur bestimmte Transkriptionsfaktoren kodieren, welche die Signaltransduktion in der
Zelle beeinflussen [Rabbitts, T. H., 1994]. Tierexperimentelle Untersuchungen

konnten das Pathogenitatspotential bestimmter Fusionsgene nachweisen [Castilla, L.



Einleitung

H. et al., 1996; Okuda, T. et al., 1998]. Mittels molekularer Methoden konnten einige
Fusionsgene genauer untersucht und bestimmten AML-Subgruppen zugeordnet
werden [Caligiuri, M. A. et al., 1997; Rowley, J. D., 1999]. Fusionsgene, die bei der
Entstehung einer AML eine besondere Rolle spielen, sind beispielsweise das AML-
1/ETO Gen und das PML-RARa Gen [Yuan, Y. et al., 2001]. Diese entstehen durch
balancierte Translokationen zwischen den Chromosomen 8 und 21 bzw. 15 und 17.
Das PML-RARa stellt das typische Fusionsgen der akuten Promyelozyten-Leukamie
(AML M3/M3v) dar [Larson, R. A. et al., 1984]. Ein weiteres Beispiel fur ein haufig bei
der AML onkogen wirkendes Fusionsgen ist das CBFB/MYH11 Gen, welches durch

eine Inversion des Chromosoms 16 entsteht [Marlton, P. et al., 1995].

Charakteristisch fur unbalancierte Veranderungen sind Verluste und Zugewinne von

chromosomalem Material. Hierbei kommt es zum Verlust von
Tumorsuppressorgenen oder Zugewinn bestimmter Protoonkogene mit den Folgen
der veranderten Zellzyklusregulierung und des ungehinderten Wachstums des
malignen Zellklons [Look, A. T., 1997]. Diese unbalancierten Aberrationen werden
bei der AML haufig nachgewiesen. In einigen Studien konnte gezeigt werden, dass
bei der AML mit komplex aberrantem Karyotyp Verluste von chromosomalem
Material haufiger vorkommen als Zugewinne [Schoch, C. et al., 2001a; Mrozek, K. et
al., 2002]. Dies fuhrt zur Annahme, dass bei einem Teil der AML besonders der

Verlust von Tumorsuppressorgenen eine grof3e Rolle zu spielen scheint.

1.2 Diagnostik

Fur die Diagnosestellung einer akuten myeloischen Leukdmie und der Zuordnung zu
den einzelnen Subgruppen werden heutzutage zytomorphologische, zytochemische,
immunphanotypische, zyto- und molekulargenetische Methoden bendtigt. Fur die
Diagnose ist zunachst der zytomorphologische Befund ausschlaggebend [Kern, W. et
al., 2002; Haferlach, T. und Schoch, C., 2002a].

1.2.1 Morphologie

Bei der zytomorphologischen Untersuchung von Knochenmark oder peripherem Blut

wird die Anzahl der Blasten bestimmt und die Zellen nach ihrem Aussehen
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differenziert. Nach der Farbung der Knochenmark- oder Blutausstriche nach
Pappenheim wird die Form und GroRe der Zellen sowie das Verhaltnis zwischen
Zellkern und Zytoplasma beurteilt und der entsprechenden Zellreihe und dem
Reifestadium zugeordnet. Aufgrund des unterschiedlichen Gehalts der Zellen an
bestimmten Enzymen, gelingt eine weitere Differenzierung mittels zytochemischer
Reaktionen. Zu diesen zahlen die Myeloperoxidase und die a-Naphtyl-ASD-
Chlorazetat-Esterase. Die Reaktivitat der verschiedenen Zellen bei den

verschiedenen zytochemischen Reaktionen ist unter 1.3.1 tabellarisch dargestellt.

1.2.2 Immunologische Untersuchung

Einige AML-Subtypen kdonnen zusatzlich aufgrund unterschiedlicher immunologischer
Phanotypen charakterisiert werden. Die Knochenmarkszellen tragen wahrend der
Reifephasen verschiedene Merkmale (Antigene) auf ihrer Oberflache. Diese kdnnen
mittels markierter Antikorper nachgewiesen werden und dienen vor allem der
Zuordnung zu einer Zellreihe und dem Differenzierungsgrad. Einige Proteinmarker
sind in Tabelle 1 dargestellt. Alle AML-Subtypen besitzen den Oberflachenmarker
CD33. Frihe Subtypen weisen CD34, spate Subtypen CD15 auf. Die Zuteilung einer
AML in die Subtypen MO und M7 ist nur mittels immunologischer Verfahren moglich
[Cheson, B. D. et al., 1990]

AML- Typische

Subgruppen Proteinmarker
MO CD34, 33, 13
M1 CD34, 33, 13
M2 CD34, 33, 15,13
M3 CD33, 13, (HLA-DR-)
M4 CD34, 33, 15, 14, 13
M5 CD33, 15, 14, 13
M6 CD33, Glykophorin
M7 CD33, 41

Tabelle 1: Proteinmarker der AML-Subgruppen

Vorkommen der unterschiedlichen Oberflachenmarker in den FAB-Subgruppen der AML
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1.2.3 Methoden zur genetischen Charakterisierung

1.2.31 Konventionelle Zytogenetik

Die konventionelle Zytogenetik dient der Darstellung der einzelnen Bandenmuster
der Chromosomen mittels spezieller Banderungs- und Farbetechniken. Fir die
Chromosomenbanderungsanalyse werden sich teilende Zellen in der Metaphase
durch ein Spindelgift arretiert, die Chromosomen angefarbt und nach Grofe,
Anfarbbarkeit und Lage des Zentromers entsprechend der ,International System for
Human Cytogenetic Nomenclature® [Mitelman F, 1995] in einem sogenannten
Karyogramm geordnet. Mit Hilfe der konventionellen Zytogenetik lassen sich bei
insgesamt 55-60% der de novo AML und bei uUber 80% der sekundaren AML
chromosomale Veranderungen nachweisen [Schoch, C. et al., 2003]. Mehrere
Studien flhrten zytogenetische Untersuchungen bei Patienten mit akuter myeloischer
Leukamie durch, um das Aberrationsspektrum der AML genauer zu untersuchen
[Johansson, B. et al., 1994; Grimwade, D. et al., 1998; Schoch, C. et al., 2001a;
Byrd, J. C. et al.,, 2002]. Insgesamt 20% aller AML-Falle weisen balancierte
Veranderungen und 35-40% unbalancierte Veranderungen auf. In 40-45% aller Falle
konnen keine zytogenetischen Anomalien im Karyogramm detektiert werden
[Pedersen-Bjergaard, J. und Rowley, J. D., 1994].

Bei den primar balancierten Aberrationen spielen die Translokationen eine
wesentliche Rolle [Rowley, J. D., 1999]. Den grofiten Anteil bei der AML in dieser
Subgruppe haben die Translokationen zwischen den Chromosomen 15 und 17 bzw.
8 und 21. Weiterhin lassen sich balancierte Aberrationen haufig am Chromosom 16
mit der inv(16) oder t(16;16) und am Chromosom 11 mit der MLL-Translokation
nachweisen. In den letzten Jahren konnten zahlreiche Studien Korrelationen
zwischen spezifischen chromosomalen Veranderungen und einzelnen FAB-Subtypen
zeigen [Bitter, M. A. et al., 1987]. Beispiele hierfur sind die Translokation t(8;21), die
besonders bei der AML M2 und die inv(16)/t(16;16), die fast ausschlie3lich bei der
AML M4eo vorkommt [Le Beau, M. M. et al., 1983; Nucifora, G. et al., 1993;
Haferlach, T. et al.,, 1996]. Die Translokation t(15;17) ist spezifisch fur die AML
M3/M3v, da diese Aberration nur bei diesem Subtyp detektiert werden konnte
[Larson, R. A. et al.,, 1984; Schoch, C. et al., 2003]. Translokationen, die das
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Chromosom 11 involvieren, kommen besonders bei der AML M5a vor [Haferlach, T.
et al., 2002].

In der haufiger auftretenden zytogenetischen Subgruppe der unbalancierten
Aberrationen werden numerische und strukturelle Aberrationen beobachtet. Verluste
ganzer Chromosomen kommen bei der AML besonders bei den Chromosomen 5, 7
und den Geschlechtschromosomen vor. Haufiger als die Monosomien sind jedoch
die Zugewinne ganzer Chromosomen (Trisomien). Hiervon sind besonders die
Chromosomen 8, 11 und 21 betroffen. In diese Subgruppe gehoéren ferner
strukturelle Aberrationen, bei denen es durch den Austausch verschiedener
chromosomaler Regionen zu Verlusten oder Zugewinnen von chromosomalem
Material kommt. Verluste von chromosomalen Material betreffen haufig 5q, 7q, 12p
und 17p. Zugewinne kommen besonders in 8q, 11g und 21q vor. Der grofite Anteil
der Patienten mit unbalanciertem Karyotyp weist einen sogenannten komplex
aberranten Karyotyp auf. Bei dieser Patientengruppe spielen strukturelle Verluste

eine besondere Rolle [Schoch, C. et al., 2001a].

Patienten, die im Karyogramm keine zytogenetisch sichtbaren Veranderungen
zeigen, machen den groflten Anteil der AML-Patienten aus. In dieser Subgruppe
lassen sich jedoch molekulargenetisch Anomalien nachweisen, die in der

konventionellen Zytogenetik nicht sichtbar sind [Schnittger, S. et al., 2002].

1.2.3.2 Die Fluoreszenz in situ Hybridisierung

In den 80er Jahren wurde durch die Kombination zytogenetischer und
molekularbiologischer Techniken die Fluoreszenz in situ Hybridisierung (FISH)
etabliert [Nederlof, P. M. et al., 1990]. In einigen Studien wurden die Methoden der
konventionellen Zytogenetik und der FISH am gleichen Patientenkollektiv angewandt
und die Ergebnisse miteinander verglichen [Andreasson, P. et al., 1998; Frohling, S.
et al., 2002; Bernasconi, P. et al., 2003]. In diesen Studien wurde gezeigt, dass
mittels FISH in einigen Fallen, beispielsweise in denen keine Metaphasen fir die
Chromosomenanalyse gewonnen werden konnten oder variante Translokationen

sowie submikroskopische Aberrationen im Karyotyp vorlagen, genetische
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Veranderungen nachgewiesen wurden. Mit der FISH lassen sich somit in einzelnen

Fallen zusatzliche Information zur konventionellen Chromosomenanalyse gewinnen.

Ein weiterer Vorteil der FISH gegenuber der konventionellen Zytogenetik liegt in der
Mdglichkeit der schnellen Diagnostik. Dies wird beispielsweise bei der Diagnose
einer AML M3/M3v genutzt. Der schnelle Nachweis eines PML-RARa
Rearrangements mit Hilfe der FISH sichert die Diagnose und entscheidet Uber das
therapeutische Vorgehen, welches einen entscheidenden Einfluss auf die Prognose
hat [Schoch, C. et al., 2002c]. Die Tatsache, dass bei der FISH durch den Einsatz
verschiedener Sonden in einem Versuchsansatz nur bestimmte Aberrationen pro
Ansatz detektierbar werden, stellt aufgrund der Heterogenitat der genetischen

Veranderungen bei der AML einen limitierenden Faktor dar.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die FISH-Analyse zusatzliche Information
erbringen, die konventionelle Zytogenetik jedoch nicht ersetzten kann, da mit der
FISH nur ein begrenzter Nachweis bestimmter vermuteter Aberrationen gelingt. Um
einen Uberblick Uber das Genom zu erhalten, ist die konventionelle Zytogenetik die
Methode der Wahl.

1.2.3.2.1 24-Farben-FISH

Mit der Einfuhrung der 24-Farben-FISH ist ein wichtiger Fortschritt zur Aufklarung
besonders komplexer Rearrangements gelungen. Mit Hilfe der 24-Farben-FISH
wurde es erstmals moglich, alle 24 verschiedenen Chromosomen gleichzeitig in einer
Hybridisierung in verschiedenen Farben darzustellen. Hierzu werden funf
verschiedene Fluoreszenz-Farbstoffe verwendet sowie eine Gegenfarbung mit DAPI
durchgefuhrt, die unspezifisch alle Chromosomen farbt. Durch eine kombinatorische
Markierung der 24 verschiedenen Chromosomen wird anhand der Kombination der
einzelnen Fluoreszenz-Farbstoffe eine eindeutige Identifizierung der Chromosomen
modglich. Als besonders hilfreich erweist sich diese Methode bei der Auflésung
komplex aberranter Karyotypen, bei denen mehrere Veranderungen vorliegen
[Veldman, T. et al., 1997; Mohr, B. et al., 2000; Odero, M. D. et al., 2001; Schoch, C.
et al., 2002a].
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In einer Studie von Limbergen et al. wurden bei 23 AML- und 13 MDS-Patienten mit
komplex aberrantem Karyotyp 24-Farben-FISH eingesetzt, nachdem die
Untersuchung mittels der konventionellen Zytogenetik keine vollstandige Aufklarung
des Karyotyps erbrachte. Die Ergebnisse zeigten, dass die 24-Farben-FISH-Analyse
zusatzliches Material unbekannter Herkunft identifizieren konnte. Insgesamt konnten
82 Markerchromosome, 51 Additionen und drei dizentrische Veranderungen den
zugehdrigen Chromosomen zugeordnet werden [Van Limbergen, H. et al., 2002].
Mrozek et al. untersuchten insgesamt 29 Patienten mit AML und komplex aberrantem
Karyotyp nach konventioneller Zytogenetik mittels Spektral Karyotyping (SKY)
[Mrozek, K. et al., 2002]. Hierbei konnte die Methode ebenfalls der Detektion der
Herkunft von Ring- und Markerchromosomen dienen. Weiterhin lie3en sich in allen
Fallen unbekanntes Material, welches an unbalancierten Translokationen beteiligt
war, nachweisen. Mittels SKY wurden neun vorerst unbekannte balancierte
Aberrationen detektiert und drei Aberrationen neu interpretiert. Insgesamt 11 von 32
mittels G-Banden-Analyse detektierten unbalancierten Aberrationen konnten als
kryptische Translokationen oder Insertionen definiert werden. Weiterhin konnte
mittels SKY gezeigt werden, dass 63 von 92 mittels G-Banden-Analyse
nachgewiesenen chromosomalen Verlusten in strukturellen Aberrationen involviert
vorlagen. Vorerst unbekannte Zugewinne lieBen sich besonders in den

Chromosomen 21qin 8, 11qin 7 und 22q in 7 Fallen nachweisen.

In einer weiteren Studie von Schoch et al. wurden 125 AML-Patienten mit komplex
aberrantem Karyotyp mit konventioneller Zytogenetik, FISH und 24-Farben-FISH
untersucht [Schoch, C. et al., 2001a]. Strukturelle Veranderungen lagen haufiger vor
als numerische Veranderungen. Hierbei waren besonders Verluste von
chromosomalem Material in 5q, 12p, 17p und Vermehrungen besonders in 8q, 11q
und 21 nachgewiesen worden. Auch in dieser Studie konnte mittels 24-Farben-FISH
neue Information in bezug auf die Herkunft bestimmter Rearrangements gewonnen

werden.

1.2.3.2.2 Comparative Genomische Hybridisierung

1992 wurde an der Universitat von Kalifornien in San Francisco (USA) eine neue
molekularzytogenetische Methode namens Comparative Genomische Hybridisierung

(CGH) beschrieben [Kallioniemi, A. et al., 1992]. Diese, auf der in situ Suppressions-
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Hybridisierung basierende Methode, gibt die Mdglichkeit, einen Uberblick Uber
genetische Veranderungen eines Tumors auf chromosomaler Bandenebene zu
erhalten [du Manoir, S. et al., 1993; James, L. A., 1999]. Die CGH ist eine Methode,
die das gesamte Genom einer Tumorzelle in einem Versuchsansatz auf
unbalancierte Chromosomenaberrationen untersucht [Weiss, M. M. et al., 1999]. Der
Unterschied zur klassischen FISH-Methode besteht darin, dass bei der CGH nicht
spezifische Sonden auf die Tumorzellen des Patienten hybridisiert werden, sondern
die Tumor-DNA selbst als Sonde verwendet wird. Somit wird zwischen der DNA des
Tumors und einer Kontroll-DNA, welche unterschiedlich markiert und gemeinsam auf
gesunde Metaphasen hybridisiert werden, verglichen. Verluste und Zugewinne von
chromosomalem Material in der Tumor-DNA koénnen mit dieser Methode
nachgewiesen werden. Die Auswertung komplex aberranter Karyotypen wird
hierdurch  erleichtert, da chromosomale Veranderungen den einzelnen
Chromosomenbanden genauer zugeordnet werden koénnen. Ein weiterer Vortell
gegenuber den oben genannten zytogenetischen Untersuchungsmethoden liegt
darin, dass der mit haufigen Problemen assoziierter Zellkulturvorgang bei der CGH
nicht erforderlich ist, da die Metaphasen-Chromosomen von gesunden Spendern
stammen. Weiterhin wird nur eine geringe Menge an Tumor-DNA bendétigt [Hermsen,
M. A. et al., 1996]. Die Sensitivitat der Methode hangt von der Art und Grélke der
Aberrationen und von der Kontamination des Tumormaterials mit normalen Zellen ab.
Um ein aussagekraftiges Ergebnis zu erhalten, sollte der Anteil der Tumorzellen
mindestens 50% sein [Kallioniemi, O. P. et al., 1994]. Die durchschnittliche
ErkennungsgréRe mit der CGH betragt ca. 3-10 Megabasen (Mb) [Bentz, M. et al.,
1998; Weiss, M. M. et al.,, 1999]. Das Auflosungsvermogen der CGH ist auf
chromosomale Bandenebene begrenzt, so dass Aussagen uber beispielsweise
Punktmutationen hiermit nicht maoglich sind. Ein Nachteil der Comparativen
Genomischen Hybridisierung ist, dass balancierte Chromosomenanomalien nicht
identifiziert werden konnen. Diese Tatsachen machen deutlich, dass es sich bei der
CGH nicht um eine ersetzende, sondern um eine erganzende Methode handelt, die

zusatzliche Information zu den anderen Methoden liefern kann.
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1.2.3.3 Molekulargenetik

Mittels molekulargenetischer Methoden, wie der Polymerase-Kettenreaktion (PCR)
ist es unter anderem moglich bestimmte Fusionstranskripte, die durch balancierte
Veranderungen entstehen, nachzuweisen. Dies dient der Bestatigung
zytogenetischer Ergebnisse und kann zusatzlich im Verlauf der Erkrankung zur
Bestimmung von minimaler Resterkrankung (MRD) mittels quantitativer Messung
bekannter Fusionstranskripte verwendet werden [Schnittger, S. et al., 2003]. Die
Bestimmung der MRD ermdglicht, ein Rezidiv fruhzeitig zu erkennen und dadurch ein
schnelleres therapeutisches Vorgehen zu veranlassen [Miller, W. H., Jr. et al., 1993;
Koller, E. et al., 1995; Burnett, A. K. et al., 1999]. Schnittger et al. konnten weiterhin
zeigen, dass die mittels PCR ermittelte HOhe des Expressionslevels der
verschiedenen Fusionstranskripte mit der Prognose der AML assoziiert ist
[Schnittger, S. et al., 2003].

Die Molekulargenetik kann zusatzlich zur Charakterisierung der AML eingesetzt
werden. Dies ist besonders bei zytogenetisch unauffalligem Karyotyp von groler
Bedeutung. In einigen molekulargenetischen Studien konnten bei AML-Patienten
ohne Veranderungen im Karyotyp Aberrationen im Bereich von Tyrosinkinase-
rezeptoren detektiert werden [Appelbaum, F. R. et al., 2001]. In ca. 40% aller Falle
mit normalem Karyotyp wurde eine Langenmutation und in 15% eine Punktmutation
im FIt3 Rezeptor nachgewiesen. Die genetischen Veranderungen flhren zu
unkontrollierter Aktivierung des Rezeptors und somit zu zytokinunabhanigem
Zellwachstum [Hayakawa, F. et al., 2000; Schnittger, S. et al., 2002]. Weitere
molekulare Veranderungen, die in der Patientengruppe mit normalem Karyotyp
detektiert wurden, sind MLL-Tandem-Duplikationen und Veranderungen im NRAS-
Gen [Schnittger, S. et al., 2000]. Genetische Aberrationen, welche die Gene der
RAS-Familie betreffen, fuhren ebenfalls zu einem Verlust der Regulation der

Zellproliferation, Differenzierung und Apoptose [Appelbaum, F. R. et al., 2001].
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1.3 Klassifikation der AML

1.3.1 FAB-Klassifikation

Die akute myeloische Leukamie stellt eine heterogene Erkrankung mit
unterschiedlicher Morphologie und klinischem Verlauf dar. Aufgrund dieser
Heterogenitat wurde die AML 1976 nach der franzdsisch-amerikanisch-britischen
(FAB) Kilassifikation in verschiedene Subgruppen zytomorphologisch und
zytochemisch eingeteilt [Bennett, J. M. et al., 1976]. Im Laufe der Jahre wurde diese
erweitert, so dass die AML in 11 verschiedene Subgruppen unterteilt werden konnte
(Tabelle 2). Die Diagnose einer akuten myeloischen Leukamie wird nach dieser
Klassifikation bei einem Blastenanteil von 230% gestellt. Da diese Klassifikation die
Immunphanotypisierung, die Zytogenetik und die molekulare Genetik nur zum Teil

einbezieht, wurden weitere Klassifikationen notwendig [Keating, M. J. et al., 1987].

Subtypen Morphologie Peroxidase Esterase = Haufigkeit in %
MO Blastar-undifferenziert - - 3
M1 Myeloblastar- +/- +/- 20

undifferenziert
M2 Myeloblastar- +++ +/- 25
Differenziert
M3 Promyelozytar- +++ - 10
hypergranular
M3 v Promyelozytar-
mikrogranular
M4 Myelomonozytar + +++ 20
M4 Eo Myelomonozytar + +++
mit pathologischen
Eosinophilen
M5 a Monoblastar - +++ 20
M5 b Promonozytar- - +++
monozytar
M6 Erythroblastar- +/- - 5
myeloblastar
M7 Megakaryoblastar - +/- 5

Tabelle 2: FAB-Klassifikation und Haufigkeit der AML-Subgruppen
[Isselbacher K J et al., 1995]
Zytomorphologische und zytochemische Einteilung der FAB-Subgruppen der AML
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1.3.2 MIC-Klassifikation (1988)

Die Grundlagen dieser Einteilung liegt in der Berucksichtigung von morphologischen
(M), immunzytologischen (I) und zytogenetischen (C) Daten [Second MIC
Cooperative Study Group, 1988]. Diese Einteilung konnte sich jedoch nicht
durchsetzten, da sie im Laufe der Jahre nicht Uberarbeitet und dem neuesten

Kenntnisstand angepasst wurde [Loffler H und Haferlach, T., 2000]

1.3.3 WHO-Klassifikation (1999/2001)

Seit der Erstellung der FAB-Klassifikation 1976 wurden viele Fortschritte in der
Leukamiediagnostik erzielt. Hierzu trug besonders die Entwicklung zytogenetischer
und molekularer Methoden bei. Viele Studien konnten die Relevanz und Vorteile
dieser Untersuchungen verdeutlichen, da haufig ein direkter Zusammenhang
zwischen der zytogenetischen Analyse, der AML-Subgruppe und der Prognose
beobachtet wurde. Diese Daten fuhrten 1999 zu einer neuen Klassifikation, wobei
sowohl zytomorphologische, als auch zytogenetische, immunphanotypische und
atiologische Aspekte aufgenommen wurden [Harris, N. L. et al., 1999; World Health
Organization Classification of Tumors, 2001; Haferlach, T. und Schoch, C., 2002b]. In
dem Klassifikationsvorschlag der World-Health-Organization (WHQO) zur AML werden
in einem ersten Schritt spezifische chromosomale Translokationen als
Klassifikationsmerkmal verwendet. Weiterhin geht die Anamnese in diese
Klassifikation ein, so dass nun zwischen AML nach MDS und therapie-assoziierter
AML unterschieden wird. Eine weitere Subgruppe stellt die AML mit multilinearer
Dysplasien dar, wobei dysplastische Veranderungen in mehreren Zelllinien
nachzuweisen sind. Eine akute Leukamie besteht nach dieser Klassifikation schon
bei einem Blastenanteil von 220%. Einen Uberblick (iber die Einteilung nach der
WHO gibt die nachfolgende Tabelle.
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AML mit genetischen Aberrationen

AML mit multilinearer Dysplasie

AML mit 1(8;21)(922;922), (AML-1/ETO)

AML mit abnormen KM-Eosinophilen und
inv(16)(p13922) oder (16;16)(p13;922),

Mit vorausgegangenem MDS

Ohne vorausgegangenem MDS, jedoch mit
Dysplasie in mindestens 50% der Zellen in 2

(CBFB/MYH11) oder mehr Zellreihen

Akute Promyelozyten-Leukamie mit
t(15;17)(g22;912), PML/RARa und Varianten

AML mit 11923 (MLL)-Anomalien

Therapiebedingte AML/MDS AML klassifiziert als:

AML minimal differenziert

- mit Ausreifung

- ohne Ausreifung

Akute myelo-monozytare Leukamie
Akute monoblastisch/-zytare Leukamie
Akute erythrozytare Leukamie

Akute megakaryoblastare Leukamie
Akute basophile Leukamie

Akute Panmyelose mit Myelofibrose
Akute biphanotypische Leukamie

Nach Alkylantien-/ Strahlentherapie
Nach Topoisomerase ll-Inhibitoren
Andere Ausldser

Tabelle 3: Klassifikation der AML nach WHO
[Vardiman, J. W. et al., 2002]

Einteilung der AML-Subgruppen anhand morphologischer, zytogenetischer und ursachenbedingter
Kriterien

1.4 Therapie

Die Behandlung der AML beginnt mit einer Induktionstherapie, welche als Ziel die
komplette Remission hat. Diese ist erreicht, wenn der Blastenanteil im Knochenmark
5% B. D. et 1990]. AnschlieRend die

Konsolidierungstherapie, deren Ziel es residuale leukamische Zellen zu

unter liegt [Cheson, al., folgt
ist,
eliminieren, um ein Rezidiv zu verhindern. Die Induktionstherapie flr alle Formen der
AML -

Antimetaboliten, wie Cytosinarabinosid (ARA-C) und 6-Thioguanin und eines

ausgenommen der AML M3/M3v - besteht aus der Gabe eines

Anthracyclins, wie Daunorubicin, welches durch Mitoxantron, einem weiteren
zytotoxisch wirksamen Antibiotikums, ersetzt werden kann. AnschlieRend an die

Induktionstherapie folgen die Konsolidierungs- und Postremissionstherapie, die sich
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je nach der prognostischen Gruppe unterscheiden. Patienten mit zytogenetisch
gunstiger Prognose, wie mit t(8;21) oder einer inv(16), erhalten je nach Studie eine
Hochdosistherapie mit ARA-C [Bloomfield, C. D. et al., 1998]. Patienten mit
intermediaren zytogenetischen Befund, die nicht alter als 60 Jahre sind, sollten eine
Knochenmarkstransplantation erhalten [Appelbaum, F. R. et al.,, 2001]. Ist dies
aufgrund eines fehlenden HLA-identischen Spenders nicht moglich, werden diese
Patienten ebenfalls mit einer hoch dosierten ARA-C Chemotherapie behandelt. Das
Behandlungsschema bei Patienten mit einem prognostisch unglnstigen Karyotyp,
wie einem komplex aberrantem Karyotyp bei alteren Patienten oder bei sekundaren
Leukamien, ist derzeit Gegenstand vieler Studien und wird kontrovers diskutiert
[Hiddemann, W. et al., 1999; Buchner, T. et al., 2001].

Bei der AML M3/M3v entsteht durch die Translokation zwischen dem Chromosom 15
und 17 das Fusionsgen PML-RARa, welches die retininsaureinduzierte
Gentranskription und Zelldifferenzierung hemmt [Rousselot, P. et al., 1994]. Dieser
Mechanismus wird fur die Therapie der AML M3 genutzt. Wird eine akute
Promyelozyten-Leukamie (M3 oder M3v) diagnostiziert, erfolgt eine Therapie mit all-
trans Retinolsdure (ATRA) als Induktionstherapie, da hohe Retinsauredosen zur
Ausdifferenzierung der leukdmischen Zellen fliihren und somit die Rate der
kompletten Remission erheblich gesteigert werden kann. AnschlieRend sollte eine
Konsolidierungstherapie der AML M3 mit Anthracyclinen und Cytarabin durchgefthrt
werden, um die Remissionsdauer zu verlangern. Die therapeutischen Ergebnisse
sind in dieser AML-Subgruppe sehr zufriedenstellend, da eine Langzeitremission in
uber 80% der Patienten erreicht wird [Lengfelder, E. et al., 2000].

Altere Patienten mit AML, die lUber 60 Jahre sind, zeigen ein ungiinstiges
Ansprechen auf die Chemotherapie und einen progredienten Verlauf der AML. Drei
Grunde konnen hierfur verantwortlich gemacht werden: zum einen finden sich in
dieser Patientengruppe haufig komplex aberrante Karyotypen, die eine unglnstige
Prognose aufweisen [Schoch, C. et al.,, 2001b]. Weiterhin konnte eine erhdhte
Resistenz gegenuber der zytostatischen Therapie nachgewiesen werden, welche
wahrscheinlich auf molekulargenetischen Mechanismen beruht [Campos, L. et al.,
1992; Leith, C. P. et al., 1999]. Ein weiterer Grund fUr den ungunstigen Verlauf bei

alteren Patienten mit AML liegt in der reduzierten Toleranz gegenuber zytotoxischen
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Effekten der Therapie mit der Folge der Panzytopenie und des Versterbens der
Patienten wahrend der Induktionstherapie. Diese Tatsache wird in Therapieansatzen
beachtet, in denen eine Dosisreduktion vorgeschlagen wird. Jedoch sind die
Ergebnisse des Erreichens einer kompletten Remission hierbei nicht
zufriedenstellend. Patienten mit komplex aberrantem Karyotyp profitieren
moglicherweise von einer Intensivierung der Induktionstherapie [Buchner, T. et al.,
2001]. Ein weiterer therapeutischer Ansatz in dieser Subgruppe stellt die Behandlung
mit wachstumsstimulierenden Substanzen, wie Granulozyten-Koloniestimulierenden
Faktoren (G-CSF) und Granulozyten-Monozyten-Koloniestimulierenden Faktoren
(GM-CSF), dar. Studien konnten zeigen, dass maligne Zellen mit komplex
aberrantem Karyotyp eine verlangsamte Proliferation aufweisen und dadurch der
Chemotherapie, bei der besonders Zellen mit schnellem Wachstum geschadigt
werden, eventuell entgehen [Jahns-Streubel, G. et al., 2001]. Die Gabe von G-CSF
oder GM-CSF vor Verabreichung der zytostatischen Therapie kdnnte somit gerade in
dieser AML-Subgruppe zu einer Erhéhung der Wirksamkeit der zytostatischen
Therapie fuhren, indem die malignen Zellen durch das G- bzw. GM-CSF in die
Proliferationsphase gebracht werden (sogenanntes Priming-Konzept). Dieses
Behandlungsverfahren wird derzeit in einigen Studien uberprift [Lédwenberg, B. et al.,
2003].

Da das mediane Alter bei der AML derzeit Uber dem 60igsten Lebensjahr liegt,
komplex aberrante Karyotypen eine gro3e Subgruppe der AML-Patienten darstellen
und bisherige therapeutische Ansatze die Prognose in dieser Subgruppe nicht
erheblich verbessern konnten, stellt die Entwicklung angemessener therapeutischer
Verfahren eine grof3e Herausforderung gegenwartiger Studien dar. Ziel ist es,
risikoadaptierte Therapiestrategien flr die verschiedenen Leukamie-Subtypen zu

etablieren.

1.5 Prognose

1.5.1 Pratherapeutische Parameter

Faktoren, die Einfluss auf die Prognose der akuten myeloischen Leukamie haben,

sind klinische Laborparameter, wie die Leukozytenanzahl und LDH und der
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zytogenetische Befund (s. 1.5.2) [Ventura, G. J. et al., 1988; Ferrara, F. und Mirto, S.,
1996; Bloomfield, C. D., 2002]. Zytomorphologisch lassen sich ebenfalls
prognostische Aussagen treffen. Mit einer eher gunstigen Prognose geht der
Nachweis von Auerstdbchen sowie eine positive Myeloperoxidasereaktion einher.
Dysplasien, die alle drei Zellreihen gleichzeitig betreffen, scheinen mit einem
prognostisch unglinstigen Karyotyp assoziiert zu sein [Haferlach, T. et al., 2003b].
Einen weiteren prognostischen Faktor stellt das Alter bei Erstdiagnose dar.
Léwenberg et al. konnten in einer Studie zeigen, dass Patienten unter 60 Jahren eine
komplette Remission in 75% und eine 5-Jahres-Uberlebensrate von 35-40% haben.
Patienten, die Uber 60 Jahre waren, zeigten eine komplette Remission in nur 45-55%

und eine 5-Jahres-Uberlebensrate von nur 10% [Léwenberg, B. et al., 1999].

1.5.2 Zytogenetische Parameter

Zusatzlich zu diagnostischen und klassifizierenden Aspekten spielt die Zytogenetik
eine entscheidende und unabhangige Rolle hinsichtlich der prognostischen
Einschatzung der AML [Arthur, D. C. et al., 1989; Mitelman, F. und Heim, S., 1992;
Swansbury, G. J. et al., 1994; Mrozek, K. et al., 1997; Grimwade, D., 2001;
Bloomfield, C. D., 2002; Schoch, C. und Haferlach, T., 2002]. Es konnte eine
Assoziation zwischen genetischen Aberrationen und dem prognostischen Verlauf
hinsichtlich der Remissionsrate und —dauer hergestellt werden, welche eine
Einteilung der unterschiedlichen Karyotypen in drei prognostische Gruppen erlaubt
[Yunis, J. J. et al.,, 1984; Grimwade, D. et al., 1998]. Hierbei werden zwischen
chromosomalen Veranderungen mit gunstiger, intermediarer und ungunstiger
Prognose unterschieden. Diese werden je nach Studie etwas unterschiedlich
definiert (Tabelle 4). Ergebnisse der AMLCG Studie zeigten, dass das Erreichen
einer kompletten Remission bei 83% in der Gruppe mit glnstigem Karyotyp, bei
69,5% in der Gruppe mit intermediarem Karyotyp und bei nur 48,6% bei Patienten
mit ungiinstigem Karyotyp liegt. Ahnliche Ergebnisse konnten in der CALGB Studie
gezeigt werden [Byrd, J. C. et al., 2002]. Einen Uberblick tiber die Prognose bietet
die Abbildung 1, in der die einzelnen Uberlebenskurven der jeweiligen

prognostischen Subgruppen dargestellt sind [Haferlach, T. et al., 2003b].
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1.5.2.1 Gunstiger Karyotyp

Dieser Subgruppe mit gunstiger Prognose gehoren Patienten mit balancierten
Veranderungen, wie der t(8;21), der t(15;17) oder inv(16) an [Larson, R. A. et al.,
1986; Dastugue, N. et al., 1995]. Insgesamt wurden diese balancierten
Veranderungen haufiger bei Patienten, die unter 55 Jahre sind, detektiert
[Mauritzson, N. et al., 1999]. In einer Studie von Haferlach et al. wurde bei Patienten
mit 1(8;21) eine komplette Remission in 90% und in 60% der Falle ein rezidiv-freies
Uberleben von 2 Jahren erreicht [Haferlach, T. et al., 1996]. Patienten mit einer
Translokation zwischen den Chromosomen 15 und 17 zeigen eine komplette
Remission in 80-90% mit einer 5-Jahres-Uberlebensrate von 70% der Falle
[Lengfelder, E. et al.,, 2000]. Karyotypen, die eine inv(16) beinhalten, zeigen eine
komplette Remission in 88% mit einer 5-Jahres-Uberlebensrate von 43% der Falle
[Dastugue, N. et al., 1995].

1.5.2.2 Intermediarer Karyotyp

Patienten, die keine Veranderung im Karyotyp aufweisen oder seltene Aberrationen
zeigen, werden der Subgruppe mit intermediarer Prognose zugeordnet. Je nach
Studie wird diese Subgruppe unterschiedlich definiert (s. Tabelle 4). Einige Studien
konnten zeigen, dass die Trisomie 8 als einzige zytogenetische Aberration eine
intermediare Prognose mit einer kompletten Remission von 70% der Falle und einem
rezidiv-freien Uberleben von 3 Jahre in 37,5% hat [Schoch, C. et al., 1997]. Liegen
jedoch zusatzliche Aberrationen vor, verandert sich die Prognose. In einer Studie von
Schoch et al. konnte gezeigt werden, dass Patienten mit einer Trisomie 8 und einer
prognostisch glnstigen Aberration, wie 1(8;21)(q22;q22), t(15;17)(q22;q21) oder
inv(16)(p13922), mit einer kompletten Remission von 90% der Falle und einem
rezidiv-freien Uberleben von 3 Jahren in 55% der Falle eine giinstige Prognose
haben. Patienten mit einer Trisomie 8 und einem prognostisch ungunstigen Karyotyp,
wie einem komplex aberrantem Karyotyp, zeigten mit einem rezidiv-freiem Uberleben
von 3 Jahren in nur 9% der Falle eine sehr unginstige Prognose. In einigen
zytogenetischen Studien konnten weitere Aberrationen, die Einfluss auf die Prognose
haben, detektiert werden. So =zeigte die Studie von Grimwade et al., dass

Veranderungen in 11923, Trisomien der Chromosomen 8, 21 und 22 und Verluste in
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9qg und 7q mit einer intermediaren Prognose einhergehen [Grimwade, D. et al., 1998].
In anderen Studien wurden einige dieser Aberrationen als ungunstig eingestuft, so
dass hier Diskrepanzen in der prognostischen Einschatzung der verschiedenen
Aberrationen vorliegen [Slovak, M. L. et al., 2000; Schoch, C. et al., 2003].

1.5.2.3 Ungunstiger Karyotyp

In dieser Subgruppe finden sich Uberwiegend Karyotypen mit unbalancierten
Veranderungen. Der Verlust oder Zugewinn von chromosomalem Material korreliert
mit niedrigen Remissionsraten und kurzem rezidiv-freien Uberleben. Genetische
Aberrationen wie —5/5q, -7/7q und komplex aberrante Karyotypen sind mit einer
ungunstigen Prognose assoziiert [Fenaux, P. et al., 1989; Dastugue, N. et al., 1995].
Van Limberg et al. zeigte in einer Studie, dass das gleichzeitige Auftreten eines
Verlustes in 5q und ein Zugewinn in 11g eine besonders ungunstige Prognose
aufweist [Van Limbergen, H. et al., 2002]. Weiterhin werden je nach Studie die
Monosomie 7, die inv(3)/t(3;3) sowie 11923/MLL-Rearrangements dieser Gruppe
zugeordnet. Nach der Induktionstherapie liegt das Erreichen einer kompletten
Remission bei den Patienten mit unglnstigen Aberrationen bei nur 55-58%
[Grimwade, D. et al., 1998]. Die Patienten dieser prognostisch ungunstigen
Subgruppe sind haufig tber 60 Jahre alt [Schoch, C. et al., 2001b]. Eine besondere
Subgruppe der Patienten mit ungunstiger Prognose stellen die mit komplex

aberranten Karyotypen dar (s. 1.5.2.3.1).

1.5.2.3.1 Komplex aberranter Karyotyp

In 10% -15% der de novo AML und in bis zu 50% der sekundaren akuten Leukdmien
lassen sich komplex aberrante Karyotypen nachweisen. Die Definition dieses
Karyotyps variiert in unterschiedlichen Studien. In einigen Studien wird der komplex
aberrante Karyotyp definiert als das Vorliegen von mindestens drei numerischen
und/oder strukturellen Aberrationen [Schoch, C. et al., 2001a]. Aus dieser Definition
wurden bestimmte Veranderungen, wie t(15;17), t(8;21) und inv(16), die mit einer
guten Prognose einhergehen, ausgeschlossen. Grimwade et al. definieren diesen
Karyotyp, wenn mehr als fiunf Chromosomenaberrationen in einem malignen Klon

nachweisbar sind [Grimwade, D. et al.,, 1998]. Patienten mit einem komplex
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aberranten Karyotyp zeigen eine besonders ungunstige Prognose mit
Remissionsraten von nur 45% [Arthur, D. C. et al., 1989; Swansbury, G. J. et al.,
1994; Schoch, C. et al., 2001a].

Der sehr ungulnstige klinische Verlauf lasst vermuten, dass die AML mit komplex
aberrantem Karyotyp einer pathogenetisch unterschiedlichen Leukamogenese
unterliegt als die anderen Subgruppen. Besonders unbalancierte Veranderungen der
Chromosomen 5, 7 und 17 sind typische Veranderungen der AML mit komplex
aberrantem Karyotyp. Verluste, die durch strukturelle Aberrationen entstehen, sind
hierbei sehr haufig reprasentiert [Schoch, C. et al., 2001a]. Die Pathogenese der
komplex aberranten Karyotypen ist weiterhin unklar.

Studie Giinstiger Karyotyp Intermedidrer Karyotyp Ungiinstiger Karyotyp

AMLCG' t(8;21), t(15;17), normal, andere -5/5q-, -7/79-, inv(3),
inv(16), t(16;16) Aberrationen 11923, 12p, 17p,
komplex aberranter
Karyotyp
CALGB? t(8;21), inv(16), normal andere Aberrationen
t(16;16), del(16)
MRC? t(8;21), t(15;17), normal, del(7q), +8, -5/5q-, -7/79-, 3q,
inv(16) del (99), 11923, +21, +22, komplex aberranter
andere Aberrationen Karyotyp

Tabelle 4: Prognostische Einteilung der chromosomalen Veranderungen je nach
Studie
' AMLCG [Schoch, C. et al., 2001a],? CALGBI[Byrd, J. C. et al., 2002],
3MRC [Grimwade, D. et al., 1998]
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Abbildung 1: Uberlebenskurven der zytogenetisch determinierten AML- Subgruppen
[Haferlach, T. et al., 2003b]
Darstellung der 5-Jahres Uberlebensraten der Patienten mit prognostisch glinstigem, intermedigrem

und ungunstigem Karyotyp (AMLCG-Studie).

1.5.3 Therapieabhangige Parameter

Ein weiterer Prognosefaktor fur das Ansprechen auf die Therapie scheint die mittels
Morphologie oder Immunphanotypisierung ermittelte Blastenanzahl im Knochenmark
nach Beginn der Induktionstherapie zu sein [San Miguel, J. F. et al., 2001; Estey, E.
H., 2003; Kern, W. et al., 2003]. Kern und Haferlach et al. zeigen in einer Studie,
dass das Erreichen einer kompletten Remission mit einem morphologischen
Blastenanteil von unter 5% am Tag 16 mit einer gunstigeren Prognose korreliert
[Kern, W. et al., 2003]. Weiterhin scheint die mittels Real-Time PCR (RT-PCR)
gemessene Expressionshohe bestimmter Fusionsgene sowohl bei Erstdiagnose als
auch nach erfolgter Therapie prognostische Aussagekraft zu haben [Schnittger, S. et
al., 2003].
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1.6. Fragestellung dieser Studie

Die AML mit komplex aberrantem Karyotyp stellt eine grol3e Subgruppe dar, die mit
einer besonders ungunstigen Prognose einhergeht. Aufgrund des unterschiedlichen
Aberrationsmusters und des schlechten Ansprechens auf die Therapie dieser
Subgruppe wird vermutet, dass es sich hierbei um eine eigene biologische Entitat
handelt. Uber den genauen Pathomechanismus des komplex aberranten Karyotyps
ist noch wenig bekannt. Zytogenetische und molekulargenetische Untersuchungen
von Patienten mit komplexen Aberrationen konnten zeigen, dass unbalancierte
Chromosomenaberrationen bei der AML mit komplex aberrantem Karyotyp eine
besondere Rolle spielen. Eine vollstandige Aufklarung dieser komplexen
Rearrangements mittels unterschiedlicher Methoden ist notwendig, um einen
besseren Einblick in die Biologie dieser Subgruppe zu erhalten. Mit dem Einsatz der
24-Farben-FISH konnten Fortschritte bei der Auflésung der komplexen
Veranderungen erzielt werden, da eine Zuordnung von unbekanntem Material
einzelner Rearrangements zu den Chromosomen ermoglicht wird. Eine genaue
Zuordnung des Materials zu den chromosomalen Banden ist mit dieser Methode
jedoch nicht moéglich. Hierfir wurden im Rahmen dieser Arbeit 44 AML-Patienten, die
in der Routinediagnostik einen komplex aberranten Karyotyp zeigten, zusatzlich mit
der Comparativen Genomischen Hybridisierung untersucht, um Verluste und
Zugewinne von chromosomalem Material genauer einzugrenzen. Die Identifizierung
haufig betroffener Regionen bei der AML mit komplex aberrantem Karyotyp mittels
CGH kann die Suche nach relevanten Genen, die in der Pathogenese eine Rolle
spielen, eingrenzen. Eine vollstandige Aufklarung der genetischen Veranderungen
und dem Pathomechanismus der komplex aberranten Karyotypen dient der

Entwicklung neuer therapeutischer Ansatze.
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2. Material und Methoden

2.1 Patienten

2.1.1 Patientengut

Insgesamt wurden 41 Patienten bei Erstdiagnose einer akuten myeloischen
Leukédmie und weitere 3 Patienten bei Erstdiagnose eines MDS untersucht. Die
Untersuchungen wurden mit Knochenmarkszellen oder peripheren Blut der Patienten
durchgefuhrt. Das mediane Alter der Patienten lag zum Zeitpunkt der Erstdiagnose
bei 67,5 Jahren mit einer Spannweite von 22 bis 82. 17 Patienten waren weiblich und
27 mannlich. Bei vier der Patienten lag ein MDS in der Vorgeschichte vor, bei drei
weiteren Patienten wurde ein de novo MDS diagnostiziert. Bei vier Patienten lag eine
therapie-assoziierte AML (t-AML) vor. Bei diesen Patienten war in der Vorgeschichte
eine Chemotherapie wegen eines anderen malignen Tumors durchgeflihrt worden. In
Abbildung 2 ist die Verteilung der FAB-Subtypen dieses Patientenkollektivs

dargestellt. Tabelle 5 zeigt eine Ubersicht der Patientendaten.

Verteilung der AML Subtypen

20
15
10

Anzahl Patienten

M
M1
M2
M3
M3v
M5
Mba
M6
M7

M4eo
keine
Angabe

Abbildung 2: Verteilung der AML-Subtypen
Die AML-Patienten mit komplex aberrantem Karyotyp zeigten ein unterschiedlich haufiges Auftreten
der FAB-Subtypen. In 36% der Falle lag eine AML M2 vor, welche somit am haufigsten in dieser

Gruppe diagnostiziert wurde.
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Patient Alter Geschlecht FAB-Subtyp Krankheitsstatus

1 46 M M1 de novo AML

2 82 W M2 de novo AML

3 70 M ? AML nach MDS

4 74 M ? de novo AML

5 66 w M2 de novo AML

6 71 M M2 de novo AML

7 76 M M1 de novo AML

8 64 M M4 de novo AML

9 35 M ? t-AML nach Anal-Ca
10 56 W M5a de novo AML

11 73 M ? de novo AML

12 74 W M2 de novo AML

13 71 W M2 de novo AML

14 76 M M2 de novo AML

15 59 w M4 de novo AML

16 71 M M2 AML nach MDS
17 68 W M4/M5 t-AML nach Plasmozytom
18 73 M M6 de novo AML

19 71 M M2 AML nach MDS
20 77 M M1/M2 de novo AML
21 72 M M2 de novo AML
22 65 M M2 de novo AML

23 54 M M2 de novo AML

24 67 M ? de novo AML

25 22 M MO de novo AML

26 77 w M2 de novo AML

27 81 w M6 de novo AML

28 58 M M1 de novo AML

29 65 M M4 de novo AML

30 61 M M4 de novo MDS (RAEB)
31 27 w ? de novo MDS (RAEB)
32 52 W ? t-AML nach Endoxantherapie

bei M. Wegener

33 48 W M6 de novo AML

34 74 W M2 de novo AML

35 52 W M6 de novo AML

36 73 W M2 de novo AML

37 82 M ? de novo AML

38 52 M M2 t-AML nach MPS
39 54 W M6 de novo AML

40 59 M M6 de novo AML

41 37 w M2 de novo AML

42 53 M ? de novo MDS

43 70 M MO de novo AML

44 68 M M4 AML nach MDS

Tabelle 5: Patientendaten

Einteilung der 44 Patienten nach Alter, Geschlecht, FAB-Subtyp und Krankheitsstatus. Patienten, fiir die keine

Daten zum FAB-Subtyp vorlagen sind mit einem Fragezeichen markiert.
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2.1.2 Charakterisierung des Patientenmaterials

FUr die zytogenetische Charakterisierung des Patientenmaterials wurden im Rahmen
der Diagnostik die Methoden der G-Banden-Analyse, der FISH an Interphase-Kernen
und der 24-Farben-FISH eingesetzt. Die bei den Patienten eingesetzten FISH-
Sonden wurden nach den Veranderungen in den G-Banden ausgewahlt. Die
einzelnen Sonden sind in Tabelle 6 aufgelistet. Im Rahmen der Untersuchungen mit
der Interphasen-FISH wurden je 100 Interphase-Zellkerne pro Sonde ausgewertet.
Fir eine 24-Farben-FISH-Analyse wurden jeweils mindestens 5 Metaphasen

ausgewertet.

Sonde Lokalisation
D5S23 5p15.2
EGR-1 5q31
D7S522 7931
ETO 8922
C-MYC 8924
MLL 11923
TEL 12p13
Rb-1 13914
CBFR 16922
p53 17p13
AML1 21922

Tabelle 6: Interphase-FISH-Sonden und ihre Lokalisation
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2.2 Material

2.2.1 Gerate

Gerat

Firma

Zentrifuge:

HERAEUS Megafuge 1.0R

Eppendorf- Zentrifuge:

5415 C von Eppendorf

Kuhlzentrifuge:

Sorvall super T 21,
Du Pont

Lichtmikroskop:

Zeiss Axioplan

Fluoreszenzmikroskop:

Zeiss Axioplan

Computer: Soft- und

ISIS-Metasystems

Hardware inkl. CCD-

Kamera

Vortex:

Vortex Genie 2,
scientific Industries

Wasserbad:

GFL

Hybrite™:

Hybridisierungsofen,
Vysis, Stuttgart

Tabelle 7: Aufziahlung verwendeter Gerate fiir die CGH

2.2.2 Reagenzien

Reagenz Herstellung/ Inhalt Firma
1 g Kaliumchlorid (KCL) + 1 g
Kaliumdihydrogenphosphat (KH,PO,, +
ggﬁoguficﬁ%:r%iun \ 40 g Natriumchlorid (NaCL) + 10,8g ~ MERCK
phatp 9 Dinatriumhydrogenphosphat (Nay4PO,)
ad 500 ml Aqua bidest.
Tulrks-Lésung gebrauchsfertig MERCK
50 mM NaCL, 75 mM EDTA
SE-Puffer 2,5 ml NaCL Stocklésung + 15 ml
EDTA MERCK
Stocklésung ad 100 ml Aqua dest.
SDS-Puffer o ;
(sodium dodecyl sulfate) Laurylsulfat 10% Sigma
1 mM Spectrum-orange/green Pulver ad 50 ul Aqua dest. (Ampuwa); Vvsis
dUTP: bei —20°C aufbewahren y
0,2 mM Spectrum Orange/ Green 10 ul 1mM Spectrum Orange dUTP + Vvsis
dUTP: 40 pl nuclease-freies Wasser y
dTTP, dATP, dCTP, dGTP
Nuclease-freies Wasser
CGH nick translation kit: Nick Translations Puffer Vysis

Nick Translations Enzym

26



Material und Methoden

10 ul 0,3 MM dTTP + 20 pl nuclease-

0,1 mMdTTP: freies Wasser Vysis
] 10 ul 0,3 mM dATP + 10 pl 0,3 mM .
0.1 mM dNTP: dCTP + 10 ul 0,3 mM dGTP Vysis
Hybridisierungspuffer gebrauchsfertig Vysis
Human Cot-1 DNA gebrauchsfertig Vysis
Ethanol: 100%ig gebrauchsfertig MERCK
DAPI gebrauchsfertig Sigma
50ul 10x PBS + 5 mg p-
Anti-Fade Phenylendiamin, pH=8,0; + 450 ml Sigma
Aqua bidet. + 4,5 ml Glycerin
R _ 175,35 g NaCL + 88,2 g Tri-Natrium-
20x SSC Stammiosung, pH=7.0 o1 bihydrat ad 1000 ml Aqua dest.  MERCK
2x SSC, pH=7,0 50 ml°20x SSC + 450 ml Aqua dest. MERCK
(bei 4°C lagern)
0,4x SSC, pH=7,0 10 ml 20x SSC + 490 ml Aqua dest. MERCK
0,1x SSC, pH=7,0 2,5.mI020x SSC +497,5 ml Aqua dest. MERCK
(bei 4°C lagern)
2x SSC /0,1% Triton-X 100, 50 ml 20x SSC + 450 ml Aqua dest. + MERCK
pH=7,0 500 pl Triton X 100 (NP 40)
70 ml 1 molare Natronlauge (NaOH) +
Natronlauge (NaOH) 30 ml Aqua dest. MERCK
. . 20,4 g + ca. 45 ml Aqua dest. ad 50 ml
3|_r|"=‘25'age Natriumacetat-Trihydrat, o "Jest., pH mit 2 mol Salzsaure MERCK
P ’ (HCL) einstellen
N 186,1 g EDTA + 800 ml ad Aqua dest.
Oif:”éogare EDTA Stockiosung, 3£/ Natronlauge (NaOH- Platichen) ad MERCK
Pr=%, 1000 ml Aqua dest.
CGH-Target Slides Vysis

Tabelle 8: Aufzahlung verwendeter Reagenzien fiir die CGH

2.3. Methoden

2.3.1 Comparative Genomische Hybridisierung

Die Methode der Comparativen Genomische Hybridisierung lasst sich in vier

wesentliche Schritte aufteilen. Sie wurde fir diese Arbeit im Labor neu etabliert. Die

folgende Darstellung bezieht sich auf die Anwendung bei Leukamien.

2.3.1.1 DNA-Extraktion

Zu Beginn der DNA-Extraktion werden aus dem Knochenmark oder Blut des
Patienten die Leukamiezellen

Dichtegradientenzentrifugation,

isoliert. Die

Isolierung erfolgt

deren Dichte zum Boden des Ro&ohrchens hin

mittels einer
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zunimmt. Das in einem Puffer geloste Patientenmaterial wird zu Beginn der
Zentrifugation vorsichtig auf die Losung (z.B. Ficoll) geschichtet. Wahrend der
Zentrifugation wandern nun die einzelnen Bestandteile so weit in die
Gradientenlosung, bis diese die Zone mit der gleichen Dichte erreichen. Die dadurch
isolierten Leukozyten, werden vorsichtig enthommen und anschlielend die
vorhandene Zellzahl mittels einer Zahlkammer bestimmt (s. 2.3.3.3). Dem nach
wiederholter Zentrifugation entstandenem Leukozyten-Pellet wird SE-Puffer
hinzugegeben. Da die DNA in einem Proteinkomplex vorliegt wird zur Reinigung
Proteinase K und SDS-Puffer hinzugeflgt. Zellulare DNasen, welche Anteile der
DNA abbauen, werden durch die Proteinase K inaktiviert. Die enzymatischen
Reaktionen an der DNA finden in Pufferlosungen statt, da die Enzyme auf pH-
Veranderungen sehr empfindlich reagieren. Durch wiederholte Zentrifugation werden
die ausgefallenen Proteine entfernt. Der entstandene Uberstand wird zu 100%
Ethanol zur Ausfallung der in dieser Ldsung unléslichen DNA gegeben.
AnschlieRend wird die DNA in Wasser gelost (s. 2.3.3.4). Die Konzentration der in
Wasser geldsten DNA wird photometrisch bestimmt, wobei diese fur die CGH 1 ug/ul
betragen soll (s. 2.3.3.5). Die extrahierte DNA des Patienten kann bis zur weiteren

Verarbeitung im Kuhlschrank bei 4°C aufbewahrt werden.

2.3.1.2 DNA-Markierung

Um bei den In situ Hybridisierungsmethoden die Patienten-DNA unter dem
Fluoreszenzmikroskop  darzustellen, wird diese mit einem bestimmten
Fluoreszenzfarbstoff markiert. Die Markierung kann auf direktem oder indirektem
Weg erfolgen. Bei der hier verwendeten direkten Markierung binden die mit
Fluoreszenz-Farbstoffen direkt markierte Nukleotide an die komplementaren
Basensequenzen der DNA. Die indirekte Methode ist durch das Zwischenschalten
eines Antikorpers und Haptens (z.B. Biotin oder Digoxigenin) gekennzeichnet. Die
Untersuchungen zum Vergleich zwischen indirekter und direkter Markierung von du
Manoir et al. und Piper et al. ergaben, dass eine hohere Qualitat der Hybridisierung
mit  direkter  Markierung erreicht werden kann. Die homogeneren
Hybridisierungssignale und die geringere Bindung an den Hintergrund waren hier
ausschlaggebend [Piper, J. et al.,, 1995; du Manoir, S. et al.,, 1995]. In den
vorliegenden Versuchen haben wir die Methode der direkten Markierung mit
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Spectrum-green dUTP fir die Tumor-DNA und Spectrum-orange dUTP fir die
Referenz-DNA, welche von Zellen einer gesunden weiblichen Spenderin isoliert
wurde, gewahlt. Die Markierungsreaktion der extrahierten DNA des Patienten und
der Kontrollperson wird mit Hilfe der Nick-Translation durchgefuhrt (s. 2.3.3.6).
Hierbei werden zwei Enzyme, die DNase | und die DNA-Polymerase, bendtigt. Die
DNase-l flgt eine geeignete Anzahl von Einzelstrangbrtichen in die DNA ein, welche
durch die DNA-Polymerase | unter der Verwendung markierter Nukleotid-
triphosphaten in einer In-vitro-Reparaturreaktion wieder aufgeflllt werden. An den
durch die Einzelstrangbriche entstandenen freien 3’-Enden werden die Nukleotiden
aufgrund der 5°-3"-Exonukleaseaktivitat der DNA-Polymerase | entfernt und
gleichzeitig in 5°-3"-Richtung durch markierte Nukleotide ausgetauscht [Leitch, A. R.
et al., 1994].

2.3.1.3 DNA-Hybridisierung

Die unterschiedlich markierte Tumor- und Referenz-DNA werden nun gemeinsam auf
einen Objekttrager mit normalen Metaphasenchromosomen hybridisiert. Diese
Metaphasenchromosomen stammen von einem gesunden mannlichen Spender. Bei
der Hybridisierung wird zu der markierten Tumor- und Kontroll-DNA zusatzlich eine
nicht markierte menschliche Cot-1-DNA hinzugegeben, welche repetitive Sequenzen
am Zentromer und heterochromatischen Stellen der Chromosomen blockiert (s.
2.3.3.7). Das Sondengemisch wird auf einen Objekttrager pipettiert und anschliefend
auf eine beheizbare Warmeplatte mit feuchter Kammer Uber drei Tage mit einer
Temperatur von 37°C gelegt (siehe 2.3.3.8). Wahrend der Hybridisierung binden
Tumor- und Referenz-DNA an homologe Bindungsstellen auf den Metaphasen-
Chromosomen. Nach erfolgter Hybridisierung wird der Objekttrager in Losungen
gewaschen, um die Anteile der markierten DNAs, die nicht an die Metaphasen-
Chromosomen wahrend der Hybridisierung gebunden haben, zu entfernen. Zum
Abschluss wird auf die Objekttrager DAPI (4,6-diamino-2-phenyl-indole) in Antifade-
Lésung gegeben, um alle Chromosomen zu farben und das Ausbleichen der

Fluoreszenz-Signale zu reduzieren.
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2.3.1.4 Auswertung

2.3.1.4.1 Selektion der Metaphasen

Eine Metaphase ist dann gut auswertbar, wenn die Chromosomen gut verteilt und
keine Chromosomentberlappungen vorliegen [du Manoir, S. et al.,, 1993]. Die
einzelnen Chromosomen konnen durch die durchgefuhrte DAPI-Farbung identifiziert
werden. Das Hybridisierungssignal entlang der einzelnen Chromosomen sollte
homogen sein. Als Zeichen einer erfolgreichen Blockierung repetitiver Sequenzen,
sollte nur ein geringer Anteil der markierten DNA am Zentromer oder an den

heterochromatiden Stellen der Chromosomen gebunden haben.

2.3.1.4.2 Das Fluoreszenzmikroskop

Die Aufnahme der Metaphasen erfolgt mit einem Fluoreszenzmikroskop, welches mit
einer Quecksilberlampe und drei Filtern fur je einen Fluoreszenzfarbstoff ausgestattet
ist. Jeder dieser Filter lasst nur Photonen mit bestimmten Langenwellen durch,
welche Elektronen in den einzelnen Fluoreszenzfarbstoffen anregen. Dieser Zustand
der angeregten Elektronen ist instabil, so dass diese wieder in ihren Grundzustand
zuruckfallen und dabei Energie in Form von Licht aussenden [Leitch, A. R. et al.,
1994]. Das Anregungsmaximum des DAPI-Filter liegt bei 355 nm, fur den FITC
(fluorescein isothiocyanate)-Filter bei 495 nm und flr den TRITC-Filter bei 575 nm.
Als Ergebnis der verschiedenen Aufnahmen erhalt man ein computerermitteltes
Gesamtbild der Metaphase mit den unterschiedlichen Anteilen an Tumor- und
Referenz-DNA (Abbildung 3). Pro Versuchsansatz bzw. Objekttrager wurden
mindestens 10 Metaphasen aufgenommen und anschlieRend karyotypisiert. Fur die
Auswertung ist das Verhaltnis, in welchem beide DNAs an die normalen
Chromosomen binden, wesentlich. Dies hangt von den jeweils vorhandenen Mengen
der Basensequenzen der Tumor- und der gesunden Referenz-DNA ab. Im
Fluoreszenzmikroskop werden die durch die unterschiedlichen Bindungen
entstandenen Farbintensitaten und deren Verhaltnis zueinander sichtbar gemacht.
Liegt in der Tumor-DNA kein Zugewinn oder Verlust von chromosomalem Material
vor, enthalt sie die gleiche Mengenverteilung wie die Referenz-DNA, so dass beide

im gleichen Verhaltnis an die Metaphasenchromosomen binden und eine Mischfarbe
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resultiert. Im Falle eines Zugewinns in einer bestimmten Region der Tumor-DNA,
bindet dieser Abschnitt im Gegensatz zur Referenz-DNA verstarkt an die
entsprechende =~ Chromosomenregion. In  der Auswertung mit dem
Fluoreszenzmikroskop stellt sich dieser Abschnitt verstarkt in der Farbe der Tumor-
DNA (grun) dar. Im Gegensatz dazu weist eine Uberwiegend rot leuchtende Stelle an
den Metaphasenchromosomen auf eine Deletion dieser Chromosomenregion in der

Tumor-DNA hin, da in diesem Bereich die normale DNA Uberreprasentiert vorliegt.
2.3.1.4.3 CCD (charge-coupled device)-Kamera

Die CCD-Kamera stellt ein sehr empfindliches Aufnahmesystem mit
ladungsgekoppeltem Bildsensor dar. Diese ist in der Lage Photonen Uber einen
weiten Bereich des Spektrums zu absorbieren. Die einzelnen Belichtungszeiten
hangen von der Intensitat der Fluoreszenzsignale ab. Die Belichtungszeit variiert bei
den Aufnahmen zwischen 10 Sekunden und 2 Minuten. Die Aufnahme wird
anschlieRBend mit Hilfe einer speziellen Software (ISIS®, Metasystems) gespeichert

und auf dem Bildschirm dargestellit.
2.3.1.4.4 Digitales Bildanalyse-System

Mit Hilfe einer Software werden unspezifische Signale der gespeicherten Aufnahme
reduziert, um flr die Karyotypisierung das Hintergrundrauschen zu vermindern.
Anschlieend werden die einzelnen Chromosomen in einem Karyogramm
angeordnet. Die Karyotypisierung erfolgt im invertierten DAPI, welches die
Chromosomen ahnlich wie in der Giemsa-Farbung darstellt. Insgesamt wurden
zwischen 10-15 Metaphasen pro Fall karyotypisiert. Zur Quantifizierung der
Ergebnisse errechnet der Computer mittels eines digitalen Bildanalysesystems eine
sog. Fluoreszenz-Ratio. Diese wird aus dem Quotienten zwischen den FITC- und
Spektrum-orange-Intensitaten, nachdem die Hintergrundsignale entfernt wurden,
bestimmt [du Manoir, S. et al, 1995]. Das System misst somit die
Fluoreszenzintensitaten und —verteilungen beider Fluorochrome flr jedes
Chromosom und dessen einzelne Abschnitte. Entlang der Achse jedes Chromosoms
wird das genaue Verhaltnis zwischen der grunen und roten Fluoreszenzintensitat

dargestellt (Abbildung 4). Das Ausmalld der seitlichen Ablenkung des
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Fluoreszenzratioprofils reflektiert die relative Kopienzahl des entsprechenden
chromosomalen Abschnittes. Eine Fluoreszenzratio mit dem Wert 1,0 bedeutet ein
gleiches Verhaltnis der unterschiedlich markierten DNAs. Liegt die Fluoreszenzratio
bei 1,5 bzw. 0,5 weist dies auf eine Trisomie bzw. Monosomie hin [Storkel, S. et al.,
1996]. Sind nur 50% der vorhandenen Zellen von einer Veranderung des Erbguts
betroffen, liegt der Wert bei 1,25 fur eine Trisomie oder bei 0,75 fir einer Monosomie
[Barth, T. F. et al., 2000]. Abschlieend erhalt man nach der Auswertung mehrerer
Metaphasen einen Uberblick Uber alle Fluoreszenzratioprofile der einzelnen
Chromosomen, wodurch die Zuordnung verschiedener Veranderungen zu den

Chromosomen und deren Banden ermdglicht wird.

Abbildung 3: Darstellung einer Metaphase nach der Aufnahme mittels FITC (oben
links), TRITC-Filter (oben rechts) und das Gesamtbild (unten)
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Abbildung 4: Darstellung der ermittelten Fluoreszenzintensitidten entlang der
einzelnen Chromosomen (Zelllinie)

Zugewinne liegen in 1q, 6p und 8q vor, Verluste liegen in 6q, 7p/q, 8p, 13 und 14 vor.

2.3.2 Etablierung und Optimierung der Methode

2.3.2.1 Etablierung und Optimierung der DNA-Markierung

Variation der Inkubationszeit im Kihlwasserbad

Es wurden mehrere parallele Ansatze durchgefuhrt, die sich in der Inkubationszeit fur
die Nick-Translation unterschieden. Die verschiedenen Zeiten lagen bei 2 h, 4 h, 5 h,
6 h, 8 h, 12 h, 16 h und 20 h. Die Ergebnisse der Versuchsreihen mit 2 h bis 16 h
waren alle auswertbar. Die intensivsten und homogensten Ergebnisse erhielten wir
bei einer Inkubation von 12 h, so dass wir diese Zeit fur alle nachfolgenden

Untersuchungen verwendeten.
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2.3.2.2 Etablierung und Optimierung der Sondenherstellung

Variation der Verhaltnisse zwischen Tumor- und Referenz-DNA

Um unterschiedliche Signalintensitaten der verschiedenen Fluorochrome
auszuschlief®en, wurden unterschiedliche Verhaltnisse der Tumor- zur Referenz-DNA
in einem parallelen Ansatz angesetzt. Unsere Ergebnisse lieRen keinen wesentlichen
Unterschied erkennen, so dass wir fur unsere Analysen ein Verhaltnis von 1:1

zwischen der Tumor- und Referenz-DNA bei der Sondenherstellung einsetzten.

Variation der eingesetzten DNA-Mengen

Es wurden in parallelen Ansatzen die Mengen der Tumor- und Referenz-DNA fur die
Sondenherstellung variiert und die verschiedenen Ansatze mit der 3-fachen, der 2-
fachen und 1-fachen Menge der Tumor- und Referenz-DNA verglichen. Die
Ergebnisse zeigten, dass die Hybridisierung bei Nutzung der dreifachen DNA-

Mengen am besten gelang.

2.3.2.3 Etablierung und Optimierung der DNA-Hybridisierung

Variation der Hybridisierungszeit

Es wurden parallele Ansatze bei einer Hybridisierungszeit von 48 h und 72 h

verglichen. Die Hybridisierungszeit von 72 h erwies sich als optimal.

Variation des Anteils der Tumorzellen im Ausgangsmaterial

In diesem Versuchsansatz wurde uberprift, wie hoch der Mindestanteil an
Tumorzellen im Material sein muss, um eine chromosomale Anomalie zu entdecken.
Dazu wurde die DNA von drei Patienten mit chronischer lymphatischer Leukamie bei
bekannten chromosomalen Veranderungen aus dem peripheren Blut extrahiert. Die
Inkubationszeit im Kuhlwasserbad betrug jeweils 12 h, fur die Herstellung der
Sonden wurden die einfachen Mengen der Tumor- und Referenz-DNA eingesetzt.

Die Hybridisierungszeit lag fur alle Versuchsansatze bei 72 h. Bei den Auswertungen
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der einzelnen Untersuchungen wurden bei Patient Nr.1 eine Deletion am
Chromosom 11, bei Patient Nr.2 eine 13g-Deletion und bei Patient Nr.3 eine Trisomie
12 sichtbar. Um den Tumorzellanteil in den Patienten-Materialien nun zu verringern,
wurden Verdunnungsreihen durch Zugabe von gesunder DNA durchgefuhrt (Tabelle
9).

Patienten Ausgangsmaterial Verdiinnungen

Nr.1 90% 85%, 75%, 60%, 50%
Nr.2 80-98% 75%, 60%

Nr.3 60% 50%, 40%

Tabelle 9: Verdinnungsreihen

Die Ergebnisse der Versuchsreihen mit einem Tumoranteil von 90% bis 40% waren
alle auswertbar. Je hoher die Verdunnung angesetzt wurde bzw. je niedriger der
Tumorzellanteil im Patientenmaterial war, desto inhomogener waren die Ergebnisse.
Trotzdem lie3en sich die Aberrationen der Patienten mit CGH auch bei den Ansatzen

mit einem Tumorzellanteil von unter 50% nachweisen.

2.3.3 Etabliertes Protokoll der Comparativen Genomischen Hybridisierung

2.3.3.1 Aufarbeitung der Metaphasen

1. Schritt: Von 10 ml heparinisiertem peripherem Blut eines mannlichen gesunden
Spenders werden je 14 bis 18 Tropfen in geeignete Rohrchen gegeben, mit 100 pl
Phytohamagglutinin und 5 ml RPMI-Medium 20% foetales Kalbsserum aufgefullt und
Uber 72 h in eine Brutschrank bei 37°C inkubiert.

2. Schritt: Nach 72 h werden in jedes einzelne Rohrchen 150 pl Colcemid
(Spindelgift) hinzugegeben, um den Zellteilungsvorgang in der Metaphase zu
stoppen.

3. Schritt: Nach 2 h erfolgt die Zentrifugation in einer Megafuge bei 1000 U/min fur 7
min bei 20°C. AnschlieBend wird der Uberstand abgenommen und das Réhrchen mit
dem verbliebenen Pellet mit 0,5 molarem KCL aufgeflllt. Nach 20 min Inkubation
erfolgt eine weitere Zentrifugation bei 800 U/min fir 10 min. Der Uberstand wird
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wieder entfernt und auf das Pellet Carnoy’s-Fixativ gegeben, welches ca. 30 min
lang einwirken sollte. Anschlie3end wird bei 1000 U/min 7 min lang zentrifugiert und
der Uberstand wieder abgesaugt. Dieser, zuletzt beschriebener Vorgang wird
insgesamt 3 x wiederholt, bis die Losung klar ist.

4. Schritt: Das verbliebene Pellet wird mit der Losung in geeignete Behalter gegeben

und anschlie3end bis zur weiteren Verwendung bei —20°C aufbewahrt.

Nachdem kommerziell erhaltlichen Metaphasen-Praparaten (Vysis) bessere

Ergebnisse erzielten, wurden jene in dieser Arbeit eingesetzt.

2.3.3.2 Vorbereitung der Objekttrager

1. Schritt: Die bei —20°C gelagerten, kommerziell erhaltlichen Objekttrager werden an
der Luft getrocknet und unter dem Mikroskop nach der Anzahl und dem Aussehen
der Metaphasen beurteilt.

2. Schritt: Die Objekttrager (OT) mit den aufgetropften Metaphasen werden in
absteigender Alkoholreihe (100%, 90%, 70%, 50%, 30%) fur jeweils 1 min zum
Dehydrieren geben.

3. Schritt: OT fur 1 min in 0,1 x SSC bei Raumtemperatur.

4. Schritt: OT fur 30 min in 2 x SSC im Wasserbad bei 70°C.

5. Schritt: OT ca. 20 min abkuhlen lassen (bis auf 37°C).

6. Schritt: OT fur jeweils 1 min in 0,1 x SSC, NaOH (0,7 mol/l), 0,1 x SSC, und 2 x
SSC geben.

7. Schritt: Far jeweils 1 min OT in aufsteigende Alkoholreihe (30%, 50%, 70%, 90%,

100%) zum Fixieren geben und anschliel3end an der Luft gut trocknen lassen.

2.3.3.3 Ficoll-Separation

1. Schritt: Es wird je nach Menge des erhaltenen Patientenmaterials (Blut oder
Knochenmark) die gleiche Menge an PBS hinzugegeben und mit einer Glaspipette
vermischt. AnschlieBend wird in ein Falcon-Roéhrchen die doppelte Menge der
Ausgangsmenge des Patientenmaterials Ficoll gegeben und das mit PBS versehene

Material vorsichtig darauf geschichtet.

36



Material und Methoden

2. Schritt: Das Falcon-Réhrchen mit den aufeinander geschichteten Losungen wird
20 min lang in der Megafuge bei 2400 U/min ohne Bremse zentrifugiert.
AnschlieBend wird mit einer Glaspipette der Ring, der zwischen den beiden
Schichten entstand vorsichtig (von oben) abgenommen. Dieser Ring besteht aus den
fur die DNA-Extraktion relevanten isolierten Leukamiezellen.

3. Schritt: Um die Zellzahl in dieser Probe zu bestimmen werden 10 pl aus der Probe
mit 90 pl Tarks-Losung verdinnt (1:10 Verduinnung). Von diesem verdunnten
Gemisch werden 10 ul in eine Zahlkammer gegeben und 4x4 Quadrate unter dem
Mikroskop ausgezahlt. Zum Berechnen der Zellzahl wird die gezahlte Zellzahl mit
dem Faktor der Verdunnung, dem Volumen der Zahlkammer und zusatzlich mit dem
Gesamtvolumen der Ausgangsprobe multipliziert.

4. Schritt: Die im zweiten Schritt entstandene Probe wird nun in einer Zentrifuge bei
1500 U/min mit Bremse 10 min lang zentrifugiert und der Uberstand wieder entfernt,

so dass nur das Leukozyten-Pellet Gbrig bleibt.

2334 DNA-Praparation

1. Schritt: Je nach der im oberen Abschnitt berechneten Zellzahl (1 x 107 bis 1 x
10%,<1 x 10”,> 1 x 10®) wird eine bestimmte Menge an SE-Puffer (1 ml, 5 ml, 10 ml)
auf das entstandene Leukozyten-Pellet in ein Falcon-Roéhrchen hinzugegeben. Das
Gemisch wird anschlie3end kurz vermischt und zur weiteren Verarbeitung bei —20° C
eingefroren.

2. Schritt: Je nach Ansatz mit 1 ml, 5 ml oder 10 ml werden Proteinase K (20 mg/ml)
und Laurylsulfat 10% zur Reinigung hinzupipettiert. Bei einem Ansatz von 5 ml
werden 25 ul Proteinase K und 500 pl Laurylsulfat 10% bendtigt und anschliel3end
Uber Nacht bei 50°C im Wasserbad inkubiert.

3. Schritt: Bei einem Ansatz von 5 ml werden 2 ml 6 molare NaCL-Lésung
zugegeben, gut vermischt und anschlielRend in einer Megafuge bei 4300 U/min in
Raumtemperatur 20 min lang zentrifugiert.

4. Schritt: Der entstandene Uberstand wird anschlieBend in ein mit dreifacher
Volumenmenge an Ethanol 100% geflllten Falcon-Réhrchen gegeben und das Pellet
verworfen. Dieses dann fur ca. 30 min stehen lassen, ohne das Rdhrchen zu
schutteln bis die DNA ausfallt.
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5. Schritt: Um restliche Salzreste auszuwaschen wird zusatzlich 1 ml frisch
angesetztes Ethanol 75% zur DNA pipettiert und bei 13000 U/min 5 min lang in einer
Eppendorfzentrifuge zentrifugiert. Der Uberstand wird anschlieRend abgenommen
und der ganze Vorgang noch einmal wiederholt.

6. Schritt: Die fur ca. 30-60 min an der Luft getrockneten DNA, wird je nach
berechneter Zellzahl (1 x 107, 1 x 10%) in einer bestimmten Menge Aqua dest.(100 pl,
1000 ul) aufgenommen. Damit sich die DNA schneller 16st, wird diese Uber Nacht in
ein Wasserbad bei 56°C inkubiert.

23.3.5 Bestimmung der DNA-Konzentration mit dem Photometer

Fur die photometrische Messung der DNA-Konzentration werden funf parallele
Ansatze angefertigt, wobei 1-2 ul DNA in 1 ml Aqua dest. verdinnt werden. Zur
Eichung des Photometers wird eine Messung mit 1 ml reinem Aqua (Ampuwa)
durchgefuhrt. Die DNA-Konzentration wird in pg/ml angegeben und bei einer
Wellenlange von 260 nm, die Proteine bei 280 nm und die Salzreste bzw.
Verunreinigungen bei 320 nm gemessen. Ein aussagekraftiges Ergebnis liegt vor,
wenn die DNA-Konzentration doppelt so hoch wie die der Proteine ist oder der
berechnete Ratio-Wert, welche das Verhaltnis zwischen der DNA- und der Protein-
Konzentration angibt, groRer als 1,6 ist. Nur wenn alle finf Ansatze ahnliche Werte
ergeben, liegt die DNA gut gelost vor. Bei zu unterschiedlichen Werten wird die DNA

erneut nach einer Inkubation in 56°C warmen Wasserbad gemessen.
2.3.3.6 Markierungsreaktion
1. Schritt: Folgendes in ein auf Eis gelegtes Eppendorfgefal® pipettieren und

anschlieffend auf einem Vortex durchmischen:

17,5 — X pl nuclease-freies H,O

X ul DNA (Gesamtmenge 1 ug)
2,5yl 0,2 mM Spectrum-green dUTP (Tumor-DNA)
oder 0,2 mM Spectrum-orange dUTP (Kontroll-DNA)
5ul 0,1 mMdTTP
10 pl 0,1 mM dNTP
5ul 10 x Nick Translations Puffer
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10 i Nick Translations Enzym
(50l Gesamtvolumen)
2. Schritt: FUr 12 h in einem Kuhlwasserbad bei 15°C inkubieren.
3. Schritt: Zum Stoppen der Reaktion 2 pl 0,5 molares EDTA (pH 8.0) pipettieren.
4. Schritt: Far 10 min in 70°C Wasserbad stellen und anschlie®end fur 5 min auf Eis.

Bis zur weiteren Verwendung kann das Gemisch bei —20°C aufbewahrt werden.

2.3.3.7 Sondenherstellung

1. Schritt: Zentrifugentaugliche Eppendorfgefalle auf Eis stellen und die folgenden
Mengen pipettieren: 30 pl Spectrum-green markierte Tumor-DNA + 30 ul Spectrum-
orange markierte Referenz-DNA + 30 pl Cot-1-DNA (90 yl Gesamtvolumen).

2. Schritt: Insgesamt 10 % des Gesamtvolumens 3 M Natriumacetat zufigen, danach
das 2,5fache des Gesamtvolumens 100% Ethanol zugeben (Beispiel: 90 yl DNA +
9,0 yl 3 M Natriumacetat + 250 yl 100 % Ethanol), anschlielend vortexen und fir ca.
15 min auf Eis legen.

3. Schritt: Fur 30 min bei 12000 U/min in der Kuhlzentrifuge bei 4°C zentrifugieren.

4. Schritt: AnschlieRend den Uberstand abpipettieren und das Pellet fiir 1-2 min im
Inkubator bei 50 °C trocknen lassen.

5. Schritt: Pellet in 2 yl H20 und 8 pl Hybridisierungspuffer resuspendieren und ca. 60
min einwirken lassen.

6. Schritt: Probenmix fur 5 min bei 75°C im Wasserbad denaturieren.

7. Schritt: Probenmix fiir ca. 15-30 min bei 37°C Wasserbad aufbewahren.

2.3.3.8 Hybridisierungsreaktion

1. Schritt: Jeweils 10 pl der Sonde auf den vorbereiteten OT (siehe 2.3.3.2) geben,
mit einem 18 x 18 mm Deckglas abdecken. Dabei entstandene Luftblasen sollten
entfernt werden. Anschlie3end das Deckglas mit Fixogum abdichten.

2. Schritt: Eine beheizbare Warmeplatte mit feuchter Kammer (Hybrite™) anschalten,
geeignetes Programm wahlen (37°C), feuchtes Papier hinzugeben und OT
hineingeben.

3. Schritt: Nach 72 h den OT entnehmen und fur 2 min in 0,4 x SSC im Wasserbad
bei 75°C und 1 min in 2 x SSC + NP40 bei Raumtemperatur waschen.
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4. Schritt: DAPI mit Glaspipette aufsaugen, ca. einen Tropfen auf das hybridisierte
Areal geben und mit einem 24 x 55 mm Deckglas abdecken. Dabei entstandene

Luftblasen sollten mit einem Trockenblatt entfernen werden.
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3. Ergebnisse

3.1 Ergebnisse der G-Banden, FISH, 24-Farben-FISH und CGH Analysen

Es wurden 41 Patienten mit der Erstdiagnose einer akuten myeloischen Leukamie
und 3 Patienten mit der Erstdiagnose eines MDS, welche in der G-Banden-Analyse
einen komplex aberranten Karyotyp aufwiesen, zur detaillierten Charakterisierung der
verschiedenen genetischen Veranderungen mittels FISH, 24-Farben-FISH und CGH
analysiert. Die einzelnen Ergebnisse wurden miteinander verglichen und der
Karyotyp in Zusammenschau aller Ergebnisse aktualisiert. Die hier angewandte
Nomenklatur der einzelnen Aberrationen basiert auf der ISCN (International System
for Human Cytogenetic Nomenclature) [Mitelman F, 1995]. Der Karyotyp nach CGH
wird am Anfang der Formel mit rev_ish (Reverse in situ Hybridisierung)
gekennzeichnet. Je nachdem, welche Aberrationen vorliegen, werden diese mit enh
(enhanced) fur Zugewinne, dim (diminished) fur Verluste und amp fur Amplifikationen
bezeichnet. Die Karyotypformel nach der konventionellen Zytogenetik beinhaltet die
gesamte Chromosomenanzahl der Zelle, gefolgt von den Geschlechtschromosomen
und den beteiligten Aberrationen. Hierbei werden folgende Abkulrzungen fir
strukturelle Aberrationen verwendet: t fur Translokationen, der (derivativ) fur das
Chromosom, an welches fremdes Material transloziert ist, inv fur Inversion, ins fur
Insertion, dic fur ein dizentrisches Chromosom, welches zwei Zentromere besitzt, i
fur Isochromosom, welches aus zwei identischen Chromosomenarmen besteht, add
fur Addition, del fir Deletion und mar fur ein Markerchromosom unbekannter
Herkunft. Numerische Aberrationen werden mit + flr eine Trisomie und — fur eine
Monosomie vor dem betroffenen Chromosom gekennzeichnet. In der folgenden
Tabelle sind der Karyotyp nach G-Banden, FISH und 24-Farben-FISH, der Karyotyp
nach CGH und die endgultige Karyotypformel dargestellt. Veranderungen im
Karyotyp, die erst durch die Untersuchung mit CGH nachgewiesen wurden, sind

durch die Fettmarkierung hervorgehoben.
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Pat. Karyotyp nach G-Banden, FISH und 24- CGH Endgiiltiger Karyotyp
Farben-FISH

1 48,XY,der(4)t(4;21)(935;9?),+5, Rev ish enh 48,XY,der(4)t(4;21)(935;911)del(21)t(17;21),+5,
del(5)(q13q33),der(6)(6pter->6q11::177- (5911912,5931.3934, del(5)(q13q33),der(6)(6pter->6q11::17911->17923::21911-
>177::21?->217::6q11->6qter), 11911913.3,21911.1) >21921::6q11->6qter),
der(8)t(8;21)(p23;97?),+der(11), dim (5913g31.3,11g14q21, der(8)t(8;21)(p23;a11)del(21)(g21),+der(11),
+r(11),-17,der(21)t(17;21)(?;911.2) [15] 17p11p13,21921922) +r(11)(p11924)del11(g14921)amp(q22g24

amp (11922924) -17,der(21)t(17;21)(a23;911.2)

2 49 XX,+X,der(4)t(4;18)(q24;97), Rev ish enh 49 XX,+X,der(4)t(4;18)(q23;911)del(18)(q21),
+der(4)t(4;18)(g24;97),del(5) (4p16923,8,10,11911925, +der(4)t(4;18)(q23;911)del(18)(q21),
(913931),-7,+8,+10, 18911921,X) del(5)(q13.2932),-7,+8,+10,der(12)t(4;12)
der(12)t(4;12)(q24;p13), dim (4923931,5913.2932,7, (q31;p13),der(16)t(11;16)(q11;911),
der(16)t(11;16)(?;921),der(18)del 11p11p15,16911924,18p11.3, der(18)del(18)(p11.3)del(18)(q11).
(18)(p11)del(18)(q11) [15] 18921922)

3 44 XY ,der(11)t(11;17)(p13;921), Rev ish enh 44 XY, der(11)t(11;17)(p13;921.1),dic(15;20)
dic(15;20)(p11;911),dup(16)(p11p13), (17921.1925) (p11;911.2),der(16)t(16;18)(p13:921),-17,
-17,der(18)t(17;18)(?;922) [20] dim (11p13p15, der(18)t(17;18)(a21;922)

17p13921.1,20911.2913.3)

4 44-45 XY ,del(X)(g26),del(5)(q13), Rev ish enh 44.Y del(X)(926),del(5)(q11),-7,+8,
-7,+8,del(10)(q22),der(11)t(11;15) (8,9p22p24,20p) del(10)(q22),der(11)t(11;15)(g25;922),

(q23:922),-15,der(16)del(16)(p11)del(16)(q11),

dim (5q11935,7p15.3q36,

del(12)(p12),-15,der(16)t(7;16)(p15.3:913

-17,der(20)t(9;20)(q?;p13)t(9;?)(q?;?),
+der(?)t(2;7)(2;p11)t(?;10)(2;922) [cp16]

12p13.1p13.3,15911.1q15, t(10;16)(922;p13.3),-17,der(19)del(19)(p11)
16913924,17,19p11p13.3,19q11q13.4) del(19)(q11).der(20)dup(20)(p11p13)t(9;20)

(p22;p13)(9;15)(p24;a15)t(X;15)(926:022)

5 45,XX,der(2)t(2;13)(p13;97),der(2)
t(2;5)(q13;p11),dic(3;16)(p21;922),
del(3)(q11),-5,der(6)t(6;15)(q27;915),+del(11)
(p11),del(12)(p12),der(15)t(2;15)
(913;915),-18,+22 [20]

Rev ish enh
(11p14925,22)

dim (2924.3q37.3,
3p26qg25.1,5913q931.3,
15912q14,16921q24,18)

45,XX,der(2)t(2;3)(p21;?),dic(2;15)(924:912),
dic(3;16)(p21;921),der(3),der(5)del(5)(q13q13.3)
t(2;5)(p21;p15),der(6)t(6;15)(q27;q15),
+del(11)(p11),der(15)t(2;15)(q13;915),-18,+22
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Pat. Karyotyp nach G-Banden, FISH und 24- CGH Endgiiltiger Karyotyp
Farben-FISH

6 46-47,XY,+der(1),der(5)t(5;7)(q13;?), Rev ish enh 46-47,XY,+der(1),del(5)(g13.2),der(7)t(7;11)
der(7)t(7;11)(p11;921)del(7)(q22932), (9p,21911922) (911;923)del(7)(p22),der(7)t(7;20)(g11;p11),
+del(9)(g22),del(11)(q21),-13,der(17)t(13;17) dim (5913.2935,7p11p22,7911935, del(9)(q12g22.2),+del(9)(q11),del(11)(q13),-13,
(g14;p11) [cp15] 9912qg22.2,11912.5923.1, -16,der(17)t(13;17)(q11;p12),-20, i(21)(g10) [cp]

16,17p12p13,20q)

7 44 X,-Y ,der(1)t(1;10)(p35;7?) Rev ish enh 44 XY ,-Y ,der(1)t(1;10)(p36;9?)t(1;10)(925;97?),
t(1;10)(925;7),der(5)t(5;9)(q13;7?), (1p33p36,10921926, der(5)del(5)(q13931.3)t(5;9)(q31.3;7?),
der(5)t(5;11)(p11;7?), 11q14.3924) der(5)(5;11)(p14;914.3)
der(10)t(1;10)(921;q24),-17 [20] dim (Y,5p14p15.3,5913931.3,17) der(10)t(1;10)(p33;926)t(1;1)(p36.3;025),-17

8 42,XY ,der(5)del(5)(p15)del(5)(q13), Rev ish enh 42 ,XY,der(5)del(5)(p14p15.3)del(5)(q14),
-7,i(11)(q10),der(12)t(12;16)(p11;p11), (11q) -7,i(11)(q10),der(12)t(12;16)(p11;p11),
ins(12;5)(p13;9797?),-16,-18, Rev ish dim ins(12;5)(p13;933.1935),-16,-18,
der(22;22)(p10;p10) [15] (5p14p15.3,5014933.1,7,11p, der(22;22)(p10;p10)
42,XY,1(1;11)(p36;p11) 12p11.2p13.1,16913924,18)
der(5)del(5)(p15)del(5)(q13),

-7,der(12;16)(p13;q13),
der(12)ins(12;5)(p11.2;97q?)
del(12)(p11.3p13.1),-18,
der(22;22)(p10;p10) [4]
46,XY [1]

9 46,XY,del(7)(p11),der(7)t(7;17) Rev ish enh 46,XY,del(7)(p11),

(922;923),del(11)(g21) [14] (17923g25) der(7)t(7;17)(931;923),del(11)(q21),

der(17)t(11;17)(q21;q23)
del(11)(q22)
46,XY [1]

dim (7p11p22,7931935,11922925)

der(17)t(11;17)(q21:923)del(11)(q22)
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Pat. Karyotyp nach G-Banden, FISH und 24- CGH Endgiiltiger Karyotyp
Farben-FISH

10  47,XX,del(5)(q13933), Rev ish enh 47,XX del(2)(q34937),
der(11)dup(11)(p11923) (1p33p36.3,11,22) del(5)(q13q33),der(11)?
t(11;22)(923;q11),+der(11)dup(11) dim (2934937, dup(11)(p11923)t(11;22)(923;911),+der(11)?
(p11923) t(11;22)(923;911), 5913.2933,17p11p13) dup(11)(p11923)t(11;22)(923;911),
+r(11) (p?139721),der(17)t(1;17)(?;p11), amp (11912925) +r(11) (p15921)?,der(17)t(1;17)(p33;p11),-22
-22 [8]
48,idem,+r(11)(p15925) [7]

11 41,XY,der(5)t(5;18)(q11;911),-6, Rev ish dim 41,XY,dic(5;18)(q13.1;912),der(6;20)(p10;p10
-7,der(16)t(16;21)(p12;911),-17, (5913.1g35, -7,-16,-17,der(21)t(21;22)(q22;912)
-18,der(20)t(6;20)(p12;p13), 6911927,7p15.2935, 1(18:22)(q12;922)t(7:;18)(p15.2;921),
der(21),-21,-22,+mar [cp18] 16,17p13924,18q21923, der(21)t(17;21) (g24;922).del(22)(q12),-22,
46,XY [4] 20911913.3, 22911.2913) +mar

12 41-43,XX,der(2)t(2;3)(921;7?), Rev ish enh 41-43,XX,der(2)t(2;3)(931;7?),
der(2)t(2;3)(p23;p21),-3, (4927932,6p21.3p23,8q11qg24, der(2)t(2;3)(p23;p21),-3,
der(4)inv(4)(p?16931) 11922.2925,12922q24,15022.2¢26, der(4)t(4:16)(q32;p13),
t(4;6)(?;7?),der(4)inv(4)(p?16931) 19,20,22) der(4)t(4;4)(p16;927),del(4)(q32)t(1;4)
t(4;6)(q31;?)t(4;21)(?;?),del(5)(q13931),-5, dim (2p23p25.3,2931935,3911923, (p33:932).der(4)t(4:4)
dic(6;15)(p23;922)t(6;9)(q21;q7?),del(6)(p21), 5q11.1935,6q15q27,7, (p16;927)del(4)(q32)t(1:4)(p33;032)
-7,der(9)t(3;9)(?;911),der(11)t(8;11) 9913922.1,13914.1933, t(4;21)(935;921).del(5)(q13q31)?,-5,
(q13;p15),ins(16;3)(p13;77),-17,-18 [cp20] 17,18) dic(6;15)(p23;922)t(6;9)(921;q7?),del(6)(p21),-7,

der(9)t(3;9)(?;q13),der(11)t(8;11)(q11;p15),
del(13)(q14.1934),ins(16;3)(p13;?7?),-17,-18.

13 43,X,-X,der(5)t(5;7)(p11;932) Rev ish enh 43 X,-X,der(5)t(5;7)(p11;932)

del(5)(q13q31),der(7)t(5:7)
(p11;932),qdp(11)(923q25),-17,-18 [19]
46, XX [1]

(11914.1925)
dim (Xp22928,5913.3931.2,
17p13925,18p11.3923)

del(5)(q13;931),der(7)t(5;7)(p11;932),
trp(11)(q14.1925),-17,-18
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Ergebnisse

Pat. Karyotyp nach G-Banden, FISH und 24- CGH Endgiiltiger Karyotyp
Farben-FISH

14 44 XY 1(3;11)(926;q11),der(5)t(5;7)(q13;7?) Rev ish dim 44 XY ,1(3;11)(926;911),der(5)t(5;7)
t(7;16)(?;p12),-7, (5912q33.3/935, (q12;p21)t(7;16)(p22;p12),-7,dic(12;17)
dic(12;17)(p13;p11),del(16)(p12) [16] 7p12935,12p11p13.2, (p13;p11),del(16)(p12)

17p10p13)

15 46,XX,del(5)(q13q33) [5] Rev ish enh 48,XX,del(5)(q13932),
46,XX,del(5)(q13933),der(11) (11911.1925,13q11q34, der(11)t(11;17)(p14;q11.1),
t(11;17)(p15;921),+r(11)(p11925), 16p10p13.3,22911q13) r(11;11)(p11925;p11925),+13,

-17 [10] dim (5913q932,11p14p15, i(16)(p10),-17,+22
48,XX,del(5)(q13933),der(11) 16911924,17p)

t(11;17)(p15;921),+der(11)r(11;11) amp (11911921,11923925)

(p11925;p11925),+13,-17,+22 [5]

16 45,XY,del(5)(g13933),der(7)t(7;11)(q32;7?), Rev ish enh 45 XY,del(5)(q13932),der(7)t(7;11)
ins(11;5)(q11;??),der(13)t(12;13)(?;932), (11923g25) (932;923),ins(11;5)(q13.4;913923.2)
der(17)t(17;20)(p11;p11),-18 [5] dim (5923.2932, del(11)(q13.4921),dic(13;18)(q34;911.2),
46,XY [2] 11913.4921,17p11p13, der(17)t(17;20)(p11;913.1),del(20)(q11.2)

18911.2923,20911.2913.1)

17 46,XX,der(5)ins(5;11)(q11;?7?) Rev ish enh 46,XX,der(5)ins(5;11)(q11;914925)
del(5)(q11q31),der(17)t(8;17) (8911.2g24.3) del(5)(q14g31)amp(11914925),
(913;p13) [20] dim (5q14q31) der(17)t(8;17)(q11.2;p13)

amp (11q14925)

18 60-77,XY,+1,der(2)del(2)(p13) Rev ish enh 60-77,XY,+1,der(2)del(2)(p13)ins(2;18)

ins(2;18)(q31;?7?),+der(2)ins(2;18)(p?14;?7?) (1,10,22) (931;7?7),+der(2)ins(2;18)(p?14;?7?)ins(2;18)

ins(2;18)(q31:2?),+3,-4,del(5)(q13g31),
der(6)t(3;6)(?;927),+der(6)(3;6)(?;q27),+8,+10,
der(11)t(11;13)(p13;9?),12,der(13)t(9;13)(2;q14),
+der(13)t(9;13)(?;q14),+14,-17,-18,+21,+22 [cp8]

dim (4,5911q31.1,
11p13p15.1,12,17,18)

(31;2?),+3,-4,del(5)(q11g31),der(6)t(3;6)
(?,927),+der(6)t(3;6)(?;927),+8,+10,
der(11)t(11;13)(p13;q?),-12,der(13)t(9:13)
(2:914),+der(13)t(9;13)(2:q14),+14,-17,
18,421,422
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Ergebnisse

Pat. Karyotyp nach G-Banden, FISH und 24- CGH Endgiiltiger Karyotyp
Farben-FISH

19 48-51,XY,+8,del(9)(q22),+1-4mar [cp17] Rev ish enh (8) 48-51,XY,+8,del(9)(q13q22.3),
46,XY [6] dim (9913g22.3) +der(21)x1-4

amp (21911.2922.2)

20 43,XY,del(5)(g11),-17,-18, Rev ish enh 43,XY,der(5)del(5)(p14p15.2),-17,-18,
der(19)t(1;19)(p11;913) [16] (1p) der(19)t(1;19)(p11;913.4) [16]
42,idem,-7,der(10)t(7;10)(q21;p15) [4] dim (5p14p15.2,50q12q32,7p22921.2, 42,idem,-7,der(10)t(7;10)

17,18) (921.2;p15) [4]

21 45,XY,dic(5;11)(q13;p15),del(13) Rev ish enh 45,XY,dic(5;11)(q13;p15),del(13)(q11922),
(913),-17,+der(21)t(8;21)(?;p10) (8922.3924.3,13922931) +der(13)del13(q11922)del(13)(q31),
t(21;22)(922;q11),del(22)(g11) [8] dim (5913.1g35, -17,del(21)(g21),der(22)t(21;22)(q22;p10)
44 idem,dic(15;18)(p11;p11)[7] 13911921.2,17) 1(8;21)(922.3;922),der(22)t(21;22)(q21;p10)

t(8;21)(922.3;q22) [8]

22 47,XY,del(5)(g13933),del(7)(q22), Rev ish enh 47,XY,del(5)(q13933),del(7)(g22),der(12)del(12)
der(12)del(12)(p12)del(12) (13911q12, (p12p13)del(12)(q13g21),-13,-18,
(015922),-13,-18,+3xr(13;18)[cp15] 18912.1912.3) +3xr(13)(p10912)ins(13;18)(q12.1q12.3)
46,XY [1] dim (5913.3933.2,7931q36,12p13,

12913921,13912934,18p,18921923)

23 43,XY,del(3)(q13),-5,der(5)del5(p15.3) Rev ish enh 43,XY,der(3)del(3)(p11p21.3)del(3)(q11925.2),
t(5;17)(g11;911),-7,dup(8)(q11924), 9 -5,der(5)del5(p15.3)t(5;17)(q11;911),-7,
+9,-12,der(16)t(12;16)(q11;911), dim (3p11p21.3, 3911925.1, dup(8)(q13g24.3),+9,-12,der(16)t(12;16)
dic(17;21)(p11;p11) [cp14] 46,XY [1] 5p15.1p15.3,5q,7,12p,16q,17p) (911;911.2),dic(17;21)(p11;p11)

24 44 X.del(Y)(g11),der(5)t(5;13)(q12;q914), Rev ish enh 44 X.del(Y)(q11),der(5)t(5;13)(q13.3;922),
del(7)(q11q932),dic(12;21)(p13;922), (13922q34) del(7)(g21.1),dic(12;21)(p13;922),

der(15)t(15;17)(p10:?) t(Y:17)(q11:?)
ins(15:17)(q23;2?),-17 [19] 46,XY [1]

dim (5913.3935,7921.1935)

der(15)t(15;17)(p10;p11)t(Y;17)(q11;p13)
ins(15;17)(q23;a11925),-17
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Ergebnisse

Pat. Karyotyp nach G-Banden, FISH und 24- CGH Endgiiltiger Karyotyp
Farben-FISH

25  47,XY,dup(1)(q21944),del(5) Rev ish enh 47 XY ,der(1)del(1)(p36.1)ins(1:;1)(923;p31.2p36.1),
(913g31),del(8)(p21),+del(8)(p21), (1p31.2p36.1) del(5)(q15).del(7)(932),del(8)(p12923.1),
der(10)t(10;11)(p12;q13),der(11) dim (1p36.1p36.3, +del(8)(p12p23.1),der(10)t(10;11)(p12;913),
t(10;11)(p12;p13)del(11)(q13), 5q15q35.1,7932q36, der(11)t(10;11)(p12;p13)del(11)(p13),
del(12)(p11.2p13) [12] 8p12.8p23.1,11p13p15,12p11.2p13.2) del(12)(p11.2p13.2)
46,XY [3]

26 45,XX,1(3;6)(q26;p25),del(5) Rev ish enh 45,XX,1(3;6)(q26;p25),del(5)(q13.3931.3),-7,
(913933),-7,4(7;21)(922;922), (1p32.1p36.3) t(7;21)(922;922),der(13)t(1;13)(p32;p10)
der(13)t(1;13)(q32;p10) [cp14] dim (5913.3931.3,7)

46,XX [1]

27 44 XX,inv(1)(p32g32),der(3)t(3;12) Rev ish dim 44 XX,inv(1)(p32932),
(p21;7)t(12;16)t(15;16)(q12;7?), (3p23p26,5014q33,6p11p21.1, der(3;12)dic(3:12)(p23:p13)del(12)(p11;p12.3)
del(5)(q13qg31),der(6)del(6)(p11p21) 6911921,6924927, t(12;16)(a13.2;911.2)t(15;16)(q12;913),
ins(6;15)(p11;911q12)t(5;6)(?;927) 12p11p12.3,12913.2924,15910911.2,  del(5)(q14),der(6)del(6)(p11p21)
del(6)(q14921),-12,15,del(16)(p11), 16q13924) ins(6;15)(p11;911q12)t(5;6)(q34;924)
der(17)ins(17;17)(q11;921q925), del(6)(g11921),-12,15,del(16)(q11.2),
der(17)ins(17;17)(q11;921925)t(17;21) der(17)ins(17;17)(q11;921925),der
(p11;922),der(21)t(17;21)(p11;922) [15] (17)ins(17;17)(q11;921925)t(17;21)

(p11;922),der(21)t(17;21)(p11;922)

28 47-49,XY,-2, dic(5;17)(q11;p11), Rev ish enh 47-49,XY,der(2;7)dic(2:7)(p23:911.2)t(2;12)
der(7)t(2;7)(q11;911) (8,11p11g13) (a33:911).dic(5;17)(q11;p12),+8,+r(11)x3,
t(2;12)(937;912),+8,+r(11)x3, dim der(12)t(2;12)(p23;911),+13

der(12)t(2;12)(?;912),
+13 [cp15]

(2933937,5q,
7911.2936,17p12p13)
Rev ish amp
(11p15.1p15.5,11q13925)
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Ergebnisse

Pat. Karyotyp nach G-Banden, FISH und 24- CGH Endgiiltiger Karyotyp
Farben-FISH

29 47,XY,del(5)(q13q31),del(7)(g22), Rev ish enh 47,XY .del(3)(p22p25).del(5)(q21q34)?
+15,del(15)(q15),der(15)t(1;15)(p34;q15), (1p32.1p36.3) del(5)(p14p15.1).del(6)(p25).del(7)(q22),
der(16)t(15;16)(923;912) [14] dim (3p22p25,5p14p15.1, +15,del(15)(q15),der(15)t(1;15)(p32;915),

47 idem,dic(12;15)(p12;913) [5] 5q21q34,6p25, der(16)t(15;16)(q15;911.2),del(17)(p11.2),?,
48,idem,+13 [2] 7921.3936,8922.3924.1,16911.2924,  del(20)(p11.2
17p11.2p13,20p11.2p13)

30 42,XY,dic(7;12)(q11;p11),-11, Rev ish dim 42 ,XY,dic(7;12)(q21;p11),der(11)amp(11)
der(17;20)(p11;912),-18,der(22)t(11;22)(?;p10)  (7921936,12p,17p,18) (921925),der(17;20) (p11;912),-18,

[4] amp (11921q25) der(22)t(11;22)(g25;p10)amp(11)(g21q25) [4]
44 idem,+8,+dup(11)(q11qg24) [5]

44 ,trc(8;7;12)(q24;p22q11;p11),

dup(11)(q11924),der(17;20)

(p11;912),-18,der(22)t(11;22)(?;p10) [2]

87,idemx2,-2,-3,-9,-9,-10,-12,-15,-15,-17,-21,-21

(3]

46,XY [9]

31 40,XX,-2,-3,-5,der(6;16)dic(6;16) Rev ish enh 40,XX,-2,-3,-5,der(6;16)dic(6;16)(q24;p13)
(916;p13)t(2;16)(?;924),r(7)(p12911.2),i(11)(q10) (11q) del(6)(q21923.1)t(2;16)(?;921),r(7)(p15911.2),
der(12)t(12;21)(p12;9?)t(3;21)(p22;?),-13, dim (2p11p13,2p22p25.3, i(11)(q10) der(12)t(12;21)(p12.2;911.1)t(3;21)
der(15)t(3;15)(921;p10), 2914.2923.3,2933q37, (p21;911.2),-13,der(15)t(3;15)(q24;p10),
der(17)t(13;17)(q11;p12), 3p11p14,3911923,5, der(17)t(13;17)(q11;p12),
der(21;22)(q10;910) [14] 6021923,6924926, -21,der(22)t(21;22)(q11.2;q10)

46,XX [2] 7p21p22,7911.2936,
11p,12p12.2p13.3,16p13.3,16921924,
17p13)

32 42-43,XX,-4,der(5)i(5)(p10) Rev ish enh 42-43,XX,-4,der(5)i(5)(p10)ins(5;21)
ins(5;21)(q11;911922),i(8)(q10),-9, (5p,8q) (p11;911922),i(8)(910),-9,-17,-18,

-17,-18,der(20)t(9;20)(q11;911),
der(21)t(5;21)(q11;922) [cp16]

dim (4,5911911.2,
5913.3q35,8p,17,18),
amp (8922.3924.3,21911q22)

der(20)t(9;20)(q11;q11),der(5;21)dic(5;21)
(913;p11)del(5)(q11.1911.2),trp(21)(g21922)
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Ergebnisse

Pat. Karyotyp nach G-Banden, FISH und 24- CGH Endgiiltiger Karyotyp
Farben-FISH

33 44 ,XX,del(5)(q13q31),der(6)t(6;12)(p12;p11), Rev ish dim 44 ,XX,del(5)(q13.3g31.3),der(6)t(6;12)
+der(6),der(7)t(7;13)(q11;97),-12, (5913.3931.3,7921936,12p11p13.2, (p12;p13),der(7)t(7;13)(g21;921.1),
der(13)t(12;13)(q11;913)t(12;21)(q24;911), 13911921.1,18) der(7)del(7)(p12)del(7)(q11),der(9)ins(9;7)
-18,-21 [10] (921;911921),der(9)t(9;13)(q13;21.1)del(9)(p12)-12,
44 ,XX,del(5)(q13q31),der(6)t(6;12)(p12;p11), der(13)t(12;13)(q11;911)t(12;21)(q24;q11),
+der(6),der(7)del(7)(p12)del(7)(q11), der(16)t(9;16)(q11;924),-18,
der(9)ins(9;7)(q21;?7?),der(9)t(9;13)(q13;?) der(21)t(6;21)(p12;911)
del(9)(p12),-12,der(13)t(12;13)(q11;913)t(12;21)

(924;911),der(16)t(9;16)(q11;924),
-18,-21 [5]

34  42,XX,-3,dic(5;15)(q12;913),-7, Rev ish 42 ,XX,-3,dic(5;15)(q12;913),-7,
dic(12;16)(p11;912),der(17)t(15;17)(q?;p11) dim (3,5912935,7,12p,16q) dic(12;16)(p11;912),der(17)t(15;17)(q11;p11)
[cp18] del(15)(q13)

46,XX [2]

35  45,XX,del(5)(q31),der(7)t(7;13) Rev ish enh (1p32.1p36.3,2p13p25.3) 45,XX,del(5)(q14q34),der(7)t(7;13)(p11;a33),
(p11;9?),-13,der(16)t(2;16)(?;922), dim (5q14q34,7p,13911qg31, der(11)t(1;11)(p32.1;p15),-13,der(16)t(2;16)
der(18)t(13;18)(?;912) [22] 16922924,18911.2923) (p13;922),der(18)t(13;18)(q32;911.2)

46,XX [1] del(13)(q33)

36 44 X,r(X)(p12q11),der(1)t(1;5)(p36;7?), Rev ish enh 44 X,r(X)(p22.3q11)del(X)(p11.4p22.1),

-5,der(7)t(X;7)(q11;p22),der(9)t(9;9)(q34;922), (9p21p24) der(1)t(1;5)(p36;p11)del(5)(p13),-5,der(7)

der(9)t(5;9)(p13;q11),
der(9)t(5;9)(p13;911)ins(9;17)(q11;?7?),-13,
del(13)(q21),der(16)t(9;16)(?;p13),-17,
del(20)(q11),der(21)t(13;21)(q?;p10),
+der(21)t(13;21)(q?;p10),

del(22)(q11) [cp20]

dim (Xp11.4p22.1,5q,
9921g31,13q11q14,
16p12p13,17921qg24,
20q)

t(X;7)(q11;p22),der(9)t(9;9)(q34;q11),del(9)
(921q34),der(9)t(5;9)(p13;q11),der(9)t(5;9)
(p13;911)ins(9;17)(q11;??),-13,
del(13)(q11g21),der(16)t(9;16)(p21;p12),
-17,del(20)(q11),der(21)t(13;21)(q?;p10),
+der(21)t(13;21)(q21;p10),del(22)(q11)
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Ergebnisse

Pat. Karyotyp nach G-Banden, FISH und 24- CGH Endgiiltiger Karyotyp
Farben-FISH

37 44 XY ,der(5)t(5;13)(q11;914),del(7)(q22), Rev ish enh 44 XY ,der(5)t(5;13)(q11;q14),del(7)(g22),der(8)
der(8)t(5;8)(q?7;924),i(11)(q10), (1p32.1p36.3,11q) t(5;8)(9?;924),i(11)(q10),der(13)t(13;16)(q14;922),
der(13)t(13;16)(q14;97), dim (5931.1933.3, der(16)t(5;16)(q?,922)t(5;8)(q?;q24),
der(16)t(5;16)(q?,922)t(5;8)(q?;924), 7922.7q36,11p,17,18) -17,-18,der(21)t(1;21)(p32.1;p10) [25]
-17,-18,der(21)t(1;21)(?;p10) [25]

38 45-46,XY,der(3)t(3;13)(q12;97?), Rev ish dim 45-46,XY,der(3)t(3;13)(p12;912)del(13)(q14.3),
+der(3)t(3;22)(p12;q11),der(5)t(3;5) (3p12p21,5913q35, +der(3)t(3;22)(p12;911),der(5)t(3;5)(p21;913),
(?;912),der(7)t(7;17)(q11;911), 7p15.3p21,7921q36, der(7)t(7;17)(q21;q911)del(7)(p15.3p21),
del(13)(912),-17 [cp12] 13914.3934,17p12p13) del(13)(q12),-17
46,XY [1]

39 45,XX,der(4;21),del(5)(q13q31), Rev ish enh 45,XX,der(4)t(4;21)(921.1;922.2),
der(9)t(9;13)(q34;922),del(13)(q14), (19p,21922.2922.3) del(5)(q12933.3),
-14,der(17)t(17;21)(p11;911)del(17)(q23), dim (4921.1935,5912q33.3,13913922, der(9)t(9;13)(q34;922),del(13)(q13),-14,
der(19)t(14;19)t(19;19) [cp19] 14921931, 17p11p12) der(17)t(17;21)(p11;911)del(17)(g23),der(19)
46,XX [1] dup(19)(p11p13)t(14;19)(q31;p13)

40 44 XY ,der(5;22)(q35;910)del(5)(q13q31),-7, Rev ish enh 44 XY ,der(5;22)(q14;910),-7,
der(13)t(11;13)(q11;p10),der(15;17)(q10;910), (19p,21922.1922.3) der(13)t(11;13)(q11;p10),der(15;17)(q10;910),
der(19)t(17;19)(p11;p13)t(17;21) dim (5q14q35,7, dic(16;?)(p12;?),der(19)dup(19)(p11p13.3)
(p13;97?) [cp20] 13912.3914.3,16p13) t(17;19)(p11;p13)t(17;21)(p13;922.1)

41 40-44,XX,der(2;5)dic(2;5)(p21;p15) Rev ish enh 40-44,XX,der(2;7)dic(2;7)(p16;p11)ins(2;5)
t(5;7)(q13;p11),-7, (11923925,21921g22) (p12;913qg14)del(2)(p12p14),-7,

der(12)ins(12;15)(p11;911q14),
del(12)(p12),dic(12;13)(p12;p10),
der(13)t(13;15)(p10;q7?),der(15)
t(15;16)(p10,?),-16,der(17)
t(5;17)(?;p13),der(18)t(18;21)(p11.3;911),
amp(21q),der(20)t(11;20)(?;913) [cp19]
46,XX [1]

dim (2p12p14,2p16p25.3,
5911.2q13.2,5914q35,
7q9,12p11.2p13.1,
15911.1921.1,16q)

der(12)ins(12;15)(p11;921922),del(12)(p11.2p13.1),

dic(12;13)(p13;p10),der(13)t(13;15)(p10;022),
der(15)t(15;16)(p10,p10),-16,
der(17)t(5:17)(p11:p13),der(18)t(18:21)(p11.3:q11)
amp(21)(q21922),der(20)t(11:20)(g23;913.3)
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Pat. Karyotyp nach G-Banden, FISH und 24- CGH Endgiiltiger Karyotyp
Farben-FISH

42 46,XY,dic(5;17)(q15;p12),+8, Rev ish enh 46,XY,dic(5;17)(q35;p12)del(5)(q14934),+8,
der(19)t(19;20)(q13;p11),-20,+22 [17] (8,11923.3925,19p,22) der(14)t(11;14)(g23;p10)amp(11923.3925),
46,XY,dic(5;17)(q15;p12),+8, dim (5q14q34,17p12p13, der(19)dup(19)(p11p13)t(19;20)(p13;p11),
der(11)t(6;11)(p23;q25), 20g12q13.1) -20,+22
der(14)t(11;14)(?;p10),der(19)
t(19;20)(q13;p11),-20,+22 [7]
46,XY [2]

43 43,XY,-3,der(3)t(3;7)(q11;911),-5, Rev ish dim 42 XY ,-3,der(3)t(3;7)(q26;922)del(3)(q11q24),
der(7)t(5;7)(p11;911),der(12)t(12;15)(p13;922),  (3p,3911924,5q,7911922,12p, dic(5;7)(q11;911),der(12)t(12;15)(p11;915),
-15,der(17)t(3;17)(q11;p13) [9] 15911q915,17p12p13,18) -15,der(17)t(3;17)(q11;p12),-18
42,idem,-18 [7]

44  45)Y,der(X)t(X;5)(q22;7?), Rev ish enh 45,Y,dic(X;5)(022;922),del(4)(a24q31.1),
del(4)(q31),-5,der(7)del(7)(p12) (1p21p36.3,5934935.3) t(4;17)(911;911),-5,

t(X;7)(q22;911),der(10)t(1;10)
(p11;926),der(17)t(5;17)(?;p11)

t(5;7)(?:?) [10]

45 idem,t(4;17)(q11;911),r(18)(p11g11) [4]
46,XY [1]

dim (4924q31.1,5922q33.1,7921q935,
17p)

der(7)del(7)(p12)t(X;7)(q22;g21),
der(10)t(1:10)(p21:926),
der(17)t(5;17)(@33;p11)dup(5)(q33935)
t(5;7)(a35:p12),r(18)(p11q11)

Einteilung der Karyotypen der Patienten nach klassischer Zytogenetik, FISH und 24-Farben-FISH, nach CGH und endgliltiger Karyotyp.

Tabelle 10: Patientendaten

Fettgedrucktes entspricht den Veranderungen, die durch CGH genauer charakterisiert wurden,
Fettunterstrichenes entspricht neuen Erkenntnissen, die erst durch CGH detektiert wurden.
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3.2 Vergleich eingesetzter Methoden

In allen untersuchten Fallen konnte CGH neue Informationen erbringen und zur
weiteren Aufklarung der komplex aberranten Karyotypen beitragen. Besonders die
genaue Zuordnung von Verlusten und Vermehrungen des chromosomalen Materials
zu den einzelnen Banden der Chromosomen und die genaue ldentifikation der
Bruchpunkte waren hierbei ausschlaggebend. Die CGH-Ergebnisse haufig
betroffener Regionen wurden mittels Interphasen-FISH (IP-FISH) validiert. In allen
Fallen lieRen sich die Bruchpunkte verschiedener Aberrationen mit CGH genauer
bestimmen. In 37 Fallen konnte chromosomales Material, welches an
unterschiedlichen Rearrangements beteiligt war, erst durch die CGH-Analyse den
chromosomalen Banden zugeordnet werden. Weiterhin lieRen sich nach der CGH-
Analyse bestimmte Aberrationen neu interpretieren. Hierbei handelte es sich um den
Nachweis von Duplikationen (n=5) (Nr. 4, 39, 40, 42, 44), Ausschluss vorerst
angenommener Duplikation (n=3) (Nr. 3, 25, 30) und Aufdeckung eines
Isochromosom (n=2) (Nr. 6, 15). In 9 Fallen stellten sich die vorerst angenommenen
unbalancierten Translokationen durch die Ergebnisse der CGH als dizentrische
Veranderungen heraus (Nr. 5, 11, 16, 27, 28, 32, 40, 43, 44). In einem weiteren Fall
konnte eine dizentrische Veranderung den richtigen Chromosomen zugeordnet
werden (Nr. 41). Zusatzlich war es mit CGH bei sechs Patienten mdglich,
Amplifikationen einem groReren Bereich des langen Arms von Chromosom 11
zuzuordnen. Bei einem dieser Patienten, konnte mittels FISH eine Beteiligung des
MLL-Gens ausgeschlossen werden (Nr. 17). Weiterhin wurden unter
Berucksichtigung aller Ergebnisse der eingesetzten Methoden eine vorerst
angenommene Inversion ausgeschlossen (Nr. 12) und in drei Fallen eine Insertion
neu detektiert (Nr. 22, 25, 41). In insgesamt 27 der 44 Falle konnten die in der G-
Banden, FISH und 24-Farben-FISH nachgewiesenen Veranderungen in CGH
vollstandig detektiert werden. In den restlichen 18 Fallen konnten einzelne
Aberrationen mit CGH nicht erkannt werden (Nr. 6, 13, 15, 21, 23, 24, 28, 29, 30, 31,
32, 34, 36, 37, 40, 41, 42, 44). Grunde hierfur waren in den meisten Fallen, dass die
nicht erkannte Aberration nur in einem Subklon vorlag oder die Grofde der Deletion
unter der Erkennungsschwelle von CGH im Vergleich zur IP-FISH lag. In drei Fallen
konnte eine Deletion in 17p mit CGH nicht eindeutig erkannt werden (Nr. 34, 36, 40).

Patient Nr. 40 zeigte diese Aberration nur in einem Subklon, wobei diese Aberration
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weder in CGH noch in der IP-FISH und nur mittels 24-Farben-FISH und Metaphasen-
FISH nachgewiesen werden konnte. Bei den zwei anderen Patienten ist der CGH
Befund unklar, da eigentlich eine hohe Anzahl der Zellen, die diese Aberration in der

IP-FISH zeigten, vorlag.

Um die Bedeutung der CGH bei den komplexen Aberrationen im Vergleich zu der 24-
Farben-FISH zu verdeutlichen, sind in den Abbildungen 5 und 6 beide Analysen
eines Falles dargestellt (Nr. 17). Wahrend aus der 24-Farben-FISH-Untersuchung
hervorgeht, dass eine unbalancierte Insertion von Material von Chromosom 11 in den
langen Arm von Chromosom 5 stattgefunden hat, lasst sich mittels der CGH-Analyse
die verlorengegangene Region im langen Arm von Chromosom 5 auf die
Chromosomenbanden 5q13 bis 5q31 eingrenzen. Daneben kam es zu einer
massiven Vervielfachung der Chromosomenbanden 11923 bis 11925. Ferner zeigt
sich in der CGH-Analyse, dass bei der Translokation zwischen den Chromosomen 8
und 17 kein Material des kurzen Armes von Chromosom 17 verloren gegangen ist.
Dieses Beispiel zeigt, wie sich diese beiden Methoden erganzen und deshalb
besonders bei der Aufklarung komplexer Rearrangements eine grof3e Bereicherung

darstellen.
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Abbildung 5: 24-Farben-FISH Analyse (Nr. 17) mit Nachweis einer unbalancierten
Insertion zwischen Chromosom 11 und dem langen Arm von Chromosom 5 und einer

Translokation zwischen Chromosom 8 und 17

14 (32) 15 (32) 16 (32) 17 (32) 18 (32)

Abbildung 6: CGH-Analyse (Nr. 17) mit Nachweis einer Deletion in 5q13q31, eines
Zugewinns in 8q119g24 und einer 11g23q25-Amplifikation
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3.3 Haufig betroffene Chromosomen bei der AML mit komplex aberrantem Karyotyp

3.3.1 Chromosom 1

Bei 23% der Patienten (n=10) konnte mit CGH eine Vermehrung im kurzen Arm von
Chromosom 1 detektiert werden (Nr. 7, 10, 18, 20, 25, 26, 29, 35, 37, 44). Hierbei
waren die Banden 1p33.1 bis 1p36.1 bei allen Patienten mitbetroffen. Bei einem
Patient lag eine vollstandige Vermehrung des ganzen Chromosom 1 vor (Nr.18). Bei
einem weiteren dieser Patienten wurde zusatzlich ein Verlust im Bereich 1p36.2p36.3
detektiert (Nr. 25). Bei Patient Nr. 25 wurde nach Auswertung der 24-Farben-FISH
ein Zugewinn von Teilen des langen Armes angenommen. Mit CGH lieR sich jedoch
zeigen, dass tatsachlich Material des kurzen Armes von Chromosom 1

hinzugewonnen war.

3.3.2 Chromosom 5

Insgesamt konnten in 40 Fallen eine Deletion im langen Arm von Chromosom 5 mit
der konventionellen Zytogenetik, FISH und 24-Farben-FISH nachgewiesen werden.
In all diesen Fallen konnte diese Aberration mit CGH bestatigt werden, so dass bei
insgesamt 90,9% der Patienten eine Deletion in 5q vorlag (Nr. 1, 2, 4, 5, 6, 7, 8,10,
11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 31, 32, 33, 34,
35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44). Somit stellt die 5g-Deletion die haufigste
strukturelle Aberration dar. Bei 39 der 40 Patienten mit Verlusten in 5q lag eine
Deletion im Bereich 5923931.3 vor. CGH konnte zusatzlich zeigen, dass Deletionen
im langen Arm meist grofere Regionen beinhalten. Bei 92% dieser Falle beinhaltete
die Deletion zusatzlich die Banden 5q14 bis 5931 und bei 72% zusatzlich die Bande
5g13. Sechs Patienten zeigten in CGH einen kompletten Verlust des langen Arms
und ein weiterer Patient (Nr. 31) wies eine Monosomie des Chromosoms vor.
Verluste im kurzen Arm konnten mit CGH in 6 Fallen nachgewiesen werden (Nr. 7, 8,
20, 23, 29, 31), die ebenfalls einem Verlust im langen Arm von Chromosom 5
zeigten. Hierbei war die Bande 5p15 immer von der Deletion betroffen. Patient Nr. 23
zeigte in der konventionellen Zytogenetik eine Monosomie 5 und eine unbalancierte
Translokation zwischen den Chromosomen 5 und 17 in einem Subklon.

Interessanterweise lield sich dies in CGH nachweisen, da bestimmtes Material im
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kurzen Arm von Chromosom 5 als noch vorhanden identifiziert wurde. In einem Fall
konnte die in CGH nachgewiesene Deletion in 5p in FISH nicht detektiert werden (Nr.
20). Zugewinne konnten in 2 Fallen in 5934 (Nr. 1, 44) und in einem Fall in 5p
nachgewiesen werden (Nr. 32). Patient Nr. 32 zeigte in CGH einen einfachen
Zugewinn in 5p, wobei der Bereich 5p14p15.3 mehr als 2-fach vermehrt schien. In
der FISH-Untersuchung lagen fir eine 5p15.2-Sonde 4 Signale vor. Die einzelnen
CGH- und Interphase-FISH-Ergebnisse sind in Tabelle 11 aufgelistet.

5q31- 5p15.2- 5q31- 5p15.2-

Patienten-Nr. Verlust in Verlust in Verlust in Verlust in
CGH CGH FISH FISH

o
X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X
X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X
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5qg31- 5p15.2- 5q31- 5p15.2-
Patienten-Nr. Verlust in Verlust in Verlust in Verlust in
CGH CGH FISH FISH

29
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44

X(5p15.1)
X

()
X

X X X X X X X X X X X X X X X
X X X X X X X X X X X X X X X

Tabelle 11: Vergleich der CGH und Interphase-FISH Ergebnisse in bezug auf
Chromosom 5
Die in Klammern gesetzten Patientennummern zeigten in CGH eine Deletion, die aufRerhalb der

mittels FISH detektierbaren Region lag. Das Zeichen - bedeutet: keine Veranderung detektiert.

3.3.3 Chromosom 7

In CGH konnten insgesamt bei 36,4% der Patienten (n=16) eine Deletion im kurzen
Arm (Nr. 2, 4, 6, 8,9, 11, 12, 14, 20, 23, 26, 31, 34, 35, 38, 40) und in 59% der Falle
(n= 26) Verluste im langen Arm von Chromosom 7 detektiert werden (Nr. 2, 4, 6, 8, 9,
11, 12, 14, 20, 22, 23, 24, 25, 26, 28, 29, 30, 31, 33, 34, 37, 38, 40, 41, 43, 44). 15
der 16 Patienten mit Verlusten im kurzen Arm zeigten gleichzeitig im langen Arm eine
Deletion, wobei in 7 Fallen ein kompletter Verlust des ganzen Chromosoms 7
nachgewiesen wurde (Nr. 2, 8, 12, 23, 26, 34, 40). Diese Ergebnisse stimmten mit
den Untersuchungen der G-Banden, FISH und 24-Farben-FISH Uberein. Regionen,

die bei den einzelnen Verlusten haufig vorkamen, waren im Bereich des kurzen Arms
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die Bande 7p21 in 13 von 16 Fallen und im Bereich des langen Arms besonders die
Banden 7q31 bis q35 bei 24 der 26 Patienten. Zugewinne im Chromosom 7 lagen
nicht vor. Die CGH und die Interphase-FISH Ergebnisse sind in Tabelle 12

aufgelistet.
Patienten-Nr. 7931q32- 7a31-
Verlust in CGH Verlust in FISH

2 X X
4 X X
6 X X
8 X X
9 X X
11 X X
12 X X
14 X X
20 X X
22 X X
23 X X
24 X X
(25) X (7932936) -
26 X X
28 X X
29 X X
30 X X
31 X X
33 X X
34 X X
37 X X
38 X X
40 X X
41 X X
(43) X (79q11922) -
44 X X

Tabelle 12: Vergleich der CGH und Interphase-FISH Ergebnisse in bezug auf
Chromosom 7
Die in Klammern gesetzten Patientennummern zeigten in CGH eine Deletion, die auferhalb der

mittels FISH detektierbaren Region lag. Das Zeichen - bedeutet: keine Veradnderung detektiert.
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3.3.4 Chromosom 8

Insgesamt zeigten 20,5% der Patienten (n=9) eine Vermehrung in 8q, wobei 5
Patienten eine komplette Trisomie des Chromosoms 8 (Nr. 2, 4, 19, 28, 42) und 4
Patienten einen Zugewinn im langen Arm (Nr. 12, 17, 21, 32) aufwiesen. Bei Patient
Nr. 32 zeigte sich in CGH zusatzlich eine Amplifikation im Bereich der
Chromosomenbanden 8q22.3924.3. Die FISH Analyse ergab einen einfachen
Zugewinn des in dieser Region befindlichen C-MYC Gens, so dass dieses Gen bei
diesem Patienten nicht im amplifizierten Bereich liegt. Die Region, die bei allen
Patienten betroffen war, konnte auf die Banden 8qg22 bis 8924 begrenzt werden.
Verluste lielen sich mit CGH in 8q bei einem Patienten (Nr. 29) und in 8p bei 2
Patienten nachweisen (Nr. 25, 32). Hierbei waren immer die Banden 8p12p23
betroffen. Bei einem Patienten (Nr. 32) lag ein i(8q) nach der konventionellen
Zytogenetik vor. CGH zeigte ein Gewinn vom ganzen langen Arm und ein Verlust des
kurzen Arms und konnte somit diese Aberration bestatigen. Die CGH und die

Interphase-FISH Ergebnisse sind in Tabelle 13 aufgelistet.

8g23qg24- 8924 (C-MYC)-
Zugewinn in CGH Zugewinn in FISH

Patienten-Nr.

2 X X

X X
12 X X
17 X X
19 X X
21 X X
28 X X
32 X X
42 X X

Tabelle 13: Vergleich der CGH und Interphase-FISH Ergebnisse in bezug auf

Chromosom 8

59



Ergebnisse

3.3.5 Chromosom 11

Im Bereich des Chromosoms 11 lagen besonders Vermehrungen in 11q vor.
Insgesamt konnten mit CGH bei 38,6% der Patienten (n=17) ein Zugewinn in diesem
Bereich detektiert werden (Nr. 1, 2, 5, 7, 8, 10, 12, 13, 15, 16, 17, 28, 30, 31, 37, 41,
42). Bei 15 von diesen 17 Patienten waren die Banden 11923925 betroffen. Dabei
handelte es sich bei einem Patienten um eine Trisomie 11 (Nr. 10), bei vier Patienten
um eine zusatzliche Amplifikation (Nr. 1, 10, 15, 28) und bei zwei weiteren Patienten
um eine reine Amplifikation im Bereich 11g22q24 (Nr. 17, 30). Bei vier dieser
Patienten lagen mehrere Banden ab 1111 bis 11924 amplifiziert vor (Nr. 10, 15, 17,
28). In funf der mit CGH detektierten Falle mit Amplifikationen lagen
Ringchromosomen vor (Nr. 1, 10, 15, 28, 30). Mittels FISH konnte mit einer Sonde
fur das MLL-Gen in 5 von 6 Fallen das MLL-Gen in der amplifizierten Region
nachgewiesen werden. Bei Patient Nr. 17 war das MLL-Gen nicht von der
Amplifikation betroffen. Patient Nr. 42 zeigte einen einfachen Gewinn von
11923.3925 in der CGH. In IP-FISH wurde eine Beteiligung des MLL-Gens mittels
der MLL-Sonde ausgeschlossen. Zugewinne im kurzen Arm des Chromosoms 11
kamen in drei Fallen vor (Nr. 5, 10, 28). Dabei handelte es sich um eine Trisomie 11
(Nr. 10), einen einfachen Zugewinn in 11p (Nr. 5) und bei Patient Nr. 28 um einen
einfachen Gewinn in 11p mit einer zusatzlichen Amplifikation in 11p15. Die Bande
11p15 lag bei jedem der drei Falle vermehrt vor. Verluste von chromosomalem
Material in 11 konnten insgesamt in 8 Fallen dem kurzen Arm (Nr. 2, 3, 8, 15, 18, 25,
31, 37) und in 4 Fallen dem langen Arm mit CGH zugeordnet werden (Nr. 1, 6, 9, 16).
Funf Patienten mit Verlusten in 11p ( Nr. 2, 8, 15, 31, 37) und 2 Patienten mit
Verlusten in 11q (Nr. 1, 16) zeigten zusatzlich eine Vermehrung oder Amplifikation in

11q. Die CGH und die Interphase-FISH Ergebnisse sind in Tabelle 14 aufgelistet.
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11923- 11923 (MLL)-
Patienten-Nr.
Zugewinn in CGH Zugewinn in FISH
1 X ++ X ++
2 X X
5 X X
7 X X
8 X X
10 X++ X++
12 X X
13 X X++
15 X++ X++
16 X X
17 X++ -
28 X++ X++
30 X++ X++
31 X X
37 X X
41 X X
42 X -

Tabelle 14: Vergleich der CGH und Interphase-FISH Ergebnisse in bezug auf
Chromosom 11

Die Zeichen ++ entsprechen Amplifikationen, das Zeichen - bedeutet: keine Veranderung detektiert

3.3.6 Chromosom 12

31,8% der Patienten (n=14) zeigten einen Verlust im kurzen Arm des Chromosoms
12 (Nr. 4, 8, 14, 18, 22, 23, 25, 27, 30, 31, 33, 34, 41, 43). Mit CGH konnte gezeigt
werden, dass bei 14 der 14 Patienten die Region 12p13 deletiert vorlag. Dabei
handelt es sich bei 4 Patienten um eine Deletion in dieser Bande (Nr. 4, 8, 22, 31),
bei weiteren neun Patienten um einen Verlust des ganzen kurzen Armes (Nr. 14, 23,
25, 27, 30, 33, 34, 41, 43) und bei einem Patienten um eine komplette Monosomie
12 (Nr.18). Weiterhin fanden sich bei drei dieser Patienten Verluste im langen Arm

von Chromosom 12 (Nr. 18, 22, 27), wobei die Banden 12913921 immer betroffen
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waren. Vermehrungen im Bereich des Chromosoms 12 konnten nicht detektiert

werden. Die CGH und die Interphase-FISH Ergebnisse sind in Tabelle 15 aufgelistet.

12p13- 12p13 (TEL)-
Verlust in CGH Verlust in FISH

Patienten-Nr.

14
18
22
23
25
27
30
31
33
34
41
43

X X X X X X X X X X X X X X
DX X X X X X X X X X X X X

Tabelle 15: Vergleich der CGH und Interphase-FISH Ergebnisse in bezug auf
Chromosom 12

Das Zeichen ? bedeutet, dass eine retrospektive FISH-Analyse in diesem Fall wegen unzureichendem

Material nicht mehr mdglich war

3.3.7 Chromosom 13

In 20,5% der Falle (n=9) wurden mit CGH Deletionen im Bereich des langen Armes
von Chromosom 13 nachgewiesen (Nr. 12, 21, 22, 33, 35, 36, 38, 39, 40). Hierbei
war die Bande 13914 bei jedem dieser Patienten betroffen. Mit der FISH-Analyse
konnten in 8 von 8 Fallen eine Deletion des Rb-Gens detektiert werden. In vier Fallen
zeigte die CGH-Analyse Vermehrungen im Bereich des langen Arms (Nr. 15, 21, 22,
24). Zwei dieser Patienten hatten gleichzeitig einen Verlust in 13q angezeigt (Nr. 21,
22). Die CGH und die Interphase-FISH Ergebnisse sind in Tabelle 16 aufgelistet.

62



Ergebnisse

13q14- 13914 (Rb)-
Patienten-Nr. Verlust in Verlust in
CGH FISH
12 X X
21 X X
22 X X
33 X X
35 X X
36 X X
38 X ?
39 X X
40 X X

Tabelle 16: Vergleich der CGH und Interphase-FISH Ergebnisse in bezug auf
Chromosom 13
Das Zeichen ? bedeutet, dass eine retrospektive FISH-Analyse in diesem Fall wegen unzureichendem

Material nicht mehr mdglich war

3.3.8 Chromosom 16

In 31,8% der Falle (n=14) lag eine Deletion im Bereich des langen Arms in
Chromosom 16 vor (Nr. 2, 4, 5, 6, 8, 11, 15, 23, 27, 29, 31, 34, 35, 41). Die Banden
16922924 lagen bei jedem dieser Patienten deletiert vor. Zwei Patienten zeigten
einen vollstandigen Verlust des ganzen Chromosoms 16 (Nr. 6, 11). Bei 6 der 14
Patienten ist der ganze lange Arm verloren gegangen (Nr. 2, 15, 23, 29, 34, 41). Die
mit einer auf 16922 lokalisierten CBF[3-Sonde durchgefuhrte FISH-Analyse ergab
eine Deletion in 13 von 14 Fallen. Bei Patient Nr. 5 lag das Gen nicht deletiert vor.
Verluste im kurzen Arm konnten bei insgesamt 5 Patienten nachgewiesen werden
(Nr. 6, 11, 31, 36, 40). Diese Deletionen beinhalteten immer die Bande 16p13. In
einem Fall konnte mittels CGH eine Vermehrung in 16p nachgewiesen werden (Nr.
15). Die CGH und die Interphase-FISH Ergebnisse sind in Tabelle 17 aufgelistet.
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16q22- CBFR (16q22)-
Patienten-Nr.

Verlust in CGH Verlust in FISH
2 X X
4 X X
5 X -
6 X X
8 X X
11 X X
15 X X
23 X X
27 X X
29 X X
31 X X
34 X X
35 X X
41 X X

Tabelle 17: Vergleich der CGH und Interphase-FISH Ergebnisse in bezug auf
Chromosom 16

Das Zeichen — bedeutet: keine Veranderung detektiert

3.3.9 Chromosom 17

Insgesamt zeigten 61,4% der Patienten (n=27) eine Deletion im kurzen Arm des
Chromosoms 17 (Nr. 1, 3, 4, 6, 7, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 18, 20, 21, 23, 28, 29,
30, 31, 32, 37, 38, 39, 42, 43, 44). Hierbei lag bei 9 Patienten ein kompletter Verlust
des Chromosoms (Nr. 4, 7, 12, 13, 18, 20, 21, 32, 37) und bei 12 Patienten ein
Verlust des ganzen kurzen Arms vor. Bei insgesamt 27 der 27 Patienten beinhaltete
die Deletion die Banden 17p12p13. Bei jedem dieser Patienten konnte die Deletion
von 17p13 mit der p53 Sonde in FISH bestatigt werden. Verluste im langen Arm des
Chromosoms konnten mit CGH insgesamt in 12 Patienten beobachtet werden. Dabei
lag in 9 Fallen eine Monosomie vor. Die Bande 17921 war bei jedem dieser
Patienten betroffen. Die CGH und die Interphase-FISH Ergebnisse sind in Tabelle 18

aufgelistet.
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17p13- 17p13 (p53)-
Patienten-Nr.
Verlust in CGH Verlust in FISH

1 X X
3 X X
4 X X
6 X X
7 X X
10 X X
11 X X
12 X X
13 X X
14 X X
15 X X
16 X X
18 X X
20 X X
21 X X
23 X X
28 X X
29 X X
30 X X
31 X X
32 X X
37 X X
38 X X
39 X X
42 X X
43 X X
44 X X

Tabelle 18: Vergleich der CGH und Interphase-FISH Ergebnisse in bezug auf

Chromosom 17
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3.3.10 Chromosom 18

25% der Patienten (n=11) zeigten einen kompletten Verlust des Chromosoms 18 (Nr.
5, 8, 12, 13, 18, 20, 30, 32, 33, 37, 43). Weiterhin konnten mit CGH bei zwei
Patienten Verluste im kurzen und langen Arm (Nr. 2, 22) und bei drei weiteren
Patienten Verluste nur im langen Arm detektiert werden (Nr. 11, 16, 35). Dabei waren
im kurzen Arm die Bande 18p11.3 und im langen Arm die Banden 18q21q22 immer

betroffen.

3.3.11 Chromosom 20

Mit der CGH liel3 sich in 13,6% der Falle (n=6) ein Verlust in 20q detektieren (Nr. 3,
6, 11, 16, 36, 42). Ein weiterer Patient zeigte einen Verlust in 20p (Nr. 29). Die
Banden 20q12q13.3 lagen bei allen Patienten deletiert vor. Bei allen Patienten wurde
eine FISH-Analyse mit einer lokus-spezifischen Sonde fur 20q13.2 durchgefihrt und
die Deletionen nachgewiesen. Vermehrungen konnten bei insgesamt zwei Patienten
nachgewiesen werden (Nr. 2, 4). Die CGH und die Interphase-FISH Ergebnisse sind
in Tabelle 19 aufgelistet.

Patienten-Nr. 20q13.2- 20q13.2-
Verlust in CGH Verlust in FISH
3 X X
6 X X
11 X X
16 X X
36 X X
42 X X

Tabelle 19: Vergleich der CGH und Interphase-FISH Ergebnisse in bezug auf

Chromosom 20
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3.3.12 Chromosom 21

Insgesamt konnten mit CGH in 15,9% der Falle (n=7) Vermehrungen in 21q
detektiert werden (Nr. 1, 6, 19, 32, 39, 40, 41). Dabei war die Bande 21922 in 6 von 7
betroffen. Zwei dieser Patienten zeigten eine Amplifikation dieser Region (Nr. 19, 32),
wobei es sich bei einem dieser Patienten um ein Markerchromosom handelte,
welches sich mit einer ,whole chromosome painting“® Sonde fur Chromosom 21
anfarbte (Nr. 19). Bei Nr. 32 liel} sich in der FISH-Analyse ein einfacher Zugewinn
des AML1-Gens nachweisen. Ein weiterer Patient (Nr. 39) zeigte in CGH eine
einfache Vermehrung in 21q und in der FISH eine Amplifikation, die nur in einem
Subklon vorkam. Patient Nr. 1 zeigte zusatzlich einen Verlust in 21g21q22. Die CGH
und die Interphase-FISH Ergebnisse sind in Tabelle 20 aufgelistet.

21qg22- 21q22 (AML1)-
Patienten-Nr. Zugewinn in Zugewinn in
CGH FISH
X X
6 X X
19 X++ X
32 X++ X
39 X X++
40 X X
41 X X
Patienten-Nr. 1q22- 21922 (AML1)-
Verlust in CGH Verlust in FISH
1 X ?
21 - X

Tabelle 20: Vergleich der CGH und Interphase-FISH Ergebnisse in bezug auf
Chromosom 21
Die Zeichen ++ entsprechen Amplifikationen. Das Zeichen — bedeutet: keine Veranderung detektiert
Das Zeichen ? bedeutet, dass wegen unzureichendem Material eine FISH-Untersuchung nicht mehr

moglich war.
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3.3.14 Chromosom 22

Insgesamt lag in 11,4% (n=5) eine Trisomie 22 vor (Nr. 5, 10, 12, 18, 42).
Vermehrungen lieRen sich bei einem Patienten dem langen Arm zuordnen (Nr. 15).
Verluste konnten mittels CGH bei einem Patienten im langen Arm detektiert werden
(Nr. 11).

3.4 Gleichzeitig auftretende Aberrationen bestimmter Chromosomen bei der AML mit

komplex aberrantem Karyotyp

In dieser Arbeit konnten bei den komplex aberranten Karyotypen unterschiedlich
haufig Kombinationen bestimmter Aberrationen nachgewiesen werden. Die einzelnen
Kombinationen und deren Haufigkeit sind im folgendem Abschnitt aufgezahlt. Hierbei
werden die Ergebnisse, die durch mindestens zwei Methoden gesichert sind,

aufgefihrt.

3.4.1 Chromosomen 5, 7 und 17

In 36,4% der Patienten (n=16) konnten gleichzeitig die Aberrationen der
Chromosomen 5, 7 und 17 in CGH detektiert werden (Nr. 4, 6, 11, 12, 14, 20, 23, 28,
29, 31, 34, 37, 38, 40, 43, 44). Dabei handelte es sich stets um Deletionen in 5q,
Verluste im kurzen oder langen Arm des Chromosoms 7 und um die Deletion in
17p13.

3.4.2 Chromosomen 5 und 7
20,4% der Patienten (n=9) zeigten nach der CGH Analyse Deletionen im Bereich 5q

und gleichzeitig in 7p und/ oder 7q, jedoch keine Deletion in 17p (Nr. 2, 8, 22, 24, 25,
26, 33, 35, 41).
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3.4.3 Chromosomen 5 und 17

Nach CGH konnten in insgesamt 27% der Patienten (n=12) eine Deletion in 59 und
in 17p entdeckt werden, die keine zusatzliche Deletion in Chromosom 7 aufwiesen
(Nr.1,7,10, 13, 15, 16, 18, 21, 32, 36, 39, 42).

Von insgesamt 44 Patienten zeigten 4 Patienten (Nr. 5, 17, 27, 36) in CGH nur eine
Deletion in 5q, ein Patient nur einen Verlust in Chromosom 7 (Nr. 9) und ein weiterer
Patient nur einen Verlust in 17p (Nr. 3). Bei nur einem Patienten lag keine Aberration

in diesen Chromosomen vor (Nr. 19).

3.4.4 Chromosomen 5 und 11

In 36,4% der Falle (n=16) lieRen sich in CGH Deletionen in 5g und Vermehrungen
bzw. Amplifikationen in 11q gleichzeitig nachweisen (Nr. 1, 2, 5, 7, 8, 10, 12, 13, 15,
16, 17, 28, 31, 37, 41, 42). 16 von 17 der Patienten, die eine Vermehrung oder
Amplifikation in 11q zeigten, hatten somit immer eine Deletion im Bereich 5q. Patient

Nr. 30 zeigte diese Kombination nicht.

3.4.5 Chromosomen 5 und 12

29,5% der Falle (n=13) zeigten gleichzeitig eine Deletion in 5q und eine Deletion in
12p (Nr. 4, 8, 14, 18, 22, 23, 25, 27, 31, 33, 34, 41, 43). 13 von 14 der Patienten, die
eine Deletion in 12p in CGH aufwiesen, zeigten gleichzeitig eine Deletion im langen

Arm von Chromosom 5. Patient Nr. 30 zeigte diese Kombination nicht.

3.5 Zusammenfassung der mit CGH detektierten Aberrationen bei komplex

aberrantem Karyotyp

Die Anzahl der mit CGH detektierten Aberrationen lag im Median bei 7 pro Patient
(zwischen 3 und 17). Insgesamt wurden haufiger Verluste als Zugewinne von
chromosomalem Material und mehr strukturelle als numerische Aberrationen mit
CGH nachgewiesen (Abbildungen 7 bis 9). Die haufigsten strukturellen Aberrationen,

die insgesamt bei Uber 20% der analysierten Falle detektiert wurden, waren Verluste
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im langen Arm von Chromosom 5 (88,6%), im langen Arm von Chromosom 7 (43%),
im kurzen Arm von Chromosom 7 (20,5%), im kurzen Arm von Chromosom 17
(41%), im langen Arm von Chromosom 16 (27%), im kurzen Arm von Chromosom 12
(29,5%) und im langen Arm von Chromosom 13 (20,5%) beobachtet. Zugewinne
lagen besonders im Bereich des langen Arms von Chromosom 11 (36,4%) und des
kurzen Arms von Chromosom 1 (20,5%) vor. Bei den numerischen Veranderungen
zahlte zu den haufigsten Anomalien der Verlust der Chromosomen 18 (25%), 17
(20,5%) und 7 (15,9%) und die Vermehrung der Chromosomen 8 (11,4%) und 22
(11,4%). Eine Ubersicht der mittels CGH detektierten Aberrationen und deren
Haufigkeiten ist in Tabelle 21, 22 und 23 gegeben. Zur besseren Darstellung der
einzelnen unbalancierten Aberrationen wurden in den Abbildungen 10a und 10b alle
Veranderungen, die mit CGH bei den 44 Patienten nachgewiesen wurden,
zusammengefasst. Hierbei wird deutlich, dass die Veranderungen in den
verschiedenen Chromosomen haufig die gleichen Regionen beinhalten. Regionen,
die bei den einzelnen Patienten gleichermalien vorkommen, sind bei Verlusten in
Chromosom 3p die Banden 3p12p14 in 6/8, in 3q die Banden 3gq11q23 in 6/6, in 4q
die Banden 4g22q31 in 5/5, in 5q die Banden 5q23q31.3 in 39/40, in 6q die Banden
6921926 in 4/4, in 7p die Bande 7p21 in 14/16, in 7q die Banden 7931935 in 25/26,
in 9q die Banden 9921922 in 4/4, in 11p die Bande 11p13 in 8/8, in 12p die Bande
12p13 in 14/14, in 12q die Banden 12q13q21 in 3/3, in 13q die Bande 13q14 in 9/9,
in 15q die Banden 15q12q14 in 4/5, in 16q die Banden 16922q24 in 14/14, in 16p
die Banden 16p13.2p13.3 in 5/5, in 17p die Bande 17p13 in 27/27, in 17q die Bande
17921 in 12/12, in 18p die Bande 18p11.3 in 13/13, in 18q die Banden 18921922 in
16/16 und in 20g die Banden 20q12q13.2 in 6/6 Fallen. Bei Vermehrungen waren
besonders in 1p die Banden 1p33p36.2 in 10/10, in 8q die Banden 8g23qg24.3 in 9/9,
in 9p die Banden 9p21p24 in 4/4, in Chromosom 10 immer der lange Arm in 3/3, in
11q Fallen die Bande 11923 in 17/17, in Chromosom 19 immer der kurze Arm in 4/4,
in 21q die Bande 21922 in 6/7 und in Chromosom 22 immer der langen Arm in 6/6
betroffen. Zusatzlich liel3 sich mit CGH 6 Amplifikationen im Bereich 11gq nachweisen,
wobei bei allen Patienten mit 11g-Amplifikation die Banden 11922924 mitbetroffen

waren.
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Chromosomen- Zugewinn Verlust Amplifikation

Arm (%) (%) (%)
1p 23% 2,3% -
1q 2,3% - -
2p 2,3% 6,8% -
2q - 11,4% -
3p - 18,1% -
3q - 13,6% -
4p 2,3% 4,5% -
4q 2,3% 11,4% -
5p 2,3% 13,6% -
5q 4,5% 90,9% -
6p 2,3% 4,5% -
6q - 9,1% -
e - 36,4% -
7q - 59,1% -
8p 11,4% 4,5% -
8q 20,5% 2,3% 2,3%
9p 9,1% - -
9q 2,3% 9,1% -
10p 4,5% - -
10q 6,8% - -
11p 6,8% 18,1% 2,3%
11q 34,1% 9,1% 13,6%
12p - 31,8% -
12q 2,3% 6,8% -
13p - - -
13q 9,1% 20,5% -
14p - - -
14q - 2,3% -
15p - - -
15q 2,3% 11,4% -
16p 2,3% 11,4% -
16q - 31,8% -
17p - 61,4% -
17q 4,5% 27,3% -
18p - 29,5% -
18q 4,5% 36,4% -
19p 9,1% 2,3% -
19q 2,3% 2,3% -
20p 4,5% 2,3% -
20q 2,3% 13,6% -
21p - - -
21q 15,9% 2,3% 4,5%
22p - - -
22q 13,6% 2,3% -
Xp 2,3% 4,5% -
Xq 2,3% 2,3% -
Y - 2,3% -

Tabelle 21: Anzahl der Zugewinne und Verluste in CGH
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Chromosomale Haufigkeit (%)
Region
1p33p36.2 22,7%
8023924.3 20,4%
9p21p24 9,1%
11923925 38,6%
21922 13,6%

Tabelle 22: Haufig betroffene Chromosomenregionen: Zugewinne

Chromosomale Haufigkeit (%)
Region
3911923 13,6%
4923925 11,4%
5931932 90,9%
6921926 9,1%
7p21 31,8%
7931932 56,8%
9921922 9,1%
11p13 18,1%
12p13 31,8%
12913921 6,8%
13q14 20,5%
15q12q14 9,1%
16p13.2p13.3 11,4%
1692224 31,8%
17p13 61,4%
17921 27,3%
18p11.3 29,5%
18921922 36,4%
20912q13.2 13,6%

Tabellen 23: Haufig betroffene Chromosomenregionen: Verluste
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Abbildung 7: Haufigkeit struktureller Aberrationen: Verluste

Die Abkilirzung p entspricht dem kurzen Arm und g dem langen Arm des jeweiligen Chromosoms.
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Abbildung 8: Haufigkeit struktureller Aberrationen: Zugewinne

Die Abkiirzung p entspricht dem kurzen Arm und g dem langen Arm des jeweiligenChromosoms.
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Abbildung 9: Haufigkeit numerischer Aberrationen: Zugewinne (griin) und

Verluste (rot)
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Abbildung 10a: Verluste (rot) und Zugewinne (griin) der Chromosomen 1-12 nach der

CGH-Analyse bei 44 AML-Patienten mit komplex aberrantem Karyotyp
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Abbildung 10b: Verluste (rot) und Zugewinne (griin) der Chromosomen 13-22, XY nach
der CGH-Analyse bei 44 AML-Patienten mit komplex aberrantem Karyotyp
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4. Diskussion

Die akute myeloische Leukamie stellt auf klinischer, morphologischer und
genetischer Ebene eine heterogene Erkrankung dar [Lowenberg, B. et al., 1999].
Dies flhrte zur Einteilung dieser hamatologischen Erkrankung in unterschiedliche
Subgruppen in der FAB- bzw. WHO-Klassifikation [Bennett, J. M. et al., 1976; Harris,
N. L. et al., 1999; World Health Organization Classification of Tumors, 2001]. Mehr
als die Halfte aller AML-Patienten zeigen genetische Veranderungen im Karyotyp
[Pedersen-Bjergaard, J. und Rowley, J. D., 1994]. Hierbei wird zwischen primar
balancierten und unbalancierten Veranderungen unterschieden. Wahrend bei
balancierten  Aberrationen das Zusammenfugen von unterschiedlichem
chromosomalen Material zur Entstehung abnormer Fusionsgene mit kanzerogenem
Potential fuhrt, kommt es bei unbalancierten Aberrationen durch den Verlust oder
Zugewinn von chromosomalem Material zur Inaktivierung von
Tumorsuppressorgenen bzw. zur Aktivierung bestimmter Protoonkogene [Budillon,
A., 1995] (Tabelle 24 und 25). Die Folgen der veranderten Genexpression sind der
Verlust der Wachstumskontrolle und die klonale Proliferation der transformierten
Zellen [Appelbaum, F. R. et al., 2001]. Zytogenetische Untersuchungen zeigen, dass
bei der AML sowohl balancierte wie auch unbalancierte Chromosomenaberrationen
relevant sind. Weiterhin koénnen bestimmte, flr einzelne Subgruppen
charakteristische Aberrationen nachgewiesen werden, welche sowohl der Aufklarung
der Pathogenese wie auch der Diagnostik dienen [Schoch, C. und Haferlach, T.,
2002]. Verschiedene Studien zeigen zusatzlich, dass der Karyotyp bei Erstdiagnose
der AML eine entscheidende prognostische Bedeutung tragt [Arthur, D. C. et al.,
1989; Mrozek, K. et al., 1997; Grimwade, D., 2001; Schoch, C. et al., 2004]. Somit
Iasst sich mittels der Zytogenetik die AML in prognostisch gunstige, intermediare und

ungunstige Gruppen einteilen.

Insgesamt sind die Remissionsraten und die Remissionsdauer der AML mit den
heutigen therapeutischen Ansatzen nicht zufriedenstellend [Buchner, T. et al., 2001].
Um risikoadaptierte Therapien entwickeln zu koénnen, ist die Aufklarung der

Leukdmogenese der einzelnen Subgruppen hilfreich.

Wahrend in den letzten Jahren einige Fortschritte in der Aufklarung der AML mit

primar balancierten Aberrationen erzielt wurden, ist die Pathogenese der AML mit
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unbalancierten Aberrationen noch unklar. Als Beispiel fur einen Leukamie-Subtyp mit
balancierter Chromosomenaberration sei hier die Promyelozyten-Leukdmie genannt.
Durch die Entdeckung der fur die AML M3 spezifischen genetischen Veranderung mit
der Translokation t(15;17) und der Detektion des Fusionsgens PML-RARa konnte die
Pathogenese geklart werden [Larson, R. A. et al., 1984; Rowley, J. D., 2000]. Diese
Fusion zwischen dem Gen des Retinsaure-Rezeptors a auf Chromosom 17 und dem
PML-Gen auf Chromosom 15 fuhrt zur Entwicklung eines abnormen chimaren
Fusionsprotein, welches eine starkere Bindung an die Chromosomen aufweist als
RARa selbst. Dies hat ein undifferenziertes Zellwachstum zur Folge [Rousselot, P. et
al., 1994]. Die Gabe von all trans Retinsdure (ATRA) Uberwindet diese verstarkte
Bindung, erlaubt die Ablesung der durch die Retinsaure induzierten Gene und
ermdglicht somit die Ausdifferenzierung leukamischer Zellen [Guidez, F. et al., 1998].
Durch die Kombination dieser spezifischen Therapie und der zusatzlichen
Zytostatikatherapie konnen besonders gunstige Ergebnisse erzielt und die Prognose
erheblich verbessert werden [Lengfelder, E. et al., 2000; Fenaux, P. et al., 2001].

Den groten Anteil der Subgruppe mit unbalancierten Veranderungen machen die
komplex aberranten Karyotypen aus, die bei insgesamt 10-15% aller Patienten mit
einer de novo AML und 30-50% der t-AML vorkommen. Definitionsgemaf handelt es
sich hierbei um Karyotypen, die mindestens 3 bzw. 5 Aberrationen beinhalten
[Grimwade, D. et al., 1998; Schoch, C. et al., 2001a]. Diese Subgruppe zeigt eine
besonders ungunstige Prognose und ein schlechtes therapeutisches Ansprechen.
Aufgrund des unterschiedlichen Aberrationsmusters, der unterschiedlichen Prognose
und Ansprechen auf die Therapie, scheint die AML-Subgruppe mit komplex
aberrantem Karyotyp eine eigenstandige biologische Entitat darzustellen. Eine
vollstandige Aufklarung der Leukdmogenese konnte helfen, flr die einzelnen AML-
Subgruppen spezifische und risikoadaptierte Therapien zu entwickeln. Uber die

genaue Leukdmogenese bei dieser Subgruppe ist jedoch bisher nur wenig bekannt.

Zur besseren Aufklarung komplex aberranter Karyotypen werden unterschiedliche
zytogenetische Methoden eingesetzt. Einige Studien zeigen, dass besonders der
Einsatz der 24-Farben-FISH und SKY bei komplex aberranten Karyotypen aufgrund
der zahlreichen Aberrationen und kryptischen Rearrangements hilfreich ist [Veldman,
T. et al., 1997; Mohr, B. et al., 2000; Hilgenfeld, E. et al., 2001; Odero, M. D. et al.,

78



Diskussion

2001; Mrozek, K. et al., 2002]. Die Ergebnisse zeigen, dass das Aberrationsmuster
bei der komplex aberranten AML besonders auf unbalancierten Rearrangements
beruht. Hierbei kommt besonders haufig der Verlust von genetischem Material durch
strukturelle Aberrationen vor [Schoch, C. et al., 2002a]. Haufig betroffen sind Verluste
von Material 5q, 17p, 12p und Zugewinne in 11q, 21q und 8q. Mit der 24-Farben-
FISH kann zusatzliches genetisches Material, wie Markerchromosome, den
Chromosomen zugeordnet und kryptische Rearrangements einzelner Chromosomen
besser dargestellt werden [Schrock, E. und Padilla-Nash, H., 2000]. Ein Nachteil
ergibt sich aus der Tatsache, dass keine genauen Angaben Uber die involvierten
Chromosomenbanden gemacht werden koénnen. Hier liegt die Indikation der
Comparativen Genomischen Hybridisierung (CGH), die es ermdglicht, Vermehrungen
und Verluste im genetischen Material bis auf Bandenebene den einzelnen

Chromosomen zuzuordnen [Kallioniemi, A. et al., 1992].

Ziel dieser Arbeit ist das Aberrationsmuster von der AML mit komplex aberrantem
Karyotyp mittels der CGH detaillierter zu beschreiben. Die Detektion haufig
betroffener Regionen, die eventuell relevante Gene enthalten, die bei der
Leukdmogenese in dieser Subgruppe eine besondere Rolle spielen, stellt ein
weiteres Ziel dar. In dieser Studie wurden 44 Patienten mit konventioneller
Zytogenetik, Interphase-FISH, 24-Farben-FISH und CGH analysiert. Sie stellt derzeit
die groRte CGH-Studie in dieser Subgruppe dar.

Bei den meisten der vorliegenden Aberrationen fand sich eine hohe
Ubereinstimmung zwischen den Ergebnissen der CGH, der konventionellen
Zytogenetik und der 24-Farben-FISH. Die CGH konnte in allen Fallen dieser Studie
zusatzliche Information erbringen. Ausschlaggebend war die Fahigkeit, mittels der
CGH die verschiedenen Deletionen und Zugewinne den einzelnen chromosomalen
Banden genauer zuzuordnen. Mittels der 24-Farben-FISH konnten die einzelnen
betroffenen Regionen nicht genauer beschrieben werden, jedoch liefld sich mit dieser
Methode die chromosomale Herkunft unbalancierter Aberrationen bzw. die Art eines
Rearrangements bestimmen. Dies zeigt, dass zur genauen Eingrenzung relevanter
Regionen beide Methoden bendtigt werden. In einigen wenigen Fallen konnte trotz
der Untersuchungen mit unterschiedlichen Methoden keine vollstandige Aufldsung
der komplex aberranten Karyotypen erfolgen. Dies lag teilweise daran, dass

bestimmte Rearrangements zu komplex waren und somit keine genaue Aussage
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getroffen werden konnte, welche Banden an welcher der unterschiedlichen
Aberrationen innerhalb eines Chromosoms beteiligt waren. Weitere Grinde flr eine
erschwerte und unvollstandige Auflésungen mittels der CGH waren triploide
Chromosomensatze oder das Vorkommen verschiedener Aberrationen in mehrere
Subklonen. In der Literatur wird angegeben, dass der Nachweis einer Aberration mit
der CGH erst gelingt, wenn der Anteil der Zellen, die diese Aberration tragen, bei
>50% liegt. Eigene Untersuchungen zeigten, dass Aberrationen je nach GréRe auch
bei einem Anteil von nur 40% detektierbar sind. Limitierende Faktoren fir die
Detektion bestimmter Veranderungen sind weiterhin die GroRe der Aberration und
die Erkennungsschwelle flr die CGH, die fur Amplifikationen bei 2 Mb und fir
Deletionen bei 10-20 Mb liegt.

Die Anzahl der Aberrationen pro Karyotyp lagen im Median bei 7 (Bereich: 3-17). Die
haufigsten Aberrationen in diesem Patientenkollektiv waren Verluste, die durch
strukturelle Aberrationen entstanden. Dies wurde ebenfalls in weiteren Studien
beobachtet [Schoch, C. et al., 2002a]. In der vorliegenden CGH-Studie konnte
zusatzlich nachgewiesen werden, dass die Deletionen meistens grol3ere Bereiche
der einzelnen Chromosomen betreffen. Aus einigen zytogenetischen Studien geht
hervor, dass besonders bei komplex aberranten Karyotypen die Chromosomen 5, 7
und 17 involviert sind [Neuman, W. L. et al., 1992]. In dieser Arbeit lagen in 91% 5q-
Deletionen, in 59% 7q-Deletionen und in 61% der Falle 17p-Deletionen vor. Verluste
ganzer Chromosomen betrafen in 2% das Chromosom 5, in 16% das Chromosom 7
und in 20% das Chromosom 17. Die Beobachtung, dass diese haufig involvierten
Chromosomen in Kombination auftreten [Castro, P. D. et al.,, 2000], konnte hier
ebenfalls nachgewiesen werden. In 36% der Falle waren die Chromosomen 5, 7 und
17 gleichzeitig betroffen. Weiterhin fanden sich in 20% der Falle Verluste in den
Chromosomen 5 und 7 und in 27% in den Chromosomen 5 und 17. In nur 2% der
Falle lag keine Aberration in einer dieser drei Chromosomen vor. Verluste in 5q ohne
Beteiligung der Chromosomen 7 oder 17 lagen in 9% und in 17p nur in 2% vor.
Aberrationen, die nur das Chromosom 7 ohne zusatzliche Involvierung der
Chromosomen 5 oder 17 betrafen, konnten bei einem Patienten nachgewiesen
werden. Es wird vermutet, dass diese in Kombination nachweisbaren Aberrationen
Teil eines mehrstufigen pathogenetischen Prozesses darstellen [Castro, P. D. et al.,

2000]. Aufgrund der Beobachtung, dass Deletionen haufiger in 5q als in 17p
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vorliegen, vermuten Castro et al., dass die Aberrationen in 5q friihe Veranderungen
darstellen, die zu einem selektiven Proliferationsvorteil der Zelle fuhren. Der Verlust
von 17p oder weiter nachgewiesene Rearrangements fiihren dann zu einer malignen

Transformation der Zelle, die eine abnorme Differenzierung der Zelle zur Folge hat.

Weitere haufig detektierte Verluste von chromosomalem Material in der hier
vorgelegten CGH-Studie lagen in 7p, 16q, 12p, 13q bei jeweils Uber 20% und in 20q,
11p, 11q und 5p bei jeweils Uber 10% der Falle. Strukturelle Zugewinne liel3en sich in
11q in Uber 30% und in 21q in Uber 10% der Patienten darstellen. Bei den mit CGH
nachgewiesenen  numerischen  Veranderungen waren  Verluste  ganzer
Chromosomen haufiger vertreten als ihre Zugewinne. Monosomien lagen besonders
von den Chromosomen 18 in 25%, 17 in 20% und 7 in 16% der Falle vor. Seltener
wurden Verluste der Chromosomen 16, 5, 12 und 1 beobachtet. Trisomien betrafen
besonders die Chromosomen 8 in 11% und 22 in 11% der AML-Patienten. In einem

Fall konnte eine Trisomie 11 mit CGH detektiert werden.

Mit der CGH gelang es zusatzlich die betroffenen Regionen involvierter
Chromosomen genauer einzugrenzen. Dabei fiel auf, dass verschiedene
Aberrationen haufig mehrere Banden gleichzeitig betrafen. Chromosomale Banden,
die bei den verschiedenen Deletionen haufig beteiligt waren, lagen in 5931932,
17p13, 7931932, 7p22, 16922924, 18921922, 12p13, 17921, 18p11.3, 13q14,
11p13, 3p12p14, 3q11923, 20912q13.2, 4924931, 15q912q14, 16p13.2p13.3,
6921926, 9921g22. Zugewinne betrafen besonders die Banden 11923, 1p33p36.2,
8923924.3, 21922, 22q, 9p21p24, 12913921 und 10q.

Das chromosomale Aberrationsmuster der komplex aberranten Karyotypen der AML
unterscheidet sich von den anderen Subgruppen der AML sowohl in der Anzahl als
auch in der Art der Veranderungen. AML mit komplex aberrantem Karyotyp sind
charakterisiert durch das Vorliegen von vor allem unbalancierten Aberrationen und
einer hohen Anzahl an Chromosomenaberrationen. So finden sich in dieser
Subgruppe im Median 7 Aberrationen, wahrend AML-Subgruppen mit balancierten
Aberrationen in den meisten Fallen keine oder nur eine oder zwei zusatzliche
Aberrationen aufweisen. Eine genauere neue Definition der Subgruppe der AML mit

komplex aberrantem Karyotyp koénnte daher lauten: keine balancierten
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Primaraberrationen sowie mindestens 5 numerische und/oder strukturelle
Veranderungen im Karyotyp mit Deletionen zumindest einer der Regionen 5q, 7q

oder 17p.

Aufgrund der eigen erhobenen Daten scheint besonders die Deletion in 59 eine
haufige und essentielle Aberration der AML mit komplex aberrantem Karyotyp zu
sein. Eine weitere Unterteilung der komplex aberranten Karyotypen in eine Gruppe
mit (ca. 85%) und eine Gruppe ohne (ca. 15%) eine Deletion in 5q wurde deshalb
sinnvoll sein, da sich diese beiden Untergruppen in ihrer Pathogenese eventuell

unterscheiden.

Interessanterweise lassen sich Parallelen zwischen dem Aberrationsmuster dieser
eigenstandigen Subgruppe der AML mit komplex aberranten Karyotyp und dem
solider Tumoren herstellen. Zytogenetische Studien in unterschiedlichen soliden
Tumoren zeigen, dass besonders Verluste und Zugewinne von chromosomalem
Material vorliegen. Weiterhin kommen haufig mehrere Aberrationen gleichzeitig vor
[Mitelman, F., 2000]. Hoglund et al. beschreiben in einer Studie das
Aberrationsverhalten bei unterschiedlichen Tumoren [Hoglund, M. et al., 2002].
Hierbei zeigt sich, dass die Anzahl der Aberrationen bei soliden Tumoren haufig
zwischen 1-5 liegt, wobei Tumore der Lunge, Pankreas, Ovar und Hals-Kopf
zusatzliche Veranderungen bis zu 24 Aberrationen - mit einem Median von 14 bis 16
- pro Karyotyp aufweisen. Es wird vermutet, dass diese Komplexitat der
chromosomalen Aberrationen bei soliden Tumoren von ihrem Stadium abhangt und
somit ein Zeichen der Tumorprogression darstellt [Johansson, B. et al., 1994].
Gegenstand vieler Studien ist es, pathognomonische Veranderungen, die fur die
einzelnen Tumore spezifisch sind, von den Aberrationen, die sich bei vielen Tumoren
gleichzeitig nachweisen lassen, zu unterscheiden [Forozan, F. et al., 1997]. Hierbei
kénnen besonders mit dem Einsatz der CGH die Veranderungen genauer
charakterisiert werden, da diese Methode nur eine geringe Menge an DNA bendtigt
und Untersuchungen von Paraffin-eingebetetem Material ermdglicht. Die in
verschiedenen CGH-Studien haufig detektierten Aberrationen in unterschiedlichen
soliden Tumoren sind in der Abbildung 11 zusammengefasst dargestellt.
Gemeinsame Verluste, die in verschiedenen Tumoren besonders haufig vorkommen,

liegen in den Regionen 3p, 6q, 8p, 9p, 13q, 16g und 17p [Knuutila, S. et al., 1999].
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Vermehrungen in 1q, 7p, 7q, 8q und 17 kénnen in Uber 20 der verschiedenen
Neoplasien nachgewiesen werden [Zitzelsberger, H. et al., 1997; Knuutila, S. et al.,
1998; Struski, S. et al., 2002].

Der bei der AML mit komplex aberrantem Karyotyp haufig detektierte Verlust in 5q
konnte in einem geringeren Prozentsatz bei Tumoren der Lunge, des Osophagus
und im Hals-Kopf-Bereich gefunden werden. Seltener Iasst sich diese Aberration
beim Kolonkarzinom, Prostatakarzinom und Karzinome der Geschlechtsorgane wie
der Brust und des Ovars nachweisen. Insgesamt kommen Deletionen in Chromosom
5/5q in 10% der de novo AML vor [Nimer, S. D. und Golde, D. W., 1987]. Dies konnte
bedeuten, dass der Verlust von 5q eine spezifische Aberration bei der AML mit
komplex aberrantem Karyotyp darstellt. In der hier durchgefuhrten Studie konnte
mittels CGH in 91% der Falle eine Deletion in 5q detektiert werden und das
betroffene Material den Banden 5q23 bis 5q31.3 genauer zugeordnet werden.
Weiterhin konnte gezeigt werden, dass haufig groRere Bereiche in 5q deletiert
vorlagen. Dies koénnte darauf hinweisen, dass in der Pathogenese dieser AML
mehrere Gene involviert sind. Nur wenige Gene auf 5q, die bei der Kanzerogenese
eine Rolle spielen, sind bekannt. Das EGR1-Gen auf 5q31.1 hat eine regulierende
Funktion im Zellzyklus [Le Beau, M. M. et al., 1993]. Alle Falle, die in diese Studie
eingingen und eine Deletion in 5q aufwiesen, zeigten in der FISH-Analyse einen
Verlust dieses Gens. Interessanterweise handelte es sich bei dieser Aberration um
einen Verlust nur eines Allels, wobei das andere Allel von einer Mutation nicht
betroffen war. Dies bedeutet, dass das klassische Modell der Tumorsuppressorgene,
welches vorsieht, dass beide Allele eines Gens inaktiviert sein missen [Marshall, C.
J., 1991], hier nicht zutrifft. Jedoch zeigt das genannte Beispiel, dass eventuell der
Verlust nur eines Allels, eine sogenannte Haploinsuffizienz, fur die
Leukdmieentstehung ausreicht. Eine weiterhin haufig deletierte Region konnte mittels
CGH den Banden 5q11 bis 5913 zugeordnet werden. Weitere Tumorsuppressorgene
werden hier vermutet [Fairman, J. et al., 1996]. Ein Kandidatengen in dieser Region
stellt das auf 5q13 lokalisierte SKP2-Gen dar. Dieses Gen kodiert fur ein bestimmtes
Protein, welches Einfluss auf den Eintritt in die S-Phase wahrend des Zellzyklus hat
[Knuutila, S. et al., 1999]. Interessanterweise konnte mit CGH in nur 6 von 44 Fallen
ein Verlust des kurzen Armes von Chromosom 5 detektiert werden. Dies konnte

bedeuten, dass Gene, die im kurzen Arm lokalisiert sind, fur die Entstehung der
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malignen Transformation bendtigt werden oder fir das Uberleben leukéamischer
Zellen essentiell sind. Interessanterweise lassen sich in soliden Tumoren, wie der
Lungen, Kopf/Hals und Uterus, Zugewinne in 5p nachweisen. Auf dem Chromosom 5
sind weitere Kandidatengene, wie RAD1 (DNA-Reparaturregulation), XRCC4 (DNA-
Reparaturgen) und die Protein-Tyrosin-Kinase CL 200 (Regulation des Zellzyklus
und der Zellproliferation) bekannt [Fairman, J. et al., 1995]. Bei der Kanzerogenese
des kolorektalen Karzinoms spielen zwei Tumorsuppressorgene, das APC
(Adenomatosis polyposis gen) und das MCC (mutated in colorectal cancer) auf
5921922, eine besondere Rolle. Mutationen des APC-Gens liegen ebenfalls in
Tumoren des Magens, des Pankreas, der Schilddriise und des Ovars vor [Laurent-
Puig, P. et al., 1998].

Aberrationen, die das Chromosom 7 betreffen, zeigen ein unterschiedliches
Verhalten bei der AML und den soliden Tumoren. Wahrend bei den soliden Tumoren
das Chromosom vermehrt vorliegt, ist bei der AML mit komplex aberrantem Karyotyp
ein Verlust des Chromosoms haufig. Da die Deletionen oder die Monosomie von
Chromosom 7 in soliden Tumoren nur selten detektiert werden, scheinen diese
spezifisch fur die AML zu sein [Johansson, B. et al., 1993]. In unserer Studie wurden
mit der CGH in 26 Fallen Verluste im langen Arm von Chromosom 7 nachgewiesen.
Zusatzlich lieRen sich die Verluste auf die Banden 7q31q32 eingrenzen. Gene, die
hierbei eine Rolle spielen, sind bisher nicht bekannt. Interessanterweise zeigten fast
alle in dieser CGH-Studie untersuchten Patienten mit einer Deletion in Chromosom 7
gleichzeitig Verluste in Chromosom 5 oder 17. Einige Onkogene auf Chromosom 7,
die in soliden Tumoren aktiviert werden, sind bekannt. Dabei spielt das auf 7p12

lokalisierte EGFR-Gen eine besondere Rolle in der Kanzerogenese solider Tumoren.

Die bei der AML mit komplex aberrantem Karyotyp detektierten Deletion in 12p
scheint spezifisch fur diese Erkrankung zu sein, da diese bei den soliden Tumoren
nicht vorkommt. In verschiedenen zytogenetischen Studien konnte diese Deletion
den Banden 12p13 zugeordnet werden [Hoglund, M. et al., 1996; Andreasson, P. et
al., 1998]. Insgesamt zeigten 14 der 44 Patienten unserer Studie diese spezifische
Aberration. In dieser Region liegt das ETV6-Gen (TEL). Bei der AML ist dieses Gen
haufig von balancierten Aberrationen betroffen. Bei der AML mit komplex aberrantem

Karyotyp scheint jedoch der Verlust dieses Gens eine wichtige Rolle in der
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Pathogenese zu spielen [La Starza, R. et al., 1999]. In unserem Patientenkollektiv
konnten in allen Fallen, die in der CGH Verluste in 12p zeigten, eine TEL-Deletion mit
der FISH bestatigt werden. Ein weiteres Kandidatengen in dieser Region stellt das
CDKN1B-Gen dar, welches ebenfalls eine regulatorische Funktion im Zellzyklus hat.
In einer FISH-Studie von Odero et al. wurde bei 19 Patienten mit hamatologischen
Neoplasien in 74% Deletionen der Gene ETV6 und CDKN1B detektiert. Inwiefern die
Grole der Deletion prognostische Bedeutung tragt wird derzeit Uberpruft. Streubel et
al. zeigen in einer Studie, dass Patienten mit Verlust eines groReren Bereichs in 12p
oder zusatzlich komplexen Aberrationen, eine ungunstigen Prognose haben
[Streubel, B. et al., 1998].

Deletionen auf Chromosom 13q sind sowohl bei hamatologischen als auch bei
soliden Tumoren vorhanden. In unserer Studie lagen in 9 Fallen die Banden 13g14
deletiert vor. Ein bereits bekanntes Tumorsuppressorgen ist auf 13q14.3 lokalisiert.
Dieses RB1Gen (retinoblastoma 1) liegt in mehreren unterschiedlichen Tumoren, wie
beispielsweise beim Retinoblastom, Osteosarkom, kleinzelligem Bronchial-, Brust-
und Blasen-Karzinom, wie auch bei hamatologischen Neoplasien deletiert vor
[Juneau, A. L. et al., 1998]. In unserer Studie konnte in 8 von 9 Fallen mit einer
Deletion in diesem Bereich eine RB-Deletion mittels FISH bestatigt werden.
Interessanterweise konnte die CGH in zwei Fallen (Nr. 39, 40) diese Aberration
erkennen, obwohl diese jeweils nur in Subklonen vorhanden waren. 13914 enthalt
weitere Kandidatengene, wie Leu 1 und Leu 2 (leukemia associated gene), die bei
der chronischen lymphatischen Leukamie deletiert sind [Liu, Y. et al., 1997]. Der
Verlust des BRCA2-Gens, welches auf 13q12.3 lokalisiert ist, spielt eine wesentliche
Rolle in der Kanzerogenese des Mammakarzinoms, des Ovarialkarzinoms und des
Prostatakarzinoms [Wooster, R. et al., 1994]. Ein weiteres Tumorsuppressorgen, das
ING1 (inhibitor of growth1)-Gen auf Chromosom 13, ist bei der Entstehung der

Tumoren des Hals/Kopf-Bereiches involviert [Maestro, R. et al., 1996].

Verluste in 16q kénnen — wie bei der AML mit komplex aberrantem Karyotyp -
besonders beim hepatozellularen Karzinom und bei den Karzinomen der
Geschlechtsorgane wie Brust, Ovarien und Prostata nachgewiesen werden. Auch bei
Lungenkarzinomen kommen in einigen wenigen Fallen Verluste in 16q vor. In der

hier vorgestellten Studie lag bei den Patienten mit AML und komplex aberrantem
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Karyotyp ein Verlust in 16q in 14 Fallen vor. Mehrere Kandidatengene auf dem
langen Arm des Chromosoms 16 sind bekannt. Besonders bei der AML spielt das
CBFp-Gen eine besondere Rolle. Dieses Gen stellt eine Untereinheit des CBF (core
binding factor)-Transkriptionskomplexes dar, der eine essentielle Funktion in der
normalen Hamatopoese im Knochenmark hat [Hart, S. M. und Foroni, L., 2002]. Eine
Deletion dieses Gens konnte in unserer Studie mit FISH in 13 Patienten bestatigt
werden. Bei soliden Tumoren scheint ein weiteres Gen, das RB2/p130-Gen
(16912.2), bei der Entwicklung von Metastasen beim Lungenkarzinom von
besonderer Bedeutung zu sein. Deletionen des CMAR-Gens (cell matrix adhesion
regulator) auf 16q24.3 liegen sowohl beim kolorektalen, wie auch beim
hepatozellularen Karzinom vor. Weiterhin lassen sich das CTCF-Gen und das CDH1-
Gen auf 16g22.1 als Kandidatengen bei der Entstehung des Mammakarzinoms
nachweisen. Das CDH13-Gen auf 16q24.2 scheint eine Rolle bei der Pathogenese

der Lungentumoren zu spielen [Knuutila, S. et al., 1999]

Verluste in 17p liegen besonders in den Tumoren der Lunge, des
Gastrointestinaltraktes, der Brust und dem hepatozellularen Karzinom vor. Hierbei
liegt das Tumorsuppressorgen TP53, welches auf 17p13 lokalisiert ist, bei vielen
Tumoren deletiert vor [Isobe, M. et al., 1986; Hollstein, M. et al., 1991; Levine, A. J.
et al.,, 1991]. In unserer CGH-Studie zeigten alle 27 Patienten, die eine Deletion in
17p mit CGH aufwiesen, einen Verlust des TP53-Gens in FISH. In insgesamt 3
zusatzlichen Fallen (Nr. 34, 36, 40) konnte die TP53-Deletion nur in der FISH
nachgewiesen werden und blieb in der CGH unerkannt. Dieses Gen spielt bei der
Replikation fehlerhafter DNA eine inhibierende Rolle [Polyak, K. et al., 1997]. Der
Verlust nur eines Allels scheint hier ebenfalls einen leukdmogenen Effekt zu haben
[Fenaux, P. et al., 1991]. Die Deletion des TP53-Gens scheint mit einer erhdhten
Therapieresistenz und einer ungunstigen Prognose assoziiert zu sein [Christiansen,
D. H. et al., 2001]. Verluste auf Chromosom 17 scheinen bei den soliden Tumoren
nur auf den kurzen Arm begrenzt zu sein, da diese zusatzlich Zugewinne von 17q
aufweisen. Ein wichtiges Kandidatengen, das bei den soliden Tumoren wie der
Lunge oder der Mamma in diesem Bereich vermehrt vorliegt, ist das ERBB-Gen.
Dieses Aberrationsmuster unterscheidet sich von dem der AML mit komplex
aberrantem Karyotyp aufgrund der hier haufig detektierten Monosomie 17. Eventuell

liegen auf dem langen Arm bestimmte Tumorsuppressorgene, die fur die Entstehung
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der Leukamien eine besondere Rolle spielen. Einige Tumorsuppressorgene, die auf

dem langen Arm liegen, sind das BCRA1 und das NF1 (neurofibromatosis 1)-Gen.

Verluste von chromosomalem Material in Chromosom 18 scheinen bei den soliden
Tumoren auf den langen Arm begrenzt. Diese Veranderung liegt besonders in
gastrointestinalen Tumoren, aber auch in Lungentumoren und Tumoren der
Geschlechtsorgane vor. In unserer Studie wiesen 16 Patienten Verluste in dieser
Region auf. Der Verlust des kurzen Armes von Chromosom 18 scheint eine
spezifische Aberration fuir die AML zu sein, da diese bei soliden Tumoren nicht
vorkommt. In unserem Patientenkollektiv konnten in 13 Fallen Deletionen in 18p
detektiert werden. Eventuell liegen hier bestimmte Tumorsuppressorgene, die fur die
Entwicklung der AML eine besondere Rolle spielen. Auf dem langen Arm des
Chromosom 18 befinden sich in der Bande 18921 das DCC (deleted in colorectal
carcinoma) und das DPCA4 (deleted in pancreatic carcinoma)-Gen. Das DPCA-Gen,
welches insbesondere bei den Pankreastumoren deletiert vorliegt, ist bei der
Progression des Kolonkarzinoms relevant. Das DCC-Gen scheint besonders bei der
Apoptoseinduktion involviert zu sein [Mehlen, P. et al., 1998]. Jedoch kdnnen
Deletionen dieses Gens ebenfalls in weiteren soliden Tumoren und in
hamatologischen Tumoren gefunden werden [Porfiri, E., 1995]. Auf dem kurzen Arm

des Chromosoms 18 sind derzeit noch keine Tumorsuppressorgene bekannt.

Verluste des langen Armes in Chromosom 20 kommen aulier bei der AML mit
komplex aberrantem Karyotyp nur beim Mammakarzinom vor. Verantwortliche
Tumorsuppressorgene sind nicht bekannt. Mittels der CGH konnte in einigen Studien
die relevante chromosomale Bande 20q12 eingegrenzt werden [Wang, P. W. et al.,
1998]. In unserer CGH-Studie wiesen 6 Patienten eine Deletion dieser Bande auf,
die mittels FISH in allen Patienten bestatigt wurde. In dieser Region befinden sich
einige Kandidatengene wie PLCG1, HNF4, TOP1, MYBB und ADA [Asimakopoulos,
F. A. und Green, A. R., 1996].

Die Vermehrungen des Chromosoms 8 bei soliden Tumoren scheinen im Gegensatz
zu der AML auf den langen Arm begrenzt zu sein. Diese Aberration liegt besonders
in Tumoren der Lunge, des Kopfes/Halses, der Geschlechtsorgane, des

Gastrointestinaltraktes und der Leber vor. Bei der AML lassen sich in 5-15% der Falle
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eine Trisomie 8 detektieren [Mitelman, F. und Heim, S., 1992]. Uber den
Mechanismus dieser Veranderung, der zu einer malignen Transformation oder zur
Tumorprogression fuhrt, ist weiterhin wenig bekannt. In unserer CGH-Studie konnte
in 5 Fallen ein Zugewinn dem kurzen Arm und in 9 Fallen dem langen Arm
zugeordnet werden. Zusatzlich konnte bei einem Fall (Nr.32) mit CGH eine
Amplifikation in 8922924 beschrieben werden. In dieser Region liegt das bekannte
CMYC-Oncogen, welches in der FISH-Analyse in allen Fallen vermehrt vorlag.
Patient Nr. 32 zeigte in der FISH-Analyse nur einen einfachen Zugewinn des Gens.
Diese Beobachtung zeigt, dal® bei einer Vermehrung oder Amplifikation in diesem
Bereich weitere Gene betroffen sein missen. Kandidatengene, die in der
Pathogenese der AML eventuell betroffen sein kénnten, sind MOZ und FGFR1 auf
8p11 und ETO auf 8922. Im Gegensatz zur AML zeigen solide Tumore haufig
Verluste im kurzen Arm von Chromosom 8, so dass ein Isochromosom 8q
nachgewiesen werden kann. Bei unserem Patientenkollektiv konnte bei einem
Patienten diese Aberration detektiert werden. Eventuell liegen im kurzen Arm

bestimmte Tumorsuppressorgene, die in der Pathogenese involviert sind.

Vermehrungen in der Region 11g kommen in soliden Tumoren eher selten vor,
kénnen jedoch bei Tumoren des Kopf/Halsbereiches, des Osophagus, der Leber, der
Lunge, der Mamma und der Ovarien beobachtet werden. In einigen Studien an
hamatologischen Erkrankungen lie3 sich der Zugewinn auf die Region 11923
eingrenzen. In dieser Region ist das MLL-Gen lokalisiert, welches haufig an
verschiedenen Rearrangements beteiligt ist [Ziemin-van der Poel, S. et al., 1991;
Rowley, J. D., 1993]. Das MLL-Gen spielt besonders bei der Zelldifferenzierung und
bei der Wachstumsregulation der Zellen eine Rolle [Martin, M. E. et al., 2003].
Schoch et al. konnten bei einem Patientenkollektiv von 1897 AML-Fallen MLL-
Rearrangements mit einer Inzidenz von 2,8% nachweisen. Diese Aberrationen
korrelierten mit dem FAB-Subtyp M4 und M5 und zeigten eine unglinstige Prognose
[Schoch, C. et al., 2003]. Weiterhin lassen sich von den 11g23-Translokationen die
MLL-Tandem-Dupilkation abgrenzen, die jedoch insgesamt bei der AML seltener
nachgewiesen werden [Schnittger, S. et al., 2000]. Die MLL-Tandem-Duplikation
scheint eine besondere Rolle bei der AML mit normalem Karyotyp zu spielen und
geht mit einer ungunstigen Prognose einher. Die in dieser Region detektierte

Genamplifikation kdnnte einen weiteren wichtigen Mechanismus bei der Entstehung
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einer AML mit komplex aberrantem Karyotyp darstellen. In unserer Studie war es
mittels der CGH moglich 11g23-Amplifikationen bei den komplex aberranten
Karyotypen zu detektieren. Dieser Befund koénnte auf eine unterschiedliche
Pathogenese der Subgruppe der komplex aberranten Karyotypen hindeuten, da
diese Art der Aberration in den anderen Subgruppen der AML selten vorkommt
[Streubel, B. et al., 2000; Andersen, M. K. et al., 2001]. Besonders haufig lieen sich
Amplifikationen im langen Arm des Chromosoms 11 nachweisen, wobei die Banden
11922g24 in 6/6 Patienten hauptsachlich betroffen waren. In 5 dieser 6 Falle konnte
in der FISH eine MLL-Amplifikation nachgewiesen werden. Dieser Befund und die
Tatsache, dass mehrere Banden (11922 bis 11924) involviert waren, kdnnten darauf
hinweisen, dass weitere Gene in dieser Region in der Leukdmogenese dieser
Subgruppe eine Rolle spielen. Kandidatengene in dieser Region sind DDX6, ETS1,
FLI1, PLZF, CBL, SRPR, NFRKR, KCNJ5, FNR31 und CDKN2A [Michaux, L. et al.,
2000; Poppe, B. et al.,, 2004]. Auf 11923.3 liegt weiterhin das ATM- (ataxia
telangiectasia mutated) Gen, welches als Tumorsuppressorgen in der Regulation des
Zell-Zyklus und im Zellschutz Funktionen ausibt [Rotman, G. und Shiloh, Y., 1997].
Inwieweit diese Gene in der Pathogenese involviert sind, werden weitere
molekulargenetische Studien zeigen. Deletionen des kurzen Armes auf Chromosom
11 kénnen zu Verlusten bestimmter Gene, wie dem WT1 (wilmstumor1)-Gen auf

11p13, CDKN1C auf 11p15.5 oder weiterer Tumorsuppressorgene fuhren.

Mit der CGH lielen sich weiterhin Vermehrungen in Chromosom 21 in 7 Fallen
nachweisen. Zwei Patienten zeigten eine Amplifikation im Bereich des langen Armes,
wobei die Bande 21911922 immer betroffen war. In dieser Region liegt das AML1-
Gen, welches fur einen Transkriptionsfaktor kodiert und regulatorische Funktionen in
der Expression fur die Hamatopoese relevanter Gene hat. Die FISH-Analyse konnte
in einem Fall die Amplifikation des Gens bestatigen, in dem anderen Fall jedoch nur

einen einfachen Zugewinn nachweisen.

Vermehrungen in Chromosom 22 kommen selten in Tumoren der Lunge, des
Kopfes/Halses und der Brust vor. In dieser Arbeit lagen in 6 Fallen Vermehrungen im
langen Arm von Chromosom 22 bei der AML vor. Gene dieser Region, die bei der

Leukdmogenese eine Rolle spielen kdnnten, sind bisher noch nicht bekannt.
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Einige Studien konnten ebenfalls Amplifikationen besonders der Regionen 8q, 11q,
21q und 22q mittels zytogenetischer Methoden in der AML mit komplex aberrantem
Karyotyp nachweisen [Hilgenfeld, E. et al., 2001; Mrozek, K. et al., 2002]. In der
Literatur wird angegeben, dass Patienten mit Amplifikationen besonders in 8q eine
schlechtere Prognose im Gegensatz zu komplex aberranten Karyotypen ohne
Amplifikationen in diesem Bereich haben [Bruckert, P. et al., 2000]. Eine SKY-Studie
von Mrozek et al. konnte zeigen, dass 8 von 29 Patienten mit komplex aberrantem
Karyotyp eine Amplifikation in 21q aufwiesen. In allen Fallen wurde eine FISH-
Analyse mit der AML1 (Runx1)-Sonde durchgefuhrt, jedoch zeigte nur einer von 8
Patienten eine Amplifikation des AML1-Gens. Mrozek et al. vermuten hier weitere
Gene, die in der Pathogenese der AML mit komplex aberrantem Karyotyp involviert
sind. Die Genamplifikation scheint fur die AML mit komplex aberrantem Karyotyp ein
spezifisches Ereignis darzustellen, da diese Art der Veranderungen in soliden
Tumoren nur selten nachzuweisen sind. Welche Rolle die Genamplifikation hierbei
spielt, ist noch nicht vollstandig aufgelést. Michaux et al. vermuten, dass diese
Aberrationen einen selektiven Vorteil fur leukamische Zellen schaffen kénnten. Es
scheint jedoch klar zu sein, dass eine Amplifikation in dieser Region besonders bei
komplex aberrantem Karyotyp vorkommt und mit einer schlechteren Prognose
einhergeht [Michaux, L. et al., 2000; Andersen, M. K. et al., 2001].

Vergleicht man die Veranderungen im Karyotyp solider Tumore und deren Haufigkeit
mit unseren AML-Daten, lassen sich bestimmte Aberrationsmuster bei den
unterschiedlichen Tumoren erkennen. Dabei konnen Veranderungen, die in den
unterschiedlichen Tumoren gleichzeitig, von denen, die besonders bei der AML und
selten bei den soliden Tumoren vorliegen, unterschieden werden. Aberrationen, die
sowohl bei den soliden Tumoren als auch bei der AML vorkommen, sind
insbesondere Verluste in 17p, 13q, 18q und 16 und Vermehrungen in 8q. Diese
Aberrationen konnten als Zeichen der Tumorprogression bewertet werden, die den
Zellen unabhangig von ihrer Gewebeabstammung einen Selektionsvorteil bieten.
Genetische Veranderungen, die bei der AML haufig, bei soliden Tumoren jedoch nur
selten detektiert werden, sind Verluste in Chromosom 5q, 7, 12p und 20q und
Zugewinne in 8p, 21q und 22q. Diese Regionen tragen eventuell spezifische Gene,
deren Aktivitatsanderung bei der Pathogenese der AML mit komplex aberrantem

Karyotyp eine wichtige Rolle spielen.
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Abbildung 11: Verluste und Zugewinne bei soliden Tumoren nach CGH-Analysen.
Verluste sind links und Zugewinne rechts der Chromosomenachse dargestellt. Die einzelnen
soliden Tumore sind unterschiedlich farblich dargestellt.
Prostata-Karzinom Mamma-Karzinom

Pankreas-Karzinom
Nieren-Karzinom  Gastrointestinale Tumore
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Diskussion

Funktion Lokalisation Gen
Signaltransduktion 5921 APC
5q31.1 EGR-1
16922 DCC
18921 E-Cadherin/CDH1
18921 DPCA
DNA-Reparatur 2p16 MSh2
2931q33 PMS1
13912 BRCA-2
17921 BRCA-1
Transkriptionsfaktor 13q14 RB1
17p13 TP53
11p13 WT1

Tabelle 24: Tumorsuppressorgene

Funktion Lokalisation Gen
DNA- 1p34.3 MYCLA1
Bindungsproteine 2p24.3 MYCN

2p12p13 REL

6922923 MYB

8q24 MYC

GTPase 1p13 NRAS
11p15.5 HRAS1
12p12 KRAS2

Weitere 11913.3 BCL1
11913.3 HSTF1

11913.3 INT2

18921 BCL2

Tabelle 25: Onkogene
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Zusammenfassung

5. Zusammenfassung

Die AML mit komplex aberrantem Karyotyp stellt die grofdte Gruppe der Patienten mit
unbalancierten Karyotypveranderungen dar. Wahrend die Haufigkeit bei der de novo
AML bei insgesamt 10-15% liegt, kann diese Subgruppe besonders bei der t-AML mit
30-50% nachgewiesen werden. Zusatzlich liegt bei der AML mit komplex aberrantem
Karyotyp eine altersabhangige Inzidenz mit einem Anteil von 12,8 % bei Patienten
unter 60 und 16,5 % Uber dem 60. Lebensjahr vor. Diese Gruppe der AML zeigt eine
besonders ungtinstige Prognose. Unterschiedliche therapeutische Ansatze konnten
bisher die Prognose dieser Gruppe nicht verbessern. Uber die Pathogenese dieses
AML-Subtyps ist nur wenig bekannt. Ziel dieser Arbeit war es den komplex
aberrantem Karyotyp bei insgesamt 44 AML-Patienten mittels verschiedener

zytogenetischer Methoden genauer zu charakterisieren.

Die im Rahmen dieser Arbeit erhobenen Daten zeigen, dass bei der AML mit
komplex aberrantem Karyotyp besonders Verluste durch strukturelle Aberrationen
haufiger auftreten als Zugewinne von genetischem Material. Dies konnte bedeuten,
dass die Inaktivierung bestimmter Tumorsuppressorgene eine vorrangige Rolle bei
der Pathogenese spielt. Alternativ kdnnte das Model der Haploinsuffizienz genetisch
bedeutsam sein. Weiterhin konnte mittels CGH nachgewiesen werden, dass groliere
Regionen bei dieser Subgruppe von verschiedenen Aberrationen betroffen sind.
Bereiche, die besonders haufig deletiert vorliegen, betreffen die Chromosomen 5q
(91%), 7q (59%) und 17p (61%), wahrend nur 2% keine Veranderungen in zumindest
einer dieser Chromosomen zeigen. Zusatzlich lagen in 36% der Falle eine

Kombination dieser drei Aberrationen vor.

Weiterhin konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass besonders bei der AML mit
komplex aberrantem Karyotyp die Anwendung unterschiedlicher zytogenetischer
Methoden einer detaillierten Auflosung der Karyotyp-Veranderungen dient.
Besonders CGH kann hierbei zusatzliche Information erbringen. Mittels CGH konnten
Regionen, die von Deletionen und Vermehrungen besonders haufig bei der AML
betroffen sind, genauer den chromosomalen Banden zugeordnet werden. Weiterhin
lieRen sich mittels CGH Amplifikationen vor allem in 11g nachweisen. Dies kdnnte

bedeuten, dass bei der Pathogenese der komplex aberranten AML der
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Zusammenfassung

Gendosiseffekt eine besondere Rolle spielt. Insgesamt scheint bei der AML mit
komplex aberrantem Karyotyp besonders die Komplexitat unterschiedlicher
Rearrangements und weniger die einzelnen Aberrationen fur die Kanzerogenese und
ungunstige Prognose verantwortlich zu sein. Die im Rahmen dieser Arbeit erhobenen
Daten lassen eine detaillierte Definition der AML mit komplex aberrantem Karyotyp
als eigene Entitat sinnvoll erscheinen. Diese beinhaltet das Fehlen einer
spezifischen, primar balancierten Chromosomenaberration, 5 oder mehr klonale
numerische und/oder strukturelle Aberrationen und das Vorhandensein einer

Deletion mindestens einer der chromosomalen Banden 5931, 7931 und 17p13.
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