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1. Einleitung

1.1 Allgemeines zu den Leukamien

Leukamien wurden erstmals 1845 von Rudolf Virchow beschrieben, der den Begriff
des ,weillen Blutes“ pragte, nachdem ihm die vermehrte Leukozytenansammlung
(buffy coat) auf der Erythrozytensaule, nach Zentrifugation des Blutes, bei
Leukamiepatienten mit sehr hohen Leukozytenzahlen aufgefallen war (Virchow
1845).

Leukamien werden nach dem klinischen Verlauf in akute oder chronische Formen
eingeteilt. Die Inzidenz der einzelnen Krankheitsbilder ist sehr unterschiedlich und
schwankt im Erwachsenenalter zwischen 4/100.000 Einwohner (bei der akuten
myeloischen Leukamie; AML) bis zu 20/100.000 Einwohner, (bei der chronischen

lymphatischen Leukamie; CLL) je nach Entitat.

Atiologisch kénnen genetische Faktoren wie z. B. kongenitale Syndrome, virale
Infektionen, organische Losungsmittel oder ionisierende Strahlung zum Tragen
kommen; jedoch bleibt in den meisten Fallen die Ursache unklar.

Leukamien entstehen durch eine maligne Transformation hamatopoetischer oder
lymphatischer Stammzellen. Durch genetische Veranderungen der Stammzellen wird
der normale Reifeprozess der Leukozyten unterbrochen; unreife Blutzellen
vermehren sich im Knochenmark unkontrolliert und kénnen in den peripheren
Blutkreislauf Ubertreten.

Das klinische Bild und die Symptome sind vielfaltig und unspezifisch. So findet man
Infektanfalligkeit, Mudigkeit, Blutungsneigung und Fieber. Die Verdrangung der
normalen Hamatopoese flhrt zu Anamie, Granulozytopenie und Thrombozytopenie.
Weitere Beschwerden koénnen aus der Infiltration von Organen resultieren; im
Vordergrund stehen hierbei Hepato- und Splenomegalie, Lymphadenopathie und
Gingivahyperplasie. Selten kommt es auch zur leukdmischen Infiltration der Haut.
Eine Hyperleukozytose von mehr als 100.000/ul Leukamiezellen im peripheren Blut
kann zur Leukostase mit zentralnervéser und/oder okularer Symptomatik fihren.
Wahrend sich die chronischen Leukamien meist langsamer entwickeln und es bis zur
Diagnosestellung mitunter Jahre dauern kann, zeichnen sich akute Leukamien immer

durch rasche Progredienz aus. Sie fuhren unbehandelt innerhalb kurzer Zeit zum
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Tode. Myelodysplastische Syndrome werden auch als Praleukamien bezeichnet, da
ein gewisser Anteil mit unterschiedlicher Latenzphase in eine sekundare akute

myeloische Leukamie Ubergeht (s-AML).

1.2 Akute myeloische Leukamie (AML)

Im Erwachsenenalter ist die AML wesentlich haufiger als die akute lymphatische
Leukamie (ALL). Die Inzidenz der AML ist altersabhangig, sie betragt zwischen 0.8
Neuerkrankungen pro 100.000 Einwohner in der ersten Lebensdekade und Uber
15/100.000 um das 75. Lebensjahr (Bacher et al. 2005).

Die AML ist durch die unkontrollierte Proliferation unreifer hamatopoetischer Zellen
der Myelopoese gekennzeichnet. Diese findet Uberwiegend im Knochenmark statt;
mitunter findet man auch eine extramedullare Lokalisation (sogenannte Chlorome).
In der Mehrzahl der Falle findet sich eine Ausschwemmung der Blasten ins periphere
Blut.

1.3 Klassifikation der AML

Die Diagnostik und die Klassifikation der AML erfolgt anhand morphologischer,
immunologischer und genetischer Merkmale der Blasten aus Knochenmark und
peripherem Blut.

Anhand ihrer Atiologie wird die AML in de novo AML, in die sekundare AML (s-AML)
sowie die therapieinduzierte AML (t-AML) eingeteilt. De novo AML heildt die
Erkrankung dann, wenn sie ohne Hinweis auf eine vorherige Exposition gegenuber
einer potentiell leukamogenen Noxe bzw. ohne vorherige hamatologische
Erkrankung auftritt. Die s-AML entsteht aus einer primaren anderen
hamatopoetischen malignen Erkrankung, z.B. aus einem myelodysplastischen
Syndrom (MDS) oder aus einer chronischen myeloproliferativen Erkrankung. Dies ist
bei 5-10 % aller AML der Fall (Leone et al 1999). Von einer t-AML spricht man, wenn
diese im Anschluss nach Chemo- oder Strahlentherapie einer malignen Erkrankung
bzw. nach immunsuppressiver Therapie nach Organtransplantation oder aufgrund

von Autoimmunerkrankungen auftritt.
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1.3.1 Zytomorphologie

Die Diagnose erfolgt im Idealfall parallel aus Knochenmark und peripherem Blut. Die
Blut- oder Knochenmark-Ausstriche werden nach Pappenheim oder May-Giemsa-
Grunwald gefarbt. Wichtig ist immer noch die Untersuchung anhand der Zytochemie.
Zwar hat die Immunphanotypisierung mittels Multiparameterdurchflusszytometrie
viele der fruher verwendeten Reaktionen abgeldst, jedoch spielen Peroxidase-
(MPO) und Esterase- (non-specific esterase; NSE) Farbung in der diagnostischen
Routine immer noch eine groe Rolle (Haferlach und Schoch 2002). Eine
Unterteilung in myeloische und lymphatische Leukamien gelingt in mehr als 80%
aller Falle bereits anhand von Zytomorphologie und Zytochemie (Bain 1988).

Die erste standardisierte Klassifikation der AML erfolgte 1976 durch die French-
American-British (FAB) Cooperative Group auf der Basis von Zytomorphologie und
Zytochemie. Zunachst gliederte sich diese Einteilung in die Subtypen M1 bis M6 und
wurde spater durch die Subtypen M3v, M4eo, und die Subtypen MO und M7 erganzt
(Bennett et al. 1976, Bennett et al. 1991). Die FAB-Klassifikation wird in Tabelle 1
dargestellt.

Die FAB-Klassifikation ist spater als wesentlicher Bestandteil in die WHO-
Klassifikation eingegangen, welche zusatzlich genetische und immunologische

Aspekte sowie die Atiologie der Erkrankung berticksichtigt (Jaffe et al. 2001).

Tab. 1: Klassifikation der AML nach FAB-Kriterien

FAB-Subtyp Morphologie der Knochenmarkzellen Anteil in

der AML % aller
AML

MO AML ohne Ausreifung 5%

M1 AML mit minimaler Ausreifung (<10%) 16%

M2 >10% der Zellen reifen auf die Promyelozytenstufe | 30%

oder darUber hinaus aus

M3, M3v Promyelozyten-Leukdmie und ihre mikrogranulare|5%
Variante (M3v)

M4 Myelomonozytare Leukamie (>20% monozytare |20%
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Blasten)
M4Eo Myelomonozytare Leukamie mit pathologischen|7%
Eosinophilen
Mb5a Monoblasten-Leukamie (>80% Monoblasten) 7%
M5b Monozyten-Leukéamie (>80% Promonozyten und|5%
Monozyten)
M6 Erytho-Leukamie 4%
M7 Megakaryoblasten-Leukamie 1%

1.3.2 Immunphé&notypisierung

Die Immunphanotypisierung mit Hilfe der Multiparameterdurchflusszytometrie basiert
auf dem Prinzip der spezifischen Antikdrper-Antigenbindung. Die Antikdrper lagern
sich entweder an die Zelloberflache an, oder nach Lyse der Zellmembran auch an
zytoplasmatische oder nukleare Antigene. Diese Technik erlaubt Aufschluss uber
Zellinienzugehorigkeit und Reifegrad einer Population. So kann z.B. die unreife
myeloische Leukamie (AML MO), die allein auf zytomorphologischer und
zytochemischer  Grundlage nicht klassifiziert werden kann, mit der
Immunphénotypisierung  charakterisiert werden.  Ahnliches gilt fir den
megakaryozytaren FAB-Subtyp M7, welcher morphologisch nicht zu definieren ist
(Haferlach et al. 1996). Insbesondere spielt diese Technik auch fur die ALL eine sehr
wichtige Rolle, da sie die Unterscheidung in T-Zell- und B-Zell-Leukamien ermaoglicht.
Die biphanotypischen akuten Leukamien =zeigen gleichzeitig myeloische und
lymphatische Antigenexpression und werden mit Hilfe der EGIL-Klassifikation
diagnostiziert (Legrand et al. 1998, Bene et al. 1995). Ferner kann die Expression
bestimmter Oberflachenantigene wichtige Hinweise flir die Prognose liefern (Graf
2002).

Nach der gangigen Nomenklatur werden die Antikorper in ,cluster of differentiation”
(CD) eingeteilt. Das Panel kommerziell verfiUgbarer Antikdrper wird kontinuierlich

erweitert.
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1.3.3 Zytogenetik

Das Spektrum der Methoden in der Zytogenetik hat in den letzten 30 Jahren eine
erhebliche Expansion erfahren. Den Ausgangspunkt bildete die EinfUuhrung der
Chromosomenbanderungsanalyse in die hamatologische Diagnostik. Diese Methode
verschafft einen raschen Uberblick Giber den Karyotyp der Blasten, ist aber in der

Auflésung begrenzt, da die Chromosomen mit dem Lichtmikroskop beurteilt werden.

Submikroskopische Mutationen koénnen durch neuere Untersuchungen wie
Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH), Southern-Blot, oder der
Polymerasekettenreaktion (PCR) aufgedeckt werden, welche eine wesentlich hdhere
Sensitivitat erlauben. Die verschiedenen Methoden der Fluoreszenz-in-situ-
Hybridisierung (z.B. Interphase-FISH, Metaphase-FISH, Multicolour-FISH) sind
darUber hinaus bei der Analyse komplexer Chromosomenveranderungen und zur

Bestatigung genetischer Befunde sehr nutzlich.

Da die Chromosomenkultivierung aus dem Knochenmark hohere Erfolgsraten als
aus dem peripheren Blut zeigt, wird der Untersuchung von Knochenmark stets der

Vorzug gegeben.

FiUr eine einheitliche Benennung des Karyotyps wird das ,International System for
Human Cytogenetic Nomenclature® als Standard verwendet. Die normale diploide
Zelle besteht aus 46 Chromosomen (zusammengesetzt aus 22 Paaren Autosomen
(1-22) und zwei Geschlechts-Chromosomen). Die Chromosom werden durch das
Zentromer in zwei Arme geteilt: ein kurzer Arm ,p“ (wie franzdsisch ,petit*) und ein
langer Arm ,q“. Das Zentromer unterteilt die Chromosomen in metazentrische,
submetazentrische und akrozentrische, bei welchen der p-Arm sehr kurz ist, und nur
gelegentlich Satelliten-DNA enthalt. Der Zugewinn eines kompletten Chromosoms
wird mit einem ,Plus“-Zeichen dargestellt (z.B. 47,XX,+8), ein Verlust mit einem
,Minus“-Zeichen (z.B. 45,XX,-7). Die haufigsten chromosomalen Veranderungen sind
Translokationen (t), Deletionen (del), Inversionen (inv), Duplikationen (dup) und

Isochromosomen (i) (Mitelman 1995).
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Bei den Chromosomenanomalien wird zwischen primaren und sekundaren
unterschieden. Die primaren induzieren die Entstehung der malignen Erkrankung
und stehen in der Aberrationssequenz an erster Stelle. Es handelt sich meist um
balancierte Translokationen oder Inversionen. Diese konnen zur Aktivierung von
Onkogenen fuhren. Die sekundaren Anomalien stellen meist Verluste oder
Zugewinne von Chromosomenabschnitten dar und sind oft mit dem Verlust von

Tumorsuppressorgenen assoziiert (Manual Leukamien 2003).

Der zytogenetische Befund stellt bei der AML den starksten unabhangigen
Prognoseparameter dar. Je nach Karyotyp bei Ausgangsdiagnose kann das
Langzeitiberleben zwischen 5% (z.B. bei komplexen Chromosomenveranderungen)
und >70% (z.B. bei einigen balancierten Translokationen) variieren (Swansbury et al.
1994, Schoch et al. 1997, Bloomfield et al. 1997). Damit schafft der genetische
Befund auch eine wichtige Voraussetzung fur die moglichst umfassende Aufklarung

des Patienten.

Am Beispiel der akuten Promyelozytenleukamie FAB M3 und ihrer Variante M3v
kann aufgezeigt werden, dass der genetische Befund auch ganz wesentlich zur Wahl
der richtigen Therapie sein kann: Die Diagnose des t(15;17)/PML-RARA-
Fusionstranskripts ist die Voraussetzung zur Einleitung der spezifischen Therapie mit
All-Trans-Retinol-Saure  (ATRA), welche zur Inaktivierung des fir die
Promyelozytenleukamie charakteristischen PML/RARA-Fusionstransskripts und
damit zur Ausdifferenzierung in der Granulopoese fuhrt (Grimwade et al. 1997).

Durch die Einfuhrung dieser ,targeted therapy“ wurden in Verbindung mit
Chemotherapie zu 5-Jahres-Uberlebensraten von 75-85% erreicht (Tallman et al.
2003). Die rasche und prazise Diagnose dieses Subtyps ist von vitaler Bedeutung,
da ein rascher Therapiebeginn mit ATRA oftmals die charakteristischen
lebensbedrohlichen thrombembolischen und Blutungskomplikationen verhindern
kann. Ein wesentlicher Gewinn hat sich durch die Einfihrung der Interphase-FISH-
Diagnostik bei dieser Entitat ergeben, mit welcher rasch die morphologische

Verdachtsdiagnose verifiziert werden kann (Schoch et al. 2002).
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1.3.4 WHO-Klassifikation der AML

Die AML ist nach klinischen Gesichtspunkten, nach morphologischen Kriterien, und
nach ihren immunologischen und genetischen Eigenschaften ein sehr heterogenes
Krankheitsbild, welches zunehmend eher als Komplex verschiedener Subklassen
verstanden wird denn als geschlossene Entitat. Daher ist eine Aufteilung in einzelne
definierte Subklassen, welche zur Klassifikation, zur Festlegung der individuellen
Prognose, und zur Planung der Therapie dienen kénnen, von grofter Wichtigkeit. Die
Zytogenetik und auch die Molekulargenetik haben Grundlegendes in der
Verbesserung der Kilassifikation dieses heterogenen Krankheitskomplexes
beigetragen. Die WHO-Klassifikation von 2001 hat diese zentrale Bedeutung
genetischer Veranderungen bei der AML anerkannt und als zentralen Bestandteil
integriert. Ferner basiert die WHO-Klassifikation (Tabelle 2) auf dem System der
FAB-Klassifikation (Jaffe et al. 2001, Harris et al. 2000).

Auch in Bezug auf die Abgrenzung zwischen MDS und AML haben sich durch die
WHO-KIlassifikation wesentliche Veranderungen ergeben. Die erste Hierarchie der
WHO-KIlassifikation umfasst vier rekurrente Subtypen mit spezifischen balancierten
Translokationen. Fur diese Subtypen gilt die Bezeichnung AML auch dann, wenn die
Zahl der Blasten im Knochenmark 20% unterschreitet. Die Grenze zwischen MDS
und AML wurde von 30% Blasten im Knochenmark auf 20 % herabgesetzt; dadurch
entfallt die Kategorie RAEB-T (refraktdre Anamie mit Blastenexzess), welche einst

dem Myelodysplastischen Syndrom zugeordnet wurde.

Tabelle 2: WHO-Klassifikation der AML (WHO:Classification of Tumors, 2001):

1. AML mit spezifischen zytogenetischen Translokationen

- 1(8;21)(922;922)/AML1-ETO

- Akute Promyelozytenleukamie AML M3/M3v mit t(15;17)(q22;911-12)/PML-
RARA

- inv(16)(p13922)/t(16;16)(p13;922)/CBFB/MYH11

- 11923/MLL-Rearrangements

2. AML mit multiliniedrer Dysplasie (2-3 Zellinien betroffen)
- sekundar nach Myelodysplasie/Myeloproliferativem Syndrom

- ohne vorausgegangenes Myelodysplastisches Syndrom
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. Therapie- induzierte AML und MDS

nach Alkylanzien
nach Epipodophyllotoxin

andere Ausloser

. Akute Leukd&mien, nicht weiter klassifiziert

AML ohne andere Zuordnungsmaoglichkeit
minimal differenzierte AML

AML mit Ausreifung

Akute myelomonozytare Leukamie

Akute monozytare Leukamie

Akute Erythro-Leukamie

Akute Megakaryoblasten-Leukamie
Akute Basophilen-Leukamie

Akute Panmyelose mit Myelofibrose
Myelosarkom/Chlorom

Akute biphanotypische Leukamie

Hier noch eine kurze Erlauterung zu der vierstufigen WHO-Klassifikation der AML,

welche in Tabelle 2 aufgeflhrt ist.

1.

AML mit spezifischen Chromosomenverdnderungen:

Hierunter fallen die sogenannten prognostisch glnstigen Translokationen
t(15;17), t(8;21) und inv(16), ferner die 11q23/MLL-rearrangements, welche
mit einer ungunstigen Prognose assoziiert sind und haufig in Verbindung mit
einer Therapieinduktion der AML stehen.

AML mit multilinedrer Dysplasie:

Auf der Basis morphologischer Kriterien. Die dysplastischen Veranderungen
werden als multilinear bezeichnet, wenn 50% der Zellen im Knochenmark
Dysplasien in zwei oder drei Zelllinien aufweisen. Hier werden auch s-AML
nach MDS erfasst.

Therapieassoziierte AML und MDS (t-AML; t-MDS):

Diese Einteilung erfolgt nach der Atiologie der Erkrankung. In Zusammenhang
mit der vorangegangenen Therapie zeichnen sich bestimmte zytogenetische

und molekulargenetische Veranderungen ab (z.B. Topoisomerase-Il-Inhibitor-
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induzierte Veranderungen an 11q23/MLL)
4. Akute Leukdmien, nicht weiter klassifiziert:
Hier wird u.a. auf die morphologischen Kriterien unter Berticksichtigung der

FAB-Klassifikation bzw. die immunologischen Eigenschaften zurtickgegriffen.

1.4 Prognosegruppen der AML

Die FAB-Klassifikation hat sich im diagnostischen Alltag zur Einteilung der AML
bewahrt (Bennett et al. 1976; Bennett et al. 1985). Dennoch waren auf ihrer Basis
nur sehr begrenzte Aussagen in Bezug auf Therapieansprechen und Prognose bei
der AML mdoglich. Eine wesentliche Verbesserung hat sich durch die Einteilung der
AML in prognostisch relevante Subgruppen auf der Basis rekurrenter klonaler
Chromosomenaberrationen ergeben (Swansbury et al. 1994; Bloomfield et al. 1997;
Schoch, Kern et al. 2004). Damit konnen 55% aller de novo AML-Patienten
definierten Prognosegruppen zugeordnet werden. Dies erlaubt eine Anpassung der
therapeutischen Strategien an das individuelle Risiko des Patienten. Ein Problem
stellen die 45% aller Patienten mit de novo AML mit normalem Karyotyp dar. Diese
konnen aber inzwischen zu ca. 80% aber auf molekularer Ebene weiter
charakterisiert werden.

Im Folgenden sollen die drei prognostischen Subgruppen auf der Basis des
Karyotyps mit der Einteilung in eine gunstige, ungunstige oder intermediare

Prognose genauer dargestellt werden.

1.4.1 Gunstige Prognose

Zu der Gruppe mit gunstiger Prognose zahlen die balancierten Translokationen
t(8;21)/AML1-ETO, t(15;17)/PML-RARA und die inv(16)/CBFB-MYH11. Diese
gehoren zur ersten Hierarchie der AML nach der WHO-Klassifikation, wie dies zuvor
dargestellt wurde. Sie sind relativ gesehen im jingeren Lebensalter haufiger und
betreffen etwa 20% der unter 60-jahrigen Patienten (Lowenberg et al. 1999).

Bei Patienten mit (8;21) sind komplette Remissionen in 90% und ein rezidivfreies

Uberlegen von 60% nach Ablauf von 2 Jahren zu verzeichnen (Haferlach et al.
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1996). Patienten mit t(15;17)/PML-RARA erreichen in 80-90% der Falle eine
komplette Remission mit einer 5-Jahres-Uberlebensrate von 70% (Lengfelder et al.
2000). Auch die inv(16)/CBFB zeigt eine komplette Remissionsrate von >85% mit
einer 5-Jahres Uberlebensrate von >40% (Dastugue et al. 1995). Aufgrund dieser
gunstigen Verlaufe gehort die allogene Knochenmark- oder Stammzelltransplantation
nicht mehr zur primaren Therapiestrategie bei diesen Mutationen. Ferner wurde die
RT-PCR als sehr sensitiver Parameter in der minimal-residual-disease-Diagnostik
(MRD) fir diese Entitaten etabliert, was eine wesentliche Verbesserung in der

Verlaufsbeurteilung der residuellen Leukamielast darstellte (Schnittger et al. 2003).

1.4.2 Ungunstige Prognose

Die Gruppe der Patienten mit einer ungunstigen Prognose zeigt im Gegensatz dazu
ein Langzeitiberleben von unter 10%. Hiervon sind ca. 15 % der AML-Patienten
betroffen. Der Anteil alterer Patienten ist in dieser Prognosegruppe relativ hoch.

Zu dieser ungunstigen Prognosegruppe gehoéren -5/del(5q), -7/del(7q), die Inversion
inv(3)/t(3;3)/t(1;3), komplex aberrante Karyotypen und 11q23/MLL-Anomalien. Die
Definition der komplex aberranten Karyotypen ist noch nicht einheitlich.
Vorraussetzung ist aber in den meisten Studien ein Auftreten von mehr als drei
Aberrationen, ausgenommen die balancierten Translokationen t(8;21), inv(16) und
t(15;17) (Schoch et al. 2001). Die mittlere Uberlebensrate bei Patienten mit
komplexen Karyotypen betragt nur zwischen 4.5 und 7 Monaten (Schoch et al.
2001). Die Prognose ist auch bei Anwendung intensivierter Therapiekonzepte und
auch nach allogener hamatopoetischer Stammzelltransplantation (HSCT) wie in

erster kompletter Remission als sehr ungunstig zu betrachten.

1.4.3 Intermediare Prognose

Diese Gruppe ist sehr heterogen, da sie unter anderem die Patienten mit normalem
Karyotyp und Patienten mit seltenen chromosomalen Veranderungen beinhaltet,
deren prognostische Bedeutung noch nicht geklart ist. In diese Prognosegruppe

gehen auch alle Patienten ein, welche ein oder zwei strukturelle oder numerische
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Aberrationen, aber keinen komplexen Karyotyp aufweisen, und ferner sind fur die
Translokationen t(8;21), inv(16), t(15;17), und fur Veranderungen an 5q, 3q, -5 und
Chromosom 7 negativ sind.

Die haufigste chromosomale Aberration in dieser Prognosegruppe ist die Trisomie 8.
deren Prognose in Abhangigkeit von zusatzlichen chromosomalen Aberrationen
variabel ist. Eine alleinige Trisomie 8 erreicht Remissionsraten von ~70% und wird
bei ~4 % der Erwachsenen mit de novo AML gefunden. Bei Fallen mit zusatzlichen
chromosomalen Aberrationen wird sie in ca. 7% beobachtet. Tritt sie als
Sekundaraberration bei prognostisch gunstigen Anomalien wie t(8;21)(q22;922),
t(15;17)(q22;921) und inv(16)(p13922) auf, ist sie mit einer guten Prognose und
Remissionsraten von 90% assoziiert. Wird sie allerdings von anderen
chromosomalen Anomalien begleitet, z.B. im Rahmen komplexer
Karyotypveranderungen, ist die Prognose viel ungunstiger (Schoch et al. 1997,
Mrozek et al. 2001).

1.5 Therapie der AML

Die Behandlung der AML muss umgehend nach Diagnosestellung beginnen. Ohne
Therapie betragt die Lebenserwartung nach der Diagnose in der Regel nur wenige
Monate. Die Therapie sollte immer in hamatologischen Zentren mit viel Erfahrung in
der Behandlung dieser seltenen Krankheitsbilder erfolgen. Winschenswert ist ferner
ein Einschluss der Patienten in wissenschaftliche Studien mit dem Ziel der
Optimierung der Therapiekonzepte.

Das Ziel der Therapie ist das Erreichen einer kompletten Remission (CR). Nach
zytomorphologischen Kriterien bedeutet das einen Blastenanteil von weniger als 5%
Blasten im Knochenmark. Die hamatologische CR verlangt >1000/ul Granulozyten
und >100.000/uyl Thrombozyten im peripheren Blut Uber einen Zeitraum von
mindestens vier Wochen (Cheson et al. 2003).

Die Rate kompletter hamatologischer und morphologischer Remissionen nach
Applikation vergleichbarere Standardtherapieschemata liegt bei der AML Uber 60%.
Nach einem Zeitraum von 4-5 Jahren betragt die Rate anhaltender Remissionen
aber nur noch knapp Uber 20%; ein erheblicher Anteil der Patienten erleidet in den

folgenden Jahren ein Rezidiv (Buchner und Hiddemann 2002). Daher ist eine
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Erweiterung des Begriffs der kompletten Remission notwendig (Cheson et al. 2003).
Als sensitivere Parameter zur Definition der Remissionskriterien und zur Etablierung
von Parametern zur minimal-residual-disease-Diagnostik (MRD) eignen sich vor
allem die neueren Methoden der Leukamiediagnostik: die Fluoreszenz-in-situ-
Hybridisierung (FISH), die PCR, und die Immunphanotypisierung mit der
Multiparameterdurchflusszytometrie (MFC). Anhand der Fluoreszenz-in-situ-
Hybridisierungstechniken kénnen bestimmte genetische Veranderungen im Verlauf
nach entsprechender Sondenauswahl verfolgt werden (Bacher et al. 2006). Mit Hilfe
der MFC werden sogenannte Leukamie-assoziierte Immunphanotypen (LAIP)
definiert (Kern et al. 2004). Die PCR weist Dbeispielsweise reziproke
Fusionstransskripte oder Mutationen in Tyrosinkinasen nach, welche dann ebenfalls
quantitativ im follow-up verfolgt werden kénnen (Schnittger et al. 2003; Schnittger et
al. 2004, Fonatsch et al. 2003).

Die Behandlung der AML (gliedert sich in eine Induktions- und eine
Konsolidierungsphase: Die Induktionstherapie verfolgt das Ziel einer kompletten
Remission. Im Falle einer akuten Promyelozytenleukamie wird die Behandlung durch
All-Trans-Retinsaure (ATRA) erganzt, wodurch der Differenzierungsstop in der
Granulopoese Uberwunden werden kann. Auch Kklinisch grenzt sich diese Entitat
durch die schweren Koagulopathien mit thrombembolischen Komplikationen wie z.B.
Lungenembolien ab, welche die hohe Fruhmortalitat bedingen.

Die wichtigsten prognostischen Faktoren fur das Erreichen einer CR sind
Zytogenetik, Alter, Allgemeinzustand (,Performance®) und Leukozytenzahl (Slovak et
al 2000). Die Wahrscheinlichkeit einer CR sinkt mit steigendem Lebensalter. Mehrere
Faktoren scheinen hier eine Rolle zu spielen: die reduzierte Toleranz gegenuber der
Toxizitat von Chemotherapeutika, die Haufung von Begleiterkrankungen und die
steigende Inzidenz von prognostisch ungunstigen Karyotypen. Ferner sind in diesem
Alter sekundare oder therapieassoziierte AML haufiger. Sekundare AML nach MDS
oder nach CMPD sind haufiger komplex aberrant und zeigen haufig Resistenzen
gegenuber antileukamischen Substanzen (Karp et al. 1997).

Diese Kriterien haben daher die Gestaltung der Therapieprotokolle malfgeblich
beeinflusst. Die AMLCG-Therapiestudie beispielsweise gibt unterschiedliche
Richtlinien je nach Alter der Patienten vor: Patienten unter 60 Jahren werden mit

einer Doppelinduktion nach dem ,TAD“Regime (Thioguanin, Cytarabin,
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Daunorubicin) und ,HAM"“-Schema (Hochdosiertes Cytarabin, Mitoxantron)
behandelt. Bei Patienten Uber 60 Jahren entfallt die HAM-Therapie aufgrund der
hdheren Toxizitat. Diese Therapieprotokolle gewahren komplette Remission in mehr
als 60% der Falle (Bishop 1997). Die Konsolidierungsphase dient der weiteren
Eliminierung von residualen Leukamiezellen in der kompletten Remission.

Nach der Konsolidierung erfolgt im Rahmen der AMLCG-Protokolle fakultativ eine
dreijahrige Erhaltungstherapie. Je nach individueller Prognose, Vorhandensein eines
kompatiblen Spenders, und ,Transplantationstauglichkeit* des Patienten wird die
Indikation zur allogenen Knochenmark- oder Stammzelltransplantation in der ersten
kompletten Remission abgewogen. Die Entwicklung der dosisreduzierten
Konditionierung, welche die Frihmortalitdt bei der allogenen Transplantation
reduziert, und die Toxizitat der Konditionierungsschemata vermindert, hat die obere
Altersgrenze flr die Transplantation erheblich nach oben verschoben (Gorin et al.
2006).

Nicht zu unterschatzen ist immer noch das Problem der therapiebedingten Mortalitat:
Diese betragt bei jungen Patienten derzeit um 5%, bei alteren Patienten sogar 20-
30% (Qystein et al. 2001). Zwar sind Fortschritte bei der supportiven Therapie erzielt
worden, z.B. durch den Einsatz von Wachstumsfaktoren (z.B. G-CSF und GM-CSF),
welcher die Dauer der Neutropenien und damit die Rate von Infektionen reduzieren.
Jedoch hat sich leider keine Verminderung der Mortalitdt durch diese MalRnahme
gezeigt (Lowenberg 1999, Witz et al. 1998, Link et al. 2000). Verbessert haben sich
ferner die Moglichkeiten in der Transfusionsmedizin und in der antiinfektiosen
Behandlung. Hier sind vor allem die Neuentwicklungen im Bereich der
antimykotischen Therapie zu nennen, z.B. die Expansion des Spektrums von Azolen

und auch die verbesserten serologischen Tests z.B. zum Nachweis von Aspergillen.

1.6 Pathogenese der AML

Die normale Blutbildung nimmt ihren Ausgang im Knochenmark von pluripotenten
Stammzellen, welche frihen sehr undifferenzierten Zellen entsprechen. Sie
differenzieren in die verschiedenen Zellreihen wie Granulopoese, Erythropoese, und

Megakaryopoese aus.
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Bei der AML kommt es zur vermehrten Proliferation unreifer hamatologischer
Vorlauferzellen, deren Differenzierungsfahigkeit gestort ist. Zum Verstandnis der
Leukdmogenese hat das Two-Hit-Modell von Gilliland et al. wesentlich beigetragen.
Diese Modell impliziert, dass sich zwei verschiedene Mutationstypen erganzen bzw.
kooperieren: Sogenannte Klasse-I-Mutationen fuhren zu gesteigerter Proliferation.
Hierunter fallen z.B. Mutationen in den NRAS-Onkogenen oder auch Mutationen von
Genen, welche fur Tyrosinkinasen kodieren, wie FLT3. Klasse-lI-Mutationen flhren
zu einem Differenzierungsstopp in der Granulopoese. Hier kdnnen Genfusionen wie
die 1(8;21)/AML1-ETO angefuhrt werden, welche direkt oder indirekt zur
Beeintrachtigung der Transkription fuhren (Gilliland 2001, Knudson 2001). Letztere

soll im Weiteren naher beschrieben werden.

1.7 Die Translokation t(8;21)(g22;922)/AML1-ETO

Eine Translokation der Chromosomen 8922 und 2122 findet sich bei 6-8% aller
akuten myeloischen Leukdmien und in 20-30% aller FAB M2-Falle. Sie gehdrt mit der
inv(16)/CBFB-MYH11 zu den sogenannten core-binding-Faktor (CBF)-Leukamien.
Uber 90% aller t(8;21) sind mit dem FAB-Subtyp M2 assoziiert; ferner finden
charakteristische lange Auerstabchen. Deutlich seltener findet man diese
Translokation auch bei den FAB-Subtypen M1 und M4 (Lo Coco et al. 1997).

Die Translokation resultiert aus einer Fusion vom 5’-Anteil des AML-Gens (auf
21922) mit einem Grossteil des ETO-Gens (auf 8g22), wodurch das AML1-ETO-
Fusionsgen entstent. Im AML7-ETO-Fusionsgen fehlt die carboxyterminale
Transaktivierungsdomane des AML1-Gens, die durch ETO ersetzt ist. Das normale
AML1-Gen verschlusselt die DNA-bindende Untereinheit des
Transkriptionskomplexes AML1-CBFB, welcher fur die normale Hamatopoese
essentiell ist (Lowenberg et al. 1999).

Leukamiezellen mit einer t(8;21) haben in der Regel ein Allel, bei dem das AML1-
Gen mit dem ETO-Gen fusioniert ist, und ein Allel mit einem normalen AML171-Gen
(Zhang et al. 2001).

Um den Pathomechanismus des AML1-ETO-Fusionsproteins genauer zu klaren,
wurden transgene Mause untersucht, die dieses Protein in ihren myeloischen Zellen

exprimieren. Das ,knocking-in“ des AML1-ETO-Fusionsgens in den AML7-Lokus
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fuhrt zur Letalitat in der Embryonalphase und zu einer Verminderung der
hamatopoetischen Ausreifung. Mause, denen das AML7-Gen fehlt, zeigen die
gleichen Phanomene. Dies zeigt, dass AML1-ETO ein dominierender Inhibitor der
normalen AML1-CBFB-Funktion wahrend der frihen Hamatopoese ist. Allerdings
lasst sich durch Expression von AML1-ETO allein bei ausgewachsenen Mausen
keine Leukamie-Entstehung nachweisen. Erst durch Exposition mit anderen
Mutagenen entstanden leukamieahnliche Erkrankungen (Yuan et al. 2001, Okuda et
al. 1998, Zhang et al. 2001). Dies konnte durch weitere tierexperimentelle Studien
belegt werden, die zeigten, dass AML71-ETO im Tiermodell zu Dysplasien in der
Granulopoese und zum Ausreifungsstop fuhrt (Rhoades et al. 2000).

Offenbar ist die t(8;21) als ein initiales Ereignis zu sehen, welches in der Interaktion
mit zusatzlichen Mutationen, die die Apoptose hemmen und die Zellproliferation
stimulieren, zur Entstehung einer AML flhrt.

Die Expression von AML1-ETO behindert ferner die Expression anderer Gene,
welche in die Transkription involviert sind, z.B. von CEBPA, welches den
Transkriptionsfaktor C/EBPA kodiert (Pabst et al. 2001).

1.8 Die Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH)

Die FISH-Technik ist eine molekularbiologische Untersuchungsmethode, welche aus
der hamatologischen Diagnostik nicht mehr wegzudenken ist. Sie erlaubt die
Darstellung struktureller und numerischer chromosomaler Aberrationen und ist
insbesondere sehr hilfreich auch bei der Analyse komplexer
Chromosomenveranderungen, die allein auf der Basis der
Chromosomenbanderungsanalyse nicht aufzuschlusseln sind (Fuchs et al. 2006).
Die Technik basiert stets auf dem Prinzip der komplementaren Basenpaarung.

Die Sonden-DNA wird entweder direkt mit einem Fluoreszenzfarbstoff markiert.
Seltener werden bestimmte Markermolekile (z.B. Biotin oder Digoxigenin)
verwendet, welche anschlieBend mit fluoreszenzmarkierten Antikdrpern gekoppelt
und im Sinne der indirekten Markierung sichtbar gemacht werden. Eine
Amplifizierung der Signale kann durch einen gegen den ersten Antikorper gerichteten
Zweit-Antikorper erreicht werden (,Sandwichmethode®).

Die Ziel-DNA aus der Patientenprobe, die im Praparat erkannt werden soll, muss als
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Einzelstrang vorliegen. Dies wird durch Hitzedenaturierung erreicht. Im folgenden
Renaturierungsschritt vereinen sich Ziel-DNA aus der Patientenprobe und Sonden-
DNA zu einem Doppelstrang. Die entsprechend markierte DNA wird unter einem
Fluoreszenzmikroskop sichtbar gemacht.

DNA-Sequenzen werden gewohnlich mit markierten DNA-Sonden nachgewiesen.
Eine optimale Lange ist dabei wichtig: Kurzere Sonden bilden Nukleinsaurepaare
geringer Stabilitat, langere Sonden dringen dagegen oft nur schlecht in die Zellen
ein. Mit Hilfe gentechnischer Methoden lasst sich prinzipiell jede DNA-Sequenz
klonieren, isolieren und als Sonde verwenden.

Mit der FISH-Technik kann man auch ganze Chromosomen unter Einsatz von
sogenannten Painting-Sonden abbilden. Alternativ kann man auch das Zentromer
eines bestimmtes Chromosoms oder aller Chromosomen anhand von
Zentromersonden bzw. panzentromerischen Zentromersonden darstellen. Auch die
isolierte Abbildung von Chromosomenenden ist moglich; hierbei werden sogenannte
Telomersonden verwendet. SchlieBlich kénnen einzelne Abschnitte auf einem

Chromosom mit den entsprechenden Gensonden lokalisiert werden.

1.9 Fragestellung der Arbeit

Bei der chronischen myeloischen Leukdmie (CML) lieRen sich bruchpunktnahe
submikroskopische Deletionen bei 9%-16% aller Patienten in Interphase-FISH-
Untersuchungen feststellen. Diese Deletionen umfassen mehrere hundert Kilobasen
DNA. Es konnte gezeigt werden, dass diese bei der CML mit einer signifikant
schlechteren Prognose assoziiert sind (Sinclair et al. 2000; Huntly et al. 2001;
Kolomietz et al. 2001). Ursachlich fur die schlechtere Prognose dieser Patienten
konnte ein Verlust von Tumorsuppressorgenen infolge der Deletionen sein (Huntly,
Reid et al. 2001). Ferner wurde spekuliert, dass die submikroskopischen Deletionen
Zeichen einer genetischen Instabilitat sein kdnnten (Huntly et al. 2001).

Einige Studiengruppen untersuchten dies Phanomen auch bei AML und ALL mit
balancierten Translokationen und fanden derartige submikroskopische Deletionen in
ahnlicher Frequenz wie bei der CML. Die submikroskopischen Deletionen sind also
modglicherweise unspezifische Ereignisse, die sich bei verschiedenen leukamogenen

Fusionstranskripten nachweisen lassen (Martinet et al. 1997; Mathew et al. 1999;
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Kolomietz et al. 2001). Da die bisherigen Studien zu submikroskopischen Deletionen
bei den akuten Leukamien jeweils nur kleine Fallzahlen umfassen, bedarf dieser
Aspekt weiterer Abklarung. Wir intendierten in dieser Arbeit die Untersuchung dieses
Sachverhalts bei 77 Patienten mit AML mit t(8;21)/AML1-ETO.



Material und Methoden 18

2. Material und Methoden

2.1 Patienten

In diese Arbeit wurden 77 erwachsene Patienten mit AML mit (8;21)/AML1-ETO
eingeschlossen. In 75 Fallen handelte es sich um eine Erstdiagnose, in zwei Fallen
um einen Verlauf oder ein Rezidiv. Von 77 Patienten hatten 72 eine de novo- AML. In
funf Fallen trat die AML in Assoziation zu friherer Chemo- bzw. Strahlentherapie im
Rahmen malignen Erkrankungen auf. Das Durchschnittsalter der 77 untersuchten
Patienten lag bei 43.21 Jahren (range: 2-84 Jahre). 29 Patienten waren weiblich, 48
mannlich.

Die klinischen Daten der 77 Patienten sind in der Tabelle 3 unter 3.1
zusammengefasst.

Von allen Patienten war Knochenmark und/oder peripheres Blut im Zeitraum von Juli
1996 bis Juni 2001 in das Labor flr Leukamiediagnostik der Medizinischen Klinik im
Klinikum Grof3hadern gesandt worden.

Alle Patienten wurden mit Hilfe einer Kombination von Zytomorphologie,
Immunphanotypisierung mittels Durchflusszytometrie, Zytogenetik in Verbindung mit
Interphase-FISH sowie Molekulargenetik, welche individuell auf den Einzelfall
abgestimmt wurde (Haferlach et al. 2003; Schnittger et al. 2003; Kern et al. 2004;
Schoch et al. 2004). Die zytomorphologische Klassifikation der AML folgte den FAB-
Kriterien (Bennett et al. 1976; Bennett et al. 1985).

2.2  Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH)

2.2.1 Sonden

Die hier verwendeten lokusspezifischen Sonden kdnnen sowohl in der Interphase als
auch in der Metaphase eingesetzt werden; chromosomenspezifische Sonden
hingegen nur an Metaphasenchromosomen, da diese in der Interphase nicht sichtbar
sind.

Der Nachweis mit lokusspezifischen Sonden wahrend der Interphase ergibt pro Allel

ein punktférmiges Signal. Es resultieren also bei normalem Chromosomensatz und
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homologen Allelen zwei Signale pro lokusspezifischer Sonde. In der Metaphase
besteht jedes Chromosom aus zwei Chromatiden. Somit liegen zwei Signale pro
Chromosom vor; bei normalem Chromosomensatz bedeutet das fir eine
lokusspezifische Sonde insgesamt vier Signale (Leitch 1994).

Hier wurden direkt markierte Sonden der Firma VYSIS (Stuttgart) verwendet. Diese

sind direkt mit den Farbstoffen ,Spektrum Orange® und ,Spektrum Grin“ gekoppelt.

2.2.1.1 Lokusspezifische Sonden (LSI)

Die lokusspezifischen DNA-Sonden der Firma VYSIS stellen eine komplementare
Basensequenz zur Region 21922 des Chromosoms 21 mit ca. 1,3 Megabasen dar
(LSI AML1 Spektrum Grun) und Uberdeckt somit das ca. 250 Kilobasen grole AML1-
Gen.

Das ca. 87 Kilobasen grole ETO-Gen auf Chromosom 8 wird von der Spektrum
Orange-ETO-DNA-Sonde, die ca. 480 Kilobasen Uberspannt, gefarbt. In einer
normalen Zelle ohne AML1-ETO-Fusionsgen entstehen zwei griine Signale (Kopien
der AML1-Gene auf den Chromosomen 21) und zwei orange Signale (Kopien der
ETO- Gene auf den Chromosomen 8) (2G20).

Bei der t (8;21) entstehen somit ein grines (normales Chromosom 21 mit AML1), ein
oranges (normales Chromosom 8 mit ETO), und zwei gelbe Signale (1G102Y). Die
zwei gelben Signale resultieren aus der durch die Translokation entstandenen
Juxtaposition von AML1 und ETO auf der(8) und der(21).

(Siehe Anhang, Abb. 1a, b, ¢, d: FISH mit LSI-Sonde in einer Inter- und Metaphase,
schematische Darstellung der Sonden und graphische Darstellung einer
1(8;21)(022;922))

2.2.1.2 Chromosomenspezifische Sonden

Die chromosomenspezifischen DNA-Sonden enthalten die komplementare

Basensequenz fur ein komplettes Chromosom. Sie hybridisieren bis auf wenige

Ausnahmen am kurzen und am langen Arm.
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-WCP 8 Spektrum Orange

- WCP 8 Spektrum Grln

- WCP 20 Spektrum Orange

- WCP 21 Spektrum Grun: Diese Sonde hybridisiert am Chromosom 21 (g-Arm).

- WCP 9 Spektrum Gelb: eine Mischsonde aus WCP 9 Spektrum Orange und WCP 9
Spektrum Grin.

- WCP 8 Spektrum Gelb: eine Mischsonde aus WCP 8 Spektrum Orange und WCP 8
Spektrum Gran.

- WCP 17 Spektrum Grin

- WCP 21 Spektrum Orange: Diese Sonde hybridisiert am Chromosom 21 (g-Arm).

- WCP 11 Spektrum Grln

Zu den lokusspezifischen Sonden gehodren auch die Zentromersonden (CEP). Sie
werden zum Nachweis einer Monosomie oder Trisomie eingesetzt. Fir diese Arbeit
wurde eine Zentromer-Sonde fur das Chromosom 8 eingesetzt. Diese Sonde bindet
im Chromosom an die Basensequenz im Zentomer 8p11.1-q11.1 und ist mit
Spektrum Orange markiert.

2.2.2 FISH-Protokoll

2.2.2.1 Material

Im Folgenden werden die Losungen und Gerate aufgefuhrt, die bei dieser Arbeit

Gebrauch fanden.

Verwendete LOsungen:

20x SSC Stammldsung, pH=7,0:

350,7 g Natriumchlorid (NaCl) (MERCK, Darmstadt) + 176,4 g Tri-Natrium-Citrat-
Dihydrat (CsHsNazO7x2 H,0) (MERCK) ad 2000 ml Aqua bidest. (FRESENIUS, Bad
Homburg)
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0,4x SSC, pH=7,0:
10 ml 20x SSC + 490 ml Aqua bidest.

2x SSC/0,1% Triton-X 100, pH=7,0:
50 ml 20x SSC + 450 ml Aqua bidest. + 500 pl Triton-X 100 (MERCK)

Mcllvaine's Puffer, pH=7,0:
1,26 g Zitronensaure (CgHsO7) (MERCK) + 12,38 g Dinatriumhydrogenphosphat
(NapHPO4) (MERCK) ad 1000 ml Aqua bidest.

DAPI-Standard:
5 ug DAPI (SIGMA, Deisenhofen) + 10 ml 2x SSC

DAPI-Gebrauchslésung:
1,5 ml Mcllvaine’s Puffer + 4 yl DAPI-Standard

Anti-Fade:
50 ul 10x Dulbecco PBS + 5 mg p-Phenylendiamin (SIGMA), pH=8,0 einstellen + 450
ml Aqua bidest. + 4,5 ml Glycerin (SIGMA)

Dapi-Antifade:
1,5 ml Antifade + 4 Mikroliter DAPI-Standard

Ethanol:
100 %ig, gebrauchsfertig (MERCK)

Carnoy's Fixativ:
Methanol (100%ig, gebrauchsfertig (MERCK)) + Eisessig (100%ig, gebrauchsfertig,
Firma MERCK) im Verhaltnis 3 : 1

Fixogum:
Klebstoff (MARABU, Tamm)
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Verwendete Geréate:

Zentrifuge:
Eppendorf 5415C, Eppendorf AG, Hamburg

Mikroskop:
Lichtmikroskop + Fluoreszenzmikroskop (ZEISS Axiophot, Jena)
Filter: - UV-Anregungsfilter fir DAPI (blau)
- Dualband-Anregungsfilter fur FITC (grun)/TexasRed (rot)
- Tripleband-Anregungsfilter fur DAPI (blau)/ FITC (grin)/ TexasRed

Chromosomenaufnahme und -bearbeitung:
Soft- und Hardware inklusive CCD (Charge Coupled Device)-Kamera (ISIS-

Metasystems, Altlussheim)

Hybrite®:
Hybridisierungsofen (VYSIS, Stuttgart)

Wasserbad:
GFL 1092, Gottingen

Laminar Air Flow:

sterile Werkbank

Trockenblock:

Schleicher und Schnuell, MicroScience, Dassel

2.2.2.2 Vorbereitung der Objekttrager

Die Probenrdhrchen mit den in Carnoy’s-Fixativ fixierten Zellen aus Knochenmark
oder Blut werden aus dem Gefrierschrank entnommen und kurz aufgeschuttelt. Mit
einer Pipette werden 5-12 Tropfen, je nach Tribung, aus dem Rdhrchen enthommen

und gleichmallig aus ca. 30 cm Hohe auf einen entfetteten, auf 4°C vorgekulhlten,
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nassen (Aqua bidest.-) Objekttrager aufgetropft. Dies geschieht unter streng sterilen
Bedingungen unter einer Laminar-Air-Flow-Werkbank. Die Praparate verbleiben Uber
eine Minute in einer feuchten Kammer und werden anschlieend luftgetrocknet.

Die Zelldichte wird im Phasenkontrastmikroskop beurteilt und eine geeignete Stelle

mit ca. 100 Zellen im Blickfeld auf dem Objekttrager markiert.

2.2.2.3 Protokoll fir FISH mit der lokusspezifischen Sonde (LSI) AML1-ETO

1. Schritt: Herstellung der Lokusspezifischen Sonde: Es handelt sich um eine
Mischung aus LSI ETO-Spektrum Orange- und LS| AML1-Spektrum Grin-markierter
Sonden-DNA. Die Sonde wird im Verhaltnis 7 (Puffer) zu 2 (Aqua bidest.) zu 1

(Sonde) hergestellt. Die Sonden durfen nur kurz Lichteinfluss ausgesetzt werden.

2. Schritt: Der zu hybridisierende Objekttrager wird in einer aufsteigenden
Alkoholreihe fur je 1 min dehydriert (70%, 80%, 90%, 100%-iges Ethanol) und dann

luftgetrocknet.

3. Schritt: Auf die markierte Stelle des Objekttragers wird nun mit einer Pipette 1.5ul
Sondengemisch aufgetragen, mit einem Deckglas versehen und mit Fixogum

abgedichtet.

4. Schritt: In den Hybrite® wird zusétzlich zum Objekttrager ein feuchter Streifen
eingelegt, um ein feuchtes Milieu aufrecht zu erhalten. Das Praparat wird bei 76°C
fur 3 min denaturiert und bei einer Temperatur von 37°C anschliefend flr
mindestens 12 Stunden hybridisiert.

5. Schritt: Nach Beendigung der Inkubation wird der Objekttrager dem Hybrite®
entnommen, das Deckglas verworfen, und der Objekttrager fur 2 min in eine im
Wasserbad auf 75 °C vorgewarmte 0,4%ige SSC-Ldsung gestellt. Anschliel3end wird
das Praparat in eine vorbereitete 2xSSC/0,1 % Triton-X 100 Lésung gestellt, und

nach 2 min wieder entnommen.

6. Schritt: Der noch feuchte Objekttrager wird mit ca. 2 Tropfen DAPI und Antifade
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versehen, mit einem Deckglas bedeckt, und mit einem Trockenblock trocken

gestrichen.

7. Schritt: Bis zum Mikroskopieren wird das Praparat in eine trockene Kammer

gelegt und vor Licht geschutzt.

2224 Auswertung der FISH-Préaparate

Das Praparat wird unter einem Mikroskop mit Epifluoreszenz und CCD-Kamera
ausgewertet. Bei der Interphasen-FISH-Analyse werden im Praparat 100 Zellkerne
ausgezahlt und — soweit vorhanden - zusatzlich Metaphasen beurteilt.

Far die FISH-Analyse wurden drei verschiedene Filtersysteme verwendet: UV-
Anregungsfilter (DAPI), Dualband-Anregungsfilter (FITC/Texas Red) und Tripleband-
Anregungsfilter (DAPI/FITC/Texas Red).

Alle relevanten Inter- bzw. Metaphasen wurden zur Dokumentation digital

gespeichert (ISIS-Metasystems).

2.2.2.5 Whole chromosome painting (FISH)

Die Anfarbung ganzer Chromosoms in der Metaphase wurde mittels WCP-Sonden
(whole chromosome painting) durchgefihrt. Diese erfolgt nach Abschluss der
Hybridisierung und der Auswertung mit lokusspezifischen Sonden (siehe dazu
Kapitel 2.2.2.3). Hier sind nun die entsprechenden Schritte des whole chromosome

paintings aufgefuhrt:

1. Schritt: Nach Auswertung der Interphasen unter dem Mikroskop wird das
Deckglas vom Praparat entfernt und 10 min. in 2xSSC 0,1% Triton-X 100 Losung

gestellt. Danach wird das Praparat luftgetrocknet.

2. Schritt: Der zu hybridisierende Objekttrager wird in einer aufsteigenden
Alkoholreihe fur je 1 min dehydriert (70%, 80%, 90%, 100% iges Ethanol).
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3. Schritt: Nun wird mit einer Pipette 10l WCP-Sonde (7ul Puffer, 2ul Wasser, 1ul
Sonde) entsprechend der zu untersuchenden Chromosomen auf die markierte Stelle

des Objekttragers aufgetragen.

4. Schritt: Das Praparat wird nun zusammen mit einem feuchten Streifen in den
Hybrite eingelegt, bei 70°C denaturiert und anschliel3end bei 37°C flr mindestens 12
Stunden hybridisiert.

5. Schritt: entsprechend Kapitel 2.2.2.3. 5.

2.2.2.6 Auswertung

(Vergleiche Kapitel 2.2.2.4)

Die relevanten Metaphasen kdnnen durch die genau dokumentierte Lokalisation auf
dem Objekttrager durch vorangegangene Speicherung mit dem ISIS-Metasystem,

wieder aufgefunden werden.
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3. Ergebnisse

3.1 Ergebnisse der Chromosomenanalyse in Kombination mit FISH bei 77
Patientenproben mit AML mit t(8;21)/AML1-ETO

Es wurden Knochenmark- und/oder Blutproben von 77 Patientenproben mit AML mit
t(8;21)/AML1-ETO mit Hilfe der FISH-Technik bezilglich méglicher Deletion in der
Bruchpunktregion der Translokation untersucht. Das Material war bis auf zwei
Ausnahmen zum Zeitpunkt der Erstdiagnose entnommen worden. Tabelle 3 zeigt
Alter der Patienten, die Diagnose, den Zeitpunkt der Untersuchung (Erstdiagnose,
Verlauf, Rezidiv) und den Karyotyp. In den folgenden Abschnitten sollen auflerdem

Falle mit Besonderheiten des Karyotyps genetisch weiter charakterisiert werden.
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Tabelle 3: Alter, Diagnose, Untersuchungszeitpunkt, Karyotyp von 77 Patienten mit AML mit t(8;21) (m: male; f. female; ZP:
Untersuchungszeitpunkt; ED: Erstdiagnose; V: Verlauf; R: Rezidiv; CTX: Chemotherapie)

Patient |Geschlecht |Alter |Diagnose ZP  |Karyotyp
1 m 76 AML ED |46,XY,1(8;21)(q22;922) [1],45, X,-Y,1(8;21)(q22;922) [1],
45, X,-Y,add(2)(935),1(8;21)(922;922) [18]
W 77  |AML ED 45, X,-X,1(8;21)(922;922),del(9)(922) [22]
w 5 t-AML, Z.n. PNET ED |46,XX,1(8;21)(q22;922) [1],
46,XX,1(8;21)(922;922),del(9)(922) [9],46,XX [13]
4 w 78  [t-AML, Z.n. Magen-Ca ED |46,XX,1(8;21)(q22;922),del(9)(q22) [15]
5 w 79  |AML M2 ED |45,X,-X,1(8;21)(922;922) [19]
6 m 7 AML M2 ED |46,XY,1(8;21)(q22;922) [21]
7 W 65 |AML M2 ED 46,XX,1(8;18;21)(922;p11;922) [25]
8 W 34 |AML ED 46,XX,add(7)(q32),t(8;21)(q22;922) [16],46,XX [1]
9 w 61 t-AML M2, Z.n. Radiatio ED |46,XX,1(8;21)(q22;922)[4],45,X,-X,1(8;21)(q22;922)
und CTX bei Mamma-Ca [13],46,XX,1(8;21)(q22;922),del(9)(q22) [2],46,XX [2]
10 m 2 AML M2 ED |45,X,-Y,1(8;21)(922;922) [20]
11 m 53 |AML M1 ED |47,XY,1(8;21)(922;922),del(9)(q22),+del(9)(q22) [18],46,XY [2]
12 m 80 |AML M2 ED 45,X,-Y,1(8;21)(922;922),t(11;16)(913;p13.1) [23],46,XY [6]
13 w 46  |AML M2 ED 45X,-X,1(8;21)(922;922) [20]
14 m 19 |JAML ED |45,X,-Y,t(8;21)(922;922) [20]
15 m 31 AML M2 ED 145,X,-Y,t(8;21)(922;922) [20]




Ergebnisse

28

Patient |Geschlecht |Alter |Diagnose ZP  |[Karyotyp

16 w 20 |AML ED |46,XX,1(5;14)(p13;911)c,1(8;21)(922;922) [19],
46,XX,1(5;14)(p13;911)c [1]

17 m 48 |AML M2 ED 46,XY,1(8;21)(922;922) [18],46,XY [2]

18 m 43  |AML M2 ED 46,XY,1(8;21)(922;922) [19],46,XY [1]

19 w 39 |AML M2 ED |46,XX,1(8;21)(922;922) [1],
45,X,-X,1(8;21)(922;922),del(9)(922) [2]

20 w 41 AML M2 ED |46,XX,1(8;21)(922;922) [1],
46,XX,1(8;21)(922;922),del(9)(q22) [14],
45,X,-X,1(8;21)(q22;922),del(9)(q22) [4],46,XX [1]

21 m 8 AML ED |46,X,-Y,+8,1(8;21)(922;922),t(15;20)(q15;p13) [15],46,XY [5]

22 W 27  |AML M2 ED  45X,-X,1(8;21)(922;922) [20]

23 w 42 AML M2 ED 46,XX,1(8;21)(922;922) [12],45,X,-X,1(8;21)(922;922) [3],
46,XX,1(8;21)(922;922),del(9)(q22q34) [3],46,XX [2]

24 W 24  |AML M2 ED  45X,-X,1(8;21)(922;922) [25]

25 m 64 |AML M2 ED |46,XY,1(8;21)(922;922) [18],46,XY [2]

26 w 44  |AML M2 ED |46,XX,1(8;21)(922;922) [16],46,XX [4]

27 m 9 AML M2 ED |46,XY,1(8;21)(922;922) [8],45,X,-Y,1(8;21)(q22;922) [11],
46,XY [1]

28 m 70  |AML M2 ED  46,XY,1(8;21)(q22;922) [25]

29 m 63 |AML ED  45,X,-Y,1(8;21)(922;922) [20]
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Patient |Geschlecht |Alter |Diagnose ZP  |[Karyotyp

30 w 62 |AML M2 ED |46,XX,1(8;21)(922;922) [1],47,XX,+8,1(8;21)(q22;922)
[2],47 ,XX,+8,1(8;21)(922;922),del(9)(922) [13]

31 w 66 |AML M2 ED |45,X,-X,1(8;21)(922;922) [10],
45,X,-X,1(8;21)(q22;922),del(9)(q13) [8],46,XX [2]

32 m 3 AML M2 ED |45,X,-Y,1(8;21)(922;922) [20]

33 m 52  |AML M2 ED  46,XY,1(8;21)(922;922) [11]

34 m 30  |AML M2 ED 46,XY,1(8;21)(q22;922),del(9)(q22) [18],46,XY [2]

35 w 50 |AML M2 ED  46,XX,1(8;21)(q22;922) [20]

36 m 67 |AML M2 ED |46,XY,1(8;21)(922;922) [19],46,XY [1]

37 W 59 |AML M2 ED  |46,XX,1(8;21)(922;922) [20]

38 m 35 |AML M2 ED |46,XY,1(8;21)(922;922),del(9)(922) [20]

39 m 68 |AML M2 ED |46,XY,1(8;21)(q22;922) [1],
46,XY,1(8;21)(922;922),del(9)(q22) [12],
45,X,-Y,1(8;21)(922;922),del(9)(922) [4]

40 m 28 |AML M2 ED |45X,-Y,1(8;21)(922;922) [16],46,X,-Y,+4,1(8;21)(922;922) [3],
46,XY [1]

41 m 54  |\AML M2 ED |46,XY,1(8;21)(q22;922) [4], 45,X,-Y,1(8;21)(922;922) [4],
46,X,-Y,+8,t(8;21)(922;922) [12]

42 w 29 |AML M2 ED  |46,XX,1(8;21)(922;922) [20]

43 m 37 [t-AML M2, Z.n. Colon-Ca, [ED |45,X,-Y,1(8;21)(922;922) [20]

Z.n. M. Hodgkin
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Patient |Geschlecht |Alter |Diagnose ZP  |[Karyotyp

44 m 23  |AML M2 ED |45,X,-Y,1(8;21)(922;922) [20]

45 w 40 |JAML M2 ED  |45,X,-X,1(8;17;21)(922;925;922) [7], 46,XX [1]

46 m 17  |AML M2 ED |46,XY,1(8;21)(922;922) [4], 45,X,-Y,1(8;21)(922;922) [11],
46,XY [1]

47 W 36 |AML M2 ED 46,XX,1(8;21)(922;922) [19], 46,XX [1]

48 m 60 |AML M2 ED |45X,-Y,1(8;21)(922;q22) [1],
45,X,-Y,1(8;21)(922;922),del(9)(922) [19]

49 w 6 AML M2 ED |46,XX,1(8;21)(922;922) [6],45,X,-X,1(8;21)(q22;922) [10],
45,X,-X,t(8;21)(922;922),del(9)(922) [4]

50 m 26 |AML M2 ED |45,X,-Y,1(8;21)(922;922) [20]

51 m 25 |AML M2 ED 46,X,-Y,1(8;21)(922;922),+der(21)t(8;21)(922;922).

52 m 11 AML M2 ED |45,X,-Y,1(8;21)(922;922) [20]

53 m 56 |AML M4 ED  47,XY,+8,1(8;21)(922;922) [15]

54 m 15  |JAML M2 ED  45,X,-Y,1(8;21)(922;922) [18], 46,XY [2]

55 m 4 AML M2 ED  45,X,-Y,1(8;21)(922;922) [20]

56 m 49  |JAML M2, DysG ED  |46,XY,1(8;21)(q22;922) [20]

57 m 81 AML M2 ED 146,X,-Y,+8,der(9)t(9;13)(q34;q14),ins(21,8)(922;922924) [20]
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Patient |Geschlecht |Alter |Diagnose ZP  |[Karyotyp

58 m 21 AML M2 ED 46,XY,1(8;21)(q22;922) [9], 45,X,-Y,1(8;21)(q22;922) [6]

59 W 59 Rezidiv der AML, jetzt M1 [1.R  46,XX,del(7)(922932),1(8;21)(q22;922) [6],46,XX,der(1)t(1;15)
(p36;022),1(8;21)(922;922),4(10;18)(922;912) [10],
46,XX,inv(1)(p35921),t(1;7)(p34;935),1(8;21)(922;922 )[2],46,XX,
t(5;17)(q22;p13),del(6)(923),4(8;21)(922;922),
dup(15)(q11926),der(16)t(5;16)(?;p13.1) [2]

60 m 69 |AML M2 ED 45,X,-Y,1(8;21)(922;922) [19], 46,XY [1]

61 W 18  |AML M1, Grenzbefund M2 |ED  145,X,-X,t(8;21)(922;922) [10]

62 m 32 t-AML M2 nach Glioblastom |[ED  46,XY,1(8;21)(q22;922) [6], 46,XY [14]

63 m 55 |AML M2 ED |46,XY,1(8;21)(q22;922) [5], 45,X,-Y,1(8;21)(q22;922) [10],
46,XY [5]

64 W 36  |AML M2 \ 46,XX,1(8;21)(922;922) [9], 46,XX [11]

65 m 57 |AML M2 ED |46,XY,1(8;20;21)(922;911;922),del(9)(q22)[10],
45,X,-Y,1(8;20;21)(922;911;922),del(9)(922)[9],46,XY [2]

66 m 47  |AML M2 ED 45,X,-Y,1(8;21)(922;922) [19], 46,XY [2]

67 m 72 |AML M2 ED 47,XY,+8,1(8;21)(922;922) [10], 46,XY [10]

68 W 22 AML ED 46,XX,1(8;21)(922;922) [5]

69 m 74  \AML M2 ED |45,X,-Y,1(8;21)(q22;922) [6], 45,idem,del(9)(q13932) [2],
46,idem,del(9)(913q32),+del(9)(913932) [6],46,XY [7]

70 m 83 AML M2 ED 45,X,-Y,1(8;21)(922;922) [23]

71 W 84 |AML M2 ED 46,XX,1(8;21)(q22;922) [19], 46,XX [1]
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Patient |Geschlecht |Alter |Diagnose ZP  |[Karyotyp

72 m 51 AML ED |92, XXYY,1(8;21)(922;922)x2[3], 46,XY,1(8;21)(922;922) [17]

73 w 81 AML M2 ED |46,XX,der(8)t(8;21)(922;922),del(9)(g22),der(21)t(8;21)(q22;q22)
ins(21;9)(922;922q34) [10],- 46,XX [11]

74 m 32  AML ED |46,X,-Y,+6,1(8;21)(922;922) [21]

75 m 15  JAML ED  45,X,-Y,1(8;21)(922;922) [20]

76 m 23  |AML M2 ED  45,X,-Y,1(8;21)(922;922) [15]

77 m 52  \AML M2 ED 45,X,-Y,1(8;11;21)(q22;p15;922) [20]
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3.2 Patienten mit Trisomie 8

32 von 77 Patienten (42%) hatten eine isolierte 1(8;21). Bei 7 von 77 Patienten (9%)
fand sich zusatzlich zur t(8;21) eine Trisomie 8. Diese konnte in allen Fallen durch
die FISH-Untersuchung bestatigt werden, welche dann jeweils ein zusatzliches

oranges Signal zeigte (Tabelle 4).

Tabelle 4: Ubersicht (iber 8 Patienten mit t(8;21) und +8

Patient |Geschlecht |Alter |Diagnose |Karyotyp

21 m 8 |AML 46,X,Y,+8,1(8;21)(q22:922),
t(15;20)(q15:p13) [15], 46,XY [5]

30 w 62 |AML2 46,XX,1(8;21)(922:922) [1],
47 XX,+8,1(8:21)(q22;922) [2],
47 XX,+8,1(8;:21)(922;922),
del(9)(g22) [13]

41 m 54 |AMLM2  |46,XY,1(8:21)(q22;q22) [4],
45X,-Y,(8;21)(q22;922) [4],
46,X,-Y,+8,1(8:21)(922;922) [12]

51 w 25 |AMLM2  46,X,Y,(8;21)(q22;q22),+der(21)t(8;21)
(922;922).

53 m 56 |AMLM4 |47 XY,+8,1(8;21)(q22;q922) [15]

57 m 81 |AMLM2  [46,X,Y,+8,der(9)t(9;13)(q34;q14),
ins(21;8)(q22;q22q24) [20]

67 m 72 |AMLM2  |47,XY,+8,4(8;21)(q22;922) [10],
46,XY [10]

Patient Nr. 21:

Karyotyp: 46,X,Y,+8,1(8;21)(922;922),t(15;20)(q15;p13) [15], 46,XY [5]

Auswertung: 90 von 97 Interphasen (93%) zeigten ein grunes, zwei orange, und
zwei gelbe Signale (1G202Y). Dies bestatigte die Translokation t(8;21) mit einem
numerischen Zugewinn von Chromosom 8. Vier Zellen (4%) zeigten ein grunes, ein
oranges, sowie zwei gelbe Fusionssignale (1G102Y), somit die t(8;21) ohne
Nachweis der Trisomie 8. Drei Zellen (3%) zeigten die Konstellation zwei grine und
zwei orange Signale (2G20) ohne Nachweis einer Translokation, also die normale

Signalkonstellation.
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Patient Nr. 30:

Karotyp: 46,XX,t(8;21)(922;922) [1], 47,XX,+8,1(8;21)(q22;922) [2],
47,XX,+8,1(8;21)(922;922), del(9)(q22) [13]

Auswertung: Ausgezahlt wurden 97 Interphasen, wobei sich sich in 93 Fallen (96%)
die Signalkonstellation ein grines, zwei orange und zwei gelbe Signale (1G202Y)
zeigte, einer t(8;21) mit Trisomie 8 entsprechend. Vier Interphasen (4%) zeigten ein
grunes, ein oranges und zwei gelbe Fusionssignale (1G101Y), gemal der (8;21)

ohne zusatzliche Aberrationen.

Patient Nr. 41:

Karyotyp: 46,XY,1(8;21)(q22;q22) [4], 45,X,-Y,1(8;21)(922;922) [4],
46,X,-Y,+8,1(8;21)(922;922) [12]

Auswertung: Ausgezahlt wurden 103 Interphasen. Dabei fand sich in 94 Fallen
(91%) die Konstellation ein grunes, zwei orange und zwei gelbe Signale (1G202Y),
entsprechend t(8;21) mit Trisomie 8. Des weiteren fanden sich vier Interphasen (4%)
mit zwei grinen und zwei orangen Signalen (2G20), somit ohne Translokation.
Aulerdem fanden sich funf Interphasen mit Translokation t(8;21) (1G102Y).

Patient Nr. 51:

Karyotyp: 46,X,-Y,1(8;21)(922;922),+der(21)t(8;21)(q22;922).

Auswertung: Es fanden sich in 96 von 108 Interphasen (89%) die
Signalkonstellation ein grunes, ein oranges und zwei gelbe Signale (1G102Y),
entsprechend der (8;21). 12 Zellen (11%) zeigten die Konstellation ein grunes, ein
oranges und drei gelbe Signale (1G103Y). Im WCP-Painting zeigte sich ein
zusatzliches derivatives Chromosom 21. Somit entsprach dies dem Karyotyp 46,X,-
Y,1(8;21)(922;q22),+der(21)(8;21)(q22;922).

Patient Nr. 53:

Karyotyp: 47,XY,+8,1(8;21)(q22;922) [15]

Auswertung:

Es zeigte sich in 93 von 102 untersuchten Interphasekernen (91%) die Konstellation
ein grines, zwei rote, und zwei gelbe Signale (1G202Y), entsprechend einer t(8;21)
mit zusatzlicher Trisomie 8. In neun Fallen (9%) entsprach der Befund einer {(8;21)

mit einem grunen, einem orangen, und zwei gelben Signalen (1G102Y).
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Patient Nr. 57:

Karyotyp: 46,X,Y,+8,der(9)t(9;13)(q34;914), ins(21;8)(922;q22q24) [20]
Auswertung: Von 91 Interphasekernen zeigte sich in 84 Fallen (92%) ein grines,
drei orange und ein gelbes Signal (1G301Y), entsprechend der t(8;21) mit Trisomie
8. In sieben Zellen (8%) konnte keine Translokation nachgewiesen werden, hier

fanden sich zwei griine und zwei gelbe Signale (2G2Y).

Patient Nr. 67:

Karyotyp: 47,XY,+8,1(8;21)(922;922) [10], 46,XY [10]

Auswertung: Es wurden 118 Interphasen untersucht. In 90 Fallen (76%) zeigte sich
mit der Konstellation ein grunes, zwei orange und zwei gelbe Signale (1G202Y), die
t(8;21) mit zusatzlicher Trisomie 8. In 20 Fallen (17%) zeigte sich keine Translokation
mit zwei grinen und zwei orangen Signalen (2G20). In acht Fallen (7%) konnte die

Translokation t(8;21) nachgewiesen werden (1G102Y).

3.3 Insertion ins(21;8)(q22;922q24)

Einer der Patienten zeigte eine Insertion ins(21;8). Dies soll naher beschrieben

werden:

Patient 57:

Karyotyp: 46,X,-Y,+8,der(9)t(9;13)(q34;914), ins(21;8)(922;922q24) [20]
Auswertung: Bei sieben von 91 Interphasekernen (8%) war in der IP-FISH-Analyse
keine Translokation t(8;21) zu finden, 84 Kerne (92%) zeigten jedoch die
Konstellation ein grunes, drei orange und ein gelbes Signal (1G301Y). Die Painting-
Untersuchung zeigte eine Trisomie des Chromosoms 8 und eine Insertion durch den
Chromosomenabschnitt 8g22-q24 in das Chromosom 21q22

(siehe Anhang, Abb. 5a - d).
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3.4  Verlust eines Kolokalisationssignals

Bei sieben von 77 Patientenproben fand sich eine ungewdhnliche Signalkonstellation
(9%) mit dem Verlust eines Kolokalisationssignals. In vier Fallen, d.h. in 5% aller
Patienten, liel3 sich dies auf submikroskopische Deletionen zurtckfuhren, in drei
Fallen (4%) auf variante Translokationen.

3.4.1 Submikroskopische Deletionen des ETO-Signals

Zunachst sollen die vier Patienten (5%) mit submikroskopischen Deletionen

beschrieben werden (Tabelle 4).

Tabelle 4: Patienten mit submikroskopischen Deletionen

Patient |Geschlecht |Alter [Diagnose |ZP |[Karyotyp

60 m 69 |AML M2 |ED |45,X,-Y,1(8;21)(q22;922) [19],
46,XY [1]

68 w 22 |AML ED |46,XX,1(8;21)(q22;q22)[5]

76 m 23 |AML M2 |ED |45,X,-Y,(8;21)(q22;q22)[15]

73 w 81 |AML M2 |ED |46,XX,der(8)t(8;21)(q22;q22),

del(9)(q22),der(21)(8;21)(q22:922)
ins(21:9)(q22:922q34) [10],
46,XX [11]

Patient Nr. 60:

Karyotyp: 45,X,-Y,1(8;21)(q22;q22) [19], 46,XY [1]

Auswertung: Bei der lokusspezifischen IP-FISH-Untersuchung zur Detektion von
t(8;21) zeigten sich in 94/101 (93%) Interphase-Nuklei ein Signalverlust des zweiten
gelben Signals mit der Konstellation ein oranges, zwei grune und ein gelbes Signal
(102G1Y). In 7/101 Zellen (7%) der Zellen zeigte sich eine normale
Signalkonstellation (2G20) ohne Nachweis der Translokation. Anhand von WCP-
FISH far die Chromosomen 8 und 21 wurde die Translokation t(8;21) bestatigt (Abb.
2a, b, e).
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Patient Nr. 68:

Karyotyp: 46,XX,1(8;21)(q22;q22)[5]

Auswertung: Wie bei Patient Nr. 60 zeigte sich mit IP-FISH ein Verlust des zweiten
gelben Signals. Von ausgewerteten 75 Interphase-Kernen waren 65 betroffen (87%).
Auch hier liel3 sich die t(8;21) mit WCP bestatigen.

Patient Nr. 76:

Karyotyp: 45,X,-Y,1(8;21)(922;922)[15]

Auswertung: Bei 80 von 100 Interphase-Kernen (80%) zeigte sich eine Deletion des
ETO-Signals. WCP-FISH zeigte das Kolokalisationssignal auf der(8) (Abb. 2b, c).

Patient Nr. 73:

Karyotyp: 46,XX,der(8)t(8;21)(q22;q22),del(9)(q22),der(21)t(8;21)
(922;922)ins(21;9)(q22;q22q34) [10], 46,XX [11]

Auswertung: Bei diesem Fall handelt es sich um eine Deletion des ETO-Anteils auf
Chromosom 21qg+ mit zusatzlicher Insertion des Chromosomenstlicks 9922-q34 in
21g922. Es ergab sich die Konstellation zwei grine, zwei orange und ein gelbes
Signal (2G201Y). Die WCP-Hybridisierung von Chromosomen 9 (grun+orange), 21
(grin) und 8 (orange) zeigt die t(8;21) und bestatigte die Insertion (Abb. 4a, b, c, d).

3.4.2 Variante Translokationen mit Verlust eines ETO-Signals

In 4/77 Fallen fanden sich variante Translokationen (5%). Diese fUhrten in drei Fallen

(4%) zu dem Verlust eines ETO-Signals, bei einem Patienten (Nr. 65) war der

Bruchpunkt distal zum ETO-Gen, so dass beide ETO-Gene erhalten blieben.

Tabelle 5: Patienten mit varianten Translokationen und Verlust eines ETO-Signals

Patient |Geschlecht |Alter [Diagnose [ZP |[Karyotyp

7 w 65 |AML M2 |ED |46,XX,t(8:18;21)(g22;p11;g22) [25]
45 w 40 |AML M2 |ED 145,X,-X,t(8:17:21)(q22:925:922) [7],
46,XX [1]

76 m 52 |AMLM2  |ED |45,X,-Y,(8;11;21)(q22;p15;G22)[20]
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Patient Nr. 7:

Karyotyp: 46,XX,1(8;18;21)(q22;p11;922) [25]

Auswertung: 11/102 Interphase-Kerne (11%) waren ohne Nachweis der
Translokation t(8;21). 91/102 (89%) zeigten die Konstellation eines grinen, zwei
oranger und eines gelben Signals (1G201Y).

In Kombination mit der Zytogenetik bzw. durch die Darstellung einer Metaphase im
IP-FISH-Praparat handelte es sich hier um eine variante Translokation. Diese
resultiert aus zwei Translokationsschritten: Nach der Translokation der
Chromosomen 8 und 21 findet eine weitere Translokation zwischen Chromosom 21
und 18p11 statt. Dadurch transloziert der ETO-Anteil von Chromosom 21 auf
Chromosom 18 (Abb. 3a, b).

Patient Nr. 45:

Karyotyp: 45,X,-X,1(8;17;21)(922;925;q22) [7], 46,XX [1]

Auswertung: Auch hier findet nach Translokation t(8;21) eine weitere Translokation
statt, die den ETO-Anteil auf ein drittes, in diesem Fall Chromosom 17, transloziert.
4/90 Interphasen (4%) zeigten keine Translokation. 86/90 (96%) wiesen die
Konstellation zwei griine, zwei orange und ein gelbes Signal auf (2G201Y). WCP-

FISH bestatigte eine variante Drei-Wege-Translokation (Abb. 3b, c).

Patient Nr. 76:

Karyotyp: 45,X,-Y,1(8;11;21)(q22;p15;922)[20]

Auswertung: Bei 93 von 100 Interphasekernen (93%) fand sich die
Signalkonstellation zwei griine, zwei orange und ein gelbes Signal (2G201Y). Die
WCP-Hybridisierung bestatigte eine Drei-Wege-Translokation mit den Chromosomen
8, 11 und 21. Das AML1-ETO-Rearrangement befand sich auf Chromosom 8, der
ETO-Anteil translozierte von Chromosom 21922 auf das Chromosom 11p15 (Abb.
3b).
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3.5 Variante Translokation mit Bruchpunkt distal des ETO-Gens

Bei einem Patienten (Nr. 65) fand sich eine variante Translokation mit einem
Bruchpunkt distal des ETO-Gens.

Patient Nr. 65:

Karyotyp: 46,XY,1(8;20;21)(q22;911;922),del(9)(q22) [10],
45,X,Y,1(8;20;21)(922;911;922),del(9)(q22) [9],46,XY [2]

Auswertung: Bei 90 von 99 IP- Kernen (91%) fand sich die Signalkonstellation ein
grunes, ein oranges und zwei gelbe Signale (1G102Y). Die Translokation der
Chromosomen 20qg11 und 21g22 erfolgte distal oder proximal des AMLT1-ETO
Fusionsgens. Durch eine Painting-Untersuchung der Chromosomen 20 und 21
konnte geklart werden, dass sich das Fusionssignal auf Chromosom 21 befand, die
sekundare Translokation also folglich distal des AML7-ETO-Fusionsgens stattfinden
musste. In der WCP-Untersuchung der Chromosomen 8, 20 und 21 zeigte sich ein

Stick des Chromosoms auf Chromosom 20 (siehe Anhang, Abb. 6a, b).
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4. Diskussion

Reziproke Translokationen mit der Folge pathologischer Genfusionen sind ein
haufiger Mechanismus bei der AML.

Am haufigsten sind die t(8;21)/AML1-ETO, die t(15;17)/PML-RARA, die
inv(16)/CBFB-MYH11, die mit einer relativ guten Prognose einhergehen, sowie die
11923/MLL-rearrangements, welche prognostisch sehr ungunstig sind und haufig in
Verbindung mit fritherer Chemo- und Strahlentherapie stehen (Schoch et al. 2003).
Diese Subentitaten reprasentieren die erste Hierarchie der WHO-Klassifikation der
AML (Jaffe et al. 2001).

Die t(8;21)/AML1-ETO zeigt bei der AML eine Inzidenz von 6-12% aller Falle und
damit die hochste Frequenz unter all diesen genannten reziproken Rearrangements.
Sie gehort mit der inv(16)/CBFB-MYH11 zu den so genannten CBF-Leukamien,
welche durch Interaktion mit dem CBF-AML1-Komplex mit der Transkription
interferieren. Dieser Komplex besteht aus den CBFA- and CBFB-[1Proteinen, welche
durch die AML1- und CBFB-Gene kodiert werden.

Bei der 1(8;21) kommt es zur Fusion des AML1-Gens (bzw. CBFA) auf 21922 mit
dem ETO-Gen auf 8g22, wodurch die Bildung eines AML1-ETO-Fusionsproteins
induziert wird. Dadurch wird zum einen die Bildung des normalen core binding factor-
Komplexes verhindert. Ferner fungiert das chimare AML1-ETO-Protein als
dominanter Inhibitor der Aktivierung der Transkription durch das AML1-CBFA-
Wildtypprotein. Als Resultat der Genfusion wird also die Transkription supprimiert
(Kundu et al. 2002).

Die hohe Koinzidenzrate von Mutationen in der Klasse-lll-Rezeptortyrosinkinase KIT
mit 1(8;21)(q22;922)/AML1-ETO spricht dafur, dass beide Mutationen in der
Leukdmogenese kooperieren. Es konnte ferner gezeigt werden, dass KI/T-Mutationen
einen ungunstigen prognostischen Einfluss in der Subgruppe mit AML1-ETO haben
(Kuchenbauer 2006; Paschka et al. 2006; Schnittger et al. 2006; Shimada et al.
2006).

Ein selteneres Beispiel fur eine CBF-Leukamie mit Involvierung des AML1-Gens wird
durch die 1(3;21)(q26;922) mit dem Fusionstranskript AML1-EVI reprasentiert, welche
selten bei de-novo-AML, haufiger aber im Zusammenhang mit einer Induktion durch

Chemo- und Strahlentherapie gefunden wird. Ferner lie® sich diese Translokation als
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Zusatzaberration bei Blastenkrisen einer CML nachweisen (lzutsu et al. 2002; Mitani
2004). Die t(3;21) ist prognostisch unglnstig im Gegensatz zur t(8;21).

Die 1(8;21) kann bereits vorgeburtlich entstehen. Dies wurde durch die retrospektive
Untersuchung von Guthriekarten von Kindern, die im Alter von wenigen Jahren eine
AML mit t(8;21) entwickelt hatten, bei denen sich retrospektiv das entsprechende
AML1-ETO-Fusionstranskript bereits zum Zeitpunkt der Geburt nachweisen liel3,
festgestellt (Wiemels et al. 2002). Ahnliches wurde auch bei anderen akuten
Leukamien mit reziproken Fusionstranskripten belegt, und zwar vor allem bei akuten
lymphatischen Leukamien der B-Reihe und auch der T-Reihe (Fasching et al. 2000;
McHale et al. 2003). Die lange Latenzzeit bis zum Leukamieausbruch — bei einigen
dieser Patienten mehr als zehn Jahre — ist ein Hinweis darauf, dass zusatzliche
genetische Ereignisse notwendig sind, um eine Leukamie schlieRlich zu induzieren
(Wiemels et al. 2002). Dies wird auch durch die Tatsache unterstutzt, dass sich
AML1-ETO-Genfusionen 100x haufiger bei Neugeborenen nachweisen lassen, als
das entsprechende Risiko betragt, irgendwann im spateren Leben eine AML mit
t(8;21) zu entwickeln (Mori et al. 2002). Die t(8;21) mag also ein gutes Beispiel flr
eine Mutation sein, welche in der Mutations-Sequenz in der der AML-Entwicklung an
initialer Stelle steht.

Die Prognose von Patienten mit t(8;21) ist im allgemeinen gut. 90%-98% der
Patienten zeigen eine komplette Remission nach Therapie; ca. 60% der Patienten
zeigen disease-free-survival nach 2 Jahren (Haferlach et al. 1996; Grimwade et al.
1998). Dennoch ware eine Kenntnis weiterer prognostischer Faktoren
wulnschenswert, um eine detaillierter Einstufung auch innerhalb dieser Subgruppe
vornehmen zu konnen.

Zum einen lasst sich diese durch eine Analyse der Zusatzaberrationen erreichen.
Beispielsweise scheint der Verlust eines Geschlechtschromosoms mit einer
besseren Prognose zu korrelieren (Haferlach et al. 1996).

Eine weitere Mdglichkeit, die Subgruppe mit t(8;21) zu charakterisieren, ergibt sich
durch die Analyse der AML1-ETO-Bruchpunktregion.

Bei ca. 9% aller CML- und auch der Philadelphia-positiven ALL-Falle lieen sich
submikroskopische Deletionen im Bereich der BCR-ABL-Bruchpunktregion
nachweisen, welche zumindest bei der CML mit einer schlechteren Prognose

assoziiert waren. Diese Deletionen betrafen sowohl die 5’ABL-Region, mit einer
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variablen GroRe von 400 KB bis zu 1.3 MB als auch die 3'BCR-Region mit
Deletionen zwischen wenigen KB bis zu einer MB (Kolomietz 2001).

Die Bedeutung dieses Phanomens ist noch nicht geklart. Moglicherweise ist die
verschlechterte Prognose bei Patienten mit Deletionen bei einer CML auf den Verlust
von Tumorsuppressorgenen zurlckzufuhren. Die limitierte Zahl bisher analysierter

Falle gestaltet definitive Aussagen jedoch noch problematisch (Specchia et al. 2003).

Auch bei der AML mit (inv16)(p13g22), welche mit der t(8;21) zu den haufigsten
CBF-Leukamien zahlt, wurden charakteristische Deletionen von einer GrolRRe
zwischen 150 und 350 KB in der Bruchpunktregion beschrieben. Durch die
inv(16)(p13922) entstehen 2zwei Fusionsgene: 5°-CBFB/MYH11-3° und 5°'-
MYH11/CBFB-3° auf dem Chromosomenabschnitt 16q. Die beschriebenen
Deletionen betrafen die 5°-Region des MYH11-Genabschnittes oder proximale
Regionen. Das 5°-CBFB/MYH11-3'-Fusionsgen war hingegen bei allen bislang
untersuchten Patienten intakt. Die Frage einer eventuellen prognostischen
Bedeutung dieser Deletionen wird derzeit noch diskutiert (Kuss et al. 1996, Martinet
et al. 1997, Marlton et al. 1995).

Ziel dieser Arbeit war es, die Inzidenz von submikroskopischen Deletionen bei AML
mit  1(8;21)(q22;922)/AML1-ETO zu klaren und diese Deletionen besser zu
charakterisieren. Insgesamt untersuchten wir 77 Patienten mit einer AML mit t(8;21)
mit Hilfe der Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) und fanden dabei eine
Frequenz von 5% submikroskopischen Deletionen (4/77). Die Deletion betraf in allen
Fallen den 5°Anteil von ETO. In einem der vier Falle von 5’'ETO-Deletionen fand sich
zusatzlich eine Insertion von Material des langen Arms von Chromosom 9 in 21q
statt. Die klinische Bedeutung der submikroskopischen Deletionen bei der t(8;21)
kann bislang noch nicht abgeschatzt werden, da entsprechende grofRere
Verlaufsstudien fehlen. In einer Untersuchung an Patienten mit einer Deletion des
5'ETO-Anteils bei t(8;21) zeigte sich in vier von sechs Fallen vier Jahre nach
Therapiebeginn eine stabile Remission (Godon et al. 2002). Aufgrund der geringen
Inzidenz submikroskopischer Deletionen werden nur Multicenterstudien oder

Metaanalysen die Frage einer prognostischen Bedeutung klaren konnen.
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Ferner fanden wir eine Inzidenz von 5% (4/77) varianter Translokationen. Diese
fUhrten in drei von vier Fallen zu einem Verlust eines ETO-Signals, welche durch die
Translokation von 5 ETO auf das dritte Partnerchromosom im Sinne einer Drei-
Wege-Translokation bedingt war. Der 5 -Anteil des ETO-Gens war hier also nicht
deletiert, sondern auf ein drittes Partnerchromosom transloziert. Im Detail fanden wir
die varianten Translokationen (8;18;21)(q22;p11;922, t(8;17;21)(q22;925;922), und
t(8,11,21)(922,p15,922).

Die Aufklarung dieser komplexen Aberrationen war nur moglich durch eine
Kombination von Chromsomenbanderungsanalyse, Interphase-FISH und whole
chromosome painting (WCP): Der 3’'ETO-Anteil des Chromosoms 8 fusioniert mit
dem 5 AML17-Anteil von Chromosom 21. Es kommt dabei zeitgleich oder
anschlieRend zu einer weiteren Translokation mit einem der genannten dritten
Partnerchromosomen am Bruchpunkt 21g22. Dies fuhrt dazu, dass der 5'ETO-Anteil
auf dieses dritte Chromosom transloziert. Das AML1-ETO-Fusionstranskript auf dem
Chromosom 8 bleibt erhalten.

Es werden zwei verschiedene Hypothesen zur Entstehung dieser komplexen
Varianten diskutiert, ein Ein-Stufen- und ein Zwei-Stufen-Modell. Das Ein-Stufen-
Modell geht davon aus, dass das komplexe Rearrangement ein einzelnes Ereignis
darstellt. Hierbei kommt es  zeitgleich zum  Bruch  verschiedener
Chromosomenregionen und anschlieend zu einer Fehlvereinigung der Bruchstlicke.
Das Zwei-Stufen-Modell impliziert hingegen, dass aus einer primaren {(8;21) durch
ein weiteres Ereignis ein komplexeres Rearrangement entsteht. Bei dieser Theorie
sollten dabei beide Zellklone aufzufinden sein, einer davon mit klassischer t(8;21).
Ferner wirde dies bedeuten, dass gleiche Genregionen aufeinander folgend bei
Translokationen beteiligt waren (Aurich et al 1997).

Bezlglich der prognostischen Bedeutung solcher varianten Translokationen bei
t(8;21) ist die Datenlage noch widersprichlich. In einigen Studien wurde ein
schlechtes Ansprechen auf die Therapie beschrieben (Ishida et al. 2002). Andere
Studien zeigten allerdings keine veranderte Prognose im Vergleich zur klassischen
Translokation (Ishida et al. 2002).

Bei einem weiteren Patienten mit einer varianten Translokation t(8;20;21) war der
Bruchpunkt distal von ETO gelegen; am ehesten im Sinne einer sekundaren
Translokation nach der t(8;21) mit dem Chromosom 20, wobei die Bruchpunktregion

distal der Region 8922 liegt und daher das Fusiontransskript vollstandig erhalten
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bleibt.

Ferner sind kryptische AML1-ETO-Rearrangements beschrieben worden, bei denen
es durch Rearrangements der Regionen 8922 und 21q22 zur Entstehung des AML1-
ETO-Fusionstransskripts kommt, welche aber mit der
Chromosomenbanderungsanalyse nicht entdeckt werden kdnnen. Die Haufigkeit liegt
bei AML-Patienten weit unter der klassischen Translokation. Diese entgehen ohne
RT-PCR oder FISH-Untersuchungen der Diagnosestellung. Nur die Kombination aus
klassischer Zytogenetik, FISH und RT-PCR kann bei Fallen, bei denen
zytomorphologisch der V.a. eine 1(8;21) geaullert wird, zur Detektion dieser Falle
verhelfen (Rowe et al. 2000).

Ferner fanden wir einen Fall mit einer Insertion von 8g22-g24 in die Region 21922,
welche Zu einem Rearrangement  von AML1-ETO  fuhrte (46,X,-
Y,+8,der(9)t(9;13)(q34;q14), ins(21;8)(q22;922924). Bei Insertionen wie in diesem
Fall kann von einem Ein-Stufen-Modell ausgegangen werden, da nur zwei
Bruchpunkte aufgedeckt wurden, einer in 21922 und ein weiterer in 8922 (Aurich et
al. 1997). Auf Grund der geringen Fallzahlen kdnnen keine Aussagen zur Prognose
getroffen werden.

Daneben sind AML1-ETO-Rearrangements auch bei Patienten mit ins(8;21)
beschrieben, welche aber seltener als die ins(21;8) sind (Specchia et al. 2004).
Generell werden derartige Insertionen sehr selten beschrieben, was aber auch
technisch bedingt sein konnte. Auch hier gilt die Empfehlung, bei Verdacht auf eine
Beteiligung der Genregionen 8922 und 21922 die Zytogenetik durch PCR- und FISH-
Untersuchungen zu erganzen (Gamerdinger et al. 2003). Nur so lassen sich diese

Veranderungen endgultig aufklaren.

Abschlieend soll noch auf die Trisomie 8 eingegangen werden, welche haufig als
Zusatzaberration zur t(8;21) auftritt. Die Trisomie 8 ftritt isoliert oder in Assoziation zu
anderen zytogenetischen Aberrationen auf. Sie ist die haufigste chromosomale
Aberration bei einer Vielzahl hamatologischer Erkrankungen, z.B. beim
myelodysplastischen Syndrom (MDS) und bei den chronischen myeloproliferativen
Erkrankungen (CMPD).

Trotz der hohen Inzidenz ist Uber den Pathomechanismus dieser chromosomalen

Aberration wenig bekannt (Paulsson et al. 2003). Im Rahmen einer Gen-Dosis-
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Hypothese ware es zu diskutieren, dass das Fortschreiten der Tumorerkrankung
negativ durch den numerischen Zugewinn beeinflusst werden koénnte, da einige
Studien eine schlechtere Prognose bei Patienten mit Tetrasomie 8 beschreiben
(Heller et al. 2003).
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5. Zusammenfassung

Die Translokation t(8;21)(q22;922)/AML1-ETO tritt in 7-12% aller AML-Falle bzw. bei
10-40 % aller FAB M2-Subtypen auf und ist mit einer glnstigen Prognose
vergesellschaftet. In den meisten Fallen kann die Translokation durch
Chromosomenbanderungsanalysen identifiziert werden. Kryptische AML1-ETO-
Rearrangements entstehen meist bei komplexen Translokationen, Inversionen oder

Insertionen und treten in ca. 4% der Falle auf.

Ziel dieser Arbeit war die weitere Aufklarung der Struktur der t(8;21) mittels einer
Kombination von Chromosomenbanderungsanalysen, Interphase-FISH und WCP-
FISH bei 77 Patienten mit t(8;21)/AML1-ETO. Dabei zeigte sich ein erheblicher Anteil
von Patienten mit chromosomalen Aberrationsmustern, welche nicht der
.Klassischen® 1(8;21) entsprachen: 5% der Patienten wiesen submikroskopische
Deletionen am ETO-Gen auf, und 5% zeigten variante Translokationen, in der
uberwiegenden Zahl in Folge von Drei-Schritt-Translokationen. Insertionen, welche in
einer AML1-ETO-Genfusion resultierten, fanden wir in weiteren 1%.

Die prognostische Bedeutung der submikroskopischen Deletionen und der varianten
Translokationen ist noch unklar. Jedoch ist es von grof3ter Bedeutung, alle Falle mit
einem Verdacht auf eine Involvierung der entsprechenden Bruchpunkte als Resultat
der zytomorphologischen oder der zytogenetischen Analysen sorgfaltig abzuklaren,
z.B. mittels einer Kombination Interphase-FISH bzw. WCP-FISH, erganzt durch RT-
PCR fur das entsprechende Fusionstranskript. Nattrlich kdnnen im Zweifelsfall auch
weitere Methoden hinzugezogen werden, z.B. 24-colour-FISH.

Nur durch sorgfaltige Aufklarung all dieser Falle bzw. der Evaluation des klinischen
Verlaufs dieser Patienten kann mehr Klarheit in die pathogenetische und
prognostische Bedeutung der Strukturvarianten der t(8;21) gebracht werden und die
Frage geklart werden, ob diese strukturellen Details kinftig bei therapeutischen

Fragestellungen bertcksichtigt werden sollen.
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6. Anhang:

Abb. 1a: IP-FISH Signalkonstellation mit LSI-Sonden fur ETO-Gen auf Chromosom
8 Spektrum orange und AML1-Gen Spektrum griin auf Chromosom 21.

Metaphase
AML1ETOD

Abb. 1b: FISH Signalkonstellation einer Metaphase zur Darstellung einer
Translokation t(8;21). Normales Chromosom 8 Orange, normales Chromosom 21

Grin und zwei gelbe Signale (grin+ orange) fur die Derivate 8 und 21.
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Abb. 1c: Schematische Darstellung der lokusspezifischen Sonden fur AML1 und

ETO (Firma Vysis).
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Abb. 1d: Die Translokation 1(8;21)(q22;922) graphisch dargestellt.
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ARL1ETO

Abb. 2a: IP- FISH zur Darstellung von 1(8;21)(922;922) mit Deletion des 5 ETO-

Anteils auf Chromosom 21 (Patient 1).
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Abb. 2b: Graphische Darstellung einer Translokation t(8;21)(q22;922) mit Deletion
der 5'Region des ETO-Gens (fehlen des roten Signals auf Derivat 21).
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der 21 Chr 21

Sonde: ANL-1-ETO

Abb. 2c: Signalkonstellation bei IP-FISH bei Patient mit (8;21)(922;922) in einer
Metaphase. Deletion des ETO-Anteils auf Chromosoms 21 (Patient 76).

painting BR,216

Abb. 2d: Whole-chromosome-painting der Chromosomen 8 und 21 in einer
Metaphase bei Translokation t(8;21) mit Deletion des ETO-Anteils (nicht sichtbar)
(Patient 76).
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Abb. 2e: WCP der Chromosomen 8 (Orange) und 21 (Grun) in einer Metaphase mit
Translokation t(8;21) und Deletion des ETO-Anteils (nicht sichtbar) (Patient 60).

* t(8:21)

Abb. 3a: Klassische Drei-Wege-Translokation der Chromosomen 8, 18 und 21. Der
5'ETO-Anteil befindet sich mehr auf Chromosom 21, sondern auf Chromosom 18
(Patient 7).
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Abb. 3b: Klassische Drei-Wege-Translokation am Beispiel der Translokation
1(8;11;21)(q22;p15;922), graphische Darstellung. Die erste Abbildung zeigt die
Translokation 1(8;21)(q22;922). Darauf folgend oder zeitgleich kommt es zur
Translokation der Chromosomen 11p15 und 2122 am selben Bruchpunkt. Der
5'ETO- Anteil wandert auf Chromosom 11.
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WCP Z21R+UWCP 17G+UCF BGR

Abb. 3c: (Patient 45): WCP der Chromosomen 21 (rot), 17 (grtin) und 8 (rot + grun)
zum Nachweis der Drei-Wege-Translokation 1(8;17;21)(q22;925;q22).

ARL 1 ETD

Abb. 4a: Patient 73 mit Deletion des S'ETO- Anteils auf Chromosom 21 mit
zusatzlicher Insertion des Chromosomensticks q22-q34 vom langen Arm des

Chromosoms 9. Hier gezeigt eine Metaphase bei IP-FISH.
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Abb. 4b: WCP der Chromosome n 9 (grun+ rot), 21 (grin) und 8 (rot). Es zeigen sich
die normen Chromosome 8 und 21, das Derivat 8 mit dem Fusionssignal AML1ETO
und ein normales Chromosom 9. Am Derivat 21 fehlt das rote ETO-Signal, hier ist

jedoch ein Stlick des Chromosoms 9 inseriert.
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chr.8 chr21

COmNDI

Abb. 4c: Graphische Darstellung: Deletion des 5’ ETO- Anteils auf Chromosom 21
und Insertion des Chromosomensticks g22-q34 des Chromosoms 9 in die Region

g22 des Chromosoms 21.
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Abb. 5a: IP-FISH bei einem Patienten mit Trisomie 8 und Insertion
(21;8)(022;922q24). Das AML1ETO-Fusionstransskript entsteht durch Insertion des
Chromosomensticks 22 bis g24 von Chromosom 8 in die Region q22 des
Chromosoms 21 (siehe 3.3) (Patient 57).

Abb. 5b: Metaphase FISH mit Trisomie 8 und Insertion (21;8)(q22;922924).
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Abb. 5¢c: WCP der Chromosomen 8 und 21 bei einem Patienten mit Trisomie 8 und

Insertion (21;8)(922;922924). Ein Fusionssignal entsteht auf Chromosom 21.

chr.8 chr.21 der.21 der.8

— I

Abb. 5d: Graphik der Insertion (21;8)(q22;922924). Das Chromosomenstlck g22 bis
g24 des langen Armes des Chromosoms 8 inseriert in die Region q22 des langen

Armes des Chromosoms 21, ein gelbes Fusionssignal entsteht.
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K01-0177
AML1ETO

Abb. 6a: IP-FISH einer Metaphase des Patienten mit varianter Drei-Wege-

Translokation der Chromosomen 8, 20, 21 (siehe 3.5).

oL ;1 Chr 20

der 20

B

-
der 8

Abb. 6b: WCP der Chromosomen 8 (rot + grtin), 20 (rot) und 21 (grun).
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