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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Das hamatopoetische System

Blut ist eine Korperflussigkeit, die sich aus unterschiedlichen Bestandteilen
zusammensetzt. Alle Komponenten Ubernehmen eine wichtige Funktion im Koérper. Das
Blut besteht etwa zur Halfte aus Plasma (ca. 55%), einer wassrigen Lésung, in der
Proteine, Salze, Hormone und Nahrstoffe geldst sind. Aul3erdem enthalt Blut etwa zu
45% zellulare Bestandteile, die je nach Funktion und Beschaffenheit unterschieden
werden in rote Blutkdrperchen (Erythrozyten), weie Blutkérperchen (Leukozyten) und
Blutplattchen (Thrombozyten) (Tab. 1.1). Durch die stetige Zirkulation des Blutes werden
Organe und Gewebe mit Sauerstoff und Nahrstoffen versorgt, Stoffwechsel- und
Abfallprodukte der Korperzellen zu ihren Ausscheidungsorten transportiert und die
Warmeregulation des Koérpers sichergestellt (Michl, 2010).

Tab. 1.1: Zellen des menschlichen Blutes

Zelltyp Funktion Zellzahl/uL Blut
Erythrozyten Sauerstofftransport 45 — 5,5x10°
Leukozyten 4,0 —11,0x10°
- Granulozyten unspezifische Immunabwehr
Neutrophile 2,5 — 7,5x10°
Eosinophile 0,4 — 4,0x10°
Basophile 0,1 — 1,0x10?
- Lymphozyten spezifische Immunabwehr 1,5 — 3,5x10°
- Monozyten unspezifische Immunabwehr 2,0 — 8,0x10°
Thrombozyten Blutgerinnung 3x10*

aus: Michl, 2010

Der Sauerstoff- und Kohlendioxidtransport erfolgt Uber die Erythrozyten, die mittels
Hamoglobin (,roter Blutfarbstoff‘) den Sauerstoff binden kénnen. Eine wichtige Aufgabe
kommt den Leukozyten als wesentlicher Bestandteil des Immunsystems zu; kérperfremde
Zellen, wie Bakterien, Viren oder Pilze werden erkannt und unschadlich gemacht. Dabei
lassen sich die Leukozyten je nach Aussehen und Funktion in 3 Gruppen einteilen:
Granulozyten, Lymphozyten und Monozyten (Tab. 1.1), wobei die Granulozyten und
Monozyten die unspezifische Immunabwehr bilden und die Lymphozyten an der
spezifischen Immunabwehr beteiligt sind. Die Thrombozyten haben eine wichtige Funktion
bei der Blutgerinnung; sie verschlieBen umgehend Verletzungen an den Wé&nden der

Blutgefalle, so dass die Blutung zum Stillstand kommt (Michl, 2010).
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Alle Blutzellen werden im Knochenmark unter Einfluss von Wachstumsfaktoren (u.a. SCF,
GM-CSF) und Zytokinen (u.a. IL-3, IL-6) gebildet; dieser Vorgang wird Hamatopoese
genannt. Das Knochenmark ist ein rotes, schwammartiges Gewebe, das die Hohlrdume
im Inneren der Knochen ausfillt. Dort entstehen durch spezifische Teilungs- und
Reifungsprozesse aus einer Blutstammzelle im Verlauf der Hamatopoese myeloische und
lymphatische Vorlauferzellen. Diese reifen im Knochenmark aus und werden als
funktionsfahige Zellen anschlief3end in die Blutbahn entlassen (Michl, 2010).

Kommt es aber, wie bei den Leukamien, zu einer Stérung der normalen Ausreifung der
Blutzellen im Knochenmark, sammeln sich unreife Vorlauferzellen (Blasten) oder
funktionsunféhige Blutzellen dort an und kdénnen im weiteren Verlauf der Erkrankung die
gesunden Zellen im Knochenmark verdrangen. In Abhangigkeit der beteiligten Zelltypen
werden die myeloischen von den lymphatischen Leukdmien unterschieden.

1.2 Myelodysplastische Syndrome

Myelodysplastische Syndrome (MDS) sind eine heterogene Gruppe klonaler
Erkrankungen der hamatopoetischen Stammzelle (HSZ), die durch inadaquate Reifungs-
und Teilungsprozesse der Blutstammzellen charakterisiert werden (Janssen et al.,
1989;Boultwood and Wainscoat, 2001;Weimar et al., 1994). Im Knochenmark der
Patienten wird eine verénderte Gesamtzahl der Zellen beobachtet, die je nach
Beeintrachtigung der Teilungsfunktion zu einer hohen (hyperzellularen), normalen oder
erniedrigten (hypozellularen) Zelldichte fuhrt. Ein charakteristisches Merkmal des MDS st
eine hochgradig abnorme Blutbildung im Knochenmark, wobei viele fehlgeformte
Zellelemente auftreten, die an normale Blutzellen erinnern, die aber vorzeitig zugrunde
gehen. Durch die gestorte Ausreifung der malignen HSZ kénnen die Knochenmark- und
Blutzellen ihre volle Funktion nicht mehr erfillen, so dass Fehlbildungen der Blutzellen
(Dysplasien) entlang einer oder mehrerer hAmatopoetischen Zellreihen auftreten (Bennett
et al., 1982;Aul et al., 1998).

Man geht gegenwartig davon aus, dass die gestdrte Hamatopoese beim MDS ein sog.
Mehrschrittprozess ist (Nolte and Hofmann, 2009), bei dem in frihen Stadien ein
verstarktes Absterben der Vorlauferzellen, der sog. programmierte Zelltod (Apoptose),
auftritt (Clark and Lampert, 1990;Parker et al., 1998;Raza et al., 1995) (Abb. 1.1 B). Im
nachsten Schritt geht den unreifen, mutierten Vorlauferzellen durch eine genetische
Progression die Fahigkeit zur Apoptose verloren, so dass im Knochenmark (KM) und im
Blut (PB) vermehrt unreife Blasten vorkommen (spéate Stadien). Steigt der Anteil der
Blasten auf tber 19% in PB und KM, geht das MDS in eine akute myeloische Leukamie
(AML) Uber (Abb. 1.1 C).
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Die Manifestation der myelodysplastischen Syndrome ist durch das Auftreten von
Zytopenien im Blut gekennzeichnet, d.h. die Anzahl fir einzelne (Unizytopenie) oder
mehrere (Panzytopenie) Zellreihen unterschreitet die jeweiligen Normwerte; siehe auch
Tab 1.1. Es kommt je nach Stadium der Erkrankung ebenfalls zu einem Anstieg der
unreifen, myeloischen Blasten im Knochenmark und einer Ausschwemmung ins Blut
(Heaney and Golde, 1999).

A HSZ B @ mutierte HSZ
BIiU—E CFU-GM CFU-Mega BFU-E CFU-GM CFU-Megal
v
v /N PN
v
Erythrozyten Neutrophile Monozyten Thrombozyten Erythrozyten Neutrophile Monozyten Thrombozyten
O 29 %8s ® 00
oed %o S0 0% i
C mutierte HSZ
A A0
p Z
SO COOHCSH
BFU-E CFU-GM CFU-Mega|

A

Erythrozyten Neutrophile Monozyten Thrombozyten

@ ® @

Abb. 1.1: Gestdrte Hamatopoese bei MDS

(A) Normale Hamatopoese myeloischer Zellen. (B) Eingeschrankte Hamatopoese
entlang aller Zellreihen bei RAEB. (C) Gestorte Hamatopoese mit Ansammlung
unreifer Vorlauferzellen im Knochenmark bei MDS/AML. Abkirzungen: HSZ,
hamatopoetische Stammzelle; BFU, burst forming unit; CFU, colony forming unit; E,
Eosinophile; GM, Granulozyten-Makrophagen; Mega, Megakaryozyten; RAEB,
refraktare Anamie mit Exzess von Blasten. Adaptiert nach Corey et al., 2007.

Myelodysplastische Syndrome treten in allen Altersgruppen auf, vorwiegend sind jedoch
altere Erwachsene (> 60 Jahre) betroffen. Insgesamt wird das MDS mit einer Haufigkeit
von jahrlich ca. 4-5 Neuerkrankungen pro 100.000 Personen diagnostiziert, wobei die
Anzahl der Betroffenen auf bis zu 50/100.000 in der Gruppe der Uber 70jahrigen steigt
(Aul et al., 2001). Bei etwa einem Drittel der Patienten kann ein MDS in eine akute
myeloische Leukamie (AML) Gbergehen, was fur die Betroffenen mit einer sehr schlechten
Prognose assoziiert ist (Heaney and Golde, 1999). Aber auch ohne den Ubergang in eine
akute Leukamie sterben viele MDS Patienten an den Komplikationen der auftretenden
Dysplasien (Shadduck et al., 2007;Dayyani et al., 2010). Haufig werden schwere und
chronische Anamien bei den Patienten diagnostiziert, d.h. dass durch die verringerte Zahl

an Erythrozyten im Blut die Sauerstoffversorgung im Kérper eingeschrankt ist und zu
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Symptomen wie Mudigkeit, korperliche Schwéache und Kurzatmigkeit fihren. Teilweise
kommt es zu Leukozytopenien bei den MDS Patienten, die eine erhéhte Infektanfalligkeit
zur Folge haben, so dass langwierige und schwer behandelbare bakterielle, virale oder
mykotische Infektionen auftreten. Ein Mangel an Blutplattchen (Thrombozytopenie) &ufRert
sich bei betroffenen Patienten durch starke Blutungen bei kleineren Verletzungen oder
eine Ubermé&Rige Bildung von Blutergissen. Da die Symptome bei myelodysplastischen
Syndromen nicht spezifisch sind, muss fur die sichere Diagnose eine grundliche
Untersuchung des Blutes (Differentialblutbild) und des Knochenmarks (morphologische
Begutachtung der Knochenmarkbiopsie) erfolgen.  Zusatzlich  werden die
Knochenmarkzellen mithilfe der klassischen Zytogenetik (Karyotypisierung) und der
Molekularzytogenetik auf Chromosomenanomalien untersucht. Die zytogenetischen
Analysen konnen hilfreiche Informationen zur Bestatigung einer MDS-Diagnose liefern

und ermoglichen prognostische Aussagen.

Bei Uber 90% der neu diagnostizierten MDS Félle (sog. de novo oder primare MDS) sind
die krankheitsauslésenden Ursachen unbekannt (Hofmann et al, 2011).
Umweltrisikofaktoren, wie z.B. die Einwirkung organischer Losungsmittel (Benzole,
halogenierte Kohlenwasserstoffe, Pestizide), aber auch der Kontakt mit Haarfarbemitteln,
Alkoholkonsum und Rauchen werden als moégliche Ausloser fur MDS diskutiert (Strom et
al., 2005). Es besteht auBerdem ein etwa 20%iges Risiko flr Patienten, nach einer
Behandlung mit Strahlen- oder Chemotherapie an therapieinduzierten Formen (t-MDS) zu

erkranken.

Bislang gibt es fiir die Behandlung aller MDS-Subgruppen mit Ausnahme der allogenen
Knochenmark- oder Blutstammzelltransplantation (engl. peripheral blood stem cell
transplantation, PBSCT), die nicht bei allen Patienten durchfihrbar ist, keine kurative
Therapie. In Abhangigkeit vom MDS-Subtyp, vom Alter, des allgemeinen
Gesundheitszustandes, weiterer Begleiterkrankungen und der personlichen Einstellungen
der Patienten werden individuelle Behandlungsplane erstellt. Aufgrund des meist
fortgeschrittenen Alters der Patienten beschrankt sich die Therapie haufig auf palliative
MalRnahmen, die vor allem eine symptomorientierte (supportive) Behandlung des
Knochenmarkversagens betreffen. Die beiden in Deutschland bis heute zugelassenen
Medikamente werden zur Behandlung bestimmter Patienten mit MDS eingesetzt; zum
einen kann bei transfusionsbedingter Eisenlberladung das Medikament Deferasirox
(Hersteller: Novartis) gegeben werden und zum anderen ist das Medikament Azacitidin
(Hersteller: Celgene) als demethylierende Substanz bei der Behandlung von Hochrisiko-

MDS-Patienten geeignet.
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1.3 Zytogenetische Anomalien bei MDS und die Einteilung von MDS-
Subtypen nach der FAB- und WHO-Klassifikation

Bei etwa 50% der de novo MDS Patienten treten chromosomale Anomalien auf, womit die
zytogenetische Analyse eine groRe Bedeutung bei der Diagnosestellung und Einordnung
von Subtypen der MDS hat. Haufige Chromosomendefekte sind bei dieser Erkrankung
der Verlust eines Chromosoms 7 (Monosomie 7), der Verlust genomischen Materials
(Deletion) auf dem langen Arm der Chromosomen 5, 7, 12 und 20 (Haase et al.,
2007;Nilsson et al., 2007). AuRerdem werden auch Zugewinne ganzer Chromosomen in
den malignen Zellpopulationen identifiziert, wie z.B. die Trisomie 8 oder Trisomie 21. Als
weitere zytogenetische Veranderungen werden komplex aberrante Karyotypen mit mehr
als drei gleichzeitig vorkommenden Chromosomenanomalien je malignem Klon
identifiziert (Gohring et al., 2010;Schlegelberger et al., 2012), wohingegen balancierte
Translokation, die zu Fusionsgenen flihren kénnen, bei MDS selten vorkommen (Haase,
2009) (Abb. 1.2). In der Gruppe mit sekundadren MDS (sek. MDS) erhoht sich der
Prozentsatz der Patienten mit zytogenetischen Aberrationen auf 80% (Pedersen-
Bjergaard et al., 2002).

B Frequenz zytogenetischer Aberrationen bei MDS

500
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Abb. 1.2: Zytogenetische Anomalien bei MDS

(A) Prozentuale Verteilung zytogenetischer Anomalien bei MDS. (B) Frequenz der
rekurrenten, zytogenetischen Aberrationen bei MDS. Abkirzung: del, Deletion.
Adaptiert nach Haase et al., 2007.

Aufgrund der unterschiedlich starken Auspragungen einzelner Merkmale, wie dem Anteil
der Blasten im Knochenmark und im Blut, dem morphologischen Befund des
Knochenmarks und dem Karyotyp, konnen die myelodysplastischen Syndrome in
verschiedene Subtypen eingeordnet werden. Wichtig ist diese Einteilung im Hinblick auf
die Prognose fur die Patienten und mogliche Therapieansatze. Erstmals erfolgte die
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Klassifizierung der MDS-Subtypen 1982 nach dem FAB-(French-American-British
Cooperative Group) System (Bennett et al., 1982), ohne Einbeziehung zytogenetischer
Informationen. Das wichtigste Kriterium bei der FAB-Klassifikation ist der Blastenanteil in
Knochenmark und Blut. Eine Verfeinerung der Subtypen unter Berlcksichtigung der
Chromosomenanomalien bei MDS wurde von der WHO erstmals 2001 vorgeschlagen und
ist in der aktuellen Ausgabe aus dem Jahr 2008 (Tab. 1.2) allgemein anerkannt (Vardiman
et al., 2009).

Tab. 1.2: WHO-Klassifikation der MDS-Subtypen bei Erwachsenen

Subtyp Blut Knochenmark
Refraktéare Zytopenie mit Uni- oder Bizytopenie, Unilineare Dysplasie mit
Einliniendysplasie (RCUD): < 1% Blasten = 10% der Zellen,
Refraktare Andmie (RA), < 5% Blasten

Refraktéare Neutropenie (RN),
Refraktare Thrombozytopenie (RT)

Refraktare Andmie mit Anamie, < 5% Blasten,
Ringsideroblasten (RARS) < 1% Blasten = 15% Ringsideroblasten
Refraktéare Zytopenie mit Zytopenie(n), Dysplasie in = 10% der
Mehrliniendysplasie (RCMD) < 1% Blasten Zellenin 2 2

myeloischen Linien,
+15% Ringsideroblasten,
< 5% Blasten

Unklassifizierbares MDS (MDS-U)  Zytopenie(n), Dysplasie in mindest.
< 1% Blasten einer myeloischen
Zellreihe,
< 5% Blasten
Refraktare Anamie mit Zytopenie(n), Uni- oder multilineare
Blasteniberschuss (RAEB 1) < 5% Blasten Dysplasie,
5-9% Blasten
Refraktare Anamie mit Zytopenie(n), Uni- oder multilineare
Blastenuberschuss (RAEB II) 5-19% Blasten Dysplasie,
10-19% Blasten
MDS mit isolierter del(5q) Andmie, isolierte del(5q)
< 1% Blasten Abnormalitat,

< 5% Blasten

aus: Vardiman et al., 2009

Als einzige zytogenetische Entitat findet sich in der aktuellen MDS-Klassifikation der WHO
eine Subgruppe fur Patienten mit isolierter 5g-Deletion, da diese Patienten im Vergleich
zu allen anderen MDS-Subtypen hinsichtlich der mittleren Lebenserwartung eine gute
Prognose haben (Germing et al., 2000;Haase et al., 2007). Aul3erdem besteht fur
Patienten mit isolierter 5qg-Deletion eine Therapiemdglichkeit mit dem Medikament
Lenalidomid (Hersteller: Celgene) (List et al., 2005), was bzgl. seiner Wirksamkeit und

dem Transformationsrisiko zur AML zurzeit im Rahmen klinischer Studien untersucht wird.
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Zusétzlich zur WHO-Klassifikation hat noch ein weiteres System zur Abschatzung der
Prognose fur die MDS Patienten Bestand, das sog. Internationale Prognose-Score
System (engl. International Prognostic Scoring System, IPSS). Neben dem Blastenanteil
und den Chromosomenanomalien haben auch die Anzahl und Typen der Zytopenien
einen Einfluss auf die Prognose fir die Uberlebenszeit und den Ubergang zur AML
(Greenberg et al., 1997). Grundsatzlich variiert das Risiko einer Progression zu akuter
Leukdamie sowohl zwischen als auch innerhalb der MDS-Subtypen, was auf eine

heterogene Pathogenese der zugrunde liegenden Erkrankungen hindeutet.

1.4 MDS im Kindesalter

Wahrend MDS bei den alteren Erwachsenen die haufigsten malignen Bluterkrankungen
darstellen, ist das Auftreten im Kindesalter dagegen mit 1,8/1 Million Kindern bis
14 Jahren jahrlich sehr selten (Hasle et al., 1999). Wie auch bei den Erwachsenen sind
bei de novo MDS im Kindesalter die Ursachen fir die Erkrankung weitgehend unbekannt
(Hasle, 2011). Neben den primaren MDS treten im Kindesalter auch sekundére

Erkrankungsformen auf.

Zu den im Folgenden aufgefihrten sek. MDS gehéren unter anderem die familidren
Erkrankungen, die bei etwa 10% der Patienten beschrieben werden (Hasle et al., 1999).
Des Weiteren wurde bei familiarem MDS eine Monosomie 7 als haufig auftretende
Chromosomenaberration detektiert (Shannon et al., 1989). Es entstehen auch bei Kindern
therapieinduzierte  Erkrankungsformen nach  Einwirkung von  Strahlen- oder
Chemotherapie (Pui et al., 1990). AuRBerdem treten sek. MDS haufig bei Kindern mit
angeborenen Knochenmarkerkrankungen auf, wie z.B. Fanconi-Anamien, schweren
kongenitalen Neutropenien oder Shwachman-Diamond-Syndromen (Niemeyer and Kratz,
2006).

Tab. 1.3: Unterschiede bei Kindern und Erwachsenen mit MDS

Kinder Erwachsene

Erkrankungshaufigkeit/Jahr/Million 1-2 > 30
RARS < 2% 25%
Zytogenetische Aberrationen: 50% 40%
-7 1 del(7q) 30% 10%
-5 / del(5q) 1-2% 20%
Mutationen in NRAS selten haufig

aus: Hasle, 2011
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Bestimmte Merkmale der MDS bei Erwachsenen wie die Morphologie der
Knochenmarkzellen oder immunophanotypische Charakteristika werden in vergleichbarer
Weise bei MDS im Kindesalter beobachtet, jedoch gibt es auch deutliche Unterschiede
zwischen den beiden Altersgruppen (Tab. 1.3). So werden z.B. die Subtypen RARS und
MDS mit 5g-Anomalie im Kindesalter auf3erst selten diagnostiziert (Niemeyer and
Baumann, 2008;Hasle, 2011). Zudem treten bei den jungen Patienten mit refraktérer
Zytopenie (RC) wesentlich haufiger Neutropenien und Thrombozytopenien auf,
wohingegen bei erwachsenen RC Patienten isolierte Anamien vorherrschen (Elghetany,
2007). Im Gegensatz zu MDS bei Erwachsenen zeigt sich bei Kindern insbesondere in
der Gruppe der RC (bei etwa 77%) eine Hypozellularitait des Knochenmarks
(Polychronopoulou et al.,, 2004;Niemeyer and Kratz, 2006;Kardos et al., 2003).
Unter Berlcksichtigung dieser Unterschiede wurde im Jahr 2003 eine eigene
Klassifizierung fur MDS im Kindesalter erstellt (Hasle et al., 2003). Bei RC Patienten mit
einem Blastenanteil von weniger als 5% lasst sich die Diagnose MDS hauptséachlich durch
Ausreifungsstdérungen der Knochenmarkzellen bestétigen. Sobald der Blastenanteil im
Knochenmark bei 5-19% liegt, wird dieses Krankheitsstadium als Refraktare Andmie mit
Exzess von Blasten (RAEB) bezeichnet. Als Ubergang zur akuten Leukamie wird die
Refraktare Anamie mit Exzess von Blasten in Transformation (RAEB-T) bei Patienten mit
mehr als 20% Blasten diagnostiziert (siehe Tab. 1.4). Zusatzlich enthélt die Klassifikation
fur kindliche MDS den Subtyp der Myelodysplasie bezogenen, akuten myeloischen
Leukamie (MDR-AML), der ebenfalls am Ubergang zur AML steht. Die Betroffenen haben
zwar einen Blastenanteil von groRRer als 30% im Knochenmark, es zeigt sich jedoch eine
groRere  Ubereinstimmung mit  MDS-spezifischen  Merkmalen. Nach einer
Stammzelltransplantation besteht fir die MDR-AML Patienten ein grof3eres Ruckfallrisiko
im Vergleich zu RAEB und RAEB-T (Hasle et al., 2003;Niemeyer and Baumann, 2008).
Insbesondere die Unterscheidung zwischen MDS mit einem geringen Blastenanteil und
aplastischer Anamie (AA) bzw. anderen, nicht-klonalen Knochenmarkerkrankungen stellt
eine grol3e Herausforderung dar. Auch die Differenzierung zwischen RAEB und AML
erfordert neben der morphologischen Begutachtung die Einbeziehung zusétzlicher
Parameter, um eine optimale Behandlungsstrategie fur die Patienten zu entwickeln (Hasle
et al., 2003).

Mithilfe der klassischen Zytogenetik lasst sich bei etwa 50% bis 70% der MDS im
Kindesalter ein aberranter Karyotyp nachweisen (Elghetany, 2007), wobei Monosomie 7
die haufigste numerische Chromosomenanomalie ist, die bei etwa 30% der de novo MDS
und bei 50% der t-MDS Patienten auftritt (Niemeyer and Baumann, 2008). Kardos et al.
berichteten in ihrer retrospektiven Studie aus dem Jahr 2003, dass fir Kinder mit
refraktarer Andmie (RA) und Monosomie 7 eine signifikant héhere Wahrscheinlichkeit der

Progression zu fortgeschrittenen MDS Stadien im Vergleich zu Patienten mit anderen
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chromosomalen Anomalien oder normalem Karyotyp besteht (Kardos et al., 2003). In
einer erst kurzlich verotffentlichten prospektiven Studie wurden zytogenetische Daten
hinsichtlich ihrer prognostischen Aussage zum Krankheitsverlauf bei 192 Kindern mit
fortgeschrittenem MDS (RAEB und RAEB-T) aus EWOG-MDS Studien ausgewertet
(Gohring et al.,, 2010). Da sich kein Unterschied flr das Gesamtiiberleben bei den
Patienten mit Monosomie 7 als alleinige Aberration im Vergleich zu den Patienten mit
Monosomie 7 und zusatzlichen Aberrationen zeigte, wurden alle Patienten mit
Monosomie 7 in einer Gruppe zusammengefasst. Fir Patienten mit komplex aberranten
Karyotypen mit 23 chromosomalen Aberrationen, die mindestens eine strukturelle
Veranderung einschlieBen, ergab sich eine deutlich unglinstigere Prognose als fir
Patienten aus den Gruppen mit 23 klonalen Aberrationen ohne strukturelle Aberrationen
oder flr Patienten mit monosomalem Karyotyp. Als weitere chromosomale Aberrationen
werden wie auch bei den erwachsenen MDS Patienten z.B. eine Trisomie 8 und eine
interstitielle Deletion auf dem kurzen Arm von Chromosom 12 gefunden (Gdéhring et al.,
2010;Niemeyer and Kratz, 2006).

Zusatzliche genetische Veranderungen, wie weitere genomische Anomalien, Mutationen
oder Methylierungsereignisse, die die Expression von Tumorsuppressorgenen oder
Onkogenen verandern konnen, scheinen fir die Pathogenese eines de novo MDS auch
im Hinblick auf die Patienten mit normalem Karyotyp notwendig zu sein. Das Auftreten
und die Relevanz dieser Verdnderungen sind jedoch bei MDS im Kindesalter noch

weitgehend unbekannt.

Tab. 1.4: Klassifikation der MDS-Subtypen bei Kindern

MDS Subtyp PB KM weitere Kriterien
Refraktéare Zytopenie (RC) <2% <5% Ausreifungsstorung der
Blasten Blasten Knochenmarkzellen
Refraktare Zytopenie mit spezielle Eisenablagerungen in
Ringsideroblasten (RARS) einzelnen Zellen, sehr selten im
Kindesalter
Refraktare Anamie mit 2-19%  5-19%
Exzess von Blasten (RAEB) Blasten Blasten
Refraktare Anamie mit 20-29% 20-29%
Exzess von Blasten in Blasten Blasten
Transformation (RAEB-T)
JMML
Juvenile myelomonozytére UberschieRende Produktion von
Leukdmie (JMML) Monozyten, Organinfiltration

aus: Rogge und Niemeyer, 2003
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1.5 Die juvenile myelomonozytare Leukamie

Die juvenile myelomonozytare Leukéamie (JMML) wurde zunéchst als eine Form des MDS
gesehen, stellt heutzutage jedoch ein eigenstandiges Krankheitsbild dar. Das
durchschnittliche Erkrankungsalter betragt etwa 2 Jahre und Jungen sind doppelt so
haufig betroffen wie Madchen (Niemeyer et al., 1997;Luna-Fineman et al., 1999). Bei den
JMML Patienten wird durch maligne HSZ eine uberschie3ende Produktion von Zellen der
granulozytaren und monozytaren Reihe ausgeldst. Diese Zellen wandern in grof3er Zahl
vom Blut in andere Organe, wie Leber und Milz, sowie Lunge oder Darm. Die gesunden
Stammzellen im Knochenmark werden durch die gesteigerte Produktion der entarteten
Zellen verdrangt, so dass ein Mangel aller drei Blutzellreihen die Folge ist (Emanuel,
2004). Fur die JMML konnte gezeigt werden, dass in den malignen Zellen der natirliche
Kontrollmechanismus fur die Zellteilung durch die permanente Aktivierung der RAS-
Signalkaskade auR3er Kraft gesetzt ist (Flotho et al., 1999). Als zytogenetisches Merkmal
tritt ebenso bei Kindern mit JIMML eine Monosomie 7 auf, wobei kein Unterschied bzgl.
des klinischen Verlaufs zwischen den Patienten mit und ohne Monosomie 7 beobachtet
wird (Hasle et al., 2003;Niemeyer et al., 1997).

Die einzige Heilungschance fir MDS und JMML Patienten ist die Knochenmark(SCT)-
oder Blutstammzelltransplantation. Durch eine Strahlen- oder Chemotherapie werden alle
eigenen Knochenmarkzellen der Patienten zerstdrt und anschliel3end durch die gesunden
Stammzellen des Spenders ersetzt. Bis ein passender Spender gefunden ist, erhalten die
Patienten haufig Bluttransfusionen, durch die Erythrozyten und Thrombozyten
voribergehend ersetzt werden kdnnen, sowie Antibiotika zur friihzeitigen Behandlung von
Infektionen. Da die SCT eine sehr eingreifende Therapie ist, wird bei Patienten mit
normalem Karyotyp und ohne behandlungsbedurftige Zytopenien im progressionsfreien
Intervall, welches durchschnittlich 2 Jahre und bei RC Patienten bis zu 4 Jahre betragen
kann, die ,watch-and-wait“-Strategie angewendet. Durch die symptomatische Therapie
und regelmafige Kontrollen von Knochenmark und Blut ist es mdglich, die Lebensqualitat

der Betroffenen mdglichst lange zu erhalten (Rogge and Niemeyer, 2003).

1.6 Der Nachweis chromosomaler Verdnderungen mittels array-CGH

Zytogenetische Untersuchungen finden heutzutage Anwendung in der Pra- und
Postnataldiagnostik, z.B. bei Verdacht auf chromosomale Syndrome wie das Down-
Syndrom, sowie zur Abklarung von Neoplasien bei Verdacht auf Leukamien und
Lymphome. So ist mittels Karyotypisierung der Nachweis von numerischen und
strukturellen Chromosomenanomalien mit einem Aufldsungsvermégen von etwa 5 bis

10 Millionen Basenpaaren (Mb) mdglich. In Ergdnzung zu diesen traditionellen
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Banderungstechniken der Chromosomen wird fir spezielle, diagnostische
Fragestellungen zunehmend die Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) eingesetzt. Mit
dieser Technik kdnnen beispielsweise auch kleinere Deletionen im Bereich von 0,1 Mb an
Interphase-Kernen detektiert werden. Eine notwendige Voraussetzung fur die
Durchfihrung von FISH Analysen ist allerdings die genaue Kenntnis Uuber die
chromosomale Lokalisation der Veranderung.

Wahrend die Kklassische Zytogenetik zusammen mit der FISH-Analytik in der
Leukamiediagnostik etablierte Techniken sind, finden auch neuere Methoden wie die
komparative genomische Hybridisierung (engl., comparative genomic hybridization, CGH)
und ihre Weiterentwicklung zur array-CGH (CGH Microarrays) mit einem wesentlich
hoheren Auflosungsvermogen Einzug in die Routinediagnostik (Kapitel 1.6.1). Zur
Abklarung submikroskopischer Strukturaberrationen in der Stufendiagnostik bei Patienten
mit mentaler Retardierung (MR) werden array-CGH Analysen mittlerweile routinemafig

schon angewendet (Vermeesch et al., 2007).

1.6.1 Komparative genomische Hybridisierung (CGH) und ihre Weiterentwicklung
zur array-CGH

Anfang der neunziger Jahre wurde die komparative genomische Hybridisierung (CGH)
erstmals zur Untersuchung genetischer Veranderungen auf chromosomaler und
subchromosomaler Ebene bei soliden Tumoren beschrieben (Kallioniemi et al., 1992).
Nach dem Prinzip der Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung kann mithilfe dieser
molekulargenetischen Methode in einer einzigen Hybridisierung das gesamte Tumor-
Genom auf DNA-Imbalancen mit einer maximalen Auflésung von ca. 10 bis 20 Mb
untersucht werden (Bentz et al., 1998;Kallioniemi et al., 1994;Weiss et al., 2003).

Fur eine CGH-Analyse werden geringe Mengen an Tumor- und Referenz-DNA mit
unterschiedlichen Fluoreszenzfarbstoffen, beispielsweise mit dem grinen Farbstoff
Fluoreszein (FITC) und dem roten Farbstoff Rhodamin (TRITC) direkt oder indirekt
markiert und zu gleichen Teilen gemischt auf normale Metaphasenchromosomen
hybridisiert. Dabei konkurrieren Tumor- und Referenz-DNA um homologe Bindungsstellen
auf den Chromosomen, so dass z.B. bei einem Uberschuss einer bestimmten DNA-
Sequenz im Tumor diese haufiger an die entsprechende chromosomale DNA bindet und
das gekoppelte Fluorochrom bei der Betrachtung im Fluoreszenzmikroskop tberwiegt;
entsprechend werden genetische Verluste des Tumors durch einen Uberschuss an
Signalintensitat der Referenz-DNA deutlich. Liegen dagegen Tumor- und Referenz-DNA
in gleichen Konzentrationen vor, ergibt sich bei simultaner Betrachtung beider
Fluorochrome eine gelbe Mischfarbe. Die quantitative Auswertung einzelner Metaphasen
erfolgt mithilfe eines Fluoreszenzmikroskops und einer CCD-Kamera (engl. charge

coupled device), wobei die Fluoreszenzbilder seriell fir jedes Fluorochrom einzeln
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aufgenommen und anschlieBend fir die Quantifizierung zur Deckung gebracht werden.
Um schlie3lich genomische Aberrationen der Tumorprobe zuverlassig beschreiben zu
kénnen, missen fur eine CGH-Analyse mehrere Metaphasenchromosomen mit adaquater

Chromosomenlange ausgewertet werden.

Durch die chromosomale CGH mit der Hybridisierung auf Metaphasenpréparaten wurde
das Auflosungsvermdgen der klassischen Zytogenetik nur unwesentlich verbessert. Eine
deutliche Steigerung der Auflésung konnte durch die Entwicklung der array-CGH (auch:
Matrix-CGH) auf Basis der DNA-Chip-Technologie erreicht werden (Solinas-Toldo et al.,
1997;Pinkel et al., 1998;Wessendorf et al., 2002) (Abb. 1.3). Je nach Arrayformat sind die
genomischen DNA-Sequenzen z.B. in unterschiedlichen Vektoren kloniert, wie BAC- (bis
zu 300 kb), PAC- (130 — 150 kb) oder YAC- (200 — 2000 kb) Vektoren. Eine weitere
Moglichkeit der stabilen Klonierung genomischer DNA in low-copy Plasmiden (1 bis 12
Plasmide pro Zelle) bieten Fosmid-Klone mit einer Insertlange von etwa 40 kb. Mithilfe der
DOP-PCR (Kapitel 2.5.2) erfolgt eine selektive Vervielfaltigung dieser sog. Ziel-DNA, um
eine Verunreinigung mit Vektor-DNA zu minimieren (Fiegler et al., 2003). Auf einem
planaren, beschichteten Glasobjekttrager werden diese genomischen DNA-Sequenzen
anschlieRend mithilfe eines Roboters aufgebracht (engl. spots) und immobilisiert. Das
heutzutage allerdings am weitesten verbreitete array-CGH Format basiert auf der
Verwendung von Oligonukleotiden als Ziel- bzw. Sonden-DNA. Fir die kommerzielle
Produktion der Oligonukleotid CGH Arrays werden beispielsweise 60-mer Oligonukleotide
mithilfe der in situ ,SurePrint-Technologie“ (Agilent Technologies) direkt auf dem
beschichteten Glasobjekttrager synthetisiert. Die Auswahl der Sonden-DNA erfolgt nach
bestimmten Qualitatskriterien wie z.B. der Schmelztemperatur der Oligonukleotide, der
Wahrscheinlichkeit von Kreuzhybridisierungen u.a., um ein robustes Hybridisierungs-
verhalten zu gewahrleisten. Die maximale Auflésung der unterschiedlichen Arrayformate
ist demnach durch die Lange und den Abstand der genomischen DNA-Sequenzen
festgelegt und kann beispielsweise fir BAC/PAC CGH Arrays maximal 100 kb und bei
Oligonukleotid CGH Arrays wenige Kilobasen betragen.

Die Vorbereitung der Tumor- und Referenz-DNA flr array-CGH Analysen erfolgt éahnlich
der Prozedur fur die konventionelle CGH, wobei die Amplifikation mit gleichzeitigem
Einbau unterschiedlicher Fluoreszenzfarbstoffe (Cy3-dCTP, griin und Cy5-dCTP, rot)
meist direkt mittels random priming (Kapitel 2.3.7.1) durchgefiuihrt wird. Die gereinigte,
fluoreszenzmarkierte Tumor- und Referenz-DNA wird in gleichen Teilen gemischt und auf
den Array hybridisiert. Unspezifisch gebundene DNA-Molekille werden in den
anschlieenden Waschschritten entfernt, der Array mittels konfokalem Laser-Scanner

gescannt und die Fluoreszenzintensitaten ausgewertet.
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Neben einer hohen Auflosung bietet die array-CGH die Madglichkeit, verschiedene
Untersuchungsmaterialien zu verwenden. Fir die Analysen sind im Gegensatz zur
klassischen Zytogenetik keine lebenden Zellen erforderlich. Es kann sowohl
hochmolekulare DNA extrahiert aus frischem oder eingefrorenem Material, wie z.B.
Gewebeproben oder Blut- bzw. Knochenmarkzellen eingesetzt werden, aber auch die
Verwendung von DNA isoliert aus in Paraffin eingebettetem Tumormaterial (engl. formalin
fixed paraffin embedded, FFPE) ist moglich (Little et al., 2006;Joosse et al., 2007). Des
Weiteren konnte beispielweise von Geigl et al. gezeigt werden, dass sogar von
Einzelzellen und von 5-10 Zellen gleichen Ursprungs mithilfe der array-CGH
reproduzierbare genomische Profile erhalten werden kdnnen (Fiegler et al., 2007;Geigl et
al., 2009).

Eine Einschrankung im Vergleich zur Chromosomenanalyse gibt es hinsichtlich der
Detektion von strukturellen, chromosomalen Aberrationen ohne Anderung der DNA-
Kopienzahl. Mittels array-CGH kénnen lediglich unbalancierte Translokationen, bei denen
es zu Zugewinnen oder Verlusten genetischen Materials kommt, jedoch keine

balancierten Translokationen identifiziert werden.

Cy5 Cy3

Referenz- Tumor-

DNA DNA
DNA-Microarray Detektion
68 866666866660 - J:JCQ;‘OM
Zugewinn neutral Zugewinn neufral Verlust

Abb. 1.3: Prinzip der array-CGH
Adaptiert von D. Steinemann (Institut fur Zell- und Molekularpathologie).
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1.6.2 Genomische Kopienzahlvariationen

Mithilfe der genomweiten array-CGH ist es heutzutage maoglich, selbst kleinste DNA-
Kopienzahlveranderungen (engl. copy number alterations, CNAs) auf der Basis einzelner
Gene zu untersuchen. Die Nutzung dieser hochauflosenden Techniken liefert gleichzeitig
einen wichtigen Beitrag zum Verstandnis der natturlichen genomischen Variabilitat, wie sie
z.B. von Redon et al. in einer Studie mit 270 gesunden Individuen unterschiedlicher
Populationen untersucht wurde. Nach seiner Definition sind diese strukturellen
genomischen Varianten (engl. copy number variations, CNVs) DNA-Segmente mit einer
GroRRe von 21 kb, die eine variable Kopienzahl im Vergleich zu einem Referenzgenom
aufweisen. CNVs konnen laut Redon sowohl eine einfache Struktur besitzen, aber auch
als komplexe Zugewinne oder Verluste homologer Sequenzen an unterschiedlichen
Stellen des Genoms auftreten (Redon et al., 2006). In den folgenden Jahren wurden die
CNVs in zahlreichen Studien mithilfe von Anwender-designten, hochaufgelésten CNV
Arrays hinsichtlich ihrer GroR3e und ihres Auftretens weiter charakterisiert. Perry et al.
konnten 2008 unter anderem zeigen, dass etwa 88% der bis dahin untersuchten CNVs
deutlich kleiner waren als bislang angenommen (Perry et al., 2008). Die Anzahl dieser
strukturellen Varianten beim Menschen wird aktuell mit etwa 30000 CNVs angegeben
(Conrad et al., 2010;Mills et al., 2011). Somit wird auch deutlich, dass die Interpretation
von array-CGH Daten eines Patientenkollektivs vor dem Hintergrund der CNV-
Problematik erfolgen muss, um somatische CNAs mit Krankheits-assoziiertem Potential
auswerten zu kdnnen. Ob das Auftreten bestimmter CNVs oder eine Haufung von CNVs
bei gesunden Individuen eine genetische Pradisposition fur bestimmte Erkrankungen
darstellt, wird weiterhin diskutiert (Vissers et al., 2009;Shlien et al., 2008). Informationen
zu bekannten CNVs sind z.B. in der "Database of Genomic Variants" (lafrate et al., 2004),
die stetig auf der Basis von Verdoffentlichungen aktualisiert wird, frei im Internet zuganglich

(http://projects.tcag.ca/variation/).

1.6.3 Kopienzahl neutrale Veranderungen

Doch nicht nur genomische Imbalancen in Form von CNAs werden bei der Analyse von
Tumormaterial unterschiedlicher Erkrankungen gefunden. Auch der Verlust der
Heterozygotie (engl. loss of heterozygosity, LOH), bei dem die Kopienzahl unverandert ist,
kann aufgrund einer uniparentalen Disomie (UPD) auftreten. Dabei stammen beide
homologen Chromosomen von nur einem Elternteil, so dass rezessive Mutationen
homozygot vorliegen und im Fall eines Tumorsuppressorgens zu einer Inaktivierung
fuhren. UPD einer bestimmten Chromosomenregion kann phanotypische Auspragungen
bedingen (Bsp. ,Prader-Willi Syndrom®, PWS bei upd(15)mat). Solche Kopienzahl
neutralen LOHs konnen mithilfe der Hochdurchsatz-SNP-Analysetechnik (engl. single
nucleotide polymorphisms, SNPs), nicht aber mittels konventioneller array-CGH

nachgewiesen werden. Bei den SNP Arrays (SNP-a) handelt es sich um Oligonukleotid-
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basierte Formate, bei denen im Unterschied zu den CGH Arrays wesentlich kirzere
Sonden-DNA (25 bp) verwendet wird. Diese 25-mer Oligonukleotide Uberspannen die
jeweiligen SNPs und bedingen durch ihre geringe Lange und ihre vorgegebene Sequenz
eine weniger spezifische Hybridisierung der fluoreszenzmarkierten Tumor- und Referenz-
DNA. Ein weiterer limitierender Faktor ist die Verteilung der SNPs im Genom, so dass bei
Verwendung von SNP-a eine geringere genomweite Auflosung im Vergleich zur array-
CGH erhalten wird (Tiu et al., 2007;Wolber et al.,, 2006;Davies et al., 2005). Die
Abgrenzung zwischen somatischen und konstitutionellen Mutationen (vererbbaren
Keimbahn-Mutationen) wird bei den SNP-a Analysen durch die Hybridisierung von DNA
unterschiedlicher Zellpopulationen des gleichen Patienten erreicht. So kénnen bei MDS
Patienten je nach Verfligbarkeit z.B. die Zellen der Mundschleimhaut oder die CD3-
positiven T-Lymphozyten (T-Zellen), die normalerweise nicht in die MDS-Pathogenese
involviert sind, zum direkten Vergleich der genomischen Profile untersucht werden
(Gondek et al., 2007b;Jaju et al., 2000).

1.6.4 Array-basierte, genomweite Analysen bei MDS

Zytogenetische und molekularzytogenetische Analysen gehdren mittlerweile zur
Standarddiagnostik bei MDS, da bei etwa 50% der Patienten Chromosomen-
veranderungen detektiert werden kdnnen und diese bei der Diagnosesicherung und
Prognoseabschatzung eine wichtige Rolle spielen (Greenberg et al., 1997). Die
genomweite Untersuchung submikroskopischer Lasion bei MDS mittels array-basierter
Methoden wurde erstmals von Paulsson et al. im Jahr 2006 beschrieben. Bei 9 von
10 MDS und AML Patienten mit Trisomie 8 wurden unter Verwendung von BAC/PAC
CGH Arrays mit einer genomweiten Auflésung von 100 kb neben den zytogenetisch
sichtbaren Chromosomenanomalien auch kleinere, kryptische Aberrationen einer GroRRe
von 0,5 bis 2,2 Mb detektiert. Die Uberpriifung der array-CGH Ergebnisse erfolgte mittels
FISH Analysen an fixierten Knochenmarkzellen und nach Ausschluss der bekannten
CNVs wurden noch 9 Aberrationen (Zugewinne und heterozygote Verluste) bei 4 MDS
bzw. AML Patienten als ,Neoplasie-assoziierte CNAs bewertet (Paulsson et al., 2006). In
den folgenden Jahren wurden weitere retrospektive array-CGH Studien bei erwachsenen
MDS Patienten mit und ohne Chromosomenanomalien vertffentlicht. Unter anderem
berichteten O’Keefe et al. in ihrer Studie mit 38 Patienten unterschiedlicher MDS-
Subgruppen und 11 gesunden Kontrollen, dass durch den Einsatz der BAC/PAC array-
CGH mit einer genomweiten Auflésung von 1 Mb bei 14 von 17 Patienten (82,4%) mit
normalem Karyotyp und bei 17 von 19 Patienten (89,5%) mit bekannten
Chromosomenanomalien zusétzliche L&sionen identifiziert werden konnten. Zur
Uberpriifung vereinzelter array-CGH Ergebnisse wurden sowohl quantitative PCR-Assays
auf Basis von Mikrosatelliten (engl. short tandem repeat, STR) wie auch SNP-a Analysen

durchgefihrt. Im Vergleich zu den gesunden Kontrollen fand sich bei den MDS Patienten
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eine groRere Anzahl genomischer Lasionen, die Uberwiegend durch aberrante
Fluoreszenzsignale einzelner BAC-Sonden detektiert wurden (O'Keefe et al., 2007).

Aufgrund der hdheren Auflosung und des wachsenden Angebots der kommerziellen
Hersteller wurden zunehmend Oligonukleotid CGH Arrays fir genomweite Analysen
genutzt. In einer Kohorte mit 12 MDS und einem AML Patienten mit isolierter 5g-Deletion
konnten Evers et al. durch die Verwendung von Oligonukleotid CGH Arrays mit einer
Auflésung von 35 kb neben der exakten Bruchpunktbestimmung in 5q zusatzliche
Aberrationen nachweisen. Sie berichteten auch tber eine MDS Patientin, bei der mithilfe
der klassischen Zytogenetik aufgrund unzureichender Chromosomenqualitat nur die 5q-
Deletion identifiziert wurde. Mittels array-CGH konnte bei dieser Patientin nachtraglich ein
komplex aberrantes, genomisches Profil aufgedeckt werden (Evers et al., 2007).

Durch die Entwicklung array-basierter Methoden auf der Basis von Oligonukleotid-Sonden
und der zunehmenden Identifikation von SNPs im humanen Genom konnten die
kommerziellen Hersteller hochauflosende SNP-a anbieten. So wurden seit dem Jahr 2007
auch in der MDS Forschung das Auftreten und die prognostische Relevanz von
Kopienzahl neutralen LOHs in SNP-a Studien mit gréReren MDS Patientenkohorten
untersucht (Gondek et al., 2008;Gondek et al., 2007a). Da sich mit Einschrankungen bei
der genomweiten Auflosung auch Uber SNP-a Analysen chromosomale
Kopienzahlveranderungen  detektieren lassen, wurden unter anderem von
Mohamedali et al. Korrelationen zwischen UPDs bzw. CNAs und dem Kklinischen Verlauf
der Patienten untersucht. Bei 46% der MDS Patienten wurden UPDs identifiziert, die
jedoch keinen Einfluss auf das Gesamtiiberleben im Vergleich zu den Patienten ohne
UPDs zeigten. Es konnte jedoch eine Korrelation zwischen dem Auftreten von Deletionen
und einem kirzeren Gesamtiberleben der Patienten, sowie mit einem hohem IPSS Wert

gefunden werden (Mohamedali et al., 2007).
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1.7 Ziel der Arbeit

Auf der Basis der Karyotypisierung innerhalb der Leuké&miediagnostik der EWOG-MDS
Studie konnten haufig auftretende genomische Anomalien bei Kindern mit
myelodysplastischen Syndromen (MDS), wie z.B. Monosomie 7, Trisomie 8 oder
Deletionen auf dem kurzen Arm von Chromosom 12, nachgewiesen und hinsichtlich der
Prognose fir die Subgruppen ausgewertet werden. Vereinzelt wurden durch
regionsspezifische Untersuchungen mittels Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH)
kleine Veranderungen, wie beispielsweise eine Deletion in 17p (Verlust von TP53) bei
MDS Patienten oder die heterozygote NF1 Deletion bei Patienten mit juveniler
myelomonozytarer Leukamie (JMML) festgestellt. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit
sollten mithilfe der genomweiten, hochauflésenden array-CGH Technik in Form von
BAC/PAC und Oligonukleotid CGH Arrays submikroskopische Aberrationen bei Kindern
mit MDS und JMML analysiert werden. Die Kohorte sollte sich aus MDS und JMML
Patienten mit Monosomie 7 als einziger, numerischer Chromosomenaberration

zusammensetzen.

Die Auswertung der genomischen Defekte sollte vor dem Hintergrund der potentiell
betroffenen Signalwege und bekannter Kopienzahlvariationen (engl. copy number
variations, CNVs), die in der Normalbevolkerung vorkommen, erfolgen. Des Weiteren
sollte eine Uberpriifung der Ergebnisse aus den array-CGH Untersuchung mit

unabhangigen Methoden durchgefiihrt werden.

Aufgrund der geringen Anzahl der Patienten mit de novo MDS im Kindesalter, der oft
begrenzten Probenmengen und dem variierenden Anteil maligner Zellen in der
Gesamtzellpopulation bei Niedrig-Risiko MDS Patienten, steht fur die array-CGH
Analysen gréf3tenteils heterogenes Untersuchungsgut zur Verfigung. Aus diesem Grund
war eine Anreicherung und Analyse der malignen, aberranten Zellen mithilfe von Colony
Forming Cell (CFC) Assays auf Basis von halbviskosen Methylcellulose-Medien ein

weiteres Ziel, um eine klonale Zellpopulation mittels array-CGH untersuchen zu kénnen.
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2 Material und Methoden

2.1 Patientenmaterial

Zur Untersuchung der genomischen Veranderungen bei kindlichen MDS und JMML wurde
Probenmaterial von insgesamt 75 Patienten verwendet (56 Patienten mit MDS und
19 Patienten mit JMML; Tab. 2.1, Tab. 2.2 und Tab. 8.1, Anhang). Die DNA wurde aus
mononukledren Zellen (MNZ) oder Granulozyten (G) der EDTA-antikoagulierten oder
heparinisierten Knochenmark- und Blutproben extrahiert, wobei das DNA-Material
teilweise aus der Studienzentrale der European Working Group of MDS in Childhood
(EWOG)-MDS Studien (Kinderklinik der Universitatsklinik Freiburg) zur Verfiigung gestellt
wurde. Die zur Diagnosestellung und innerhalb des Krankheitsverlaufes notwendige
zytogenetische Untersuchung der EWOG-MDS Studienteilnehmer wurde als
Referenzanalytik im Institut fir Zell- und Molekularpathologie (IZMP) der Medizinischen
Hochschule Hannover durchgefihrt. Restmaterial aus der Diagnostik (z.B. in
Methanol/Eisessig fixierte Zellen) stand der Forschung zur Verfigung und konnte fur

spezifische Fragestellungen innerhalb dieser Arbeit verwendet werden.

Die Entnahme und Verwendung des Materials fir wissenschatftliche Zwecke erfolgte nach
Information und Einwilligung der Eltern der betroffenen Kinder und nach positiver
Begutachtung der zustandigen Ethikkommission der Universitat Freiburg®. Die Diagnosen
wurden innerhalb der EWOG-Studien zwischen 1995 und 2009 auf der Basis Klinischer
Daten, zytogenetischer und pathologischer Begutachtungen gestellt. Uber die EWOG-

MDS Studienzentrale wurden ebenfalls alle klinischen Daten der Patienten erhalten.

! Ethikvotum Nr. 247/05 fiir die Studie ,EWOG-MDS 2006*, Projektleiterin: Prof. Dr. C. Niemeyer.
Die Studie wurde in Ubereinstimmung mit der Deklaration von Helsinki und nach den ICH-GCP-
Richtlinien E6 und E11 (CPMP/ICH/135/95) ausgefihrt.
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Tab. 2.1: Daten der MDS Patienten

Patienten-  Geschl./ % Karyotyp [Anzahl der

ID Alter (J.) Diagnose Blasten analysierten Metaphasen] Tod
D144% m/15 RAEB 8 48 XY ,+Y,-7,421,+22 [6] ja

D164% w/16 RC 2 46,XX nein
D170° w/10 sek. RAEB 15 k.E. ja

D184° w/9 RAEB 15 45,XX,-7 ja

D226° m/2 RAEB 9 45,XY,del(6)(q21),-7 [12] nein
D240° w/l RC 3 46,XX [11] nein
D248° m/13 RAEB 9 46,XY ja

D249% w/13 RC 8 46,XX,9gh- nein
D250° w/14 RAEB-T 2 46,XX ja

D253% m/20 MDR-AML 21 45 XY ,-7 ja

D267% m/16 RAEB 6 41-45,XY,+1,-3,-5,-7,-10,-17,+mar ja

D271°% m/13 RAEB 7 45 XY ,-7 nein
D272° w/12 RC 8 46,XY ja

D279% m/14 RC 3 46,XY,?t(9;11)(p22;923) nein
D287¢ m/9 sek. RAEB 3 45,XY,-7 [6] nein
D305° m/9 RAEB 12 45,XY,-7,del(12)(p11) [1]° ja

D308° w/15 RAEB 14 46,XX nein
D362° m/9 RAEB-T 24 46,XY ja

D380° w/14 RAEB-T 29 46,XX ja

D403% m/6 sek. RAEB k.A. 43~49,XY,1(1;11)(q43;921), k.A.

(rez.) del(4)(g25),+5,del(5)(q23g34)x2,

+der(6)t(3;6)(q13;q13),-7,+8,
del(14)(g932), add(17)(p12),
-20,1-mar,+r [15]

D468 m/9 unkl. MDS 5 45,XY,-7[17]/ 45,XY,idem, ja
del(12)(p11p12) [3]

D492 m/18 unkl. MDS n.d. 45,XY,-7 [4]/ 46,XY [11] ja

D493 m/5 RAEB 9 45,XY,-7 [20] nein

D510 w/9 RAEB-T 29 45,XX,-7 [10])/ 46,idem,+21 [5] ja

D514 w/14 RC K.A. 45,XX,-7 [18]/ 46,XX [2] k.A.

D515 m/3 RAEB 45,XY,-7 [11)/ 47,XY,+8 [5] / 46,XX
[5]

D521 m/12 sek. CMML k.A. 45,XY,add(3)(g28),-7 [18])/ nein
46,XY [2]

D522 w/ll MDR-AML n.d. 45,XX,-7 [16]/ 46,XX [4] ja

D522 w/13 MRD-AML n.d. 45,XX,-7 [13])/ 46,XX [2] ja

D529 m/7 RC 0 46,XY,der(4)t(4;7)(925;933),der(7) nein
t(4;7)(92?5;921) [3]/ 46,XY [17]

D531 m/13 RAEB 9 45,XY,-7 [4])/ ja
45,XY,del(5)(q14934),-7 [16]

D585 m/5 RC 0 46,XY [19])/ 45,XY,-7 [1] nein

D593 /10 MDR-AML 39 45,XX,t(3;17)(926;923),-7 [13)/ ja
46,XX [2]

D621 m/16 RC 0 45,XY,-7 [10])/ 46,XY [10] ja

D637 m/7 RC n.d. 45,XY,-7,der(18;21)(q10;910) [1] nein

D680 /12 RC 1 45,XX,-7 [2] nein

D726 f/9 RAEB 9 45,XX,-7 [11])/ 46,XX [4] nein

D731° f/5 RAEB 8 45,XX,-7,del(12)(p11p13) [11] nein

D762 m/9 RAEB 15 45,XY,-7 [12])/ 46,XY [3] nein

keine m/9 FA, sek. k.A. 45,XY,-7 [15] k.A.

MDS

Abklrzungen: m, mannlich; w, weiblich; k.A., keine Angabe; k.E., kein Ergebnis;
sek., sekundéar; n.d., nicht detektiert; unkl., unklassifizierbar; sek. CMML, sekundére
Chronische myelomonozytare Leukamie; rez., rezidiv; * array-CGH durchgefiihrt von
M. Tauscher (IZMP, MHH); b Karyotyp eines friiheren Zeitpunktes (vor KMT); © lber
FISH bestatigt (sonst keine Aberrationen, nicht im Karyotyp)
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Tab. 2.2: Daten der JMML Patienten

Patienten- Geschlecht/

ID Alter (Monate) Diagnose Karyotyp

D003? w/3 JMML 46,XX

D102° m/44 JMML 46,XY

D115° m/3 JMML 46,XY

D119° w/20 JMML 46,XX

D124° m/60 JMML 46,XY

D126° m/5 JMML 46,XY

D213° w/27 JMML 46,XX

D316° w/39 JMML 46,XX

D341%" m/6 JMML 46 XY

D378* w/62 JMML 46,XX

D402 w/13 JMML 45,XX,-7 [11]/ 46,XX [4]
D448° m/1 JMML 46,XY

D474 m/50 JMML 45,XY,-7 [20]

D541 w/14 JMML 45,XX,-7 [14)/ 46,XX [1]
D566° m/71 JMML 45,XY,-7 [15]

D581 m/63 JMML 45,XY,-7 [1]

D600 w/ll JMML 45,XX,-7 [5]/ 46,idem,+mar [15]
D612 m/89 JMML 45,XY,-7 [15]

D614 m/22 JMML 45,XY,-7 [15]

Abklrzungen: m, mannlich; w, weiblich;

array-CGH durchgefiuhrt von M. Tauscher

(IZMP, MH Hannover); ® patienten mit bekannter NF1-Deletion

2.2 Material

Tab. 2.3: Verbrauchsmaterialien

Verbrauchsmaterial

Hersteller

LeukoSep© Rohrchen

Greiner Bio-One (Frickenhausen)

sterile R6hrchen (50 mL, 15 mL)

Sarstedt (Minchen)

Optical 96-well Platten und optical 8-cap
Streifen fur das iCycler System

Applied Biosystems (Darmstadt)

Glaskapillaren (Verwendung fur LightCycler)

Roche (Mannheim)

Microcon YM-30

Millipore (Billerica, USA)

Einmal-Pasteurpipetten (Glas)

Brand (Wertheim)

Faltenfilter (#1575 1/2)

Schleicher&Schuell (Dassel)

Reaktionsgefalie fur PCR (0,2 mL)

Bio-Rad (Minchen)

Reaktionsgefalie (2 mL, 1,5 mL, 0,5 mL)

Nerbe (Winsen/Luhe)

dunkle Reaktionsgefal3e (1,5 mL und 0,5 mL)

StarLab (Ahrensburg)
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Tab. 2.4: Kits und CGH Arrays

Material

Hersteller

BAC/PAC CGH Arrays (versch. Serien)

DKFZ (B. Radlwimmer, P. Lichter)

CD34 MicroBead Kit (human)

Miltenyi Biotec (Bergisch Gladbach)

CGH Labeling Kit

Agilent Technologies (Waldbronn)

CGH Hybridization Kit

Agilent Technologies (Waldbronn)

CGH Wash Buffer 1 and 2 Set

Agilent Technologies (Waldbronn)

Cy3™-dCTP, Cy5™-dCTP

Amersham Bioscience (GE Healthcare,
Freiburg)

DTCS Quick Start MasterMix Beckman Coulter (Krefeld)
(Sequenzierung)
Exo-SAP IT USB (Cleveland, USA)

FastTaq Polymerase

Roche (Mannheim)

Oligonukleotid CGH Array: 244K, 105K,
105K eArray

Agilent Technologies (Waldbronn)

PCR-Purification Kit

Jena Bioscience (Jena)

QiaAmp Micro Kit

Qiagen (Hilden)

QuantiTect® SYBR® Green PCR Kit

Qiagen (Hilden)

REPLIg-Kit

Qiagen (Hilden)

Tab. 2.5: Chemikalien und Losungsmittel

Chemikalien und Losungsmittel

Hersteller

20xSSC (Pulver)

Abbott (Wiesbaden)

Sephadex G50 Fine

Amersham (Freiburg)

FicollOoPaque

GE Healthcare (Munchen)

Ethylendinitrilotetraessigsaure (EDTA)

Merck (Darmstadt)

Ethanol

J.T. Baker (Griesheim)

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Sigma Aldrich (Miinchen)

Isopropanol

J.T. Baker (Griesheim)

DNase freies Wasser

J.T. Baker (Griesheim)

Formamid (deionisiert)

AppliChem (Darmstadt)

Ethidiumbromid (1% Ldsung)

Merck (Darmstadt)

Dextransulfat (Natrium Salz)

Sigma Aldrich (Miinchen)

Fixogum Marabuwerke (Tamm)
Glycerin (87%) Merck (Darmstadt)
Tween-20 Merck (Darmstadt)
Igepal CA-630 Sigma Aldrich (Minchen)

Eindeckmedium mit DAPI
Diamidino-2-phenylindol)

(4, ©-

Vector Laboratories (Burlingame, USA)

Betaine anhydrous

Sigma Aldrich (Minchen)

Salzsaure (HCI, 1N)

Merck (Darmstadt)

Natronlauge (NaOH, 1N)

Merck (Darmstadt)

Natriumchlorid (NaCl)

J.T. Baker (Griesheim)

Chloramphenicol (CA)

Calbiochem/Merck (Darmstadt)

Natriumazid (NaNy)

Merck (Darmstadt)

ULTRAhyb Hybridisierungspuffer

Ambion (Austin, USA)

Natriumhydrogencarbonat (NaHCO)

Roth (Karlsruhe)

10% SDS-L0Osung

Sigma Aldrich (Miinchen)
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Tab. 2.6: Puffer und Lésungen

Puffer und Lésungen

Bestandteile (Hersteller)

1x PBS ohne Ca ?*, ohne Mg** (Biochrom, Berlin)
0,5 M EDTA
1x TBE 10,87 g Tris
5,503 g Borsaure
4,384 g EDTA
TE-Puffer (pH 7,6) 10 mM Tris
1 mM EDTA
Proteinase-K-Puffer 50 mM Tris (pH 7,6)
25 mM EDTA
0,5% Igepal
0,5% SDS

6 M NaCl

10x Rote Lyse Puffer

0,372 g EDTA (MG=372,2 g/mol)

10 g KHCO3; (MG=100,12 g/mol)

61,5 g NH,Cl (MG=53,49 g/mol)

+ in 600 mL ddH,O losen, auf 1 L auffillen und
autoklavieren

P1 15 mM Tris (pH 8,0)
10 mM EDTA (pH 8,0)
P2 0,2 M NaOH
1% SDS
P3 3 M KAc (pH 5,5)
Fixativ Methanol/Eisessig-Mischung (3:1)

Tab. 2.7: Materialien fur molekularbiologische Analysen

Material

Hersteller

Agarose (TopVision LE GQ)

Fermentas (St. Leon-Rot)

Humane Cotl1-DNA

Invitrogen (Karlsruhe)

Alul Fermentas (St. Leon-Rot)
Rsal Fermentas (St. Leon-Rot)
Proteinase K Merck (Darmstadt)
RNase Qiagen (Hilden)

Mikroliter Spritze

Hamiltion (Bonaduz, Schweiz)

Tab. 2.8: Materialien und Medien fur zellbiologische Arbeiten

Material

Hersteller

RPMI1640

Gibco/Invitrogen (Karlsruhe)

Trypan Blue Solution (0,4%)

Sigma Aldrich (Minchen)

Fotales Rinderserum (FBS)

Biochrom (Berlin)

Penicillin/Streptomycin

Biochrom (Berlin)

Zellkulturschalen, steril (35 mm)

BD Bioscience (Heidelberg)

Zellkulturschalen, steril (100 mm)

Sarstedt (Minchen)
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Tab. 2.9: FISH-Sonden

BAC/ Fragment-

Sonde (Farbe) Lange Genort Anbieter/Hersteller
RP11-14206 (orange), 145kb (NF1), 17q9l1.2, Source Bioscience, ehem.
RP11-285M22 158 kb 17pll1.2- ImaGenes (Berlin)
(AC131274.9) (aqua) pll.1

RP11-3B7 (orange), 170 kb, 3p21.3 BlueGnome (Cambridge, UK)
RP11-44M22 (grin) 158 kb 3p24.3

KBI-10204 (EVI1) - 3926 Kreatech (Amsterdam, NL)
LS| ERG1(orange), - 5031 Vysis (Abbott, Wiesbaden)
D5S23, D5S721 (grin) 5p15.2

LSI MYB (auga) - 6023 Vysis (Abbott, Wiesbaden)
LSI CDKN2A (orange), - 9p21 Vysis (Abbott, Wiesbaden)
CEP9 (grun), 9pll-qll

- alte Bez.: LS| p16

LSI TEL (grin) - 12p13 Vysis (Abbott, Wiesbaden)
LSI TP53 (orange) - 17pl13.1 Vysis (Abbott, Wiesbaden)

Tab. 2.10: Oligonukleotide (Mutationsanalyse)

Ann.-
Name Sequenz 5> 3 Tm Temp.
MGMT
Exon2 for: GTTTTQATATACGACCAGCC 55,9°C  td60-55
rev: TACTCCTCGGTTGCTTCAGC 62,5°C
Exon3 for: CGATGTGTGGAGGCAGGG 64,5°C  td60-55
rev: TCAGCGATCGTTAATAAGTC 56,3°C
Exon4 for: GCTGCTGAAGCCGTTTGTCC 64,5°C  td60-55
rev: ATGACACCCTGCCACCTGC 64,5°C
Exon5 for: TTGGCCTTGACCCCAAAGAC 62,5°C  td60-55
rev: GTGTCGCTCAAACATCCATCC 62,6°C
NRAS
Exon2 for: TTTAAGAACCAAATGGAAGGTCAC 60,6°C 55°C
rev: GGTAAAGATGATCCGACAAGTGAG 61,2°C
Exon3 for: ATTGAACTTCCCTCCCTCCCTG 64,9°C 55°C
rev: CCTCATTTCCCCATAAAGATTCA 61,3°C
Exon4 for: TACCCAGCCTAATCTTGTTTTTC 58,7°C 57°C
rev: GGATCACATCTCTACCAGAGTTAATC 58,7°C
Exon5 for: ATTTGGATTGTGTCCGTTGAG 59,8°C 56°C
rev: AACACCAGCACTCCTCCAAA 60,7°C
Exon6 for: CCCTATTCCTGGCAATGACC 61,6°C 57°C
rev: TGAGAATACATTTCCAAACTTGTCC 60,6°C
3'UTR (615 bp) for: AGAGCCACTTTCAAGGTAGGAC 62,7°C  td60-57
rev: GCCAGTTTAGAGAATAGAGCCG 62,7°C
3'UTR (689 bp) for: GGCTCTATTCTCTAAACTGGCATC 62,9°C  td60-57
rev: CTGTAGAGGGTGGGGTGAGAAG 66,4°C

Abklrzungen: Ann.-Temp., Annealingtemperatur; Tm, Schmelztemperatur; td,
touchdown
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Tab. 2.11: Oligonukleotide (Quantitative, genomische real-time PCR)

Ann.-
Name Sequenz 5> 3 Tm Temp.
GPR15 (3g11.2) for: AGCTCCTACATGATCTCCGTC 62,5°C 58°C
Referenzlokus rev: CCAGATGCTGGCACAGACTAC 64,5°C
CFTR (7931.2) for: GTCACCAAAGCAGTACAGCCTC 64,5°C 58°C
Monosomie 7 rev: GGTGTAGGAGCAGTGTCCTCAC 66,4°C
HOXA (7p15.2)
HOXA 9 for: ACTCCGTTACAATCAGCATTCA 58,9°C 57°C
rev: ACCAGACGAACAGTGAGGAAAT 60,8°C
HOXA10 for: CAAGAGGCAAAGAAAAGCGTTA 58,9°C 59°C
rev: CAAGCAGTTCCTCCAAAAGTCA 60,8°C
HOXA13 for: TACCTTCCCCACTGACCCTCTA 64,5°C 59°C
rev: AGAAGACAAGGGAGAAGGCAAG 62,6°C
NRAS (1p13.2)
NRAS 2 for: CACACAGGGATGTTATGGAAAG 60,8°C 58°C
rev: GAGCCTTAGGTGCCACTTACTG 64,5°C
NRAS 4 for: ACAGCCCCCACCAAGGAG 63,5°C 59°C
rev: CGCATGACTCGTGGTTCG 62,5°C
NRAS 5 for: CATAGAACAGCAGCATCACC 56,8°C 57°C
rev: CAATCCTTCTCAAACTTCAG 52,5°C
NRAS 9-10 for: GTTTCATTTCATTCCCATTCAGA 60,2°C 55°C
rev: ACCTTCTCTTTGCCTTTATTTGG 60,0°C
NF1 (17q11.2)
NF1 1 for: TAGTTATCAGTTGGTGG 52,4°C 52°C
rev: CGACAGAGTTACCACACG 59,9°C
NF1 2 for: CCTCTGGTCACAATACTCCCG 64,5°C 60°C
rev: CCTTACTGCCACTGTTGCTGC 64,5°C
NF1 3 for: CCCTCTCAGTTCTGTTATCTTTCTC 62,9°C 57°C
rev: GATACTCCAGATAAAATGACATAAGG 59,9°C

Abkirzungen: Ann.-Temp., Annealingtemperatur; Tm, Schmelztemperatur

Tab. 2.12: Internet-Datenbanken

Name

Adresse

Catalogue Of Somatic Mutations

In Cancer (COSMIC)

http://www.sanger.ac.uk/genetics/CGP/cosmic/

Database of Genomic Variants

http://projects.tcag.cal/variation/

National Center for Biotechnology
Information (NCBI)

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

The European Bioinformatics
Institute and Genome Research
(Ensembl)

http://www.ensembl.org/index.html

TargetScanHuman

http://www.targetscan.org/vert_60/

University of California, Santa
Cruz (UCSC)

http://genome.ucsc.edu/
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Tab. 2.13: Internet-Computerprogramme

Name

Funktion, Adresse

Basic Local Alignment Search

Tool (BLAST)

http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi

In-silico PCR http://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgPcr
NetPrimer http://www.premierbiosoft.com/netprimer/index.html
Primer3 http://frodo.wi.mit.edu/

Tab. 2.14: Computerprogramme

Name

Funktion, Anbieter

Excel 2007

Tabellenkalkulationsprogramm
Microsoft ® (Redmond, USA)

Feature Extraction 9.1.3.1

Software zur automatisierten Datenextraktion aus
TIFF-Dateien fur die Anwendung der Oligonukleotid
Arrays

Agilent Technologies Inc. (Waldbronn)

R2.2.1, R2.6, R2.9 (versch.
Versionen)

Statistische Auswertung von Microarraydaten
Download tber: Mirror Germany
(http://bioconductor.statistik.tu-dortmund.de)

GenePix Pro 4.1

Software zum Einscannen und Auswerten der TIFF-
Imagedateien bei microarrays
Axon Instruments (Union City, USA)

FISHView 2.0

Software zur Bearbeitung von FISH-Bildern
Applied Spectral Imaging (Edingen)

iCycler 1Q Software, Version
3.1.7050

Software zur Berechnung von CT-Werten bei der
guantitativen real-time PCR
Bio-Rad (Munchen)

DNA Analytics 4.0.76

Software zur Auswertung der
Kopienzahlveranderungen bei microarrays
Agilent Technologies Inc. (Waldbronn)

CEQ8000 Genetic Analysis
System, Version 10.0.29

Software zur Sequenzauswertung
Beckman Coulter (Krefeld)
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Tab. 2.15: Geréate

Gerate

Hersteller

Agarosegel-Elektrophorese-
Kammern, Easy Cast® (Model B1A)

OWL Separation Systems/Thermo Scientific
(Rochester, NY, U.S.A.)

Agilent Fluoreszenzscanner
(#G2565BA)

Agilent Technologies (Waldbronn)

ASP (Automated Slide Processor)

Amersham/ GE Healthcare (Munchen)

Bioanalyzer Agilent (Waldbronn)
CEQ8000 Beckman Coulter (Krefeld)
Zytozentrifuge Thermo Scientific (Dreieich)
Digitale Kompaktkamera Canon (Krefeld)
(PowerShot)

Durchlichtmikroskop

Zeiss (Gottingen)

Fluoreszenzmikroskop

Zeiss (Gottingen)

Gel Doc System

Bio-Rad (Mlnchen)

GenePix Fluoreszenzscanner

Axon Instruments (Union City, USA)

(#4000B)

Hybridisierungsofen (#G2545A) Agilent Technologies (Waldbronn)

iCycler Bio-Rad (Mlnchen)

Inkubationsschrank Heraeus (Hanau), Memmert (Schwabach)
LightCycler 1.5 Roche (Mannheim)

NanoPhotometer Implen (Minchen)

PCR Maschinen

Biometra (Gottingen), Applied
(Darmstadt), Bio-Rad (Munchen)

Biosystems

Rotations-Vakuum-Konzentrator

Christ (Osterode im Harz)

Elektrophorese Power Supply E835

Consort (Turnhout, Belgien)

Thermomixer

Eppendorf (Hamburg)

Tischzentrifuge (#5415D)

Eppendorf (Hamburg)

Wasserbader

GFL (Burgwedel)

Zentrifugen

Beckman Coulter (Krefeld)
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2.3 Molekularbiologische Methoden

2.3.1 DNA-Extraktion aus Blut- und Knochenmarkzellen

Die Extraktion genomischer DNA erfolgte Uber die Methode des Aussalzens bei grof3en
bis mittleren Zellpellets (mindestens 1x10’ Zellen/Probe), wohingegen das QlAamp Micro
Kit (Qiagen) fur die DNA-Extraktion aus kleineren Zellpellets nach Angaben des
Herstellers eingesetzt wurde. Tiefgefrorene Zellen wurden bei 37°C im Wasserbad
aufgetaut, anschlieBend unmittelbar durch Zentrifugation das Einfriermedium abgetrennt
und die Zellen mit 1x PBS gewaschen. Um direkt nach der Dichtegradientenseparation
mittels FicollOPaque (GE Healthcare) die genomische DNA aus den Zellen zu
extrahieren, wurden die Zellfraktionen zweifach mit 1x PBS gewaschen und die Zellen
anschlie3end pelletiert.

GroRe bis mittlere Zellpellets (1x10° Zellen) wurden durch Zugabe von Proteinase K
Ldsung (25 pL einer 10 mg/mL Stammlésung) und Proteinase K Puffer (V = 500 pL)
resuspendiert, wobei die Lyse und der Proteinabbau im Wasserbad bei 55°C fur
mindestens 3 bis 4 Stunden oder lber Nacht erreicht wurde. Die Zugabe von 6 M NaCl
(V =200 pL) fuhrt durch Dehydratisierung zum Ausfallen der Proteine. Durch die RNase
Behandlung (20 pg/mL) fir 1 Stunde bei 37°C wurden RNA-Kontaminationen eliminiert.
Die DNA wurde anschlieBend mit Isopropanol prazipitiert, das Pellet mit 70% EtOH
gewaschen und in DNase freiem Wasser oder TE Puffer gelost.

Um eine hohe DNA-Ausbeute auch bei Proben mit geringen Zellzahlen (< 5x10° Zellen)
zu erzielen, wurde fir die DNA-Isolierung das QlAamp Micro Kit (Qiagen) verwendet.
Nach Herstellerangaben wurde durch die Zugabe von Lysepuffer die Zellmembran
aufgeltst und der Proteinverdau unter Zusatz von Proteinase K erreicht. Anschlielend
wurden die Silicagel-Saulen mit dem Lysat beladen, wobei die DNA an der Matrix
immobilisiert wird. Nach einigen Waschschritten wurde die DNA mit DNase freiem Wasser

eluiert und bei 4°C bzw. -20°C gelagert.

2.3.2 BAC- und Fosmid-Pré&paration aus E.coli

Fir die Herstellung von Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierungs (FISH) Sonden wurden BAC-
und Fosmid-Klone mit den entsprechenden genomischen Zielsequenzen (Tab. 2.9) in LB-
Medium mit den erforderlichen Antibiotika (Chloramphenicol) fir 16 Stunden bei 37°C
kultiviert. Die Isolierung der BAC-/Fosmid-DNA erfolgte nach dem Prinzip der alkalischen
Bakterienlyse, wobei durch die Verwendung eines Faltenfilters denaturierte Proteine und
weitere Zellbestandteile von der DNA-LOsung abgetrennt wurden. Die anschliel3ende
DNA-Prazipitation wurde durch Zugabe von 0,7 (v/v) Isopropanol erreicht, das DNA-Pellet

mit 70% EtOH entsalzt und in DNase freiem Wasser geldst.
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2.3.3 Photometrische Konzentrationsbestimmung von Nukleinséuren

Die photometrische Messung von Quantitat und Qualitat der Nukleins&duren in wassrigen
Ldsungen basiert auf dem Absorptionsmaximum von RNA und DNA bei 260 nm. Proteine
absorbieren bei einer Wellenlange von 280 nm, so dass Uber den Quotienten der
Absorption Agezgo die Reinheit der Nukleinsaurelosungen (Agsozs0 ZWischen 1,8 und 2,0)
bestimmt werden kann. Zusétzlich deutet der Quotient Ajgp30 Mit Werten kleiner als 2,0
auf Verunreinigungen durch Puffer, Salze oder niedermolekulare Substanzen hin. Die
Berechnung der DNA-Konzentrationen wassriger Losungen erfolgt nach Bestimmung der

Optischen Dichte (OD) bei der Wellenlange 260 nm nach folgender Formel:

dsDNA: OD2o X 50 (pg/mL) X 0,1 (Schichtdicke Kivette bzw. Lénge
Strahlengang) = Konzentration (ng/pL)

Fur die photometrische Konzentrationsbestimmung der DNA-Losungen wurde das
NanoPhotometer (Implen) verwendet, da bei diesem Gerat besonders geringe

Analysevolumen (minimal 1,5 pL) eingesetzt werden kdénnen.

2.3.4 Agarose-Gelelektrophorese

Um eine Kontrolle der PCR-Reaktionen durchfiihren zu konnen, aber auch zur
Uberprufung der Integritait genomischer und BAC-/Fosmid-DNA, erfolgte eine
groRenabhangige Auftrennung der DNA-Fragmente im Agarosegel. Abhéngig von der
FragmentgréRe wurden Gelkonzentrationen von 0,8% bis 2% Agarose (w/v) in 1x TBE-
Puffer verwendet. Das Gel wurde mit den DNA-Proben in Ladepuffer beladen und Uber
das Anlegen einer Spannung von 10-15 V/cm in einer Elektrophoresekammer
aufgetrennt. Das fluoreszierende Ethidiumbromid interkaliert in die DNA, so dass durch
die Anregung mit UV-Licht (254 nm) im Gel Doc System (Bio-Rad) die DNA-Banden im

Gel sichtbar gemacht werden kdnnen.

2.3.5 Amplifikation von Nukleinsduren

2.3.5.1 Polymerase-Kettenreaktion

Uber die Polymerase-Kettenreaktion (engl. polymerase chain reaction, PCR) kénnen
beliebige DNA-Sequenzen selektiv aus der heterogenen Mischung genomischer Gesamt-
DNA vervielfaltigt (amplifiziert) werden. Unter Verwendung zweier Oligonukleotide
(Primer), die die spezifische Basensequenz flankieren und mit jeweils einem der Strange
auf beiden Seiten des DNA-Abschnitts hybridisieren, einer ausreichenden Menge der vier
dNTPs und einer hitzebestidndigen DNA-Polymerase erfolgt eine exponentielle

Vervielfaltigung der Zielsequenz (Mullis and Faloona, 1987).
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Fur die nachfolgende Sequenzierung wurden PCR-Ansatze mit jeweils 60 ng
genomischer DNA nach dem Standard-Protokoll erstellt (Tab. 2.16).

Tab. 2.16: PCR Standard-Protokoll

Komponenten Volumen
dNTPs (1,25 mM) 3,00 uL
10x PCR Puffer (ohne MgCl,) 2,50 pL
MgCl, (25 mM) 1,50 uL
Primer for (10 uM) 1,00 pL
Primer rev (10 uM) 1,00 pL
Tag-Polymerase (5 U/uL) 0,15 puL
DNA (20 ng/uL) 3,00 pL
DNase freies Wasser 12,85 pL
Gesamtvolumen 25,00 pL

Die PCR st charakterisiert durch ein zyklisches Temperaturprofil, wobei die DNA-
Doppelhelix zunéchst durch einen initialen Denaturierungsschritt bei 95°C aufgespalten
wird. Es folgen je nach PCR-Ansatz 30-40 Zyklen bestehend aus Denaturierung (95°C),
Anlagerung der Primer (annealing, 50-70°C) und Neusynthese des komplementaren
DNA-Stranges durch die DNA-Polymerase (elongation, 72°C), ausgehend von der 3’-OH-
Gruppe der Oligonukleotide. Je Primerpaar variiert die Annealingtemperatur in
Abhangigkeit ihrer spezifischen Schmelztemperaturen (Tab. 2.10 und Tab. 2.11). Die
durchschnittliche Synthesegeschwindigkeit der DNA-Polymerase betragt etwa 500-
1000 bp/min, so dass sich die gewahlte Elongationszeit nach der Lange und dem GC-
Gehalt des Amplikons richtet (Tab. 2.17).

Tab. 2.17: PCR Standard-Programm

Temperatur Zeit Zyklen
95°C 3 min 1
95°C 0,5 min
50-70°C 0,5 min x 30-40
72°C 0,5- 2 min
72°C 2 min 1

4°C © min 1
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2.3.5.2 Quantitative, genomische real-time PCR

Die quantitative real-time PCR (qPCR) auf der Basis genomischer DNA bietet eine
Moglichkeit zur Validierung von array-CGH Ergebnissen. In Echtzeit kann bei dieser
Methode die Zunahme der amplifizierten DNA-Fragmente nach jedem PCR-Zyklus
detektiert werden. Die Verwendung des Fluoreszenzfarbstoffes SYBR-Green
(Absorption: 498 nm, Emission: 522 nm), der in doppelstrangige DNA-Molekdle interkaliert
und damit die Fluoreszenz proportional zur Menge der amplifizierten Fragmente ansteigt,
ermdglicht die Quantifizierung der PCR-Produkte im Verlauf der Reaktion (Morrison et al.,
1998).

Fur jede Probe wird der sog. CT-Wert (engl. cycle threshold) erfasst, also der PCR-
Zyklus, bei dem die Fluoreszenzintensitat der Probe einen bestimmten Schwellenwert
Uberschreitet. Die Festlegung des Schwellenwertes sollte unter Berucksichtigung der
Hintergrundfluoreszenz erfolgen, so dass die Messung der CT-Werte am Anfang der
exponentiellen Amplifikationsphase stattfinden kann. Die Zusammensetzung eines qPCR-

Ansatzes ist in Tab. 2.18 angegeben, wobei alle Proben als Triplikate analysiert wurden.

Tab. 2.18: gPCR Standard-Protokoll

Komponenten Volumen
2x QuantiTag SYBRGreen 10,00 pL
DNase freies Wasser 7,00 pL
Primer for (10 pM) 1,00 pL
Primer rev (10 uM) 1,00 uL
DNA (20 ng/pL) 1,00 pL
Gesamtvolumen 20,00 pL

Das verwendete Standard-Programm fir die gPCR ist im Folgenden angegeben
(Tab. 2.20). Nach 40 Amplifikationszyklen wurde jeweils am Ende des Laufes eine
Schmelzkurve erstellt, anhand dieser die Spezifitdit der PCR-Produkte Uberprift werden
konnte. Dabei erfolgte eine kontinuierliche Messung der Fluoreszenzintensitaten je 0,5°C

Temperatursteigerung alle 5 sec.

Tab. 2.19: gPCR Standard-Programm

Temperatur Zeit Zyklen
95°C 15 min 1
95°C 15 sec
50-70°C 25 sec x 40
72°C 25 sec
72-95°C je 5secein Anstiegum 0,5°C 1

4°C « min 1
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Die Durchfuihrung der gPCR Analysen fand mit dem LightCycler 1.5 (Roche) statt, wobei
die Anzahl der Analyseplatze auf 32 Kapillare pro Lauf beschrankt war. Uber die
LightCycler Geratesoftware wird fir jeden Lauf der Schwellenwert zur CT-Berechnung
automatisch festgesetzt. Dieses System zeichnet sich durch eine sehr gute
Reproduzierbarkeit der Analysen aus und erméglicht durch den Einsatz von
Glaskapillaren (mit groRer relativer Oberflache) kurze Zykluszeiten von weniger als
1 Minute. Um auch gréRere Probenanzahlen (bis 96 Proben pro Lauf) simultan
untersuchen zu kdnnen, wurde der iCycler (Biorad) mit den gleichen gPCR-Anséatzen und
gPCR-Programmen verwendet. Die Festlegung des Schwellenwertes konnte bei diesem

System sowohl automatisch als auch manuell nach den o.g. Kriterien gewahlt werden.

2.3.5.3 Bestimmung der Effizienz fir gPCR-Analysen
Fur jedes lokusspezifische Primerpaar wurde zunachst anhand einer Verdiinnungsreihe
genomischer DNA (50 ng / 25 ng / 12,5 ng / 6,25 ng) die Effizienz des qPCR Assays nach

folgender Formel berechnet:
Effizienz (E) = 10Y™-1

Zur Berechnung der Effizienz muss zunéchst die Steigung m der Standardkurve bestimmt
werden. Liegt diese bei m = -3,32, wird theoretisch eine Effizienz von 100% fiir den gPCR

Assay erhalten.

2.3.5.4 AAC:-Methode zur Berechnung der genortspezifischen DNA-Kopienzahl
Um im Folgenden die DNA-Kopienzahl eines Kandidatengens (engl. gene of interest,
GOlI) relativ zu einem internen, diploiden Referenzlokus (REF) zu bestimmen, erfolgte die
Berechnung nach der von Livak entwickelten AACt-Methode (Livak and Schmittgen,
2001).

E (G Ol ) ~(Cynormale Probegq, —Cy Tumor Probegq, )

T E ( REF ) ~(Cynormale Probeggr —Cy Tumor Probeger )

Als Referenz wurde ein 150 bp groRes Amplikon auf Chromosom 3g26 (GPR15)
verwendet, da fir diesen Bereich keine Kopienzahlveranderungen in den array-CGH

Untersuchungen gefunden wurden.
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2.3.5.5 Vervielfaltigung genomischer DNA (Whole Genome Amplification = WGA)
Die Vervielfaltigung der genomischen DNA einzelner Zellkolonien aus dem Colony
Forming Cell (CFC) Assay war erforderlich, um ausreichend Ausgangsmaterial fur array-
CGH Analysen zur Verfiigung zu haben. Uber die Methode der ,Multiple Displacement
Amplification* (MDA) wurde mit dem REPLIg Kit (Qiagen) die DNA nach
Herstellerangaben direkt aus den Koloniezellen amplifiziert. Bei der Reaktion binden
zufallige Hexamer-Primer an die vorab denaturierten DNA-Strénge, gefolgt von einer
kontinuierlichen Synthese des Gegenstranges durch die Phi29 DNA-Polymerase. Durch
dessen 3’5 Exonuclease-Aktivitdt und eine hohe Prozessivitat werden bereits
amplifizierte DNA-Fragmente erneut als Matrize genutzt, so dass auch bei geringer
Ausgangs-DNA-Menge von 0,3 bis 300 ng bis zu 10 ug DNA pro Ansatz erzeugt werden
kénnen (Dean et al., 2002).

Zunachst erfolgte die alkalische Denaturierung der genomischen DNA fir 10 min auf Eis,
die durch Zugabe von Stop Buffer (zur Neutralisation) unterbrochen wurde. Je Ansatz
wurden 19 uL des Reaktionspuffers (unbekannter Zusammensetzung), 1 yuL Phi29 DNA-
Polymerase und 20 pL DNase freies Wasser gegeben und die Reaktion bei 30°C fir 16
Stunden inkubiert. Das Enzym wurde anschlie3end durch Hitzeeinwirkung (65°C, 3 min)
inaktiviert und die amplifizierte DNA bei 4°C gelagert. Vor dem Einsatz der amplifizierten
DNA wurde diese zunachst mithilfe von Microcon YM-30 Filtern (Millipore) gereinigt (Lage
et al., 2003), um mdoglichst keine Reagenzien aus der WGA in die nachste Reaktion zu

uberfuhren.

2.3.6 Sequenzierung auf DNA-Ebene

Nach dem Didesoxy-Verfahren (Sanger et al., 1977) erfolgte die Sequenzierung von
kodierenden (Exonen) und nichtkodierenden, potentiell regulatorischen (3'UTR)
Genabschnitten mit dem GenomeLab DTCS Quick Start Master Mix (Beckman Coulter)
unter Verwendung des Sequenziergerates CEQ™8000 (Beckman Coulter).

Bei diesem Verfahren erfolgt auf der Basis eines zuvor generierten, genortspezifischen
PCR-Produktes eine erneute Amplifikation, bei der jedoch nur der Vorwarts- bzw.
Ruckwartsprimer und eine Mischung aus dNTPs und fluoreszenzmarkierten
Didesoxynucleotiden (ddNTPs) eingesetzt wird. Bei Einbau der 4 unterschiedlich
markierten ddNTPs kommt es zum Kettenabbruch. Somit liegt am Ende der PCR ein
Gemisch aus basenspezifisch terminierten DNA-Fragmenten vor, das mittels
Kapillargelelektrophorese der GréRe nach aufgetrennt werden kann. Uber ein Online-
Detektionssystem werden die vier unterschiedlichen Fluorochrome erfasst (Smith et al.,
1986), so dass die resultierende Sequenz anschlieRend computergestitzt ausgewertet

werden kann.
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2.3.6.1 Enzymatische Reinigung der PCR-Produkte

Die genspezifischen PCR-Produkte fir NRAS und MGMT bilden den Ausgangspunkt fur
die Sequenzanalyse. Uber eine enzymatische Reinigung mittels ExoSAP-IT (USB)
wurden nicht verbrauchte dNTPs und Uberschiissige Primer aus der initialen PCR fir den
nachfolgenden Einsatz in der Sequenzierungs-PCR verdaut. Je Ansatz wurden 5 pL des
PCR-Produktes mit 2 pL ExoSAP-IT vermischt und fir 15 min bei 37°C inkubiert, Die
Inaktivierung der Enzyme wurde durch einen terminalen Temperaturschritt fir 15 min bei
80°C erreicht. Die PCR-Produkte wurden anschlielend direkt als Template fir die

Sequenzierungs-PCR eingesetzt.

2.3.6.2 Sequenzierungs-PCR

Um eine zuverlassige Sequenzanalyse durchfiihren zu kdnnen, wurden beide Strénge der
PCR-Produkte analysiert. Nach folgendem Protokoll wurden jeweils 2 Ansétze pro PCR-
Fragment erstellt (Tab. 2.20).

Tab. 2.20: Protokoll fur die Sequenzierungs-PCR

Komponenten Volumen
Seqg-Mix (DTCS Quick Start MasterMix) 4,00 uL
Primer (10 uM for bzw. rev) 3,20 pL
PCR-Produkt (nach Reinigung) 2,00 pL
Gesamtvolumen 20,00 pL

Das Temperaturprofil fur die Sequenzierungs-PCR ist im Folgenden angegeben
(Tab. 2.21).

Tab. 2.21: PCR Programm fur die Sequenzierung

Temperatur Zeit Zyklen
95°C 1 min 1
95°C 20 sec
50°C 20 sec x 30
60°C 2 min

4°C °© min 1

2.3.6.3 Natriumacetat-Préazipitation der PCR-Produkte

Bevor die markierten PCR-Produkte aus der Sequenzierungsreaktion mittels
Kapillargelelektrophorese aufgetrennt werden kdnnen, ist eine erneute Reinigung der
Produkte erforderlich, weil durch tberschiissige Reagenzien Uberlagernde Effekte (sog.
dye blobs) entstehen kénnen. Die Préazipitation der PCR-Produkte wurde mithilfe einer
Ethanol/Natriumacetat Fallung durchgefihrt (Tab. 2.22).
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Tab. 2.22: Zusammensetzung des Fallungsansatzes

Komponenten Volumen
3M NaAc (Stop Solution) 4,00 uL
Glycogen 1,00 pL
EtOH (95 %) (T=-20°C) 60,00 pL
PCR-Sequenzierungsprodukt 20,00 pL
Gesamtvolumen 85,00 pL

Nach guter Durchmischung der Komponenten erfolgte eine Zentrifugation fir 20 min bei
13200 rcf und 4°C. AnschlieBend wurde der Uberstand vorsichtig entfernt, das Pellet mit
200 pL EtOH (70%) Uberschichtet und fur 20 min bei -20°C gelagert. Nach erneuter
Zentrifugation wurde der Uberstand verworfen, das Pellet in einem Rotations-Vakuum-
Konzentrator (Christ) fur 15 min bei 37°C getrocknet und nachfolgend in 40 yL SLS-Puffer

(Sample Loading Solution, Beckman Coulter) gelost.

2.3.7 Vergleichende genomische Hybridisierung auf Basis der DNA-Chip-
Technologie (array comperative genomic hybridization, array-CGH)

Die Methode der array-CGH stellt eine Weiterentwicklung der vergleichenden

genomischen Hybridisierung auf der Ebene von Metaphasenchromosomen dar (Solinas-

Toldo et al., 1997), bei der die genomweite Auflosung durch den Einsatz der DNA-Chip-

Technologie im Vergleich zur konventionellen CGH um ein Vielfaches erhdht werden

konnte (Kapitel 1.6.1).

Auf beschichteten Glasobjekttrdgern werden definierte Nukleinsauresequenzen (Ziel-
DNA) aufgebracht und immobilisiert, wobei diese Zielsequenzen entweder als
genomische DNA, kloniert und amplifiziert in BAC-/PAC-Vektoren oder als
Oligonukleotidsequenzen auf dem Array reprasentiert sind. Nach einem festgelegten
Muster (engl. grid, Gitter) erfolgt das Aufbringen der Ziel-DNA. Mittels Random Priming
(Feinberg and Vogelstein, 1983) werden Test- und Referenz-DNA mit unterschiedlichen
Fluoreszenzfarbstoffen (Cy3™-dCTP und Cy5™-dCTP) markiert und simultanen
hybridisiert (Abb. 1.3). Nach Entfernung unspezifisch gebundener DNA-Fragmente durch
ein abgestimmtes Waschprotokoll, werden die DNA-Arrays mit einem Laserscanner in
den entsprechenden Anregungswellenldngen der Fluoreszenzfarbstoffe eingelesen. Auf
Basis der resultierenden Bilddatei (TIFF) erfolgt die Auswertung der jeweiligen
Fluoreszenzintensitaten, die miteinander in Beziehung gesetzt die Identifikation
genomischer Verluste oder Zugewinne ermoglichen. In dieser Arbeit wurden folgende

CGH Arrays verwendet:

34
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Tab. 2.23: CGH Arrays

BAC/PAC Oligonukleotid
6k 8k 244K 105K
Anzahl der Klone/Sonden 6437 8049 236381 99026
Anzahl der Klone des 1 Mb Klonset® 3428 3428 - -
Anzahl der Klone in TSG- und 1000 2000 - -
Onkogen-Regionen
tiling (Chr.: 1p, 1q, 19, 22) - 2000 - -
Anzahl der Replikate (5x) - - 1000 525
Interne Kontrollsonden - - 5045 4626
Sondenabstand (genomweit) 1 Mb 1 Mb 8,9 kb 22 kb
Sondenabstand (Referenzgene) - - 7,4 kb 19 kb
Design ID - - 014693 014698
Grid File 3k V5 3k V6 014693 D_ 014698 D _
20060615 20060615

Bezugsquellen: BAC/PAC CGH Arrays, DKFZ (AG Peter Lichter); Oligonukleotid CGH
Arrays, Agilent (Waldbronn); Abktrzungen: Chr., Chromosom; kb, Kilobasen; TSG,
Tumorsuppressorgen; * 1 Mb Klonset von Dr. N.P. Carter (Fiegler et al., 2003). Die
Informationen zu den BAC/PAC CGH Arrays sind adaptiert nach Landwehr, 2009.

AuRerdem wurde mithilfe des eArray Online Service (Agilent) ein Anwender-designter
Array (MDS-1) im 105K-Format erstellt. Die Auswahl der Sonden, die insgesamt
36 chromosomale Regionen hochaufgeldst abdecken (Tab. 8.2, Anhang), erfolgte Uber
die HD search function mit einer Auflosung von 3 Sonden pro 1000 bp. Die restlichen
Sonden wurden mit den ,Katalogsonden® aus der Agilent Datenbank aufgefillt. Fur die
Datenextraktion wurde das Grid File 021498 D F 20080917 verwendet.

2.3.7.1 Markierungsreaktion fir BAC/PAC CGH Arrays

Die Fluoreszenzmarkierung von Test- und Referenz-DNA wurde mit dem BioPrime Array
CGH Genomic Labling System Kit (Invitrogen) basierend auf dem mCGH Protokoll 2.0 der
Lichter (DKFZ) durchgefihrt: DNA-

Gesamtmenge von 750 ng je Reaktion wurde nach folgendem Schema (Tab. 2.24) ein

Arbeitsgruppe Peter Ausgehend von einer

dreifacher Markierungsansatz erstellt.

Tab. 2.24: Markierungsansatz fir BAC/PAC CGH Arrays

Komponenten Kontroll-DNA Test-DNA
DNA 750 ng 750 ng
Betaine (5 M) max. 60 pL max. 60 pL
2,5x Random Primer Solution 60 pL 60 pL

10x dCTP Nucleotide Mix 15 pL 15 L
Cy5'™-dCTP 3puL -
Cy3™-dCTP - 3puL
Exo-Klenow-Fragment (40 U/pL) 3 pL 3 L
Gesamtvolumen 141 pL 141 pL
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Nach der Kombination der DNA-LAsung mit 60 pL 5M Betaine zur Stabilisierung der DNA
und 60 pL 2,5x Random Primer Solution, wurde die Mischung fir 5 min bei 95°C
denaturiert. Durch die unmittelbare Abkihlung des Ansatzes fir 5 min auf Eis, wurde
sicher gestellt, dass die DNA-Strange weiterhin getrennt vorliegen. Fur die anschlieRende
Fluoreszenzmarkierung wurden jeweils 15 pL 10x dCTP Nucleotide Mix, 3 uL Cy5™-
dCTP (Kontroll-DNA) bzw. 3 pL Cy3™-dCTP (Test-DNA) und 1 pL Exo-Klenow-Fragment
auf Eis in dunklen ReaktionsgefalRen kombiniert. Die enzymatische Reaktion erfolgte fir
etwa 16 Stunden bei 37°C und wurde dann durch Zugabe von 15 pL Stop Buffer
(0,5 M EDTA, pH 8,0) unterbrochen.

Im folgenden Schritt wurden durch den Einsatz von Microcon YM-30 Filtern (Millipore)
nach dem GroRenausschlussprinzip Uberschiissige Primer und nichteingebaute
Nukleotide entfernt. Der Filter wurde zunéchst mit 200 uL 0,1x TE Puffer angefeuchtet,
anschliel3end der Markierungsansatz (150 uL) zugegeben und die Saule fir 10 min bei
13000 rcf und RT zentrifugiert. Es folgten zwei Waschschritte mit jeweils 300 yL 0,1x TE
Puffer und einer Zentrifugation fir 10 min bei 13000 rcf und RT. AbschlieBend wurden
70 uL 0,1x TE Puffer mittig auf den Filter pipettiert, die Sdule umgedreht in ein neues
Reaktionsgefald Uberfihrt und die markierte DNA durch Zentrifugation fir 1 min bei
13000 rcf und RT vom Filter gespilt. Zur Uberprifung der Amplifikation und
Markierungseffizienz wurde fir jeden Ansatz die Konzentration und Einbaurate der
Fluoreszenznukleotide spektrophotometrisch gemessen. Die DNA-Konzentration wurde
Uber die ODjg bestimmt, wahrend zur Berechnung der jeweiligen Einbauraten die
Absorption bei 650 nm (Cy5™) bzw. 550 nm (Cy3™) ermittelt wurde.

Einbaurate Cy5™ = (Azg * 250,000 (cm™ M™)) / (Agso * 6,600)
Einbaurate Cy3™ = (A * 150,000 (cm™ M™)) / (Asso * 6,600)

Jeweils 15 pg der Cy5™- und Cy3™- markierten DNA wurden mit 200 pL Cotl-DNA
(2 mg/mL), 1/10 (v/v) 3M NaOAc unter Zugabe von 800 pL 100% EtOH fur 20 min bei
—20°C gefallt. Die DNA wurde anschlieRend fir 15 min bei 13000 rcf und RT pelletiert, mit
70% EtOH entsalzt und der Uberstand restlos entfernt. Das DNA-Pellet wurde in 200 uL
ULTAhyb Puffer aufgenommen und Uber etwa 2-3 Stunden bei 40°C im Themomixer
(Eppendorf) vollstandig gelost.

Vor der Hybridisierung wurde der DNA-Ansatz fur 10 min bei 75°C denaturiert und ohne
weiteres Mixen auf 40°C wieder abgekiihlt (re-annealing). Uber einen letzten
Zentrifugationsschritt fir 15 min bei 13000 rcf und 40°C erfolgte die Abtrennung maoglicher
Prazipitate. Die geléste DNA wurde mittels angewarmter Hamilton-Spritze (37°C) auf den
BAC/PAC Array appliziert.
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2.3.7.2 Hybridisierung der BAC/PAC CGH Arrays

Um eine optimale Hybridisierung der BAC/PAC CGH Arrays zu erreichen, missen die
fluoreszenzmarkierten DNA-Fragmente aktiv Uber den Objekttrager bewegt werden.
Demnach wurde eine automatische Hybridisierungsstation (Automated Slide Processor,
ASP) mit einer maximalen Kapazitat von 12 Hybridisierungen pro Lauf verwendet. Uber
eine Membranpumpe erfolgte bei diesem Gerat eine ausreichende Mischung der DNA-
Ldsung Uber einen Zeitraum von 44 Stunden bei 38°C, wobei die Hybridisierungslésung in
den Kammern jeweils nacheinander fur 5 min Gber den Array bewegt wurde. Nach Ablauf

der Hybridisierungszeit folgte ein Waschprotokoll, bestehend aus:
1) bei RT: 50% FA/2x SSC/0,1% Tween 20
2) bei 40°C: 50% FA / 2x SSC/ 0,1% Tween 20 (2 Durchgénge)
3) bei RT: 2x SSC / 0,05% Tween 20

Nach dem letzten Waschschritt wurden die BAC/PAC CGH Arrays unverziglich aus den
Kammern entfernt, fir 1 min in 1x PBS mit 0,05% Tween20 gewaschen und durch

Zentrifugation (2 min bei 100 rcf und RT) getrocknet.

2.3.7.3 Einlesen der BAC/PAC CGH Arrays und Datenextraktion

Die BAC/PAC CGH Arrays wurden unmittelbar nach Trocknung in einem
Fluoreszenzscanner (Axon) eingelesen, der parallel die Fluoreszenzintensitdten des
Cy3™- (Emissionsmaximum: 570 nm) und Cy5™-(Emissionsmaximum: 670 nm) Kanals
detektieren kann. Die generierten Bilder wurden als TIFF-Dateien je Kanal abgespeichert,
so dass die Rohdaten fir die anschlieBende Auswertung zur Verfligung standen. Uber die
zugehdrige Scannersoftware Genepix Pro 4.1 (Axon Instruments) erfolgte die
Datenextraktion, wobei zunachst ein array-Format-spezifisches Raster (sog. Grid File), in
dem zu jedem Spot die Informationen des BAC/PAC Klons hinterlegt sind, mit den
fluoreszierenden Sonden (Spots) in Deckung gebracht und manuell angepasst wurde. Als
extrahierte Daten wurden die jeweiligen Fluoreszenzintensitdten der Spots und des
lokalen Hintergrundes, sowie weitere Informationen zur Spotqualitat in tabellarischer Form
abgespeichert (engl. gene pix result, gpr). Die Normalisierung und weitere Auswertung
der CGH Daten erfolgte mithilfe der statistischen Programmiersprache R in der

Bioconductor-Umgebung (Gentleman et al., 2004).
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2.3.7.4 Normalisierung und Auswertung der BAC/PAC CGH Arrays

Vor der statistischen Auswertung von array-CGH Daten ist eine Normalisierung der
Fluoreszenzsignale erforderlich, um technische Variationen im Experiment, wie z.B. einen
unterschiedlichen Einbau der Fluoreszenzfarbstoffe in die DNA, auszugleichen. Die Print
Tip Loess Normalisierung (Smyth et al., 2003) wurde angewendet, um zudem
UnregelmaRigkeiten der einzelnen Druckkopfe (engl. print tip) bei der Herstellung der
BAC/PAC Arrays einzubeziehen. Als Qualitatsparameter fir die Auswertung der einzelnen
Spots wurden ein Verhéltnis der Spot-Intensitat zum Hintergrund von >3,0 und eine
Standardabweichung der Triplikate von <0,2 gewahlt. Zur Ermittlung der chromosomalen
Bruchpunkte wurde der GLAD (engl. Gain and Loss Analysis of DNA) Algorithmus (Hupe
et al., 2004) angewendet und Kopienzahlveranderungen wurden auf der Basis von
mindestens 2 aufeinanderfolgenden BAC-Sonden mit log,ratios oberhalb +0,2 bzw.
unterhalb -0,2 (entsprechend heterozygoter Aberrationen) ausgewertet. Die
Zusammenstellung und Anpassung der Skripte erfolgte durch Dr. Anja Weigmann und
Dr. Winfried Hofmann (1ZMP).

2.3.7.5 Markierungsreaktion fiir Oligonukleotid CGH Arrays

Im Gegensatz zum Markierungsprotokoll fiir die BAC/PAC array-CGH (Kapitel 2.3.7.1)
wurde zunachst eine Restriktion der genomischen DNA mit Alul und Rsal (Fermentas)
nach Angaben des Herstellers durchgefiihrt (Tab. 2.25). Der vollstdndige Verdau wurde
durch Inkubation des Ansatzes fir 2 Stunden bei 37°C erreicht, gefolgt von der
Hitzeinaktivierung des Enzyms fur 20 min bei 65°C. Die Uberpriifung der Integritat der
DNA fand exemplarisch fiir eine Probe mit einem DNA-Chip des Bioanalyzers (Agilent)

statt.

Tab. 2.25: Restriktionsansatz fur Oligonukleotid CGH Arrays

Komponenten Kontroll-DNA Test-DNA
DNA 1-2ug 1-2ug
DNase freies Wasser 20 pL 20 pL

10x Tango Buffer (incl. BSA) 2,8 uL 2,8 uL
Alu | (10 U/uL) 0,5 pL 0,5 pL
Rsa | (10 U/uL) 0,5 uL 0,5 uL
Gesamtvolumen 26 pL 26 pL

Die Markierungsreaktion erfolgte ebenfalls durch Random Priming nach dem
Herstellerprotokoll mit dem CGH Labeling Kit (Agilent) (Tab. 2.26). Nach Zugabe von 5 pL
Random Primer zur verdauten DNA wurde der Ansatz fur 3 min bei 95°C denaturiert und

alle weiteren Komponenten auf Eis zugegeben. Wahrend der Inkubationszeit von
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2 Stunden bei 37°C erfolgte die Amplifikation und direkte Fluoreszenzmarkierung der
DNA. Durch Erhitzen auf 65°C fir 10 min wurde die Restaktivitat des Enzyms gestoppt.

Tab. 2.26: Markierungsansatz fur Oligonukleotid CGH Arrays

Komponenten Kontroll-DNA Test-DNA
DNA-L6sung 26 uL 26 uL
2,5x Random Primer Solution 5uL 5puL

5x Puffer 10 L 10 pL

10x dNTP Nucleotide Mix 5uL 5uL
Cy5™-dCTP (1mM) 3L -
Cy3™-dCTP (1mM) - 3L
Exo-Klenow-Fragment (40 U/pL) 1pL 1puL
Gesamtvolumen 50 pL 50 pL

Die Aufreinigung des Markierungsansatzes erfolgte mithilfe der Microcon YM-30 Filter
(Millipore). Jeder Ansatz wurde mit 430 pL 1xTE Puffer verdinnt, auf die Saule
Ubertragen und fir 10 min bei 8000 rcf und RT zentrifugiert, gefolgt von einem
Waschschritt mit 480 uL 1XTE Puffer.

Fur die 244K bzw.105K Arrays wurde die gereinigte, markierte DNA in 80 pL bzw. 40 uL
1XTE aufgenommen und die Konzentration und Einbaurate der Fluoreszenzfarbstoffe
bestimmt. Fir die anschlielBende Hybridisierung der Oligonukleotid CGH Arrays wurden

Kontroll- und Test-DNA im gleichen Verhaltnis eingesetzt.

2.3.7.6 Hybridisierung der Oligonukleotid CGH Arrays

Der Hybridisierungsansatz fiir die Oligonukleotid Arrays bestand neben der markierten
Kontroll- und Test-DNA-L6sung aus Cot1l-DNA, sowie Blocking Reagenz zum Blockieren
von repetitiven Sequenzen und aus dem bei RT flissigen Hybridisierungspuffer (CGH
Hybridization Kit) Die erforderlichen Volumina fur die unterschiedlichen Plattformen sind

der Tab. 2.27 zu entnehmen.

Tab. 2.27: Hybridisierungsansatz fir Oligonukleotid CGH Arrays

Komponenten 244K 105K
markierte DNA (gesamt) mind. 140 L mind. 70 pL
Cot1-DNA [1 mg/mL] 50 pL 25 uL

10x blocking agent 52 uL 26 uL

2x hybridisation buffer 260 pL 130 pL

Gesamtvolumen 500 pL 250 pL
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Nach der Denaturierung des Ansatzes fur 3 min bei 95°C, erfolgte die Abkihlung auf 37°C
fur 30 min (re-annealing). Fur die Hybridisierung wurden 490 pL (244K) bzw. 250 pL
(105K) des Ansatzes auf dem Glasobjekttrager (sog. gasket slide) innerhalb der
Gummidichtung verteilt, mit dem Array zu einem ,Sandwich” zusammengesetzt und in die
Array-Halterung eingespannt. Durch eine stetige Rotation (20 Umdrehungen/min) im
Hybridisierungsofen (Agilent) fir 40 Stunden bei 65°C wurde Uber die Blasenbewegung
innerhalb des Sandwichs eine ausreichende Verteilung der markierten DNA-Fragmente
sichergestellt.

Das verwendete Waschprotokoll fir die hybridisierten Arrays ist in Tab. 2.28 angegeben.
Zum Offnen des Sandwichs wurde dieses komplett in Wash Buffer 1 (CGH Wasch Buffer
1 and 2 Set) getaucht, um den Luftkontakt zu minimieren. Nach dem vierten Waschschritt
erfolgte eine langsame Entnahme des Arrays aus der Stabilization Solution, so dass der

Objekttrager trocken eingescannt werden konnte.

Tab. 2.28: Waschprotokoll fur Oligonukleotid CGH Arrays

Ablauf Puffer Temperatur Zeit
Sandwich 6ffnen Wash Buffer 1 RT

1. Waschschritt Wash Buffer 1 RT 5 min
2. Waschschritt Wash Buffer 2 37°C 1 min
3. Waschschritt Acetonitril RT 1 min
4. Waschschritt Stabilization Solution RT 30 sec

2.3.7.7 Einlesen der Oligonukleotid CGH Arrays und Datenauswertung

Alle Oligonukleotid CGH Arrays wurden mit dem Fluoreszenzscanner #G2565BA (Agilent)
mit den Standardeinstellungen fir CGH Arrays (100% PMT, Scanneraufldsung: 5 pum)
eingelesen und der Barcode erfasst. Die Auswertung der Fluoreszenzintensitaten erfolgte
mithilfe der Software Feature Extraction 9.1.3.1 (Agilent), wobei zu den Bilddateien der
Arrays automatisch Uber die Barcode-Information das zugehdrige Grid File geladen
wurde. Fir die anschlieRende Datenextraktion wurde das Standard-CGH Protokoll (CGH-
v4_91) verwendet, wobei die Fluoreszenzintensitdten sowohl als Rohdaten wie auch als
Linear/LOWESS normalisierte logoratios in einer TXT-Datei gespeichert wurden. Mithilfe
der DNA Analytics Software 4.0.76 (Agilent) wurden die genomischen Aberrationen
anschliel3end visualisiert. Zur ldentifikation der aberranten Intervalle wurde der ADM-2
(engl. aberration detection method 2) Algorithmus gewahlt, der basierend auf einer
statistischen Auswertung alle Bereiche mit durchgehend hohen oder niedrigen log,ratios
detektiert (Lipson et al., 2006).
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2.4 Zellbiologische Methoden

2.4.1 Selektion von Zellsubpopulationen mittels Dichtegradientenzentrifugation
Uber die Dichtegradientenzentrifugation mit Ficoll©Paque (GE Healthcare) wurden die
Zellpopulationen der Blut- bzw. Knochenmarkproben separiert. Dabei wird eine
Anreicherung von mononuklearen Zellen (B-Zellen, Monozyten, NK-Zellen, T-Zellen und
Thrombozyten) nach der Zentrifugation oberhalb des FicollOPaque-Gradienten erreicht,
wahrend die Granulozyten, Erythrozyten und toten Zellen sich als Sediment am Boden
des Rohrchens sammeln. Maximal 5 mL Blut oder Knochenmark wurden vorsichtig auf
einen 3 mL FicolloPaque-Gradienten geschichtet und bei 20°C fur 20 min und 400 rcf
ohne Bremse zentrifugiert. Der weilRe Ring, in dem sich die MNZ sammeln, wurde in ein
neues 15 mL Rohrchen uberfuhrt, in 1x PBS oder Rote Lyse Puffer resuspendiert und
mehrfach gewaschen (Zentrifugation: 10 min bei 400 rcf). Das Zellpellet wurde
entsprechend der Gré3e in 2 1 mL Einfriermedium (RPMI1640, 10% FBS, 8% DMSO)
resuspendiert und bei -80°C bis zur Weiterverarbeitung eingefroren.

Das Granulozyten-/Erythrozytensediment wurde mit dem funffachen Volumen an Rote
Lyse Puffer aufgeflillt und die Erythrozytenlyse durch Inkubation fir 10 min bei 20°C
erreicht. Die Zellen wurden anschlieend fir 10 min bei 300 rcf pelletiert und erneut mit
Rote Lyse Puffer oder 1x PBS gewaschen. Das Einfrieren erfolgte wie oben beschrieben.

2.4.2 Positive Selektion von CD34+ Stammzellen aus PB-/KM-MNZ

Die Isolierung hamatopoetischer Stammzellen aus Blut und Knochenmark ist Uiber eine
zelltypspezifische Expression bestimmter membrangebundener Glykoproteine, sog.
Unterscheidungsgruppen (engl. cluster of differentiation, CD) mdglich. HSZ und
Vorlauferzellen sind unter anderem positiv fir das CD34-Antigen und kdnnen mithilfe
einer magnetischen Antikdrperseparation (engl. Magnetic Cell Separation, MACS)
angereichert werden. Bei dieser positiven Selektion binden die entsprechenden Zellen an
Antikorper-beschichtete Eisenpartikel (engl. microbeads) und kdénnen anschlieRend im
Magnetfeld von nicht-gebundenen Zellen abgetrennt werden. Fur die Uberpriifung des
Selektionsergebnisses wird die immunphéanotypische Durchflusszytometrie (engl.
Fluorescent Antibody Cell Separation, FACS) eingesetzt.

In dieser Arbeit wurden CD34+ Zellen aus dem Vollblut gesunder Probanden nach
Herstellerangaben isoliert. Der Separationsschritt mit  Antikdrper-beschichteten
MicroBeads wurde zweimal nacheinander durchgefihrt, um eine mdglichst reine
Zellpopulation zu erhalten (CD34 MicroBead Kit Manual, Miltenyi Biotech). Fur die
Verwendung der Zellen in den anschlieRenden Methylcellulose-Assays war das Arbeiten

unter sterilen Bedingungen erforderlich.
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2.4.3 Selektion von CFUs mittels Methylcellulose-Assays

Um die Proliferationskapazitat hdmatopoetischer Vorlauferzellen zu untersuchen, wurden
Kurzzeitkulturen mithilfe von halbviskosen Methylcellulose-Medien (engl. methyl cellulose,
MC) durchgefuihrt. Diese Untersuchungen ermoglichen die Quantifizierung und
Identifikation der sich entwickelnden Zellkolonien (engl. colony forming unit, CFU) nach
14 Tagen, die sowohl in der Transplantationsmedizin als Qualitatskontrolle fir gesunde
Knochenmarkspender als auch in der Hamatologie =zur Charakterisierung
hamatopoetischer Erkrankungen eingesetzt werden (Coutinho et al., 1993). Durch eine
ausreichende Verdunnung der Zellen im MC-Medium, das je nach Untersuchungsziel
unterschiedliche Konzentrationen und Zusammensetzungen an hamatopoetischen
Wachstumsfaktoren enthalt, wird die Bildung vereinzelter Kolonien ermdglicht. Fir
bestimmte wissenschaftliche Fragestellungen koénnen distinkte Kolonien weiteren
Analysen zugefuhrt werden.

Die Kultivierung von CD34+ Blutstammzellen gesunder Probanden und der MNZ von
MDS Patienten erfolgte aus heparinisiertem Blut bzw. EDTA-antikoaguliertem
Knochenmark, das nicht langer als 24 Stunden ex vivo gelagert wurde. Die Zellen wurden
nach Angaben des Herstellers mit einer Endkonzentration von 1x10° Zellen/mL
eingesetzt. Zwei Zellkulturschalen (@ 35 mm) mit jeweils 1 mL zellhaltigem MC-Medium
(#04534, 1% Penicillin/Streptomycin) wurden pro Patient fir maximal 24 Tage bei 37°C,
5% CO, und gesattigter Luftfeuchtigkeit kultiviert. Die morphologische Beschreibung der
Kolonien bzw. Cluster erfolgte nach den Vorgaben von Nissen-Druey et al., 2005.

2.5 Molekularzytogenetische Methoden

2.5.1 Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung

Die Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung ist eine héaufig angewandte Methode zur
zytogenetischen Untersuchung fixierter Praparate, wie z.B. Gewebe oder einzelner Zellen.
Nach dem Prinzip der molekularen Hybridisierung einzelstrangiger Nukleinséduren erfolgt
die sequenzspezifische Anlagerung der komplementaren, markierten Sonden an die
Target-Molekule. Auf diese Weise konnen z.B. in der Tumorgenetik insbesondere
Translokationsereignisse, aber auch genomische Kopienzahlverdnderungen in Form von
bekannten Deletionen mit einer Grol3e von =100 kb detektiert werden. Der Nachweis
nebeneinander liegender, verdoppelter Abschnitte (sog. Tandemduplikationen) ist
dagegen mittels FISH nicht moglich, weil mikroskopisch keine sichere Separation der
Fluorenszenzsignale maglich ist.

Alle FISH Analysen mit kommerziellen Sonden (Abbott, Kreatech) wurden in der
zytogenetischen Routinediagnostik nach dem Standardprotokoll durchgefihrt und

ausgewertet. Die Hybridisierung der fluoreszenzmarkierten BAC-Sonden des Anbieters
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BlueGnome erfolgte nach Herstellerangaben. Die FISH-Sonde fir die perizentromerische
Region des Chromosoms 17 wurde freundlicherweise von Tim Focken (IZMP) zur
Verfligung gestellt.

2.5.2 Herstellung von FISH-Sonden

Auf der Basis von BAC- und Fosmid-Klonen erfolgte die Herstellung der
regionsspezifischen FISH-Sonden. Die Sondensequenz wurde zunéchst Gber eine PCR
mit degenerativen Oligonukleotid-Primern (engl. degenerate oligonucleotide primer, DOP)
vervielfaltigt, bei der eine sequenzunabhéangige Amplifikation der Ausgangs-DNA moglich
ist (Telenius et al., 1992). Auf diese Weise generierte PCR-Sonden enthalten keine
Vektoranteile mehr, da das Gemisch der universellen Primer ausschliel3lich zur
menschlichen, genomischen DNA komplementar ist. Uber einen zweistufigen DOP-PCR-
Prozess kdnnen alle regionsspezifischen FISH-Sonden generiert werden.

Die isolierte BAC- oder Fosmid-DNA (Kapitel 2.3.2) wurde zunachst Uber eine initiale

DOP-PCR nach folgendem Ansatz amplifiziert.

Tab. 2.29: DOP-PCR, 1. Ansatz

Komponenten Volumen
dNTPs (1 mM je dNTP) 2,50 pL
10xPCR Puffer (ohne MgCl,) 5,00 pL
MgCl, (25 mM) 10,00 pL
DOP Primer Mix (100 mM) 2,00 pL
Tag-Polymerase (5 U/uL) 0,50 pL
DNA (100 ng/pL) 1,00 pL
DNase freies Wasser 29,00 pL
Gesamtvolumen 50,00 pL

In den ersten PCR-Zyklen wird bei niedrigen Annealing-Temperaturen die unspezifische
Primeranlagerung an die Ziel-DNA ermoglicht, gefolgt von einer exponentiellen

Amplifikation der Fragmente Uber die endstandigen Primersequenzen (Tab. 2.30).

Tab. 2.30: PCR Programm fur die DOP-PCR (1. Ansatz)

Temperatur Zeit Zyklen
96 °C 5 min 1

94 °C 1 min 9
20-72°C +0,5°C/5 sec X

94 °C 1 min

62 °C 1 min x 35
72 °C 30 sec

72-95 °C +0,5°C/5 sec 1

4°C °© min 1
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Im n&chsten Schritt erfolgte der Einbau von aminoallyl (aa)-dUTPs zur indirekten

Markierung der FISH-Sonden mithilfe einer zweiten PCR.

Tab. 2.31: DOP-PCR, 2. Ansatz

Komponenten Volumen
dNTP Mix 2:1 aa-dUTP:dTTP (10 mM) 2,50 uL
10xPCR Puffer (ohne MgCl,) 5,00 pL
MgCl, (25 mM) 10,00 pL
DOP Primer Mix (100 mM) 2,00 yL
Tag-Polymerase (5 U/uL) 0,50 uL
DNA (aus 1. PCR) 1,00 pL
DNase freies Wasser 29,00 pL
Gesamtvolumen 50,00 pL

Tab. 2.32: PCR Programm fir die DOP-PCR (2. Ansatz)

Temperatur Zeit Zyklen
94 °C 5 min 1

94 °C 1 min

62 °C 1 min x 35
72 °C 1 min

4°C © min 1

Vor der Markierungsreaktion war es erforderlich, die PCR-Produkte aufzureinigen (PCR-

Purification Kit, Jena Bioscience). Eine Gesamtmenge von 3 pg amplifizierter aaDNA

wurde anschlieRend fir 5 min bei 99°C denaturiert und die restlichen Komponenten des

Markierungsansatzes auf Eis zugegeben.

Tab. 2.33: Protokoll fiir den Markierungsansatz

Komponenten Volumen
DNA (3 pg) 12,50 pL
1M NaHCOg Puffer (pH 8,5) 7,50 pL
Fluorophor NHS-Ester (60 pg) 5,00 pL
Gesamtvolumen 25,00 pL

Die Verknupfung der Farbstoffe mit den aa-dUTPs erfolgte Uber N-Hydroxysuccinimid
(NHS)-Ester, wobei die Reaktion lichtgeschitzt fur 1 Stunde bei RT inkubiert wurde.

Ungebundene Fluoreszenzmolekile wurden anschlie3end tber Gelfiltration (Sephadex

G50, GE Healthcare) entfernt. Uber eine photometrische Messung wurden die

Konzentration der gereinigten Sonden-DNA und die Absorption der verwendeten

Fluorophore zur Berechnung der Markierungseffizienz bestimmt. In Abh&ngigkeit der

jeweiligen Sondenkonzentration wurde nach folgendem Schema der Hybridisierungs-Mix

zusammengestellt.
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Tab. 2.34: Zusammensetzung Hybridisierungs-Mix

Komponenten Volumen
100% Formamid (Endkonz.: 50%) 5,00 uL
20x SSC (Endkonz.: 2x) 2,50 uL
Cot1-DNA (Endkonz.: 30fach) variabel
Dnase freies Wasser variabel

FISH-Sonde (Endkonz.: 5-10 ng/ulL) variabel
20% Dextransulfat / 60% Formamid 12,50 pL
Gesamtvolumen 25,00 pL

Die resultierende Endkonzentration der Sonden-DNA im Hybridisierungs-Mix richtete sich

nach der Markierungseffizienz und dem gleichzeitigen Einsatz mehrerer Sonden.

2.5.3 Vorbereitung der fixierten Zellen und Hybridisierung

Die Hybridisierung der FISH-Sonden erfolgte sowohl an Metaphasenchromsomen-
Praparaten zur Uberprifung der physikalischen Kartierung als auch an Interphasekernen.
Um eine ausreichende Spreitung der Metaphasenchromsomen zu erzielen, wurden die
fixierten Zellen in einer Klimakammer (22°C, 48% rel. Luftfeuchtigkeit) auf gesauberte,
gekihlte Objekttrager (OT) ausgetropft. FUr die Untersuchung numerischer Aberrationen
an Interphasekernen erfolgte das Aufbringen der Zellen mithilfe einer Zytozentrifuge
(Thermo Scientific). Dabei wurden 230 uL des eiskalten Fixativ in der Halterung
(Cytofunnel) vorgelegt und zusammen mit der Zellsuspension auf den Objekttrager
zentrifugiert. Nach einer 3minltigen Pepsin-Behandlung zur Permeabilisierung der
Kernmembran wurden die OT mit VE-Waser gespiilt und Uber eine aufsteigende EtOH-
Reihe (70% / 95% / 99%) dehydriert. Es wurden 2 pyL des Hybridisierungsansatzes
aufgetragen, eingedeckt (@ 10 mm Deckglas) und mit Fixogum (Marabuwerke)
abgedichtet. Nach einem Denaturierungsschritt fiur 10 min bei 80°C erfolgte die
Hybridisierung der FISH-Sonden uUber Nacht in einer Feuchtekammer bei 37°C. Zum
Entfernen nichtgebundener und unspezifisch bindender DNA-Fragmente wurden die OT
fur 2 min in 0,4x SSC mit 0,3% Igepal (Sigma Aldrich) bei 75°C gewaschen und
anschlielend in aufsteigender EtOH-Reihe dehydriert. Die Gegenfarbung der
Chromosomen mit DAPI erfolgte mit dem Eindecken des Praparates (Eindeckmedium,
Vector Laboratories). Die Auswertung der FISH-Untersuchungen erfolgte mithilfe eines
Fluoreszenzmikroskops (Zeiss). Fur die Aufnahme einzelner Hybridisierungsergebnisse
wurde eine CCD-Kamera (Canon) und die Software FISHView 2.0 (Applied Spectral

Imaging) genutzt.
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3 Ergebnisse

Innerhalb der vorliegenden Arbeit stand die genomweite Untersuchung von
chromosomalen Anomalien bei kindlichem MDS und JMML im Mittelpunkt. Auf Basis der
gewonnenen array-CGH Daten erfolgte eine Uberprifung der Ergebnisse mit
unabhangigen Methoden. Unter anderem wurden FISH Analysen mit kommerziellen
Sonden und selbstgenerierten BAC-Sonden zur Kontrolle somatischer Veranderungen
angewendet. Durch die Etablierung von quantitativen real-time PCR Assays mit
genomischer DNA war es aufl’erdem maoglich, Kopienzahlver&dnderungen auf Basis
einzelner Gene zu Uberprifen. Des Weiteren wurde mithilfe der direkten Sequenzierung

der Mutationsstatus potentieller Kandidatengene innerhalb der CNAs Uberpriift.

Um auf die Problematik des inhomogenen Probenmaterials bei der Untersuchung von
MDS Patienten einzugehen, wurden im Rahmen dieser Arbeit unterschiedliche Strategien
verfolgt, die eine Anreicherung maligner Zellen bzw. Zellpopulationen zum Ziel hatten.
Neben der parallelen Untersuchung von Granulozyten und mononuklearen Zellen des
gleichen Patienten wurde die Kultivierung h&matopoetischer Zellen in Methylcellulose-

Assays mit anschlieRender Untersuchung individueller Zellklone getestet.

3.1 Molekulare Karyotypisierung bei MDS und JMML im Kindesalter
mittels BAC/PAC und Oligonukleotid array-CGH

Als Ausgangsmaterial fir array-CGH Analysen bei kindlichem MDS und JMML wurde je
nach Verfligbarkeit genomische DNA unterschiedlicher Zellpopulationen (mononukleare
Zellen, Granulozyten oder Gesamtzellen) aus dem Knochenmark oder dem Blut
verwendet. Die Proben wurden gegengeschlechtlich hybridisiert, so dass beispielsweise
bei weiblichen Patienten und der Verwendung der mannlichen Referenz-DNA (Ref XY,
zusammengestellt aus DNA extrahiert aus PB-MNZ von 5 gesunden Spendern) der
Zugewinn eines X-Chromosoms und der Verlust des Y-Chromosoms als interne Kontrolle

genutzt werden.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden 19 MDS und 8 JMML Patienten mittels BAC/PAC array-
CGH (8K) und/oder Oligonukleotid array-CGH (105K und 244K) untersucht. Zusammen
mit den Ergebnissen vorangegangener array-CGH Analysen wurden die Daten von
insgesamt 58 Patienten (39 Patienten mit MDS und 19 Patienten mit JMML) ausgewertet
und auf rekurrente Alterationen Uberprift. Da die genomweite Auflésung der BAC/PAC
CGH Arrays durch die Anzahl und die Grol3e der verwendeten BAC/PAC Klone festgelegt
wird, konnen beispielsweise mithilfe der 8K CGH Arrays in hochaufgeldsten Regionen

chromosomale Anomalien bis zu einer minimalen GréfRe von 100 kb detektiert werden.
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Um bei den MDS und JMML Patienten auch Kopienzahlveranderungen auf dem Niveau
einzelner Gene identifizieren zu konnen, wurden aufRerdem kommerziell erhaltliche

Oligonukleotid CGH Arrays mit einer maximalen Auflésung von 7,4 kb (244K) eingesetzt.

3.1.1 Auswertung der BAC/PAC und Oligonukleotid array-CGH Daten vor dem
Hintergrund heterogenen Probenmaterials
In Abhangigkeit vom Zeitpunkt der Probenahme und dem Erkrankungssubtyp liegt bei den
MDS und JMML Patienten grofdtenteils inhomogenes Untersuchungsgut vor. Die
Auswertung der array-CGH Ergebnisse erfolgte in dieser Arbeit demnach vor dem
Hintergrund dieser Problematik und der Sensitivitat der entsprechenden Plattform. Fur die
BAC/PAC CGH Arrays wurden Kopienzahlveranderungen auf der Basis von mindestens
2 aufeinanderfolgenden BAC Klonen mit log.ratios oberhalb +0,2 bzw. unterhalb -0,2
(entsprechend heterozygoter Aberrationen) ausgewertet. Wie in Abb. 3.1 dargestellt,
konnte der Verlust des Chromosoms 7 fur alle Patienten mit bekannter Monosomie 7,
ausgenommen #D492 (log.ratio: -0,00663) und #D514 (log.ratio: -0,14868), detektiert
werden. Bei #D164 wurde auf dem kurzen Arm des Chromosoms 7 eine interstitielle

Deletion in 7p21.3-p15.3 mit einer Grof3e von 12 Mb nachgewiesen (Tab. 3.1).

Die Datenauswertung der Oligonukleotid CGH Arrays erfolgte mit dem Programm DNA
Analytics (Version 4.0.76, Agilent) unter Berlcksichtigung der jeweiligen Qualitatswerte,
berechnet als Standardabweichung tber alle Oligonukleotid Sonden (engl. derivative log
ratio spread, DLRS). Eine geringe Standardabweichung resultiert in kleinen DLRS-
Werten, wobei Werte kleiner 0,2 eine sehr gute Array-Qualitat widerspiegeln. Insgesamt
wurden bei 2 RC Patienten (12%) DLRS-Werte <0,2, bei 7 MDS Patienten (44%) DLRS-
Werte zwischen 0,2 und 0,3 und bei 7 MDS Patienten (44%) DLRS-Werte >0,3 erhalten.
Bei den JMML Patienten lagen die DLRS-Werte fur 4 Patienten (40%) zwischen
0,2 und 0,3 und fur die restlichen 6 Patienten (60%) wurden DLRS-Werte >0,3 berechnet
(Tab. 3.1 und Tab. 3.2).



Ergebnisse

o~
8§ & o T oo ¢ g g 5 3838 8
< S 2 SIS S S S S 4 < < <2 g g g
1 | | | 1 | L1l 1 | | | | 1 1 1 |
D279 RC -+
D272_RC -
D249_RC— -+
D240_RC
D164_RC—H -~ I —
D308_RAEB
D250_RAEB.t+
D248_RAEB —
1362_RAEB.t.sec
1380_RAEB.tsec—--- - 1 - 3 1 [ ]
D226 RAEB - - mmm . -
D271_RAEB | -- - . -
D305_RAEB - —_— - . ——
D144_RAEB — - mmm - -
D253 _MDR.AML + _— - -
D287_RAEB -_— -
D170_RAEB - - mmmm -
D314 RC - = -
D267_RAEB - - mmm - — - . - —-— —
D184_RAEB — -
FA - I — N - - —
D515_RAEB - - EEE ENEE EEEEEEE HEEE N S SEEEE NS I EEEE N I D DS N .
D531_RAEB - - =[]
D468_uncl.MDS ~ T S S N S S N — . N — . . —
D514 RCsec— - - 1 - f 1 .
D492_unclMDS -+ - ! - ! ; o
D522 MDR.AML —--- - NSNS B NN N N N S S N B NN NN N B S S - [ ] - -
MDS patients BAC chromosome 7 MAR:5,thr0.2.xis,0ut:n

Abb. 3.1: Multiples Alignment des Chromosoms 7 der MDS Patienten

Oben ist das Ideogramm des Chromosoms 7 von pter bis qter dargestellt. Unterhalb
des Ideogramms sind die normalisierten Kopienzahlen entsprechend der BAC/PAC
array-CGH Analysen abgebildet. Auf der linken Seite sind die D-Nummern der
Patienten und die jeweiligen Diagnose angegeben. Bei diesem multiplen Alignment
stellen die roten Balken einen chromosomalen Verlust dar, wahrend die gelben
Balken einen unveranderten Kopienzahlstatus (2n) anzeigen. Abklrzungen: MAR,
minimal altered region; thr, threshold; out, outlier; n, no

Weiterhin besteht bei der Auswertung der Oligonukleotid CGH Arrays mittels DNA
Analytics die Mdglichkeit, Uber die Einstellung von Aberrationsfiltern die Anzahl falsch
positiver Ergebnisse zu minimieren. Die log.ratios fir die Detektion von
Kopienzahlveranderungen wurden fir die Auswertung der MDS und JMML Proben auf 0,3
und die minimale Anzahl aberranter Oligonukleotid Sonden auf 10 eingeschrankt
(Standardeinstellungen). Fur die Berechnung chromosomaler Aberrationen wurde der
ADM-2 Algorithmus (Lipson et al., 2006) angewendet. Die Einstellung des ADM-2
Detektionsgrenzwertes (engl. threshold) erfolgte in Abhangigkeit der jeweiligen DLRS-
Werte und der udber konventionelle Karyotypisierung oder FISH identifizierten

Chromosomenanomalien.
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Welchen Einfluss die Einstellung des Aberrationsfilters bezilglich der log,ratios zur
Detektion bekannter Kopienzahlveranderungen hatte, wird in Abb. 3.2 (Tab. 8.3, Anhang)
deutlich. Wahrend bei den Standardeinstellungen die Monosomie 7 bei den betroffenen
Patienten (#D468, #D493, #D510, #D515, #D531, #D593, #D726, #D731, #D762 und FA)
detektiert werden konnte, wurde der Verlust des Chromosoms 7 bei der Einstellung
stringenter Filterkriterien (log.ratio aberranter Sonden: 0,5) fur #D515, #D726, #D731 und
#D762 nicht mehr angezeigt.

A B
O MO UL AN dMAANO O N ; O MO ANDDIMANO O 4N ;
OO AN MONMONMO = O Odd AN MO NMOONM O =
q-vmmmmmmoowrxlxrxqix Q‘Q‘LOLDLOLDLOLDLOOQOI\I\I\Q:X
DDDDDDDDDDDDDD'—'—X DDDDDDDDDDDDDDEK
p22.2 p22.2
p21.3 p21.3
p21.1 p21.1
p15.2 p15.2
p14.3 pl14.3
pl4.1 pl4.1
p12.3 p12.3
pl2.1 pl2.1
ql1.22 ql1.22
g21.11 g21.11
021.13 021.13
q21.3 q21.3
a22.2 022.2
g31.1 g31.1
g31.31 g31.31
031.33 q31.33
q33 g33
q35 q35
q36.2 q36.2

Abb. 3.2: Multiples Alignment des Chromosoms 7 bei array-CGH Auswertungen
mit untersch. Filtereinstellungen

(A und B) Jeweils auf der linke Seite ist in vertikaler Richtung das Ideogramm des
Chromosoms 7 von pter bis gter dargestellt (DNA Analytics). Die griinen Balken
reprasentieren einen Verlust, wahrend die grauen Balken einen unveranderten
Kopienzahlstatus darstellen. In horizontaler Richtung sind die D-Nummern der
Patienten angegeben, sowie die Hybridisierung der Kontrollen XX/XY.
(A) Filtereinstellungen: durchschnittlicher log,ratio = 0,3 und minimale Anzahl
aberranter Sonden = 10. (B) Filtereinstellungen: durchschnittlicher log,ratio = 0,5
und minimale Anzahl aberranter Sonden = 10.
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Tab. 3.1: Ergebnisse der array-CGH Analysen flr MDS Patienten

(1x/d43D) Juso
1¥(186°29/°851-C10°0FL)E 9gbe zzdy e cppg'n Ys1 9NU 9509 loz] 2 AXs¥ g3vy £6¥Q
(1X/d3D) Ju=D
YND AURY - Ys1onU 9501, L] AX oF [I¥] 2- AX ot S HuUn Z6¥d
(1x73L) €Lz
Ys1onu 9,91
(1x,d3D) Ju=D
LX(077 6% BGL-8E6'05 1 Z)g ogbz zzd) e jge'n ystonu ggce  [e] (z1d) L)z )epiwapl Ax ey [ 1]1- AX G S Hun 8o¥Q
1X(000 /60 62-000909 55)g 1de #1de e - N XX o 1-93vy 08ed
YND AUIRY - K AX ot 1-93vy 29:d
1X(000 959 851-000 881)E 9gbe zzd, e - N JoAX g Yy ¥1ed
YN BUIRY - N XX o g3vy 8020
1x(000°6FS 0£-000 285 Blge L1dLEELdE)
‘1%(000°959°851-000'88) )¢ agbg zzd, 1 - N L] (Liddizep 2 AX s g3vy S0EQ
Lx(000°959°851-000 881)¢ 9cbg gedy Le - N [9/9] J-° AX GF g3vy yas Igea
1X(000 ¢SE'S01-000'S9L BBJEE ¢ebe ¢eby ) 1e - N (Eebeedi(L1-6)1, AX 9 )3 8/¢q
YN BUIRY - N AX G Y Zlzd
1X(000'959'851-000 881)E 9Ebe zzd, e - Y I AX ot g3vy Wide
1x(000'Z6) 12-000'EFEIT LLAE €L )
1x(000'959°851-000'88 1) 9gbg ged,
X000 L9 08L-000°806 6F)E GEbL 1L bg Le - R JBW+ /L= 0L - 6" E- L+ AN G- Lt 93wy 19za
1X(000 969 851-000 88 )5 9gbe zzd) e - Y I AX ot TNY-Hai £620
YND AURY - Y XX ot 1-93vy 052g
YND AURY - K -Ubg XX of o}t | 6¥2d
YND Uy - N AX ot g3vy 8¥zd
YIND BUiy - N L ar jo}3] 0req
1x(000'959'851-000'881)g ogbgzzd,
‘1%(000°519°/€1-000' LSZ LB)g £zbg L bg ue - N [Z1] 2= (1zh)igh=p’ AX g g3vy 9zzd
1¢(00°289°€9 00 Lig)eb €ibeglLdsl
‘1X(000°11L0'8-000°ckEN L ELdEELdLL
1x(000°81 1 0¥ L-000°659 L2 1 )FEbE ¢Ebe
‘1X(000°959°851-000'88) )¢ ocbg Zgd, L - N 1-xxiay g3vy ¥810
(1x/d32)
Ju=d
LX(000'959'851-000 881 )8 9gbe zzd) ue - US1 3N 956/ 3y g3y ¥9s 010
1X(000 256 02-000 156 8)E'GLde Lgd/ e - Y XX ot Y 910
ZxX(6G L6-SFRTIZIbLE LIdA
‘ex(000'¥S¥ 6F-000'129'5LIEE€LbL L IbZE
x(000'926'9F-000Z9F €LIEZebg LIblg
‘1X(000'959'851-000'881)E 9gbe ggds e - N [l gg+ 1+ 1 A+ AX 8P g3vy ¥l
assiugabBig Hoo-Aelly  s¥1Q assiugabig dfjofiey asoufielg al
HSId -usuaned




51

Ergebnisse

Fortsetzung Tab. 3.1: Ergebnisse der array-CGH Analysen fir MDS Patienten
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Fortsetzung Tab. 3.1: Ergebnisse der array-CGH Analysen fir MDS Patienten
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Tab. 3.2 Ergebnisse der array-CGH Analysen fir JMML Patienten

Ergebnisse




Ergebnisse

3.1.2 Numerische Chromosomenanomalien bei kindlichem MDS und JMML

In der Gruppe der JMML und MDS Patienten wurden neben der Monosomie 7 weitere
numerische Chromosomenalterationen tber konventionelle Karyotypisierung identifiziert.
Solange der Anteil aberranter Zellen oberhalb der Nachweisgrenze der array-CGH lag,
konnten diese auch innerhalb der vorliegenden genomweiten Untersuchung bestatigt
werden wie beispielsweise bei #D144 (Tab. 3.1). Die Monosomie 7, Trisomie 21 und
Trisomie 22 sowie der Zugewinn eines Y-Chromosoms konnten mittels BAC/PAC array-
CGH nachgewiesen werden (Abb. 3.3). Fur den Patienten #D515, bei dem Uber
Karyotypisierung und FISH Analysen ein zusatzliches Chromosom 8 in 5 von
21 Metaphasen und 25% der Interphasen-Kerne detektiert wurde, stellte sich diese
Trisomie 8 als ,fragmenthafter® Zugewinn am Detektionslimit der array-CGH Analyse von
etwa 25% dar (Tab. 3.1). Fur #D170 mit ergebnisloser Karyotypisierung konnten neben
der Monosomie 7, die vorab durch FISH Analysen identifiziert wurde, weitere

chromosomale Veranderungen ausgeschlossen werden.
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Abb. 3.3: Genomisches Profil (#D144)

BAC/PAC array-CGH Auswertung in Form eines GLAD states plot, bei dem der
Kopienzahlstatus der Chromosomen 1 bis 22, X und Y in horizontaler Orientierung
dargestellt ist. Auf der X-Achse sind die chromosomalen Positionen von 0 bis 230 Mb
angegeben. Rote Balken = Verluste, grine Balken = Zugewinne, graue Balken =
diploider Kopienzahlstatus (2n). Abktrzungen: chrom, Chromosom
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Beim Vergleich der log,ratios (244K) fur das Chromosom 7 und der Anzahl der
Metaphasen mit Monosomie 7 bei MDS und JMML ergaben sich deutliche Unterschiede.
So lagen z.B. bei den JMML Patienten #D541, #D581 und #D612 die Mittelwerte der
logzratios fir das Chromosom 7 bei -0,42 und -0,46, was auf einen heterozygoten Verlust
in etwa 50% der Zellen hindeutet. Fir die anderen JMML Patienten (#D402, #D521,
#D566, #D600 und #D614) ergaben sich durchschnittliche log,ratios zwischen -0,71 und
-0,81, die mit einer heterozygoten Deletion in >70% der Zellen korrelieren (Abb. 3.4 A).
Die entsprechenden klonalen Anteile der Monosomie 7 auf Metaphasenebene betrugen
73% bis 100% flur alle Patienten. Eine vergleichbare Gruppierung konnte auch fir die
MDS Patienten erstellt werden (Abb. 3.4 B).
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Abb. 3.4: Vergleich der log,ratios fur das Chromosom 7

(A und B) Die durchschnittlichen log,ratios fiir das Chromosom 7 sind je Patient
angegeben. Die JMML Patienten sind entsprechend ihrer D-Nummer aufsteigend von
links nach rechts geordnet. (A) Auswertung der array-CGH log,ratios bei JMML.
(B) Auswertung der array-CGH log,ratios bei MDS.
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3.1.3 Detektion von interstitiellen Alterationen von 25 Mb

Ein Beispiel fur die Detektion von Kopienzahlverdnderungen genomischen Materials ist
anhand des Verlustes auf Chromosom12p in Abb. 3.5 A-D dargestellt. Diese Deletion
wurde bei #D731 bei der zytogenetischen Analyse in 12 von 15 untersuchten
Metaphasenchromosomen identifiziert und konnte mithilfe der hochaufgeldsten
Oligonukleotid array-CGH auf einen Bereich von 9,626536 Mb bis 31,163091 Mb
eingegrenzt werden. Die Bruchpunkte konnten in diesem Fall innerhalb bekannter
variabler Bereiche (CNV_3874 und CNV_6982, Hs hgl8 CNV_20080404)) eingegrenzt
werden. Diese Deletion wird von 1825 Oligonukleotid-Sonden abgedeckt und hat eine
GroRRe von 21,537 Mb. Mit einem durchschnittlichen log,ratio von -0,3878 konnte zudem
bestatigt werden, dass dieser Verlust in 12p13.31-p11.21 wie auch die Monosomie 7 mit
einem durchschnittlichen log,ratio von -0,39317 im gleichen malignen Klon vorkommen
und demnach somatische Veranderungen darstellen (vgl. Ergebnisse der
Karyotypisierung, Tab. 3.1). Telomerwarts dieser Deletion konnte zudem ein Zugewinn
von 380 kb in 12p13.31 Uber 46 Oligonukleotid-Sonden mit einem durchschnittlichen
logoratio von 0,68955 detektiert werden. Fir #D468 wurde ebenfalls ein Verlust in
12p11-p12 uber konventionelle Karyotypisierung identifiziert. Diese Deletion konnte
jedoch nicht mit array-CGH bestatigt werden, da sie nur in 3 von 20 untersuchten
Metaphasen und 16% der Interphase-Kerne detektiert wurde (Abb. 3.5 E, F). Damit liegt
der Anteil aberranter Zellen in der Gesamtpopulation unterhalb der Nachweisgrenze fir
die molekulare Karyotypisierung.

Weitere Deletionen bis zu einer minimalen Grof3e von 5 Mb wurden bei Patienten mit
kindlichem MDS mittels array-CGH Analysen identifiziert (Tab. 3.1): ein Verlust von
23,491 Mb in 3p14.3-p12.3 (#D380), innerhalb dieser Region ist das Tumorsuppressorgen
FHIT (fragile histidine triad, NG_007551.1) lokalisiert. Ein Verlust von 46,364 Mb in
6015-923.3 bei #D226, die exakten Bruchpunkte konnten bei 91,251 Mb (MAP3K7) und
bei 137,615 Mb (IL22RAZ2) lokalisiert werden. Eine Deletion in 9933.3-934.3 (12,459 Mb)
und der Verlust des Chromosoms 19 wurde bei #D184 nachgewiesen. Auf3erdem wurden
Verluste des kurzen Arms des Chromosoms 17 bei zwei Patienten (#D184 und #D267)
detektiert (Abb. 3.6). Das Tumorsuppressorgen TP53 (tumor protein p53, NG_017013.1)

ist in der deletierten Region lokalisiert.
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Abb. 3.5: Chromosomale Veranderungen (#D731)

(A) 244k array-CGH Analyse: In horizontaler Richtung sind die Chromosomen von 1
bis 22, X und Y dargestellt. Farbige Flachen unterhalb der Basislinie zeigen
Deletionen (Chr. 7), wohingegen farbige Flachen oberhalb der Basislinie als
Zugewinn ausgewertet werden (Chr. X). (B) Das Ideogramm des Chromosoms 7 ist in
vertikaler Richtung links dargestellt. Die Monosomie 7 wird durch die farbig
unterlegte Flache angezeigt. (C) Das Ideogramm des Chromosoms 12 ist in
vertikaler Richtung links dargestellt. Die interstitielle Deletion 12 wird durch die
farbig unterlegte Flache angezeigt. (D) Karyogramm. Monosomie 7 und del(12p) sind
mit Pfeilen gekennzeichnet. (E und F) FISH an Interphase-Kernen bei #D468 mit der
Sonde TEL (12p13) mit heterozygoter Deletion (E) und einer normalen
Signalkonstellation (F).
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Abb. 3.6: Multiples Alignment des Chromosoms 17 der MDS Patienten

Unterhalb des Ideogramms von Chromosom 17 sind die normalisierten
Kopienzahlen von pter nach qgter entsprechend der BAC/PAC array-CGH Analyse
dargestellt. Auf der linken Seite sind die D-Nummern der Patienten und die
jeweiligen Diaghose angegeben. Gelbe Balken bedeuten eine Kopienzahl von 2n,
rote Balken bzw. Punkte stellen den Verlust chromosomalen Materials dar.

In der Gruppe der JMML Patienten wurde Ubereinstimmend auf der BAC/PAC und
Oligonukleotid array-CGH Plattform fur #D600 ein Zugewinn von 11,1492 Mb (36,673794
Mb bis 47,822993 Mb) innerhalb der Zentromerregion des Chromosoms 8 (8p12-q11.1)
detektiert (Abb. 8.1 A-D, Anhang). Uber die konventionelle Karyotypisierung wurde ein
zusatzliches Markerchromosom unbekannten Ursprungs identifiziert. Die FISH Analyse
mit einer Zentromer 8-spezifischen Sonde (CEP8, Abbott) zeigte in 49% der Interphasen-
Kerne drei Signale in Ubereinstimmung mit den array-CGH Ergebnissen. Da im Rahmen
dieser Arbeit keine DNA aus CD3-positiven Zellen (T-Zellen) oder aus Hautzellen von
#D600 zur Uberpriifung der Keimbahnveranderungen verfiigbar war, konnte der
Zugewinn des Zentromers 8 nicht eindeutig als somatische Veranderung geklart werden.
In weiterfihrenden FISH Analysen an Mundschleimhautzellen konnten Ripperger et al. in
dem oben beschriebenen und einem weiteren Fall zeigen, dass bei diesen Patienten

jeweils eine konstitutionelle Mosaik-Trisomie 8 vorlag (Ripperger et al., 2011).
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Bei #D521 konnten fir den Zugewinn in 3928 mittels array-CGH die chromosomalen
Bruchpunkte von 166,346088 Mb und 190,832166 Mb angegeben werden (Abb. 8.2 A,
Anhang). Zusétzlich wurde bei diesem Patienten ein Zugewinn in 9p24.3-p21.1 detektiert.
Bei der anschlieBenden Uberprifung dieser Aberration mithilfe der FISH-Sonde LSI p16
(9p21) auf Metaphasenebene zeigte sich, dass das zuséatzliche Material von 9p nach 2q
transloziert war (Abb. 8.2 D, Anhang). Ein kleiner Zugewinn in 235 mit einer Grol3e von
806 kb (151 Oligonukleotid-Sonden) weist moglicherweise auf die genaue Bindungsstelle
des zusatzlichen Materials und damit auf eine unbalancierte Translokation der(2)t(2;9) hin
(Abb. 8.2 B-C, Anhang).

3.1.4 Detektion genomischer Alterationen unterhalb der Nachweisgrenze der
Metaphasenanalytik (£5 Mb)
Mithilfe der Oligonukleotid array-CGH wurde fur #D531 der Verlust einer 5,767 Mb gro3en
Region auf dem langen Arm des Chromosoms 6 identifiziert. Die exakte Lokalisation der
genomischen Bruchpunkte in 6g23.2-g24.1 konnte von 134,091617 Mb bis
139,859042 Mb  angegeben werden, wobei diese Deletion durch insgesamt
495 Oligonukleotid-Sonden abgedeckt wird. Das MYB Gen (v-myb myeloblastosis viral
oncogene homolog, NG_012330.1) ist in dieser Region auf Chromosom 6 lokalisiert.
Wahrend die Monosomie 7 in allen untersuchten Metaphasen identifiziert wurde und sich
mittels array-CGH ein durchschnittlicher log,ratio von -0,46220 fur das Chromosom 7
ergab, wurde der Verlust in 5q fur einen geringeren Anteil der Metaphasen (16 von 20)
ermittelt. Anhand der vergleichbaren log,ratio Werte fir den Verlust in 5q (-0,37190) und
fur die neu identifizierte Deletion in 6q (-0,34172) wurde deutlich, dass beide L&asionen
weniger prasent waren als die Monosomie 7. Uber eine simultane Hybridisierung von
FISH-Sonden zur Uberprifung der Deletionen in 5¢q (ERG1, Abbott) und 6q (MYB, Abbott)
konnte gezeigt werden, dass beide Aberrationen im gleichen malignen Klon mit einer

Haufigkeit von 34 % der fixierten Zellen vorkommen (Abb. 3.7 D).
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Abb. 3.7: Chromosomale Veranderungen (#D531)

(A) 244K array-CGH Analyse: In horizontaler Richtung sind die Chromosomen von
1 bis 22, X und Y dargestellt. Farbige Flachen unterhalb der Basislinie zeigen
Deletionen (Chr. 7, Chr. X), wohingegen farbige Flachen oberhalb der Basislinie als
Zugewinn ausgewertet werden (Chr. Y). (B) Das Ideogramm des Chromosoms 5 ist in
vertikaler Richtung links dargestellt. Die Deletion in 5931.1-9q35.2 wird durch die
farbig unterlegte Flache angezeigt. (C) Zwei Deletionen in 6q16.1 und in
6g23.2-q24.1 werden durch die farbig unterlegten Fladchen angezeigt. (D) Die
Deletion in 6q23.2-q24.1 wird auf der BAC/PAC Array Plattform mit einem leicht
abweichenden Kopienzahlstatus innerhalb der gestrichelten, roten Linien angezeigt.
(E) FISH Analysen mit einer Kombination von Sonden zur simultanen Uberpriifung
beider Deletionen. In der oberen Reihe sind normale Zellen und in der unteren Reihe
die Interphasen des Patienten dargestellt. Die Kerne links zeigen die Ergebnisse fir
die lokusspezifische Sonde ERG1 (5q31) in orange und der Kontrollsonde D5S23
(5p15) in grin; in der mittleren Reihe ist die Hybridisierung der lokusspezifische
Sonde ERG1 (6g23) in aqua. Auf der rechten Seite sind die Ergebnisse der
simultanen Hybridisierung gezeigt.
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Bei #D566 mit Monosomie 7 und bekannter Deletion des NF1 Genortes (NG_009018.1) in
17911.2 wurde dieser Verlust durch negative Werte zweier aufeinanderfolgender Klone
(RP11-229K15 und RP11-14206) des 8k BAC/PAC CGH Arrays identifiziert. Die hoher
aufgeltste Oligonukleotid array-CGH Plattform (244K) ermdglichte die genauere Angabe
der chromosomalen Bruchpunkte von 26,023760 Mb bis 27,386090 Mb. Die FISH
Analyse mit genortspezifischen BAC-Sonden (RP11-45H13 und RP11-14206) und einer
Kontrollsonde fur die perizentromerische Region des Chromosoms 17 (RP11-285M22)
bestatigte den Verlust von NF1 in 98% der Interphasen-Kerne (Abb. 3.8).
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Abb. 3.8: NF1-Deletion (#D566)

(A, B und C) Das Ideogramm des Chromosoms 17 ist in vertikaler Richtung links
dargestellt. Die NF1-Deletion in 17q11.2 wurde als Deletion mittels BAC/PAC array-
CGH (A) und Oligonukleotid array-CGH (B) bestatigt werden. (C) Im Detail ist der
Verlust in 17q11.2 (Bildausschnitt: 25294969-28006418, 2,71 Mb) angegeben, die
farbig unterlegte Flache zeigt die Deletion an. (D) FISH Analyse an Metaphasen-
chromosomen. Mithilfe einer genortspezifischen Sonde (RP11-14206, rot) und einer
Sonde fir die perizentromerische Region des Chromosoms 17 (RP11-285M22, griin)
konnte der Verlust in NF1 (ein rotes Signal, zwei griine Kontrollsignale) gezeigt
werden.
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3.1.5 Detektion von Kopienzahl-Polymorphismen

Neben krankheits-assoziierten Kopienzahlveranderungen werden mittels hochauflosender
array-CGH auch polymorphe, genomische Regionen (engl. copy number variations,
CNVs) ohne Krankheitsrelevanz detektiert. Die CNVs sind in der Datenbank ,Database of
Genomic Variants® (DGV, http://projects.tcag.ca/variation/) basierend auf einer Vielzahl
genomischer  Studien der Normalbevdlkerung unterschiedlicher  Abstammung
zusammengefasst. Diese zumeist konstitutionellen Veranderungen, wie z.B. CNVs in
3026.1, 4q13.2 (UGT2B17), 6p21.32 (HLA-DRB5), 7pl14.1 (TARP) oder 22q11.23
(GSTT1) konnten bei einem Grof3teil der untersuchten Patienten nachgewiesen werden
(Tab. 3.3). Homozygote Deletionen wurden mit einem durchschnittlichen log,ratio von
< -2,0 detektiert, wobei heterozygote CNVs durch log,ratios von +/-1,0 und entsprechend
hoher p-Werte charakterisiert wurden. Aufgrund der kleinen Patientenkohorte konnte die
Relevanz der jeweiligen CNVs als pradisponierender Faktor oder auch

krankheitsrelevanter Veranderung fur die Patienten nicht abschlieRend geklart werden.

In der Tabelle 3.3 sind die am haufigsten auftretenden CNVs in der Patientenkohorte mit
den jeweiligen log,ratios angegeben. Fir #D762 wurden sowohl die mononukleéren
Zellen wie auch die Granulozyten des Knochenmarks untersucht, die homozygote
Deletion des UGT2B17 Genortes wurde aber ausschlieBlich in der Granulozytenfraktion
identifiziert. Im Fall eines sog. GSTT1 (Glutathione S-transferase theta 1) Null-Genotyps
resultiert die homozygote Deletion fiir die Patienten in einem Totalverlust des kodierten

Enzyms.
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Tab. 3.3: CNVs bei MDS und JMML Patienten
Gen, Start (Mb)- Variations-  Patienten-ID log2ratio  Referenz
Lokalisation Stopp (Mb) nummer (Diagnose) (244K) (DGV)
- 163997028- CNV_38965 D341 (JMML) -0,955728 Wheeler et
3026.1 164101976 D468 (unkl. MDS) -0,872569  al. (2008)
D529 (RC) -0,8592
D531 (RAEB) -4,077785
D566 (JMML) -0,879296
D614 (JMML) -0,774237
D621 (RC) -0,907448
D680 (RC) -0,908026
D731 (RAEB) -0,961271
UGT2B17, 69069363- CNV_23279 D468 (unkl. MDS) 0,686971 Levy et al.
4q13.2 69166014 D493 (RAEB) 0,546975  (2007)
D515 (RAEB) 0,407901
D529 (RC) 0,648569
D581 (JMML) 0,65689
D593 (MDR-AML) 0,865528
D600 (JMML) 0,721119
D614 (JMML) 0,71839
D621 (RC) 0,597705
D726 (RAEB) 0,818853
D762 (RAEB,G) -3,857544
FA, sek. MDS -2,819291
HLA-DRBS5, 32585931- CNV_59326, D510 (RAEB-T) 1,5309 Ahn et al.
6p21.32 32601162 CNV_57323 D593 (MDR-AML) 1,825883  (2009),
D637 (RC) 2,435323 Mills et al.
D680 (RC) 2,915769  (2006)
FA, sek. MDS 1,587335
32595202- CNV_57327 D402 (JMML) -0,366552 Ahn et al.
32630048 D581 (JMML) 0,621549 (2009)
D731 (RAEB) -2,374766
D762 (RAEB) 1,016153
TARP, 38262501- CNV_57600 D468 (unkl. MDS) -1,050156 Ahn et al.
7 pl14.1 38313100 D541 (JMML) -1,426973  (2009)
D612 (JMML) -1,038946
D621 (RC) -1,049315
D637 (RC) -1,459094
D680 (RC) -1,530599
D726 (RAEB) -1,127986
D731 (RAEB) -1,125516
GSTT1, 22705966- CNV_23327 D341 (JMML) -3,12196 Levy et al.
22011.23 22725505 D468 (unkl. MDS) -2,815256 (2007)
D515 (RAEB) 0,949306
D522 (MDR-AML) -3,011602
D529 (RC) -0,339753
D531 (RAEB) -2,666534
D581 (JMML) -1,954773
D614 (JMML) -3,248877
D637 (RC) -2,893582
D680 (RC) -2,95207
FA, sek. MDS -2,141765
Abkirzungen: DGV, Database of Genomic Variants. Stand DGV: April 2008
(variation.hg18.v4); G, Granulozyten. Array-CGH Auswertungen mit

Standardeinstellungen (Kapitel 3.1.1).
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3.1.6 Uberprifung submikroskopischer CNAs mithilfe eines Anwender-designten
Oligonukleotid CGH Arrays (eArray)
Zur ldentifikation submikroskopischer Kopienzahlveranderungen auf Basis einzelner Gene
wurden die hochauflosenden 244K Oligonukleotid CGH Arrays mit wenig stringenten
Filterkriterien (log,ratio aberranter Sonden: 0,3 und minimale Anzahl aberranter
Sonden: 3) ausgewertet. Die Anzahl der detektierbaren CNAs stieg stark an (Daten nicht
gezeigt). Die Uberpriifung der einzelnen CNAs in potentiell krankheitsrelevanten Genorten
wurde mithilfe eines Anwender-designter eArray MDS-1 durchgefihrt, auf dem
36 Regionen hochaufgeldst mit 3 Oligonukleotid-Sonden pro 1000 bp dargestellt wurden
(Tab. 8.2, Anhang). Die Auswertung der eArray-Daten bei 5 MDS Patienten (#D522,
#D529, #D585, #D621 und #D637) ergab bis auf die bekannten CNVs keine
Ubereinstimmungen. Die mittels 244K CGH Array identifizierte, potentielle Deletion des
NRAS Genortes (1p13.2) konnte u.a. bei #D637 mithilfe des hochaufgelosten eArrays
nicht bestatigt werden (Abb. 3.9 A). Dagegen wurde der CNV in 22q11.23 (GSTT1)

zuverlassig auf beiden Plattformen nachgewiesen (Abb. 3.9 B).
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Abb. 3.9: Vergleich der eArray- und der 244K Arrays-Ergebnisse (#D637)

Profil der Kopienzahlen fur die Genorte NRAS (1p13.2) und GSTT1 (22q11.23). Der
eArray deckt den NRAS Genort mit 34 Sonden ab (oben links), im Vergleich zu
3 Sonden auf dem 244K Array (Mitte links). Der GSTT1 Genort wird auf der eArray
Plattform mit 126 Sonden abgedeckt (oben rechts), im Vergleich zu 9 Sonden auf
dem 244K Array (Mitte rechts). In der unteren Reihe sind die bekannten CNVs fir
diese Genorte basierend auf den Eintrdgen in der DGV zusammengefasst
(Hs_hgl8 CNV_20080404). Jeder blaue Balken repréasentiert einen CNV-Eintrag in
der Datenbank.
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3.2 Uberprufung der Kopienzahlveranderungen mittels quantitativer
real-time PCR auf DNA-Ebene

3.2.1 Detektion numerischer Chromosomenanomalien und Vergleich mit den
Daten der Karyotypisierung und FISH Analysen

Eine Mdglichkeit der Uberpriifung von Kopienzahlveranderungen der array-CGH Analysen
auf DNA-Ebene bietet die Anwendung der real-time quantitativen PCR (gPCR). Da eine
Verifizierung detektierter CNAs Uber FISH von der Gro3e der verwendeten Sonden (BACs
oder Fosmide) sowie vom Auflésungsvermogen der Mikroskopie abhéngig ist, kdnnen
mithilfe der qPCR-Fragmente Aberrationen auf Basis einzelner Gene uberpruft werden.
Zunachst wurde ein Referenzlokus gewabhlt, der bei allen Patienten als diploid (2n) auf der
Oligonukleotid CGH Plattform identifiziert wurde. Dieser Referenzlokus ist im Gen GPR15
(3921.1) innerhalb des Exons 1 lokalisiert. Fir die Uberpriifung von CNAs bei MDS und
JMML Patienten auf DNA-Ebene wurde je nach Lokus eine unterschiedliche Anzahl von
Genabschnitten mittels gPCR untersucht.

Um eine schnelle und zuverlassige Screening-Methode zur Uberpriifung der
Monosomie 7 zu erstellen und einen Vergleich zu weiteren potentiellen CNAs ziehen zu
konnen, wurde ein Fragment im CFTR Lokus (7q31) fur Patienten mit Monosomie 7
Uberpruft. Der Abgleich mit Daten aus der Karyotypisierung und den FISH
Untersuchungen erfolgte fir jeden Patienten soweit entsprechendes Material verfligbar

war.

Die Daten der gPCR Analyse des CFTR Genortes fir die untersuchten MDS Patienten
waren zu den jeweiligen array-CGH Ergebnissen vergleichbar. Des Weiteren zeigte sich
eine gute Ubereinstimmung zwischen qPCR Werten und dem prozentualen Anteil
Monosomie 7 tragender Zellen aus FISH Analysen (Abb. 3.10). Fur #D762 konnte
Ubereinstimmend zu den Ergebnissen der array-CGH Analyse gezeigt werden, dass das
Auftreten der Monosomie 7 deutlicher in der Granulozytenfraktion detektiert werden
konnte als fur die mononukleére Zellfraktion des Knochenmarks. In den Féllen, bei denen
nur eine geringe Anzahl aberranter Klone im Untersuchungsgut vorhanden war (z.B.
#D621 mit 15% nuc ish cen7 (CEP7x1)), waren die AAcr-Werte fir CFTR in 7931 (#D621
mit 0,81) auch nur geringfigig abweichend von der diploiden Kontrolle (1,00). Bei den
Patienten mit einem hohen Prozentsatz an aberranten Klonen in der FISH Analyse (84%
bis 88%) betrugen die korrespondierenden AAcr-Werte fir CFTR zwischen 0,43 und 0,53.
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Abb. 3.10: Vergleich des Kopienzahlstatus von Chromosom 7 auf Basis von
gqPCR Daten, Karyotypisierung, FISH und array-CGH

Im Diagramm wird der Kopienzahlstatus im CFTR Genort normalisiert zum
Referenzgen GPR15 fur 10 Patienten angegeben. Die blauen Balken zeigen die
gqPCR Ergebnisse fuir mononukleare Zellen (MNZ) der Patienten, der rote Balken
steht fir die Analyse unter Verwendung von Granulozyten (G). In der Tabelle unten
sind die korrespondierenden Ergebnisse der Karyotypisierung, FISH Untersuchungen
und die durchschnittlichen log,ratios (berechnet lGber die log,ratios aller Sonden des
Chromosoms 7) der array-CGH angegeben.

3.2.2 Uberprifung kleiner CNAs der array-CGH Analysen

Zur Validierung kleiner CNAs wurden neben dem e-Array (Kapitel 3.1.6) ausgewahlte
Genorte (NRAS, NF1, HOXA) zusatzlich mittels gPCR Assays Uberprift Dabei wurden je
Genort mindestens drei Genabschnitte analysiert. Wie in Abb. 3.11 A dargestellt, wurde
die zunachst auf der Oligonukleotid-Plattform (244K) detektierte Kopienzahlveranderung
im NRAS Genort fur die untersuchten MDS Patienten Ubereinstimmend mit den
Ergebnissen des eArrays MDS-1 mittels qPCR nicht bestdtigt. Die AAct-Werte der
einzelnen Amplikons im NRAS Genort fiur #D637 ergaben im Mittel einen Wert von
AAcr =1,04 im Vergleich zur diploiden Kontrolle. Die geringe Standardabweichung fur
#D531, #D637 und FA, sowie auch bei der Positivkontrolle Granta519 mit einem
heterozygoten Verlust in 1p und einem entsprechenden AAc; Mittelwert von 0,52
unterstreicht die Stabilitdt des qPCR Assays. Dagegen zeigen die AAcr-Werte der
Amplikons bei #D510 und #D593 eine hohe Standardabweichung und sind aus diesem
Grund nur eingeschréankt auswertbar.
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Eine weitere fragliche, kleine Kopienzahlveranderung wurde bei zwei MDS Patienten mit
geringer Anzahl Monosomie 7 tragender Zellen mittels 244K auf Chromosom 7p15.2
detektiert. Im betroffenen Bereich sind die HOXA Gene als Cluster organisiert, wobei ein
Zugewinn fur den HOXA9-13 Genort bei #D522 und #D621 detektiert wurde. Die
Uberpriufung dieser CNAs erfolgte zum einen mittels eArray MDS-1 und zusatzlich tiber
gPCR, wobei drei Genabschnitte innerhalb von HOXA9, HOXA10 und HOXA13 gewahlt
wurden. Insgesamt wurden 26 EWOG-MDS Patienten mithilfe dieses gPCR Assays
untersucht und mit einer Positivkontrolle, der Zelllinie HBL-2 mit einem zuséatzlichen
Chromosom 7, verglichen (Abb. 3.11 B und Tab. 8.1, Anhang). Monosomie 7 konnte flr
19 Patienten (#D144, #D147, #D152, #D170, #D171, #D265, #D287, #D320, #D420,
#D427, #D516, #D534, #D548, #D587, #D593, #D633, #D650, #D676 und #D678) mittels
gPCR eindeutig detektiert werden. Fir drei Patienten (#D634, #D637 und #D726)
schwankten die AAct-Werte der einzelnen PCR-Amplikons im HOXA Genort sehr stark,
so dass die Monosomie 7 auf diesem Wege nicht detektiert werden konnte. Der
potentielle Zugewinn bei #D621 im Vergleich zur Positivkontrolle konnte aufgrund der
hohen Standardabweichung nicht eindeutig bestatigt werden. Die Auswertung des
Anwender-designten eArrays MDS-1 zeigte bei #D621 zudem keinen Zugewinn im
hochaufgeltsten Bereich des HOXA Clusters.

Die Deletion des NF1 Genortes bei #D566 konnte neben der Bestatigung Uber eine
regionsspezifische FISH Analyse auch mithilfe eines qPCR Assays verifiziert werden
(Abb. 3.12). Das Vorkommen der NF1-Deletion in 98% der Interphasen-Kerne liel3 sich
bei der gPCR Analyse als AAct Mittelwert von 0,39 fir die drei Gberpriften Genabschnitte
berechnen. In den anderen untersuchten Fallen (#D521, #D541, #D581 und #D612)

ergab sich keine Abweichung von der diploiden Kontrolle.
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Abb. 3.11: Uberpriufung des NRAS und HOXA Kopienzahlstatus bei MDS (qPCR)
(A) Im Diagramm wird der Kopienzahlstatus im NRAS Genort normalisiert zum
Referenzgen GPR15 fir die diploid Kontrolle (dipl. Kontr.), 6 MDS Patienten und die
positive Kontrolle (pos. Kontr., Granta519) mit einem heterozygoten Verlust in 1p
angegeben. Die farbigen Balken stehen jeweils fir unterschiedliche Amplikons im
NRAS Genort, der gelbe Balken gibt den Mittelwert und die Standardabweichung je
Probe an. (B) Die Mittelwerte und die jeweiligen Standardabweichungen von
3 Amplikons im HOXA Cluster werden fur die diploid Kontrolle, 26 MDS Patienten
und die Positivkontrolle (HBL-2) normalisiert zum Referenzgen GPR15 dargestellt.
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Kopienzahlveranderungen im NF1 Genort (17q11.2)
bei IMML Patienten

mNF1_1
mNF1_2
1,80 NF1_3
Mittelwert

ratio CT [NF1/GPR15]

dipl. D521 D541 D566 D581 D612
Kontr.

Abb. 3.12: NF1 Deletion bei JMML (qPCR)

Im Diagramm wird der Kopienzahlstatus im NF1 Genort normalisiert zum
Referenzgen GPR15 fir die diploid Kontrolle (dipl. Kontr.) und 5 Patienten
dargestellt. Die farbigen Balken stehen jeweils fur unterschiedliche Amplikons im
NF1 Genort, der gelbe Balken gibt den Mittelwert und die Standardabweichung fur
jede Probe an.

3.3 Sequenzierung von Kandidatengenen

Die Mutationsanalyse potentiell relevanter Kandidatengene (wie NRAS oder MGMT)
erfolgte Uber die direkte Sequenzierung.

3.3.1 Sequenzanalyse von NRAS bei MDS und JMML

Es wurden alle kodierenden Exons sowie die nicht translatierte 3’'UTR des NRAS Gens
bei 8 MDS und 4 JMML Patienten sequenziert (Tab. 3.4). Innerhalb der untersuchten
Patientenkohorte wurden keine aktivierenden Mutationen im NRAS Gen gefunden. In der
3‘UTR wurde ein bekannter SNP (rs14804, c.872C>T, Heterozygotenfrequenz: 0,229 mit
einer Standardabweichung von * 0,249) nachgewiesen. Dieser SNP lag in jedem Fall
heterozygot vor, so dass der potentielle Verlust eines Allels, wie es laut array-CGH in zwei
Fallen (#D402 und #D566) angedeutet wurde, nicht bestatigt werden konnte.
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Tab. 3.4: NRAS Sequenzierung

Patienten-ID Diaghose 3‘UTR 244K array-CGH?
D402 JMML rs14804 (heterozygot) Deletion
D510 RAEB-T - Deletion
D531 RAEB - Deletion
D566 JMML rs14804 (heterozygot)  Deletion
D581 JMML rs14804 (heterozygot)  normal
D593 MDR-AML - Deletion
D612 JMML - Deletion
D621 RC - Deletion
D637 RC - Deletion
D680 RC - Deletion
D726 RAEB - normal
keine FA, sek. MDS  rs14804 (heterozygot) normal

® Filtereinstellungen bei der Auswertung der Oligonukleotid array-CGH:
log,ratio aberranter Sonden: 0,3 und minimale Anzahl aberranter Sonden: 3;
Abkirzungen: n.a., nicht analysiert; sek., sekundéar

3.3.2 Sequenzanalyse von MGMT bei MDS und JMML

Der auf dem 8k BAC/PAC CGH Array doppelt gespottete Klon RP11-300B2 stellte sich in
allen untersuchten Patienten als aberrant dar. Dieser Klon bildet die Region 10926.3 mit
dem 5-UTR Bereich des Gens MGMT (O6-Methylguanin-DNA-Methyltransferase,
ENSG00000170430) ab. Die telomerwarts lokalisierten BAC-Klone RP11-218C11 und
RP11-109A6, die das Gen MGMT ebenfalls abdecken, zeigten einen normalen
Kopienzahlstatus. Die Oligonukleotid-basierte CGH Analyse (#D468, #D515, #D522 und

#D531) ergab keinen Hinweis auf den potentiellen Verlust im MGMT Gen. Trotzdem

erfolgte die Sequenzierung der 4 kodierenden Exons bei 8 Patienten (Tab. 3.5).

Tab. 3.5: MGMT Sequenzierung, Exon 3

Patienten-ID Diagnose Ergebnis

D403 sek. RAEB -

D468 unkl. MDS -

D515 RAEB rs1803965 (heterozygot)
rs12917 (homozygot)

D531 RAEB rs1803965 (homozygot)
rs12917 (homozygot)

D541 JMML -

D600 JMML rs1803965 (heterozygot)

D612 JMML -

keine FA, sek. MDS -

Abkirzungen: unkl., unklassifizierbar
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Innerhalb des Exons 3 konnten zwei SNPs detektiert werden. Der SNP rs1803965
(c.252C>T, Heterozygotenfrequenz: 0,245) lag bei #D515 und #D600 (Abb. 3.13, links)
heterozygot vor und bei #D531 wurde dieser SNP als homozygote Variation identifiziert.
Zusétzlich wurde das homozygote Vorliegen des SNPs rs12917 (c.343C>T, p.L115F,
minimale Allelfrequenz (MAF): 0,15) bei #D515 und #D531 (Abb. 3.13, rechts) detektiert.
Aufgrund fehlenden Referenzmaterials von #D515 und #D531 konnte die Abklarung des

somatischen Auftretens dieses SNPs nicht erfolgen.

A  MGMT, Exon 3 B MGMT, Exon 3
rs1803965 rs12917
TCCGGACCTCCGAGAACCGCAGCGG CCGTGCCGGCTGTTCACCATCCCGT
Wildtyp-
Allele

v v

TCCGGACCTCCAAGAACCGCAGCGG CCGTGCCGGCTTTTCACCATCCCGT

mutierte | /\ /'
S il s

Abb. 3.13: Sequenzanalyse des MGMT Gens

(A und B) In der oberen Reihe sind die Elektropherogramme und Wildtyp-
Sequenzen fur die beiden detektierten SNPs im Exon 3 des MGMT Gens dargestellt.
In der unteren Reihe sind die jeweils mutierten Allele gezeigt. (A, unten) Fur den
SNP rs1803965 wurde u.a. bei #D515 eine heterozygote Variante festgestellt
(c.252C>T). Die Sequenzauswertung ist in die Rickwéartsrichtung dargestellt, d.h. an
der cDNA-Position 252 wurde ein Austausch der Base Guanin zu Adenin
nachgewiesen. (B, unten) Fur den SNP rs12917 konnte u.a. bei #D531 ein
homozygotes Auftreten identifiziert werden (c.343C>T).
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3.4 Genomweite Analyse einzelner myeloischer Kolonien

Die Problematik des heterogenen Tumormaterials ist insbesondere bei Patienten mit
Niedrig-Risiko-MDS festzustellen, da je nach Stadium der Erkrankung nur ein geringer
Teil der Zellen die krankheitsrelevanten Merkmale tragt und der Anteil gesunder Zellen im
Untersuchungsmaterial Giberwiegt. Auch eine Selektion nach Oberflachenmarkern wie z.B.
CD34 (fur hamatopoetische Stammzellen) oder die Isolierung der Granulozyten aus
Gesamtzellen des Knochenmaks bzw. Blutes liefern eine Mischung aus gesunden und
malignen Zellen. Vor diesem Hintergrund wurden Methylcellulose-Assays, auch Colony
Forming Cell (CFC) Assays genannt, mit CD34+ Zellen oder den mononukleéren Zellen
aus dem Knochenmark durchgefuhrt, um nach Vereinzelung der hamatopoetischen
Stammzellen einzelne Zellklone zu kultivieren und diese anschlieRend auf genomische

Alterationen zu untersuchen.

3.4.1 CFC-Assays mit CD34+ Zellen

Die CD34+ Zellen wurden aus dem Blut gesunder Probanden separiert und Uber einen
Zeitraum von 14 Tagen im Methylcellulose-Medium (#04534, Stem Cell Technologies)
kultiviert (Abb. 3.14), um die Morphologie und das Zellwachstum der CFUs von gesunden
Kontrollen und MDS Patienten zu vergleichen. Am Ende der Kultivierung erfolgte die
selektive Isolierung einzelner Zellkolonien aus dem Methylcellulose-Medium. Weil die
Zellzahl einzelner Kolonien zu gering war, um Uber die direkte Nukleinsaureextraktion
eine ausreichende Menge DNA fiur die array-CGH Analyse zu erhalten, wurde das
genomische Material der Kolonien amplifiziert. Entsprechend wurde auch Kontroll-DNA

aus einem Pool von Kolonien gesunder, weiblicher Probanden amplifiziert.

Abb. 3.14: CFUs auf Methylcellulose

(A, B und C) Koloniewachstum bei Kultivierung von CD34+ Zellen gesunder
Probanden {ber einen Zeitraum von 14 Tagen. Kamera: Canon PowerShot,
VergréBerung: x40. (A) CFU-Eo. (B) CFU-G. (C) CFU-M. Abkirzungen: CFU, colony
forming unit; G, Granulozyten; M, Markophagen; Eo, Eosinophile
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3.4.2 CFC-Assay mit KM-MNZ eines MDS Patienten

Zur Untersuchung genomischer Anomalien auf dem Niveau einzelner Zellklone wurden
die Zellen des Patienten #D762 im Methylcellulose-Medium kultiviert. Bei diesem
Patienten stand EDTA-antikoaguliertes Knochenmark zur Verfigung, wobei die
mononukledren Zellen des Knochenmarks mit einer Endkonzentration von 1x10° vitalen
Zellen/mL Methylcellulose-Medium eingesetzt wurden. Obwohl nach Herstellerangaben
der Einsatz von heparinisiertem Material favorisiert werden sollte, konnte die Entwicklung
von Zellhaufen (<50 Zellen, engl. cluster) und Zellkolonien (>50 Zellen) auch bei EDTA-
antikoaguliertem Knochenmark beobachtet werden. Aufgrund der eingeschréankten
Patientenzahl und fehlendem Material gesunder Probanden gleichen Alters als Kontrolle
erfolgte keine quantitative Auswertung der CFC-Assays. Die Kolonien und Cluster wurden

hinsichtlich ihrer Morphologie beschrieben.

Im Vergleich zur Zellkultur der CD34+ Zellen aus dem Blut gesunder Probanden war das
Koloniewachstum bei #D762 (RAEB) deutlich eingeschrankt. Es bildeten sich keine
normal grof3en Kolonien im Vergleich zu gesunden Kontrollen erwachsener Probanden,
dafir wurden Cluster mit weniger als 50 Zellen gezahlt. Das verlangsamte Wachstum der
Zellen eines Clusters ist in Abb. 3.15 dargestellt. Bei #D762 konnten nach einer
Kultivierungszeit von 24 Tagen lediglich 6 myeloische Zellkolonien und Cluster (1x CFU-G
(Granulozyten) #3, 1x CFU-Eo (Eosinophile) #4, 2x CFU-GM (Granulozyten/
Makrophagen) #5 und #8, sowie 2x CFU-M (Makrophagen) #6 und #7) aus dem

Methylcellulose-Medium isoliert werden.
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A B C
D E F
Abb. 3.15: CFUs bei MDS (#D762) auf Methylcellulose

Kamera: Canon PowerShot, VergroRRerung: x100. (A) Tag 7. (B) Tag 10. (C) Tag 15.
(D) Tag 17. (E) Tag 23. (F) Tag 24.

3.4.3 Direkte DNA-Amplifikation mittels Multiple Displacement Amplification

Da die genomischen Profile einzelner Zellklone eines MDS Patienten untersucht werden
sollten, diese Kolonien bzw. Cluster aber nur aus etwa 50-100 Zellen bestanden, war es
erforderlich, die DNA fir array-CGH Analysen zu amplifizieren. Um mdglichst grof3e
Fragmente gleichmalig zu amplifizieren, erfolgte die Vervielfaltigung der DNA mittels
Multiple Displacement Amplification (MDA) mithilfe des REPLI-g Kits (Qiagen). Die
elektrophoretische Auftrennung der amplifizierten genomischen DNA einer Kolonie im
0,8%igen Agarosegel ergab mehrere Banden mit DNA-Fragmenten groRer als 10000 bp
(Abb. 3.16). Zur anschlieRenden Reinigung der DNA wurden YM-30 Grolien-
ausschlussfilter (Millipore) verwendet und die DNA-Konzentration photometrisch und tber
gPCR gemessen. Bei erfolgreicher Amplifikationsreaktion wurden zwischen 4-5 ug DNA

pro Ansatz erhalten.
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Abb. 3.16: Gelbild der amplifizierten DNA aus CFUs (#D762)

Gelelektrophoretische Auftrennung der amplifizierten DNA aus den Kolonien #3(1),
#5(2), #6(3) und #7(4) im 0,8%igen Agarosegel. Auf der rechten Seite ist die DNA-
Leiter 10 kb (5) dargestellt.

3.4.4 Array-CGH mit amplifizierter DNA

Die genomischen Profile der lber Methylcellulose vereinzelten Cluster streuten im
Vergleich zu den genomischen Profilen nicht-amplifizierter DNA deutlich starker, was sich
durch erhohte DLRS-Werte im Vergleich zu nicht-amplifizierter DNA widerspiegelt
(Tab. 3.6). Da uber das MDA Verfahren zur Amplifikation von DNA mobglicherweise
Verzerrungen (engl. bias) entstehen (Pinard et al., 2006), wurde beim Einsatz
amplifizierter Proben-DNA sowohl die Verwendung der auf die gleiche Weise
amplifizierten Referenz-DNA wie auch nicht-amplifizierte Referenz-DNA (Ref XX)
eingesetzt. Ein Vergleich der array-CGH Profile von amplifizierter DNA der Kolonie #7
gegen nicht-amplifizierte Referenz-DNA (Ref XX) und gegen amplifizierte, gepoolte DNA
aus den Kolonien gesunder Kontrollen verdeutlicht die hohere Standardabweichung bei
Verwendung der nicht-amplifizierten Referenz (Ref XX) bei allen Chromosomen
(Abb. 3.17, Tab. 8.4, Anhang). Auf Grund des starken Hintergrundrauschens wurden
aberrante Regionen kleiner 3,5 Mb (entsprechend 500 Oligonukleotid-Sonden) nicht
ausgewertet. Es wird zudem deutlich, dass eine Deletion des Chromosoms 19 detektiert

wird.

Trotz der héheren Standardabweichungen (DLRS-Werte) wurde fir die folgenden array-
CGH Analysen die nicht-amplifizierte DNA der Referenz (Ref XX) verwendet. Diese DNA
ist hochmolekular und diente bei allen array-CGH Analysen als gut charakterisierter
Standard. Beim Einsatz der nicht-amplifizierten Referenz-DNA, sowie auch bei der
Verwendung der amplifizierten, gepoolten Referenz-DNA konnten bereinstimmende
Aberrationen detektiert werden (Tab. 3.6).
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Abb. 3.17: Vergleich der genomischen Profile der Kolonie #7 bei Verwendung
der nicht-amplifizierten Referenz-DNA (Ref XX) und der amplifizierten,
gepoolten DNA aus den Kolonien gesunder Kontrollen

Auf der y-Achse ist der log,ratio aufgefihrt und entlang der x-Achse sind jeweils
die durchschnittlichen log,ratios der Chromosomen 1 bis 22, X und Y mit den
dazugehorigen Standardabweichungen dargestellt. Die griinen Balken reprasentieren
die Ergebnisse der array-CGH der amplifizierten DNA des Clusters #7 vs. Ref XX
und die gelben Balken zeigen die array-CGH Ergebnisse des Clusters #7 vs. der
amplifizierten, gepoolten DNA aus den Kolonien gesunder Kontrollen.

3.4.5 Auswertung der array-CGH Daten amplifizierter DNA einzelner CFUs

Zur Untersuchung genomischer Anomalien einzelner Zellklone bei #D762 erfolgten array-
CGH Analysen (244K) auf Basis der amplifizierten DNA aus Zellen einer Kolonie bzw.
eines Clusters. Insgesamt konnten 6 array-CGH Analysen einzelner Zellklone
ausgewertet werden. Trotz der hohen Standardabweichung wurden bei stringenten
Filtereinstellungen (ADM-2 Grenzwert: 40) zwischen O und 21 Kopienzahlveréanderungen
je Zellklon detektiert. Monosomie 7 zeigte sich beispielsweise in 3 von 6 untersuchten
Zellklonen (#4, #6 und #7), vergleichbar mit der Detektion des Verlustes von
Chromosom 7 in etwa 50% der Granulozyten des Knochenmarks (log.ratio: -0,5) bei
Verwendung nicht-amplifizierter DNA (Tab. 3.6). Zuséatzlich konnte ein Verlust einer
Grolke von 4,86 Mb auf Chromosom 3p21.31-p21.1 fir zwei der Zellklone mit
Monosomie 7 (#6 und #7) sowie auch fur eine weitere Kolonie (#3) mit einzelnen
deletierten Regionen auf Chromosom 7 detektiert werden (Abb. 3.18). Weitere
Kopienzahlveranderungen in einer Grofe zwischen 3,71 und 7,35 Mb konnten in

3 Clustern (#3, #6 und #7) identifiziert werden. Einige potentiell betroffene Regionen sind
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im Folgenden aufgelistet: ein Verlust von 5q35.2-q35.3 (FGFR4, FLT4, RAB24,
RASGEF1C), eine Deletion in 9934.2-q34.3 (CARD9, COBRA1, MIR126, NOTCHL1,
VAV2) und Verluste von 14q932.2-032.33 (IGH Lokus, JAG2, XRCC3) und von
17p13.3-p13.1 (TP53). Ubereinstimmende Verluste in 16p11.2 konnten ebenfalls fir zwei
Cluster (#3 und #7) identifiziert werden, sowie auch eine Deletion in 21922.3 fur die
beiden Cluster #3 und #6.

Abgesehen von der Monosomie 7 gab es keine weiteren Ubereinstimmungen der
beschriebenen Kopienzahlveranderungen einzelner Kolonien im Vergleich zu den
Ergebnissen der nicht-amplifizierten, genomischen DNA bei #D762. Zur Uberpriifung der
array-CGH Ergebnisse einzelner Zellklone wurde eine FISH Analyse mit einer
regionsspezifischen BAC-Sonde fir 3p21.3 (RP11-3B7) an Methanol-/Eisessig fixierten
Knochenmarkzellen und an nativen Knochenmarkausstrichen von #D762 durchgefiihrt.
Der Prozentsatz der Zellen mit der Signalkonstellation fir eine Deletion in 3p21.3 lag
unterhalb der fur die Sonde ermittelten Grenzwerte (engl. cut off level). Ebenfalls konnte
die Deletion des kurzen Arms von Chromosom 17p13.1 mithilfe der FISH Analyse
(LSI tp53) nicht bestatigt werden.
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Abb. 3.18: Genomische Profile einzelner CFUs (#D762)

Die Morphologie der CFUs ist auf der Ilinken Seite angegeben. Die
Kopienzahlverdnderungen der Chromosomen 3 (links) und 7 (rechts) sind fur 6 CFUs
als Alignment dargestellt. Blau unterlegte Flachen zeigen die Verluste und
Zugewinne. Die Deletion in 3p21.31-p21.1 ist fur 3 der 6 CFUs im roten Kasten
hervorgehoben.
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3.4.6 Vergleich der Aberrationen einzelner CFUs mit den array-CGH Ergebnissen
der MDS Patienten der Kohorte

Um zu uberprufen, ob es sich bei den genomischen Lasion einzelner Kolonien (#D762)
maoglicherweise um rekurrente Verdnderungen handelt, wurden die array-CGH
Ergebnisse der CFUs mit den Aberrationen bei MDS Patienten der Kohorte verglichen. Es
zeigten sich Ubereinstimmungen gréRerer Deletionen mit = 4,649 Mb bei acht Patienten
(Tab. 3.7). Unter anderem wurde der Verlust in 5935.2-q35.3 und eine Deletion in
9934.2-gq34.3, die bei drei CFUs (#3, #6 und #7) detektiert wurden, auch bei #D184
gefunden. Des Weiteren konnte eine Ubereinstimmung fir den Verlust in 14932.2-032.33
bei den drei 0.g. Kolonien und bei #D279 beobachtet werden, sowie eine Deletion auf
dem kurzen Arm des Chromosoms 17 (17pl13.3-p13.1) ebenfalls fur #D187 und #D267
identifiziert wurde. Ein Verlust in 16p11.2 (bekannte CNV-Region, DGV) wurde bei #D170,
#D271, #D287 und in den Kolonien #3 und #7 identifiziert.

Tab. 3.7: Vergleich der Deletionen einzelner Zellklone (#D762) mit den Aberrationen
der MDS Patienten der Kohorte

Aberration Position GréRRe (Mb) MC-Klone  MDS Patienten

5035.2-035.3 175590532 — 180544250 4,954 #3, #6, #7 D184, D531

9g34.2-934.3 135227964 — 139877084 4,649 #3, #6, #7 D184

14qg32.2-032.33 99446119 — 105355086 5,909 #3, #6, #7 D279

16p11.2 27016596 — 34059789 7,043 #3, #7 D170, D271,
D287

17p13.3-p13.1 28969 — 7380502 7,352 #3, #6, #7 D184, D267

3.5 Verteilung der CNAs bei MDS und JMML

In der Gruppe der MDS wurden bei den array-CGH Analysen bis auf die bekannten,
numerischen Chromosomenaberrationen keine rekurrenten Veranderungen identifiziert.
Fur individuelle Patienten der Kohorte konnten hingegen genomische Alterationen
nachgewiesen werden, wobei vorwiegend Deletionen in folgenden Regionen vorlagen: in
3p14.3-p12.3 (FHIT), in 6923 (MYB), in 7p21.3-p15.3, in 9933.3-g34.3 und in 17p13
(TP53) (Tab. 3.1). In Ubereinstimmung mit den array-CGH Ergebnissen der CFUs wurde
die Deletion in 5035.2-g35.3 auch bei Patienten mit fortgeschrittenen MDS (RAEB)
gefunden (Tab. 3.7).

Abgesehen von der bereits bekannten NF1 Deletion traten in der Gruppe der JMML keine

weiteren genomischen Alterationen auf.
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4 Diskussion

Die Zielsetzung der vorliegenden Arbeit war die Untersuchung genomischer Aberrationen
bei Kindern mit myelodysplastischen Syndromen und juveniler myelomonozytéarer
Leukamie mithilfe der array-CGH Technik. Insbesondere in der Gruppe der kindlichen
MDS ist die Suche nach rekurrenten Anomalien von grofRer Bedeutung, denn hier sind die
krankheitsauslésenden Ursachen noch weitgehend unbekannt (Baumann et al.,
2008;Hasle, 2011). Die Entdeckung genetischer Lasionen kénnte helfen, die Biologie der
Erkrankung besser zu verstehen sowie potentielle Zielstrukturen (engl. targets) zu finden,
auf deren Grundlage verbesserte Therapieansatze zur Behandlung von MDS im

Kindesalter entwickelt werden kdnnen.

Mithilfe der klassischen Chromosomenanalyse und der molekularen Zytogenetik wurden
bei etwa 50% bis 70% der kindlichen MDS Patienten genomische Aberrationen
nachgewiesen, am haufigsten eine Monosomie 7, eine Trisomie 8 sowie interstitielle
Deletionen in 12p und auch komplex aberrante Karyotypen (Niemeyer and Baumann,
2008;Boehrer et al., 2009;G6hring et al., 2010). In Einzelfdllen wurden weitere
genomische Veranderungen beschrieben, wie z.B. eine Deletion auf dem kurzen Arm des
Chromosoms 17, die mit einem Verlust des TP53 Genortes assoziiert ist (Silveira et al.,
2009) oder ein Zugewinn auf dem langen Arm des Chromosoms 1 (Morerio et al., 2006).
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit war eine genomweite Untersuchung von
Primarmaterial kindlicher Patienten mit MDS aller Subtypen und mit JMML mit
unterschiedlichen Methoden mdéglich. Im Folgenden werden die Ergebnisse der jeweiligen
Analysen vor dem Hintergrund der aktuellen Erkenntnisse zur Pathogenese des MDS
diskutiert.

4.1 Array-CGH bei MDS und JMML

4.1.1 Heterogenes Probenmaterial bei MDS

Fur die Untersuchung genomischer Lasionen bei kindlichen MDS und JMML konnte im
Rahmen dieser Arbeit sowohl Probenmaterial aus der Studienzentrale der EWOG-MDS
Studie (Kinderklinik der Universitatsklinik Freiburg) als auch die asservierten
Knochenmark- und Blutzellen der Patienten genutzt werden, bei denen die zytogenetische
Referenzanalytik im IZMP erfolgte. Aufgrund der oft begrenzten Probenmengen und der
geringen Zellzahl im Knochenmark und Blut stand insbesondere bei kindlichen MDS
Patienten teilweise sehr wenig Untersuchungsmaterial zur Verfigung. Zusatzlich

erschwert ein geringer Anteil maligner Zellen im Untersuchungut bei Niedrig-Risiko MDS
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Patienten die Detektion genetischer Aberrationen. Aus diesem Grund wurden
verschiedene Strategien entwickelt, um eine Charakterisierung kleiner Subpopulationen
maligner Zellen zu ermdglichen. Neben der parallelen Untersuchung von Granulozyten
und mononuklearen Zellen des gleichen Patienten, wurde auch eine lIsolierung und

Anreicherung maligner Zellen tber CFC-Assays erreicht.

4.1.2 Vergleich der verwendeten array-CGH Plattformen

Insgesamt wurden 58 Patienten (39 Patienten mit MDS/sek. MDS und 19 Patienten mit
JMML) mittels BAC/PAC und/oder Oligonukleotid-basieten array-CGH auf rekurrente
Aberrationen untersucht. Zu Beginn des Projektes wurden die Analysen mithilfe von
6k und 8k BAC/PAC CGH Arrays (Peter Lichter, DKFZ Heidelberg), so dass fur 24 MDS
Patienten array-CGH Daten mit einer genomweiten Auflosung von etwa 1 Mb verfugbar
waren (Tab. 3.1). Fur 12 MDS Patienten erfolgten die array-CGH Analysen ausschlieflich
mittels Oligonukleotid CGH Arrays. Bei den folgenden Patienten wurden parallel CGH-
Analysen mit den 8k BAC/PAC und Oligonukleotid Arrays durchgefuhrt: #D468, #D515,
#D522 und #D531, wobei ein direkter Vergleich der Ergebnisse beider array-Formate fur
drei MDS Patienten (#D468, #D515 und #D531) moglich war. So wurden bei #D531
beispielsweise die Monosomie 7 und die Deletion in 6923 in beiden Analysen zuverlassig
detektiert (Abb. 3.7). Als weitere Ubereinstimmung wurde fiir #D531 ein Verlust in der
Region 8p23.1 gefunden (Abb. 4.1 A), die auf dem BAC/PAC Array durch drei BAC Klone
(RP11-287P18, RP11-257J3 und RP11-1005B13) und auf dem Oligonukleotid Array
durch 13 Sonden (931,853 kb) abgedeckt wird. Diese Deletion liegt in einem bekannten
CNV-Bereich, der in der ,Database of Genomic Variants“ (DGV, (lafrate et al., 2004))
sowohl als Zugewinn wie auch als Verlust gelistet ist (Abb. 4.1 B). An diesem Beispiel
wird deutlich, dass eine zuverlassige Identifikation kleiner CNAs bzw. CNVs (< 1 Mb in
Abhangigkeit der entsprechenden Sondenverteilung bzw. Auflésungsvermégens)
prinzipiell moglich ist. Bei #D522 konnte aufgrund geringer Probenmengen nicht das
gleiche Material auf beiden array-CGH Plattformen untersucht werden, so dass die
Monosomie 7 mittels BAC/PAC Array nur fur die Probe mit einem Anteil von 43%

aberranter Zellen (43% nuc ish cen7 (CEP7x1)) bestatigt werden konnte.

Mittlerweile ist ein umfangreiches Angebot von Oligonukleotid CGH Arrays kommerzieller
Hersteller verfiigbar, so dass diese array-CGH Formate lberwiegend zur Detektion
genomischer Aberrationen sowohl in der Stufendiagnostik bei mentaler Retardierung
(Vermeesch et al., 2007) wie auch in diversen Forschungsprojekten verwendet werden.
Wahrend beim Einsatz von BAC/PAC CGH Arrays die maximale genomweite Auflosung

durch die GréRe und den Abstand der verwendeten BAC bzw. PAC Klone festgelegt ist,
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bieten Oligonukleotid CGH Arrays eine wesentlich héhere Aufldsung, die von der Anzahl
der verwendeten Sonden abhdngt und sogar flexibel durch ein Anwender-spezifisches

Design angepasst werden kann.
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Abb. 4.1: Deletion in 8p23.1

(A) BAC/PAC array-CGH Auswertung fur das Chromosom 8 bei #D531. In 8p23.1
wird durch 3 aufeinanderfolgende BAC/PAC Klone (rote, gestrichelte Linie) der
Verlust angezeigt. (B) In 8p23.1 findet sich eine bekannte CNV-Region, wie hier in
der DGV-Ansicht dargestellt. Die pinkfarbenen Balken stellen in komprimierter Form
einzelne Gene dar. Im unteren Teil sind die Ergebnisse einzelner Studien als farbige
Balken zusammengefasst (blau = Zugewinn, rot = Verlust,
braun = Zugewinn/Verlust).

Innerhalb dieses Projektes erfolgten zur Uberpriifung der genomischer Aberrationen bei
5 MDS Patienten (#D522, #D529, #D585, #D621 und #D637) zusétzliche array-CGH
Analysen mit dem Anwender-designten eArray (MDS-1, Agilent). Durch das individuelle
Design der eArrays ist eine Feinkartierung von chromosomalen Aberrationen in

krankheitsrelevanten Bereichen mdglich, jedoch hat die Wahl der Methode zum Erstellen
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der eArrays einen bedeutenden Einfluss auf die Qualitdt der Sonden. Wird wie bei dem
eArray MDS-1 ein bestimmter Sondenabstand im Designprogramm (Agilent) gewahlt,
basiert die Auswahl der Sondensequenzen vorrangig auf dieser Vorgabe, so dass
beispielsweise auch in Regionen mit vielen Sequenzwiederholungen Sonden erstellt
werden. Folglich wird eine starke Streuung der log,ratios einzelner Sonden beim direkten
Vergleich der 244K- mit der eArray-Plattform erhalten, wie sie am Beispiel des bekannten
CNV im GSTT1 Genort bei #D637 deutlich wird (Abb. 3.9). Die Qualitat der Sonden wird
Uber sog. probe performance scores angegeben und in Abhangigkeit von Sequenz-
wiederholungen, GC-Gehalt der Sequenz, Wahrscheinlichkeit von Kreuzhybridisierungen
und Hybridisierungstemperatur berechnet. Die Werte liegen zwischen 0 und 1, wobei
hohe Werte eine grolRere Wahrscheinlichkeit fur eine gute Hybridisierungsqualitat und
damit eine zuverlassige Bindung der DNA-Sequenzen an die Sonde widerspiegeln (Giles
et al., 2010). Werden die eArrays dagegen nur mit den getesteten ,Katalogsonden® aus
der Agilent Datenbank erstellt, wird eine hohe Hybridisierungsqualitéat seitens des
Herstellers angegeben, wobei eine geringere Auflésung in Bereichen mit ungeeigneten

Sequenzen in Kauf genommen werden muss.

4.1.3 Moglichkeiten und Grenzen array-basierter Methoden zur Untersuchung
genomischer Aberrationen
Uber die klassische Karyotypisierung koénnen bei den hamatologischen Neoplasien
chromosomale Verdnderungen identifiziert werden, die u.a. zur Klassifikation und
Prognoseabschatzung bei MDS eine wichtige Rolle spielen (Greenberg et al., 1997;Haase
et al., 2007). Die Untersuchung der Metaphasenchromosomen macht jedoch die
Kultivierung der Knochenmarkzellen erforderlich. Ein Vorteil array-basierter Anwendungen
gegenuber der Karyotypisierung ist die Untersuchung von Interphase-DNA, ohne dass
sich teilende Zellen notwendig sind (O'Keefe et al., 2007;Tiu et al., 2007). Evers et al.
berichteten in ihrer array-CGH Studie lber eine erwachsene MDS Patienten, bei der
aufgrund unzureichender Chromosomenqualitdt in der Karyotypisierung nur die 5Q-
Deletion sicher identifiziert werden konnte. Uber eine zusatzliche array-CGH Analyse
wurde bei der Patientin ein Verlust mehrerer, ganzer Chromosomen in der gleichen
Zellpopulation mit 5g- gefunden und somit ein komplex aberranter Karyotyp aufgedeckt
(Evers et al.,, 2007). In der hier untersuchten Patientenkohorte konnte fir #D170 mit
ergebnisloser Chromosomenanalyse ein genomisches Profil mithilfe der array-CGH
erstellt werden. Es bestatigte sich die vorab mittels FISH identifizierte Monosomie 7 und

weitere chromosomale Aberrationen konnten ausgeschlossen werden.
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Das Detektionslimit fir den Nachweis genomischer Verdnderungen liegt bei der array-
CGH zwischen 20% und 35%, d.h. mindestens dieser Anteil aberranter Zellen muss im
Untersuchungsgut vorhanden sein, damit eine Verénderung detektierbar ist (Armengol et
al., 2009;Evers et al., 2007;Garnis et al., 2005). Gerade diese technische Vorgabe stellt
vermutlich bei der molekularen Karyotypisierung von MDS ein Problem dar, denn hier
handelt es sich um eine Erkrankung, bei der verschiedene dysplastische Klone den
oligoklonalen Stammzellpool bilden (O'Keefe et al., 2007). Abhdngig vom MDS Subtyp
und dem Zeitpunkt der Probenahme kann demnach der Anteil maligner Zellen im
Untersuchungsgut sehr unterschiedlich sein. Im Hinblick auf die o0.g. Problematik wurden
verschiedene Filterkriterien zur Detektion von genomischen Anomalien auf der
Oligonukleotid-Plattform getestet. Dabei wurden die Filtereinstellungen (log.ratio
aberranter Sonden: 0,3 und minimale Anzahl aberranter Sonden: 10) anhand der vorab
identifizierten Chromosomenverdnderungen wie z.B. der Monosomie 7 ausgewahlt
(Abb. 3.2, Tab. 8.3, Anhang). Die endgliltige Auswertung aberranten Regionen erfolgte
mithilfe des ADM-2 Algorithmus (Lipson et al., 2006). Fur alle Patienten wurden die
Aberrationsdaten bei ADM-2 Schwellenwerten von 5, 6, 8 und 10 erfasst. Die grof3ten
Ubereinstimmungen mit den bekannten Chromosomenanomalien wurden bei einem
minimalen ADM-2 Schwellenwert von 6 gefunden. Mit diesen Einstellungen wurde #D515
die Trisomie 8 als fragmenthafter Zugewinn auf der array-CGH Plattform dargestellt. Die
korrespondierenden Ergebnisse der Metaphasen- und FISH-Analytik ergaben in 25% der
Zellen diese numerische Anomalie, so dass auch mittels array-CGH gezeigt werden
konnte, dass die Trisomie 8 bei diesem Patienten in einem kleineren malignen Klon im

Vergleich zur Monosomie 7 auftrat (Tab. 3.1).

Fur die Analyse der BAC/PAC Arrays wurden CNAs auf der Basis von zwei
aufeinanderfolgenden Sonden mit log,ratios von + 0,2 ausgewertet. Bei #D492 wurde die
Monosomie 7 mittels array-CGH nicht identifiziert, was sich durch den geringen Anteil
maligner Zellen im Untersuchungsmaterial (10% nuc ish cen7) erklaren lasst. Im Fall
#D514 wurde mithilfe zytogenetischer Analysen ein hoher Anteil von Zellen mit
Monosomie 7 gefunden (mindest. 76%), jedoch wurde keine Ubereinstimmung auf array-

CGH Basis erhalten. Diese Diskrepanz konnte nicht abschlie3end geklart werden.

Im Vergleich zur klassischen Chromosomenanalyse kénnen mithilfe der array-CGH keine
balancierten strukturellen Anomalien wie Translokationen oder Inversionen identifiziert
werden. Diese Limitierung stellt jedoch bei der genomischen Analyse der MDS kaum eine
Einschrankung dar, weil bei diesen Erkrankungen Uberwiegend unbalancierte
Aberrationen in Form von Deletionen und Monosomien vorliegen (Haase, 2009;Pedersen-
Bjergaard et al., 2002;Davids and Steensma, 2010). Ist in seltenen Féllen eine Aufklarung
chromosomaler Umbauten oder nicht zuzuordnender Markerchromosomen erforderlich,

wird u. a. in der hamatologischen Stufendiagnostik zusatzlich eine spektrale Karyo-
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typisierung (SKY) oder multicolor-FISH (mFISH) durchgefuhrt. Bei dieser sog. Vielfarben-
FISH lassen sich die einzelnen Metaphasenchromosomen der Patientenprobe mithilfe
chromosomenspezifischer Sonden darstellen, wobei durch die Verwendung von
5 verschiedenen Fluorochromen in unterschiedlichen Kombinationen jedes Chromosom
ein charakteristisches Emissionsspektrum aufweist (Schrock et al., 1996;Macville et al.,
1997). Mithilfe der SKY-Analyse sind die Untersuchungen balancierter Translokationen

sowie die Aufklarung komplex aberranter Karyotypen mdglich.

Als weitere array-basierte Methode zur molekulargenetischen Untersuchung von MDS
wird neben der array-CGH auch die Hochdurchsatz-SNP-Analysetechnik (SNP-a)
eingesetzt. Mit diesem Verfahren kdnnen sowohl genomischen Anomalien wie auch LOH-
Ereignisse in Form von Kopienzahl neutralen Veradnderungen, wie z.B. uniparentalen
Disomien (UPD) analysiert werden. Durch die geringe Lange der SNP-lberspannenden
Sonden (etwa 25 bp) und ihre vorgegebene Sequenz kommt es jedoch zu einer weniger
sensitiven Hybridisierung, so dass die starkere Streuung der Fluoreszenzsignale
zusammen mit der Verteilung der SNPs im Genom eine geringere genomweite Auflésung
bedingt. In den ersten SNP-a Studien bei MDS wurden fiir 46% der erwachsenen
Patienten UPDs beschrieben, die zu diesem Zeitpunkt jedoch noch keinen Aufschluss zu
krankheitsassoziierten Veranderungen in den betroffenen Genen ergaben (Gondek et al.,
2007a;Gondek et al., 2008;Mohamedali et al., 2007).

4.1.4 Deletionen in 17p13 und Inaktivierung von TP53

Ubereinstimmend mit den Ergebnissen der genomischen Studien bei MDS im
Erwachsenenalter konnten in der hier untersuchten Kohorte bei zwei Patienten (#D184
und #D267, 5%) Deletionen in 17p13 mit einer GrofRe von 7,668 Mb und 20,849 Mb
aufgedeckt werden. Auf dem kurzen Arm des Chromosoms 17 ist in der deletierten
Region das Tumorsuppressorgen TP53 lokalisiert, das als Transkriptionsfaktor eine
wichtige Bedeutung bei der Kontrolle des Zellzyklus, der Induktion der Apoptose und der
DNA-Reparatur hat. In SNP-a Untersuchungen wurden neben genomischen Verlusten
auch Kopienzahl neutrale UPDs in 17p beschrieben (Gondek et al., 2008;Langemeijer et
al., 2009). Die Inaktivierung von TP53 durch Deletion und/oder Mutationen in der DNA-
Bindedoméne geht bei MDS und AML Patienten haufig mit dem Auftreten komplex
aberranter Karyotypen und einer schlechten Prognose einher (Hirai, 2003;Martinez-
Ramirez et al., 2004;Schoch et al., 2005;Haferlach et al., 2008;Zatkova et al., 2009). Fir
beide Patienten (#D184 und #D267) trat innerhalb des ersten Jahres nach
Diagnosestellung ein Krankheitsprogress ein, der jeweils zum Tod fUhrte. In weiteren
Studien wurden TP53 Deletionen und Mutationen beim kindlichen MDS untersucht.

Silveira et al. berichteten in ihren FISH Untersuchungen bei Patienten aller Subtypen von
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einer hohe Inzidenz hemizygoter und homozygoter TP53 Deletionen bei 18 von
19 Patienten (Silveira et al., 2009). In keiner weiteren Studie wurde Uber ein dermafden
hohes Auftreten von TP53 Anomalien berichtet. In einer kleineren Studie von Saito et al.
wurde bei der Analyse von 9 kindlichen MDS Patienten in einem Fall mit
der(5;17)(p10;q10) eine heterozygote Deletion und eine Mutation des zweiten Allels
(c.410T>A, p.L137Q) beschrieben. Bei diesem Patienten wurde die schlechte Prognose
mit einer Resistenz gegeniber der Chemotherapie fir den kleinen Klon mit TP53

Anomalien vermutet (Saito et al., 2011).

4.1.5 Interstitielle Deletion in 12p13 (ETV6)

Interstitielle Deletionen auf dem kurzen Arm des Chromosoms 12 sind bei
hamatologischen Neoplasien bekannte Aberrationen (Sato et al., 1995;Paulsson et al.,
2006;Gondek et al., 2008), die auch bei MDS und AML bei Erwachsenen mittels SNP-a
gefunden wurden (Akagi et al., 2009;Haferlach et al., 2011). In der hier untersuchten MDS
Kohorte trat diese interstitielle Deletion bei 2 von 39 Patienten (5%) auf. Die deletierte
Region enthélt eine sehr hohe Dichte an Genen, die unter anderem eine wichtige Rolle in
der Zellzyklusregulation spielen, wie z.B. KIP1, welches fir das Kinase inhibierende
Protein P27 kodiert und GDI D4 (ARHGDIB), ein negativer Regulator des RAS-
Signalweges. Aulierdem ist in dem deletierten Bereich ETV6 (ets variant 6) lokalisiert, ein
Gen, das zu einer grof3en Familie von Transkriptionsfaktoren (E26 transforming specific,
ETS) gehort. Fur ETV6 werden ebenfalls haufig Translokationen, wie z.B. t(12;21) bei
akuter lymphatischer Leukamie bei Kindern beschrieben (Odero et al., 2003;WIlodarska et
al., 1998). Des Weiteren wurden in einer aktuellen Untersuchung zur klonalen Evolution
bei AML Patienten mit Rezidiv u.a. rekurrente Mutationen im ETV6 Gen mithilfe neuer,
hochauflésender Sequenzierungstechniken (whole genome sequencing) zum Zeitpunkt
des Ruckfalls identifiziert (Ding et al., 2012).

4.1.6 Heterozygoter Verlustin 623 (MYB)

In der deletierten Region 6923, nachgewiesen bei zwei Patienten (#D226 und #D531), ist
u. a. das Gen MYB lokalisiert, was zu einer Familie von Transkriptionsfaktoren gehort, die
eine wichtige Rolle in der Regulation der Hamatopoese spielen. Im Mausmodel konnte
gezeigt werden, dass Tiere mit geringem Myb Expressionslevel einen myeloproliferativen
Phanotyp entwickeln, der einer Essentiellen Thrombozytopenie beim Menschen sehr
ahnlich ist (Garcia et al., 2009). Dariiberhinaus wurden auch Zugewinne des MYB
Genlokus bei Kindern mit Lymphoblastischen Lymphomen (Schraders et al., 2009), bei
Patienten mit T-Zell akuter lymphoblastischer Leukdmie (T-ALL) (Lahortiga et al., 2007)
und bei einem MDR-AML Patienten gefunden (Ripperger et al., 2009). Auf der Basis
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dieser Befunde lasst sich vermuten, dass Kopienzahlveranderungen des MYB Genortes
madglicherweise ein onkogenes Potential haben kénnen.

4.1.7 Heterozygote Deletion in 3p14

Die Deletion auf dem kurzen Arm des Chromosoms 3 bei #D380 mit einer Grof3e von
23,491 Mb stellt ein gutes Modell zur Erklarung der Entstehung somatischer CNA dar. Die
chromosomalen Bruchereignisse finden in Regionen statt, die bekannt sind fir
Chromosomenbriiche: FRA3B. Es handelt sich um sog. fragile sites (FS) (Glover, 2006).
Wahrend in gesunden Zellen diese FS normalerweise stabil sind, kommt es an diesen
Stellen in Tumorzellen nach einer partiellen DNA-Replikationsinhibierung oft zu
chromosomalen L&sionen in Form von Umbauten oder interstitiellen Deletionen. Bislang
wurden insgesamt 11 FS kloniert, wobei FRA3B die erste Region war, die prazise
innerhalb eines Tumorsuppressorgens (FHIT) lokalisiert werden konnte (Ohta et al.,
1996;Wilke et al., 1994). Verluste in FRA3B werden haufig bei soliden Tumoren gefunden
(Druck et al., 1997) und sind mit einer Inaktivierung von FHIT assoziiert (Zanesi et al.,
2001). In einer SNP-a Studie bei 174 erwachsenen MDS Patienten wurde Uber eine
Mikroduplikation in der Region 3p14.2-p14.3 (1,68 Mb) berichtet (Gondek et al., 2008).
Daruberhinaus liegen keine Informationen zu einem veranderten Kopienzahlstatus in
3p14.3-p12.3 bei hamatologischen Erkrankungen vor (OMIM 601153).

4.1.8 CNAs bei JIMML

Die juvenile myelomonozytare Leukamie bei Kindern st eine aggressive
myeloproliferative Neoplasie, die durch eine Gbermafige Produktion von Monozyten und
Granulozyten gekennzeichnet ist. Wie fur MPN charakteristisch, behalten die betroffenen
Zellen ihre Differenzierungsfahigkeit, verdrangen aber durch ihre Uberzahl die gesunden
hamatopoetischen Zellen aus dem Knochenmark und es kommt zur Infiltration diverser
Organe, wie z.B. der Leber, der Milz, des Magen-Darm-Trakts und der Lunge (Niemeyer
et al., 1997). Die Entdeckung genetischer Lasionen in diversen Genen der RAS/MAPK-
Signalkaskade (engl. Ras/mitogen-activated protein kinase), die eine permanente
Aktivierung des Signalweges zur Folge haben und somit den naturlichen
Kontrollmechanismus fir die Zellteilung der HSZ storen, flhrte zu einem besseren
Verstandnis der Pathogenese der Erkrankung (Flotho et al., 2007;Flotho et al,
1999;Niemeyer and Kratz, 2006). Unter anderem wurden bei 35% der JMML Patienten
somatische Punktmutationen im Gen PTPN11 gefunden, das fiur die Protein-Tyrosin-
Phosphatase SHP-2 kodiert und bei weiteren 25% der Patienten konnten aktivierende
Punktmutationen in den Onkogenen NRAS und KRAS nachgewiesen werden (Miyauchi et
al., 1994;Tartaglia et al., 2003). Etwa 11% der JMML Patienten leiden unter einer
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Neurofiboromatose Typ 1. Die Inaktivierung beider Allele des Tumorsuppressorgens NF1,
einem negativen Regulator der RAS-Kaskade, fuhrt zu einer unkontrollierten
Zellproliferation (Shannon et al., 1994). In einer neueren SNP-array Studie konnten bei
JMML Patienten Uber die Detektion einer uniparentalen Disomie in der Region 11q
Mutationen im Proto-Onkogen CBL identifiziert werden (Loh et al., 2009). CBL kodiert fur
eine E3 Ubiquitin Ligase, die unter anderem das Protein Grb2 upstream von RAS
reguliert. Es wurde bereits beschrieben, dass CBL-Mutationen eine kontinuierliche
Aktivierung des RAS-Signalkaskade auslésen kdnnen (Schmidt and Dikic, 2005).
Basierend auf Informationen zu bekannten CBL-Mutationen bei anderen myeloischen
Erkrankungen fanden Loh et al. ebenfalls diverse Punktmutationen in Exon 8 und Exon 9,
wobei am haufigsten der Tyrosinrest Y371 betroffen war. Da diese Lé&sionen
ausschlieZlich in der Gruppe der JMML Patienten ohne Mutationen in den Genen NRAS,
KRAS, PTPN11 oder einer NF1-Deletion detektiert wurden, konnten somit fir weitere

10% bis 15% der Patienten pathogene Mutationen identifiziert werden.

Zur Uberpriifung submikroskopischer Kopienzahlveranderungen bei JMML wurden in
dieser Arbeit array-CGH Analysen von 19 JMML Patienten ausgewertet. Als einzige
rekurrente zytogenetische Verdnderung wurde bei acht Patienten die bekannte
Monosomie 7 mittels Oligonukleotid array-CGH bestétigt. Beim Vergleich der log,ratios fir
Chromosom 7 (array-CGH) und dem Auftreten der Monosomie 7 in den ausgewerteten
Metaphasen ergaben sich jedoch Unterschiede (Abb. 3.4). Fur #D541, #D581 und #D612
lagen die log,ratios bei -0,42 und -0,46, was auf eine heterozygoten Verlust des
Chromosoms 7 in etwa 50% der Zellen hindeutet. Die Monosomie 7 wurde fir diese
Patienten in 93% bis 100% der Metaphasen gefunden. Fir die anderen Patienten (#D402,
#D521, #D566, #D600 und #D614) ergaben sich log,ratios zwischen -0,71 und -0,81,
wobei die Monosomie 7 in 73% bis 100% der Metaphasen detektiert wurde. Diese
Unterschiede kodnnen sich zum einen aus der variablen Anzahl der untersuchten
Metaphasen in der Zytogenetik (n=15-20 und n=1(#D581)) ergeben, sowie vom
maglicherweise selektiven Wachstum der malignen Zellklone abhangig sein. Fir die
array-CGH Analysen wurde DNA aus mononuklearen Zellen des Knochenmarks
verwendet, so dass ein Abgleich der FISH-Ergebnisse mit den array-CGH Ergebnissen
moglicherweise groRere Ubereinstimmungen ergeben hatte. Monosomie 7 ist mit etwa
30% die haufigste chromosomale L&sion bei Kindern mit JMML. Hinsichtlich des
klinischen Verlaufs der Erkrankung konnten jedoch keine Unterschiede zwischen

Patienten mit und ohne Monosomie 7 beobachtet werden (Hasle et al., 2003).

In der Gruppe der JMML wurde fir zwei Patienten (#D341 und #D566) die bekannte NF1-
Deletion in 179g11.2 als monoallelischer Verlust mit exakt den gleichen Bruchpunkten

bestatigt (Abb. 3.9). Im Vergleich zu anderen genetischen Lasionen, wie der biallelischen
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NF1-Inaktivierung durch Mutationen, wurde diese interstitielle Deletion von 1,362 Mb bei
JMML Patienten in 2 von 15 Fallen (13%) identifiziert (Steinemann et al., 2010).

4.1.9 Sensitivitat der Array-CGH

Die hochaufldsende array-CGH ist eine leistungsstarke Methode zur Analyse
submikroskopischer Lasionen. In Abhéngigkeit der Array-Plattform und der Probenqualitat
ist es moglich, Kopienzahlverédnderungen auf Basis einzelner Gene zu identifizieren. In
der Arbeit von Thiel et al. wurden auf diese Weise Deletionen des TET2 Genortes (4g24)
und interstitielle Deletionen im RUNX1 Gen (21g22.12) bei erwachsenen MDS Patienten
nachgewiesen. Eine Validierung der array-CGH Ergebnisse erfolgte mittels Anwender-
designten Oligonukleotid Arrays, gPCR und bruchpunktiiberspannender PCR auf DNA-
Ebene (Thiel et al., 2011).

Fur 16 kindliche MDS Patienten der Kohorte, die mithilfe der 244K Arrays mit einem
durchschnittlichen Sondenabstand von 7,4 kb untersucht wurden, erfolgte die Auswertung
der array-CGH Daten mit einer minimalen Anzahl aberranter Sonden von 10
(Standardeinstellung) und mit einer minimalen Sondenanzahl von 3 (wenig stringente
Filtereinstellungen). Eine Vielzahl kleiner Anomalien wurde mit den o.g. Filtereinstellungen
ausgewertet und auf dieser Basis der eArray MDS-1 mit 36 hochaufgelosten Regionen
(3 Sonden/1000 bp) erstellt. Mithilfe dieser Anwender-designten Plattform wurden bei den
5 parallel untersuchten Patienten (#D522, #D529, #D585, #D621 und #D637) bis auf die
konstitutionellen CNVs keine der vorab detektierten Aberrationen bestatigt.
Ubereinstimmend wurde bei den qPCR Analysen fiir die Genorte NRAS und HOXA ein
diploider Kopienzahlstatus detektiert (Abb. 3.11). Die Aufdeckung einer hohen Rate an
falsch-positiven CNAs im  kb-Bereich unterstreicht die Notwendigkeit der
Ergebnisvalidierung mit zuséatzlichen Methoden. Dennoch erfolgten in einigen
genomweiten Studien bei Erwachsenen MDS Patienten keine derartigen Uberpriifungen
(Mohamedali et al., 2007;Tyybakinoja et al., 2007;Starczynowski et al., 2008;Heinrichs et
al., 2009).

Wie auch bei array-CGH und SNP-a Studien bei erwachsenen Patienten konnten beim
kindlichen MDS nur wenige rekurrente, genomische Anomalien auf submikroskopischer
Ebene identifiziert werden (Evers et al., 2007;0'Keefe et al., 2007;Maciejewski and Mulfti,
2008;Gelsi-Boyer et al., 2009;Thiel et al., 2011).
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4.1.10 Auswertung der array-CGH Ergebnisse vor dem Hintergrund genomischer
Kopienzahl-Polymorphismen (CNV)
Die methodische Weiterentwicklung der Array-Techniken zur genomweiten Untersuchung
submikroskopischer Lasionen lieferte innerhalb der letzten Jahre u. a. einen wichtigen
Beitrag zur Aufklarung der genomischen Architektur. Auf diese Weise wurde in
grofRangelegten CNV-Studien mit gesunden Individuen unterschiedlicher Populationen
eine Vielzahl struktureller, genomischer Varianten gefunden (Redon et al., 2006;Conrad et
al., 2010;Craddock et al.,, 2010;Perry et al., 2008). Viele der erhobenen CNV-
Informationen werden beispielsweise in der frei zuganglichen Internetdatenbank
"Database of Genomic Variants" (lafrate et al.,, 2004) zusammengetragen. Die DGV
wurde innerhalb dieser Arbeit zur Beurteilung somatischer Anomalien der array-CGH
Analysen herangezogen. Fir eine zuverlassigere Auswertung potentiell somatischer
CNAs ist jedoch die Verwendung von DNA-Referenzmaterial des gleichen Patienten
anzustreben, um patientenspezifische CNVs sicher ausschlieen zu kénnen (Heinrichs et
al., 2009;Mohamedali et al., 2007;Albertson and Pinkel, 2003). Bei der genomweiten
Untersuchung von MDS-Probenmaterial werden insbesondere bei SNP-a Analysen zur
Abklarung somatischer UPDs die genomischen Profile der aus Blut separierten CD3-
positiven T-Lymphozyten (T-Zellen) untersucht, da diese Zellen normalerweise nicht von
der MDS-Pathogenese betroffen sind (Gondek et al., 2007b;Jaju et al., 2000). Vorteilhaft
ist, dass die T-Zellen in wenigen Arbeitsschritten Uber eine CD3-positive Selektion aus
dem gleichen Probenmaterial gewonnen werden koénnen. Die Extraktion
patientenspezifischer Referenz-DNA ist alternativ auch aus Mundschleimhautzellen

moglich.

Konstitutionelle CNVs in Form von homozygoten Deletionen wurden innerhalb dieser
Arbeit z.B. auf der 244K Plattform mit einem durchschnittlichen log,ratio von < -2,0
detektiert und heterozygote CNVs lieBen sich durch logsratios von +/-1,0 und
entsprechend hoher p-Werte charakterisieren. Auf3erdem deuteten gleichzeitig
auftretende Deletionen und Zugewinne in der gleichen chromosomalen Region auf das
Vorhandensein eines CNVs hin (Tab. 3.3, Abb. 4.1 B). Bis auf den sog. GSTT1 Null-
Genotyp, der bei 9 von 25 untersuchten Patienten (36%) identifiziert wurde, lagen fur
keinen der weiteren CNVs Informationen aus molekulargenetischen oder funktionellen
Untersuchungen bei kindlichen Leuk&amien vor. In der hier untersuchten Patientenkohorte
wurde in Ubereinstimmung mit den vorab beschriebenen Ergebnissen von Davies et al.
kein Unterschied beziiglich der CNV-Haufigkeit im Vergleich zu den Kontrollen festgestellt
(Davies et al., 2000). Im Gegensatz dazu kommen Dahabreh et al. bei der Auswertung
ihrer Meta-Analyse zu GSTT1-Studien mit insgesamt 1471 MDS Fallen und 1907
Kontrollen zu dem Schluss, dass eine signifikante Assoziation zwischen dem GSTT1 Null-

Genotyp und einem erhéhten Risiko zur Entwicklung eines MDS besteht (Dahabreh et al.,
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2010). Das Gen GSTT1 kodiert fur eine Glutathion-S-Transferase, die zu einer Gruppe
von detoxifizierenden Enzymen gehort und elektrophile Verbindungen und Metabolite mit
L-Glutathion umsetzt. Fur den Deletionspolymorphismus im GSTT1 Genort wurde in der
Umweltmedizin eine metabolische Relevanz fur Umweltschadstoffe beschrieben,
molekulargenetische Analysen werden aber auch in diesem Bereich aufgrund der
inkonsistenten Datenlage nicht empfohlen (Schulz, 2004).

4.1.11 Moglichkeiten zur Validierung von CNAs

In dieser Arbeit wurden verschiedene Methoden zur Uberpriifung von CNAs der array-
CGH Analysen angewendet. In Abhangigkeit der CNA-GrolRRe, des verfligharen Materials
und der Fragestellung wurden unter anderem FISH Analysen, gPCR Assays und
Sequenzierungen durchgefiihrt.

Fur stabile Chromosomenanomalien wie beispielsweise Monosomie 7 konnte Uber den
etablierten gPCR Assay mit einem PCR-Fragment im CFTR Gen eine gute
Ubereinstimmung mit den Ergebnissen der Karyotypisierung, der FISH Analysen und der
array-CGH log,ratios gezeigt werden (Abb. 3.10). Uber vergleichbare Ergebnisse der
konventionellen Chromosomenanalyse, FISH und array-CGH zum Nachweis sichtbarer
Chromosomenveranderungen wie del(5q), del(7q), Monosomie 7 oder Trisomie 8 bei
erwachsenen MDS Patienten wurde bereits berichtet (Makishima et al., 2010). Fir den
Fall, dass beispielsweise ausschlieRlich DNA-Material der Patienten vorhanden ist oder
dass ein genspezifisches PCR Screening bei einer groRen Patientenkohorte durchgeftihrt
werden soll, stellt die gPCR eine geeignete Untersuchungsmethode zum relativen
Nachweis des Kopienzahlstatus dar (Duno et al., 2004). Am Beispiel des gPCR Assays
zur Bestatigung der Monosomie 7 konnte auf3erdem gezeigt werden, dass hemizygote
Deletionen mit einem minimalen Anteil von 15% bzw. 23% der Zellen bezogen auf die
korrespondierenden FISH Ergebnisse durch geringfligig abweichende AAcr-Werte
(0,81 und 0,71) im Vergleich zur diploiden Kontrolle zuverlassig detektiert werden kénnen.
Diese Verédnderungen wurden aufgrund des Detektionsgrenzwertes nicht mittels array-
CGH nachgewiesen (Abb. 3.10). Vergleichbare dynamische Messbereiche (engl. dynamic
range) von 22% bis 96% (Porta et al., 2007) und 18% bis 95% (Mattarucchi et al., 2006)
wurden fir Monosomie 7 spezifische gPCR Assays beschrieben. Ein weiterer Vorteil der
gPCR ist die hohe Flexibilitdt beim Design der gen- oder lokusspezifischen Assays, denn
die Primersets kénnen individuell generiert werden. Entsprechend wurden qPCR Assays
fur die Uberprifung des Kopienzahlstatus der Gene NRAS und NF1, sowie fur das
Gencluster HOXA erstellt, wobei jeweils mindestens 3 Genabschnitte untersucht wurden
(Kapitel 3.2.2). In Ubereinstimmung mit den Ergebnissen des hochaufgelosten eArrays
MDS-1 wurden fir NRAS und HOXA keine Veradnderungen der DNA-Kopienzahl im
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Vergleich zur diploiden Kontrolle und der entsprechenden Positivkontrollen nachgewiesen
(Abb. 3.11). Die teilweise hohen Standardabweichungen der AAct-Mittelwerte bei einigen
Patienten spiegeln moglicherweise die genomische Variabilitdt innerhalb der jeweiligen
Genorte in Einklang mit den Ergebnissen der array-CGH Analysen (244K) wider. Die
heterozygote NF1-Deletion bei #D566 wurde dagegen als stabile CNA zuverlassig
detektiert (Abb. 3.12).

Neben der quantitativen Uberprifung der array-CGH Ergebnisse erfolgte fir die Gene
NRAS und MGMT eine Sequenzanalyse mithilfe der direkten Sequenzierung nach dem
Didesoxy-Verfahren (Sanger et al., 1977). In den o0.g. Genorten wurden vorab Deletionen
auf Basis der array-CGH Daten bei wenig stringenten Filtereinstellungen identifiziert.
Fur NRAS sind sowohl bei erwachsenen MDS Patienten (Christiansen et al., 2005;Bacher
et al., 2007) wie auch bei Kindern mit IMML (Flotho et al., 1999) rekurrente Mutationen in
den Codons 12, 13, und 61 bekannt, die als Klasse | Mutationen zu einer Aktivierung der
RAS-Kaskade fuhren. Bei den hier untersuchten MDS und JMML Patienten wurden keine
pathogenen Mutationen im NRAS Gen gefunden, wobei generell Uber ein geringes
Auftreten von NRAS Mutationen bei kindlichem MDS berichtet wurde (Jekic et al., 2004).
In Ubereinstimmung mit den untersuchten Laborparametern innerhalb der EWOG-MDS
Studien wurden ferner keine aktivierenden Mutationen bei den Patienten #D402, #D566
und #D581 gefunden (Tab. 3.4). Lediglich ein heterozygoter SNP (rs14804, c.872C>T)
wurde in der 3'UTR bei 4 von 12 Patienten identifiziert. Dieser SNP ist downstream der
let-7 miRNA Bindungsstelle lokalisiert und befindet sich innerhalb der potentiellen
Bindungsstelle fir zwei schlecht konservierte miRNAs, miR-218 und miR-636
(TargetScanHuman, Release 5.1). Ein LOH im NRAS Genort wurde damit auch auf
diesem Wege widerlegt.

Die Auswertung der 8k BAC/PAC Array Daten deutete flir den doppelt gespotteten Klon
RP11-300B2 (10g26.3) bei in allen Patienten mit Monosomie 7 auf einen Verlust hin.
Dieser Klon bildet den 5’UTR Bereich des MGMT Gens ab. Die parallele Untersuchung
von vier Patienten mit dem Oligonukleotid-basierten Format ergab dagegen keinen
Hinweis auf den potentiellen Verlust im MGMT Gen, so dass der Klon RP11-300B2
maglicherweise falsch Kkartiert ist oder eine fehlerhafte Zuordnung des Klons tber das grid
file bei der Auswertung der 8k BAC/PAC Arrays erfolgte. Bei der Sequenzanalyse des
MGMT Gens wurden bei 8 MDS und JMML Patienten zwei bekannte SNPs (rs1803965
und rs12917) im Exon 3 nachgewiesen (Kapitel 3.3.2). In dieser Arbeit war es aufgrund
fehlenden DNA-Referenzmaterials der gleichen Patienten und einer zu geringen

Patientenzahl nicht mdglich, das somatische Auftreten des SNPs rs12917 zu klaren.
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4.2 Heterogenitat des Probenmaterials

Generell stellt die molekulargenetische Analyse bei MDS aufgrund des oftmals
heterogenen Probenmaterials eine Herausforderung dar. Es konnten beispielsweise
bislang keine eindeutigen immunphanotypischen Parameter fur die betroffenen Zellen
identifiziert werden (Falco et al., 2011). In durchflusszytometischen Studien beim
erwachsenen MDS wurde jedoch eine Korrelation zwischen der quantitativen Auswertung
der myeloischen Reifung, charakterisiert durch die Expressionslevel von CD34, CD117
und CD11b/CD66, und einer prognostischen Bedeutung fur das Uberleben der Patienten
beobachtet (Falco et al., 2011;van de Loosdrecht et al., 2008).

Eine Ausnahme bildet allerdings die zytogenetisch definierte Subgruppe der erwachsenen
MDS Patienten mit 5g-Deletion. Unter anderem konnten Nilsson et al. mithilfe von FISH
Analysen zeigen, dass in mindestens 92% der multipotenten Stamm- und Vorlauferzellen
mit einem distinkten Immunphénotyp (CD34+CD38-Thy1-) der 5g-Verlust auftrat (Nilsson
et al., 2007;Nilsson et al., 2000). Ferner wurde in 99% der Granulozyten dieser Patienten
die 5g-Deletion nachgewiesen, was die Hypothese bestétigte, dass die gesunden
CD34+CD38-Thyl- Zellen durch ihre malignen ,Kontrahenten“ vollstdndig aus dem
Knochenmark verdrangt werden (Nilsson et al., 2000).

Eine Untersuchung immunphé&notypischer Parameter bei Kindern mit fortgeschrittenen
MDS wurde im Jahr 2008 von Veltroni et al. vorgestellt. Mithilfe der 4-Farben-
Multiparameter-DurchfluBzytometrie wurde innerhalb einer kleinen Kohorte mit
26 Patienten ein Phanotyp (CD34+CD117+CD11a+CD11b+CD64-CD65-CD15-) definiert,
der signifikant haufiger bei MDS im Vergleich zu AML auftrat. Eine Uberprifung der
malignen Zellen hinsichtlich der vorliegenden Chromosomenanomalien wie Monosomie 7
erfolgt in dieser Studie nicht (Veltroni et al., 2009).

Mit dem Ziel, die hamatopoetischen Vorlauferzellen bei MDS zu untersuchen, wurden fir
einige array-CGH und SNP-a Studien bei Erwachsenen diese Zellen anhand ihrer CD34-
Positivitdt aus dem Knochenmark der Patienten isoliert (Starczynowski et al.,
2008;Heinrichs et al., 2009;Gondek et al., 2007a;Vercauteren et al., 2010). Doch auch bei
dieser Zellfraktion handelt es sich um eine Mischung aus gesunden und malignen, sowie
myeloischen und lymphatischen Vorlauferzellen (McKenna et al.,, 2001;Loken et al.,
2008). Dennoch wurden chromosomale Verdnderungen im Vergleich zu den
Gesamtzellen des KM (Heinrichs et al., 2009) und im Vergleich zu den Granulozyten
des PB (Vercauteren et al., 2010) bei MDS Patienten deutlicher detektiert.

Eine weitere Mdglichkeit zur Anreicherung myeloischer Zellen ist die Separation von
Knochenmark Uber eine Dichtegradientenzentrifugation. Dabei erfolgt zwar nur eine
GroRenauftrennung der Zellen, jedoch konnte Ubereinstimmend mit den Ergebnissen von

Gerritsen et al. (Gerritsen et al., 1992) gezeigt werden, dass durch die Verwendung der
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Granulozytenfraktion stabile Veranderungen wie z.B. Monosomie 7 deutlichere
Ergebnisse bei den array-CGH- und gPCR-Analysen lieferten (Abb. 3.10, Tab. 3.6).
Anhand der DLRS-Werte zur Beurteilung der Array-Qualitat wurde auf3erdem deutlich,
dass es sich bei dieser Zellfraktion um qualitativ schlechteres Ausgangsmaterial handelt,
weil hier nicht nur die intakten Granulozyten sondern vermutlich auch die Verunreinigung
des Sediments durch tote Zellen einen Einfluss auf die Praanalytik hat. Die Anreicherung
maligner Zellen mithilfe von CFU-Assays und die anschlieRende Untersuchung der

genomischen Profile einzelner Kolonien werden im folgenen Kapitel diskutiert.

4.3 CFC-Assay zur Isolierung klonaler Leukamiezellen bei MDS

Mit dem Ziel, moglichst einheitliche Populationen maligner Zellen zu untersuchen, wurden
die hamatopoetischen Zellen eines Patienten (#D762) in CFC-Assays kultiviert. Im
Vergleich zur gesunden Kontrolle entwickelten sich bei dem Patienten keine normal
groRen Kolonien und das Koloniewachstum war stark verzégert (24 Tage), wie es fir
kindliche und erwachsene RAEB Patienten bereits beschrieben wurde (Bernimoulin et al.,
2008;Polychronopoulou et al., 2004;Nissen-Druey et al., 2005). Es konnten lediglich
6 myeloische Zellkolonien und Cluster mit z.T. weniger als 50 Zellen aus dem
Methylcellulose-Medium isoliert werden. Die geringe Zellzahl je Kolonie machte eine
Amplifikation der genomischen DNA fir die nachfolgenden array-CGH Analysen
erforderlich. Uber das MDA Verfahren wurde ausreichend hochmolekulare DNA erhalten
(Spits et al., 2006), wobei die DNA-Integritat Uber eine gelelektrophoretische Auftrennung
kontrolliert wurde (Abb. 3.16). Eine weitere Moglichkeit zur Uberpriifung der Qualitat
amplifizierter DNA fur die Anwendung in der array-CGH wurde in der Arbeit von
Knijnenburg et al. beschrieben. Mithilfe einer Multiplex-PCR wurden mehrere,
unterschiedlich grof3e Amplikons in verschiedenen Genorten in einem Ansatz amplifiziert.
Reproduzierbare PCR-Ergebnisse wurden bei der Verwendung von MDA-amplifizierter
DNA von mindestens 30 Zellen bzw. 200 pg Ausgangs-DNA erhalten (Knijnenburg et al.,
2007).

Insgesamt konnten die Daten der array-CGH Analysen von 6 myeloischen Zellkolonien
ausgewertet werden. Die genomischen Profile mit amplifizierter DNA streuten deutlich
starker im Vergleich zu den Ergebnissen der nicht-amplifizierten DNA des gleichen
Patienten (Tab. 3.6). Wie schon in mehreren vorangegangenen Studien beschrieben,
werden hohere array-CGH Standardabweichungen bzw. DLRS-Werte bei Verwendung
von amplifizierter DNA aus Einzelzellen oder einem Pool mit wenigen Zellen erhalten (Le
Caignec et al., 2006;Geigl et al., 2009). Neben der gewahlten Methode zur WGA kann
ebenfalls die DNA-Markierungsreaktion mittels Random Priming, die auf einer

Amplifikation mit gleichzeitigem Einbau der Fluoreszenzmolekile beruht, zu weiteren
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Verzerrungen (bias) und damit zu einer groReren Streuung der array-CGH Profile fiihren
(Knijnenburg et al., 2007). Bedingt durch die Klonalitéat der Zellen eines Clusters wurde fir
die Detektion heterozygoter Veranderungen ein durchschnittlicher log,ratio von +1,0
vorausgesetzt. Die Filterkriterien zur Auswertung genomischer Veranderungen der
Koloniezellen wurden aufgrund der hohen DLRS-Werte auf einen durchschnittlichen
logoratio aberranter Sonden von £0,9 und eine minimale Anzahl aberranter Sonden
von 500 (etwa 3,5 Mb) eingestellt. Es wurde auf3erdem ein ADM-2 Grenzwert von 40

gewabhilt.

Um den Einfluss der WGA Methode auf die Auswertung der array-CGH Daten bewerten
zu konnen, wurden fir die amplifizierte DNA der Kolonie #7 (#D762) zwei
Hybridisierungen durchgefiihrt. Als Referenz-DNA wurde einerseits die nicht-amplifizierte
Ref XX und in der zweiten Hybridisierung die auf gleiche Weise amplifizierte Referenz-
DNA aus Kolonien gesunder Probanden eingesetzt. Fir alle Chromosomen ergab sich ein
vergleichbarer Kopienzahlstatus, jedoch wurde eine hohere Standardabweichung bei
Verwendung der nicht-amplifizierten Ref XX festgestellt (Abb. 3.17, Tab. 8.4, Anhang).
Diese Beobachtungen decken sich mit den Ergebnissen anderer Studien (Knijnenburg et
al., 2007;Fuhrmann et al.,, 2008). Trotz der hdheren Standardabweichungen (DLRS-
Werte) wurde fir alle array-CGH Analysen der myeloischen Kolonien bei #D762 die Ref
XX verwendet, weil diese hochmolekulare DNA bereits als Referenz fur alle
vorangegangenen Experimente diente. Die Wahl der Referenz-DNA wurde in der Literatur
bereits kontrovers diskutiert (Lage et al., 2003;Cardoso et al., 2004;Johnson et al., 2006).

Bei den array-CGH Analysen einzelner myeloischer Kolonien konnten fir 3 von
6 Kolonien (#3, #6 und #7) Verluste in 17p13.3-p13.1 mit einer GroRRe von 7,352 Mb
identifiziert werden (Abb. 3.19). Deletionen und/oder Mutationen im Tumorsuppressorgen
TP53 sind mit einer schlechten Prognose assoziiert und kommen wie bereits beschrieben
(Kapitel 4.1.4) haufig bei Patienten mit fortgeschrittenem MDS vor. Aufgrund fehlenden
Materials war eine Uberpriifung dieser Deletion an Koloniezellen mithilfe einer weiteren
Methode nicht moglich. Die FISH Analysen mit einer kommerziellen Sonde (LS| TP53) an
fixierten Knochenmarkzellen und nativen Knochenmarkausstrichen des Patienten #D762
bestatigten die TP53 Deletion nicht. Fir die 3 0.g. Kolonien wurde auflerdem eine
Deletion in 3p21.1-p31 (4,68 Mb) identifiziert (Abb. 3.19), die mithilfe einer
regionsspezifischen BAC-Sonde (RP11-3B7) an den nativen und fixierten
Knochenmarkzellen ebenfalls nicht bestétigt werden konnte. Des Weiteren wurden die
genomischen Profile aller untersuchten Kolonien mit den array-CGH Ergebnissen der
Patientenkohorte verglichen. Es konnten Ubereinstimmungen fiir 5 Deletionen einer
GroRRe zwischen 4,649 und 7,352 Mb nachgewiesen werden (Tab. 3.7). Anhand der
vorliegenden array-CGH Daten fir die myeloischen Kolonien kann eine Existenz kleiner

Zellpopulationen mit zusétzlichen genomischen Aberrationen, die in den CFC-Assays
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auswachsen, nicht eindeutig belegt werden. Die Analyse einer grof3eren Anzahl
myeloischer Kolonien mehrerer Patienten ist unter anderem erforderlich, um potentielle
Lasionen eingehender untersuchen zu konnen. Auferdem sind weiterfihrende
Experimente an dieser Stelle notwendig, um beispielsweise die Kultivierungsbedingungen
der hdmatopoetischen Zellen zu optimieren. Wie Thompson et al. bei erwachsenen MDS
Patienten zeigen konnte, wachsen die HSZ im Methylcellulose-Medium unter hypoxischen
Bedingungen deutlich besser (Thompson et al., 2007).

4.4 Molekulare Pathogenese der Myelodysplastischen Syndrome

Bislang sind die krankheitsauslésenden Ursachen fir de novo MDS im Erwachsenen- und
Kindesalter bei mehr als 90% der Patienten nicht bekannt (Hasle, 2011;Hofmann et al.,
2011). Neben der Einwirkung von ionisierender Strahlung, Zytostatika oder chemischen
Substanzen werden auch familidre Erkrankungsformen beschrieben. Weil MDS eine sehr
heterogene Gruppe darstellen, sind wahrscheinlich unterschiedliche Mechanismen fir die
Entstehung und Progression dieser Erkrankung verantwortlich.

Auf molekularer Ebene scheint die Pathogenese des MDS ein mehrstufiger Prozess zu
sein (Nolte and Hofmann, 2009). In friihen MDS Stadien wird ein verstérktes Absterben
der Vorlauferzellen beobachtet (Clark and Lampert, 1990;Parker et al., 1998;Raza et al.,
1995), wohingegen in fortgeschrittenen Stadien durch die maligne Transformation der
hamatopoetischen Stammzelle die Fahigkeit zur Apoptose verlorengeht und sich vermehrt
unreife Blasten im Knochenmark und im Blut ansammeln. Als zugrunde liegender
Mechanismus wird wie bei vielen anderen Krebserkrankungen die sog.
Zweitschritthypothese der Tumorentstehung von Knudson diskutiert (Knudson, Jr., 1971).
Nach diesem Model fuhrt eine Inaktivierung beider Allele eines Gens durch Mutation
und/oder Deletion zu einem Funktionsverlust. Des Weiteren wurden bei MDS
epigenetische Alterationen gefunden, so dass insgesamt die Akkumulation von
verschiedenen molekularen Verdnderungen bei Transkriptionsfaktoren, Tumorsuppressor-
genen und Genen des Zellzyklus und der DNA-Reparatur ein dereguliertes
Expressionsmuster zur Folge hat (Hofmann and Koeffler, 2002). So zeigte sich bei
erwachsenen MDS Patienten in epigenetischen Studien, dass eine verstarkte globale
Methylierung der CpG-Inseln in den Promotor-Regionen von Genen vorliegt (Jiang et al.,
2009;Issa et al., 1997). Durch den Einsatz von demethylierenden Substanzen konnte
insbesondere  fur erwachsene Patienten mit Hochrisiko-MDS ein  gutes
Therapieansprechen und geringeres Risiko fiir den Ubergang zur AML festgestellt werden
(Leone et al., 2002).
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Durch die (Weiter-) Entwicklung molekulargenetischer Methoden wie beispielsweise die
genomweiten Array-Techniken zur Analyse submikroskopischer Aberrationen und der
hochauflésenden Sequenzierung (engl. next generation sequencing, NGS) zur
Untersuchung kompletter Genome oder Exome (Gesamtheit der kodierenden
Sequenzen), wurde in den letzten Jahren eine Vielzahl molekulargenetischer Studien
vorwiegend beim erwachsenen MDS durchgefihrt.

Mithilfe von hochauflésenden SNP-a Analysen wurden u.a. gro3e Bereiche
kopienzahlneutraler UPDs wund Kkleine Deletionen in 4q bei Patienten mit
myelodysplastischen und myeloproliferativen Neoplasien gefunden (Langemeijer et al.,
2009;Delhommeau et al., 2009;Jankowska et al., 2009). Innerhalb der kleinsten,
rekurrenten LOH Region in 4924 liegt das Gen TET2 (Tet Methylcytosine Dioxygenase 2),
das fur ein Enzym kodiert, was die Hydroxylierung von 5-Methylcytosin in CpG-Inseln
katalysiert und eine wichtige Rolle in der normalen Myelopoese spielt (Ko et al., 2010).
Bei der Sequenzanalyse von TET2 wurden bei 14% bis 26% der untersuchten MDS
Patienten viele unterschiedliche Mutationen in den kodierenden Abschnitten gefunden, so
dass TET?2 als potentielles Tumorsuppressorgen bei MDS identifiziert wurde. In der Studie
von Langemeijer et al. wurden bei 104 Kindern mit AML und B-ALL, den am haufigsten
vorkommenden hamatologischen Erkrankungen im Kindesalter, TET2 Mutationen
untersucht (Langemeijer et al., 2011). Bei nur 4% der kindlichen AML Patienten wurden
Mutationen im TET2 Gen festgestellt, womit ein wesentlich geringeres Auftreten im
Vergleich zu erwachsenen AML Patienten ermittelt wurde. Informationen zu TET2
Mutationen bei kindlichen myelodysplastischen Syndromen liegen bislang noch nicht vor.
In der hier untersuchten MDS Patientenkohorte wurden keine submikroskopischen
Deletion in 4924 gefunden.

Als zweith&ufigste, genetische Anomalien wurden bei 6% bis 20% der erwachsenen MDS
Mutationen im ASXL1 Gen identifiziert, das als Tumorsuppressorgen bei der
epigenetischen Regulation eine Rolle spielt (Gelsi-Boyer et al., 2009;Boultwood et al.,
2010;Thol et al., 2011a). AulBerdem wurden weitere genetische Lasionen bei MDS in
folgenden Genen gefunden, die an der epigenetischen Modifikation der DNA beteiligt
sind: EZH2, das fir eine Histon-Methyltransferasse kodiert und in 7g36.1 lokalisiert
ist (Ernst et al., 2010); DNMT3A, das ebenfalls fir eine Methyltransferase kodiert (Thol et
al., 2011b); IDH1, das fir ein zytoplasmatisches Enzym (Isocitrate Dehydrogenase)
kodiert und indirekt die DNA-Hypomethylierungsfunktion von TET2 blokiert (Thol et al.,
2010;Figueroa et al., 2010). Zusammengefasst unterstreichen diese neuen
molekulargenetischen Ergebnisse, dass epigenetische Modifikationen bei der

Pathogenese des MDS einen sehr bedeutenden Einfluss haben.
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4.5 Ausblick: Pathogenese und Diagnostik bei MDS

Seit Einfuhrung der ersten Klassifikation fir die myelodysplastischen Syndrome im
Erwachsenenalter vor etwa 30 Jahren (Bennett et al., 1982) wurden u.a. in einer der
weltweit umfangreichsten MDS Datenbanken, dem Dusseldorfer MDS Register, bislang
mehr als 3500 Patienten aufgenommen. Durch eine systematische Auswertung der
morphologischen, klinischen, zytogenetischen und molekulargenetischen Daten der
Patienten und der kontinuierlichen Asservierung von Verlaufsproben kénnen prospektiv
wertvolle Informationen zur MDS Pathogenese gewonnen werden (Germing and Haas,
2009). Im Jahr 1993 wurde die ,European Working Group of MDS in Childhood* (EWOG-
MDS) gegriindet, bei der Uber die EWOG-Studienzentrale (Uniklinik Freiburg) klinische
Daten und Probenmaterial der kindlichen MDS und JMML Patienten systematisch erfasst
und asserviert werden. Aufgrund der weitaus geringeren Patientenzahlen bedingt durch
das seltene Auftreten dieser hamatologischen Neoplasien im Kindesalter, wurden
beispielsweise nur wenige molekulargenetische Studien zur Untersuchung genomischer
Veranderungen in der Gruppe der kindlichen MDS durchgefiihrt. Im Gegensatz dazu
konnte die Pathogenese bei JMML innerhalb der EWOG-MDS Studien auf molekularer
Ebene detailiert untersucht werden. Bei dieser Erkrankung handelt es sich um eine
myeloproliferative Neoplasie, bei der vorwiegend die malignen Monozyten und
Granulozyten im Untersuchungsgut zum Zeitpunkt der Diagnosestellung zu finden sind.
Es wurden molekulare L&sionen in unterschiedlichen Genen innerhalb des RAS-
Signalweges bei JIMML gefunden, die eine maligne Proliferation der myeloischen Zellen
ausldsen (Flotho et al., 1999;Flotho et al., 2007;Niemeyer et al., 2010;Steinemann et al.,
2010). Zusétzlich lieferte die Auswertung der Verlaufsdaten innerhalb der EWOG-MDS
Studien fur MDS und JMML Patienten nach Stammzelltransplantation wichtige
Erkenntinisse zur Umsetzung verbesserter Therapieméglichkeiten (Locatelli et al.,
2005;Strahm et al., 2011).

Eine groRe Herausforderung fiur die Analyse erkrankungsspezifischer, molekularer
Mechanismen bei MDS stellt die Heterogenitat des Probenmaterials dar. Wahrend bei der
Untersuchung akuter Leuk&mien bereits etablierte Zellkulturmodelle zur Verfiigung
stehen, gibt es fur in vitro Experimente bei MDS nach der Beurteilung von Drexler et al.,
die insgesamt 31 aus MDS abstammende Zelllinien untersuchten, méglicherweise nur
drei nicht ausreichend charakterisierte Modellsysteme, die alle wahrend der leukamischen
Phase (RAEB oder RAEB-T) der Patienten etabliert wurden (Drexler et al., 2009). Bei der
Generierung von Mausmodellen wird ebenfalls deutlich, dass es nach wie vor nicht
maoglich war, alle ph&notypischen Merkmale der MDS in einem einzigen Modell
umzusetzen (Wegrzyn et al., 2011). So wurden beispielsweise Mausmodelle mit einem

grof3en, synthetischen Verlust in 5q generiert, die analog zur humanen, deletierten Region
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das kritische Gen RPS14 enthalten (Ebert et al., 2008;Barlow et al., 2010). Des Weiteren
wurden mithilfe transgener und knockout-Mause der Einfluss des NUP98/HOXD13-
Fusionsgens als potentieller Inhibitor der normalen myeloischen Differenzierung (Pineault
et al., 2003;Choi et al., 2009) und der Einfluss des Mikroumfelds (engl. microenvironment)
der umgebenden Stromazellen untersucht (Raaijmakers et al., 2010;Calvi et al., 2003).
Trotz aller Schwierigkeiten bei der Umsetzung, wird die Generierung eines Mausmodells
mit einem kompletten MDS Phéanotyp gefordert, um zuklnftig neue Medikamente oder
eine pra-klinische Evaluation neuer Therapieansatze durchfihren zu kénnen (Wegrzyn et
al., 2011).

Eine Basis fir weitere molekulare Untersuchungen zur Identifikation rekurrenter
Anomalien bei kindlichen und erwachsenen MDS wird die Anwendung von
hochauflésenden Sequenzierungstechniken wie z.B. NGS sein. Mithilfe dieser neuen
Verfahren kénnen mehrere Tausend bis zu einer Million Sequenzierungsreaktionen
parallel ablaufen, so dass eine vollstdndige Sequenzanalyse potentieller Kandidatengene
oder die Sequenzierung kompletter Genome oder Exome mdglich ist. Die jeweiligen
Genabschnitte werden in der mehrstufigen Praanalytik angereichert (engl. sequence
capture) und anschlieBend im Hochdurchsatz sequenziert. Je nach Abdeckung (engl.
coverage) der Amplikons kdnnen seltene Sequenzvarianten mit einer Nachweisgrenze
von 1% bis 5% detektiert werden. Diese verbesserte Sensitivitat und die Mdglichkeit zur
massiven, parallelen Sequenzanalyse der NGS-Technologie bietet bei der molekularen
Analyse der MDS im Vergleich zu den Standardmethoden den Vorteil, dass auch in
kleinen malignen Klonen Mutationen in potentiellen Kandidatengenen identifiziert werden
kénnen (Smith et al., 2010;Welch and Link, 2011). In ihrer aktuellen Untersuchung
konnten Ding et al. ebenfalls Hinweise auf eine klonale Evolution bei AML erhalten, indem
sie Genom-Sequenzierungen von Probenmaterial zu unterschiedlichen Zeitpunkten im
Krankheitsverlauf (Diagnose und Rezidiv) individueller Patienten durchfuhrten (Ding et al.,
2012).

Am Beispiel der Identifikation der BRAF V600E Mutation bei der Haarzell-Leukamie (HZL)
konnte gezeigt werden, dass diese Lasion eine Aktivierung der RAS-Signalkaskade in den
malignen Zellen auslost (Tiacci et al., 2011). Die BRAF V600E Mutation lasst sich mithilfe
sensitiver Schmelzkurvenanalysen selbst bei einer geringen Mengen zirkulierender
shaariger Zellen® im PB nachweisen und bei unklarer Morphologie bietet der
Mutationsnachweis ein Unterscheidungskriterium im Vergleich zu anderen NHL (Tiacci et
al., 2012). Ahnliche molekulare Marker wéren fiir eine frilhe und sichere Diagnose eines

MDS und auch fir die Progression in eine AML sehr wiinschenswert.
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Es zeigte sich bei den zytogenetischen und molekulargenetischen Untersuchungen der
MDS in den letzten Jahren, dass nicht nur eine einzige, sondern viele unterschiedliche
Mutationen auftreten. Diese Beobachtungen decken sich mit der ausgepréagten
Heterogenitat der Erkrankung, wobei die bislang identifizierten Gene und Genmutationen
vor dem Hintergrund ihrer Wirkung innerhalb der betroffenen Signalwege oder ihrer
Funktion bei epigenetischen Modifikationen zusammen bewertet werden muissen
(Schlegelberger et al.,, 2012). Durch die neu identifizierten, molekulargenetischen
Parameter wie z.B. TET2 oder TP53 Mutationen, konnen hilfreiche Informationen zur
Diagnosestellung und Prognoseabschatzung gewonnen werden. Es ist zu erwarten, dass
diese Analysen in nachster Zeit in der hamatologischen Diagnostik bei MDS im
Erwachsenenalter Einzug finden. Durch die derartige Identifikation potentieller Targets
kénnten moglicherweise in Zukunft nicht nur prognostische Aussagen getroffen werden,

sondern auch Aussagen fir die Stratefizierung beim Einsatz neuer Medikamente.
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5 Zusammenfassung

Myelodysplastische Syndrome (MDS) sind eine heterogene Gruppe myeloischer
Erkrankungen, die durch eine ineffektive Hamatopoese mit Dysplasien und Zytopenien einer
oder mehrerer hamatopoetischer Zellreihen gekennzeichnet sind. Bei alteren Erwachsene
gehdren MDS zu den haufigsten hamatologischen Erkrankungen, wohingegen MDS im
Kindesalter selten ist. Bei etwa 50% der Patienten werden zytogenetische Anomalien
identifiziert, wobei Monosomie 7 die haufigste numerische Chromosomenanomalie im
Kindesalter darstellt. Wahrend zytogenetische Profile wichtige Informationen zur Prognose
und dem mdoglichen Erkrankungsprogress der Patienten liefern, sind die grundlegenden
Lasionen, die zur Entwicklung von MDS im Kindesalter fihren, noch weitgehend unbekannt.
Zur Untersuchung genomischer Imbalancen bei MDS im Kindesalter wurden bei 58 MDS und
JMML Patienten hochauflésende BAC/PAC und Oligonukletid array-basierte Methoden zur
komparativen genomische Hybridisierung (array-CGH) eingesetzt. Innerhalb der MDS Kohorte
wurden flir vereinzelte Patienten chromosomale Alterationen identifiziert, die eine wichtige
Rolle bei der Pathogenese der MDS im Kindesalter spielen kdnnen. Unter anderem wurden
folgende Deletionen gefunden: in 3p14.3-p12.3 (Verlust des Tumorsuppressorgens FHIT), in
6923 (Verlust von MYB), in 7p21.3-p15.3, in 9033.3-g34.3 und in 17pl13 (Verlust des
Tumorsuppressorgens TP53). Abgesehen von der bereits bekannten NF1 Deletion bei einem
Patienten wurden keine weiteren genomischen Alterationen in der Gruppe der JMML
nachgewiesen. Viele der kleinen Kopienzahlveréanderungen, die mithilfe der hochauflosenden
Oligonukletid array-CGH Plattform identifiziert wurden, konnten mit unabhéngigen Methoden
nicht bestatigt werden. Dagegen wurden stabile chromosomale Aberrationen, wie z.B.
Monosomie 7, NF1 Deletion oder konstitutionelle Kopienzahlpolymorphismen (CNV) aufgrund
hetero- oder homozygoten Alterationen unter Anwendung quantitativer real-time PCR auf
genomischer Ebene oder FISH Analysen zuverlassig bestéatigt.

Zusatzlich wurden verschiedene Strategien getestet, wie z.B. die parallele Untersuchung von
Granulozyten und mononukledren Knochenmarkzellen des gleichen Patienten oder die
Analyse amplifizierter DNA einzelner myeloischer Kolonien, um kleine Subpopulationen
maligner Zellen bei MDS mit hochauflésender array-CGH zu charakterisieren. Fir die
Granulozytenfraktion wurden robustere array-CGH Ergebnisse im Vergleich zu den
mononukledren Zellen erhalten und bei der Isolierung einzelner Kolonien der Colony Forming
Cell (CFC) Assays zeigten sich ebenfalls sehr reine Zellfraktionen. Aufgrund starker Streuung
bei der Analyse amplifizierter DNA aus myeloischen Kolonien wurden ausschlie3lich grof3e
Kopienzahlveranderungen ausgewertet, die jedoch nicht tiber unabhangige Methoden validiert
werden konnten. Es kann nicht ausgeschlossen werden, dass bei MDS kleine
Subpopulationen vorliegen, die in den CFC Assays wachsen. Weitere Studien mit
verbesserten Protokollen zur Zellkultivierung und die Analyse einer gréf3eren Anzahl von
Kolonien je Patient sind notwendig, um zu klaren, ob die Untersuchung einzelner myeloischer
Kolonien eine Mdglichkeit sein kénnte, um die Heterogenitat des Tumormaterials bei MDS zu
Uberwinden.

Zusammenfassend liefern die vorliegenden Ergebnisse einen wichtigen Beitrag zur Aufklarung
genomischer Veranderungen in dieser kleinen Subgruppe der myeloischen Erkrankungen im
Kindesalter.

Schlagwdérter: Myelodysplastische Syndrome im Kindesalter, array-CGH, chromosomale
Aberrationen
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6 Abstract

Myelodysplastic syndromes (MDS) are a heterogeneous group of myeloid disorders
characterized by an ineffective hematopoiesis with dysplasia and cytopenias affecting one or
more hematopoietic lineages. In the elderly, MDS constitute one of the most frequent
hematologic malignancies, but MDS is a rare disease in childhood. In approximately 50% of
patients, cytogenetic abnormalities were found, with monosomy 7 being the most frequent
alteration in children. While distinct cytogenetic profiles yield some important information for
patient’'s prognosis and disease progression, the underlying genetic defects predisposing to
MDS in children are largely unknown.

To study genomic imbalances in childhood MDS, high-resolution BAC/PAC and
oligonucleotide array-based comparative genome hybridization (array-CGH) were applied to a
series of 58 pediatric MDS and JMML patients. Within the MDS cohort, subtle chromosomal
alterations containing potential candidate genes, which may play an important role in the
pathogenesis of childhood MDS, could be identified in individual cases. They included a loss
of 3p14.3-p12.3, which contains the putative tumor suppressor gene FHIT, a deletion of 6923
containing MYB, a loss of 7p21.3-p15.3, a loss of 9933.3-g34.3 and loss of 17p13 containing
TP53. With the exception of the already known NF1 deletion in one patient, no additional
genomic alterations could be identified in the group of JMML. While several small copy
number changes revealed by high-resolution oligonucleotide array-CGH could not be validated
by independent methods, stable chromosomal aberrations, e.g. monosomy 7, NF1 deletion or
constitutional copy number polymorphisms (CNV) in the case of hemi- and homozygous
alterations could be reliably detected by applying a quantitative real-time PCR approach on
the genomic level or FISH analysis.

Moreover, different approaches, e.g. paired analysis of different cell populations from the
same patient or the analysis of single myeloid colonies, were investigated to overcome the
difficulty of characterizing small tumor subpopulations in MDS by high-resolution array-CGH.
The granulocytic cell fraction gave more robust results in comparison to mononuclear cells,
while array-CGH data from distinct colonies obtained from one MDS patient revealed highly
pure cell fractions. Due to noisier profiles of amplified DNA, only gross copy number changes
were seen that could not be validated by independent methods. Although it cannot be
excluded that very small populations were present and grew into colonies in the Colony
Forming Cell (CFC) assays, further studies with improved cell cultivation protocols and
screening of a larger number of colonies per patient are needed to elucidate whether array-
CGH on distinct myeloid colonies might be useful to overcome the inherent problem of cell
heterogeneity in the bone marrow of MDS patients. In conclusion, these observations may
yield an important contribution to elucidate genomic changes in this small subset of myeloid
disorders in children.

Keywords: myelodysplastic syndromes in childhood, array-CGH, chromosomal aberrations
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8 Anhang

Tab. 8.1: Daten der MDS Patienten fur HOXA qPCR

Patienten-  Geschl./ Diagnose Karyotyp

ID Alter (J.)

D147 m/ RC 45,XY,-7/45,idem,?del(18)(q17?)

D152 w/ RC 45 XY ,-7

D171 w/ RC 45 XY ,-7

D265 w/ sek. RAEB-T  43-45,XY,add(5)(p11),add(6)(q11),-7,-8,-12,+17,
-19,-20,+2mar[cp7]

D320 m/ sek. RA 46,XX,-7,+mar

D420 w/ MDS mit 45 XX,-7

Myelofibrose

D427 w/ RAEB 46,XX,-7,+21

D465 w/17 sek. RA 47 XX, +der(1)t(1;6)(p1l2;pl2)

D516 w/ sek. RAEB 45,XY,del(4)(g31),-7

D534 w/ RAEB 45,XY,-7[26]/46,XY[1]

D548 w/ MDR-AML 46,XX,inv(3)(q21926)[1]/45,XX,idem,-7[19]

D587 w/ RAEB 47 XY ,-7,+21,+21[8]/46,XY[7]

D633 w/ sek. RAEB 45 XY ,-7

D634 m/8 sek. RAEB 45,XY,1gh+,?t(2;3),-7

D650 w/ sek. RAEB 45,XX,-7,del(18)(q22)[11]/45,idem,der(6)t(3;6)
(q13;p24)[2]/45,idem,-del(18),del(13)[?]

D767 w/ RC 45 XX,-7

D678 w/ sek. RC 45 XX,-7
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Tab. 8.2: Design des eArrays MDS-1

Lokalisation Genort Start (bp) Ende (bp)
1p13.1 NRAS 114916781 115031056
1p12 HAO2 119544635 119706548
1p36.32 MEGF6 3380000 3600000
2pl6.1 REL 60970287 61125486
2031.1 HOXD13 176607690 176950820
3p24.1 EOMES 27643035 27841142
3pl4.3 FLNB 57980000 58200000
5913.3 GFM2 74000000 74120000
7pl15.2 HOXA Cluster 26850984 27097243
7031.2 CFTR 116607640 116953672
8p12 DUSP4 29170000 29300000
9g31.1 BAAT 101110000 101330000
9934.2 RXRA 133900000 134560000
9034.3 GPSM1 136450000 136580000
9034.3 NOTCH1 136607277 136778927
10924.31 MRPL43, PDZD7 102620000 102900000
10g26.3 ADAMS 134928571 135097182
11p15.5 IFITM1 248948 404621
11p15.5 HRAS 505016 562275
11pl2 API5 43232466 43364034
11913.3 FGF3 69149258 69411130
11913.5 WNT11 75519196 75744367
12p12.1 KRAS 25221973 25346687
12913.11 HDAC7A 46410000 46700000
14913.2 SLC25A21 36180008 36815352
15914 GOLGAS8A 32398138 32726442
16p13.3 MSLN, MPFL 700000 830000
16g22.2 HYDIN 69540000 69840000
17pl1.2 MAPK?7 19170000 19280000
17912 SNIP 33830000 34100000
17921.31 KIAA1267 41420000 42160000
19p13.3 RPS15 1342416 1469238
20g11.21 ID1 29605110 29730045
22q13.1 PDGFB 37903252 38000415
22q11.23 GSTT1 22606654 22747341
22q11.21 ZNF74 19033444 19168877

Abkirzungen: bp, Basenpaare



Anhang 119

Tab. 8.3: Auswertung der Monosomie 7 bei MDS mit unterschiedlichen array-CGH

Filtereinstellungen

Monosomie 7 Monosomie 7 Monosomie 7 log,ratio

Pat-ID DLRS log,ratio MP [Anzahl] FISH 0,3* 0,5"
D468 0,368 -0,477 100% [20] 35% X X
D493 0,300 -0,770 100% [20] 66% X X
D510 0,245 -0,825 100% [15] 88% X X
D515 0,286 -0,408 52% [21] 59% X nein
D531 0,494 -0,462 100% [20] 87% X X
D593 0,344 -0,782 87% [15] 83% X X
D726 0,248 -0,429 73% [15] 80% X nein
D731 0,359 -0,396 100% [11] 45% X nein
D762 0,246 -0,415 80% [15] 7% X nein

Abkirzungen: Pat-ID, Patienten-ID; DLRS, Derivative Log Ratio Spread; MP,
Metaphasen; *Standard-Filtereinstellungen bei der Auswertung von Oligonukleotid
array-CGH Daten mit einer minimalen Anzahl aberranter Sonden=10 und einem
durchschnittlichen log,ratio aberranter Sonden=0,3; #Auswertung von Oligonukleotid
array-CGH Daten mit einem durchschnittlichen log,ratio aberranter Sonden=0,5
(siehe auch Abb. 3.2)
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Tab. 8.4: Array-CGH Auswertungen des Clusters #7 (#D762) bei Verwendung der

nicht-amplifizierten DNA Ref XX und der amplifizierten DNA gesunder

Koloniezellen

Sonden- Cluster #7 vs. Ref XX Cluster #7 vs. ampli.-DNA?
Chrom. anzahl Mittelwert Stabw. Mittelwert Stabw.
1 19431 0,0663 0,3038 0,0448 0,1837
2 18671 0,0715 0,2691 0,0610 0,0723
3 16006 0,0607 0,2617 0,0443 0,0582
4 13514 0,0452 0,2517 0,0863 0,1596
5 13358 0,0645 0,2820 0,0583 0,1720
6 13439 0,0823 0,2595 0,0770 0,1611
7 13351 -0,2496 0,3040 -0,2385 0,2087
8 11064 0,0892 0,2909 0,0779 0,1898
9 9479 0,0261 0,3238 0,0195 0,2151
10 11127 0,0697 0,2954 0,0453 0,1695
11 11535 0,0622 0,3105 0,0464 0,1838
12 11253 0,0546 0,2887 0,0501 0,1750
13 7727 0,0435 0,2727 0,0647 0,1640
14 8258 0,0459 0,3003 0,0501 0,1675
15 8100 0,1135 0,2779 0,0822 0,1628
16 6881 -0,0095 0,3604 -0,0287 0,2073
17 7831 -0,0218 0,3388 -0,0287 0,1987
18 5816 0,0917 0,2791 0,0679 0,1892
19 6051 -0,2297 0,3680 -0,1379 0,2158
20 5385 0,0445 0,3639 0,0071 0,2073
21 3406 0,0123 0,3301 0,0189 0,1955
22 4123 -0,0471 0,3611 -0,0548 0,2130
X 11061 -0,2814 0,2824 -0,2492 0,2050
Y 1295 1,1201 0,6177 1,0200 0,5474

% Als Referenz-DNA wurde die amplifizierte DNA aus Kolonien gesunder Probanden
verwendet. Abklrzungen: ampli., amplifiziert; Chrom., Chromosom; Ref, Referenz;
Stabw., Standardabweichung
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Abb. 8.1: Chromosomale Veranderungen (#D600)

(A) 244K array-CGH Analyse: In horizontaler Richtung sind die Chromosomen von
1 bis 22, X und Y dargestellt. Farbige Flachen unterhalb der Basislinie zeigen
Deletionen (Chr. 7, Chr. Y), wohingegen farbige Flachen oberhalb der Basislinie als
Zugewinn ausgewertet werden (Chr. X). (B) Das Ideogramm des Chromosoms 8 ist in
vertikaler Richtung links dargestellt. Der Zugewinn in der Zentromerregion des
Chromosoms 8 ist auf der BAC/PAC array-CGH Plattform durch die grinen Punkte
und den positiven log,ratio fir diese Region dargestellt. (C) 244K array-CGH
Auswertung fir das Chromosom 8. Die farbige Flache zeigt den Zugewinn in der
Zentromerregion an (D) Detailansicht des Zugewinns in 8p12-ql11.1 (Bildausschnitt:
31616126-56794580, 25,1 Mb).
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Abb. 8.2: Chromosomale Veranderungen (#D521)

(A) 244K array-CGH Analyse: In horizontaler Richtung sind die Chromosomen von
1 bis 22, X und Y dargestellt. Farbige Flachen unterhalb der Basislinie zeigen
Deletionen (Chr. 2q, Chr. 7, Chr. X), wohingegen farbige Flachen oberhalb der
Basislinie als Zugewinn ausgewertet werden (Chr. 9p, Chr. Y). (B) Das ldeogramm
des Chromosoms 2 ist in vertikaler Richtung links dargestellt. In 2935 wurde der
heterozygote Verlust von 806,071 kb aufgedeckt. (C) Das Ideogramm des
Chromosoms 9 st in vertikaler Richtung links dargestellt. Der heterozygote
Zugewinn uberspannt die chromosomale Region 9p24.3-p21.1. (D) Bei der FISH
Analyse an Metaphasenchromosomen konnte Gber eine kommerzielle Sonde fiir 9p21
(LSI p16, rot) mit einer Zentromer 9 spezifischen Sonde (grin) die Translokation
der(2)t(2;9) gezeigt werden (Aufnahme: PD Dr. med. G. Gdhring, 1ZMP).
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