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Referat und bibliographische Beschreibung

Zielsetzung: Die chronische lymphatische B-Zell-Leuk&dmie (B-CLL) ist eine sehr hdu-
fige hamatologische Neoplasie, aber Pathogenese und genetische Einfliisse der Erkran-
kung konnten bis heute nicht zufriedenstellend aufgekléart werden. Durch konventionelle
Zytogenetik wurde ein Patient mit einer konstitutionellen Translokation t(6;9)(p12;p24)
identifiziert, der phanotypisch durch eine klassische B-CLL auffallig geworden war.
Auf der Suche nach einer mit dem Phénotyp korrelierenden Unterbrechung eines be-
kannten Gens sollte die vorliegende Translokation molekularzytogenetisch charakteri-

siert werden.

Methoden: Beide Translokationsbruchstellen wurden mittels Fluoreszenz-in-situ-Hybri-
disierung (FISH) auf Metaphasechromosomen des Patienten Kkartiert. Als Sonden dien-
ten insgesamt 27 chromosomenspezifische BAC-Klone, 1 cDNA-KIlon sowie 4 per long
range PCR generierte Subfragmente der als Bruchpunkt-iuberspannend identifizierten
Klone.

Ergebnisse: BAC-Klon RP11-399A15 und ein 11 kb PCR-Subfragment tberspannen
den 6p12.1 Bruchpunkt. FISH-Analysen mit einem 12 kb long range PCR-Subfragment
des Bruchpunkt-tberspannenden Klons RP11-147111 sowie einer cDNA fur DMRT2
(doublesex and mab-3 related transcription factor) kartieren den 9p24.3 Bruchpunkt
maximal 8 kb proximal von DMRT2, welches u. a. in hdmatopoetischen Stammzellen

exprimiert wird.,

Schlussfolgerungen: Datenbankanalysen der publizierten Transkripte innerhalb der
chromosomalen Bruchpunktregionen legen nahe, dass es durch die Translokation nicht
zu einer physikalischen Unterbrechung eines bereits bekannten Gens gekommen ist.
Positionseffekte auf die Genexpression vorhandener Kandidatengene in der unmittelba-
ren Umgebung der Bruchstellen, v. a. DMRT2, kénnen jedoch nicht ausgeschlossen wer-
den. Die Verfeinerung der Bruchpunktkarte auf das Basenpaarlevel, Untersuchungen
der Bruchpunktregionen auf nicht-kodierende Elemente der Genexpression sowie Funk-
tionsanalysen moglicher Kandidatengene sollten im Rahmen einer weiterfithrenden
Charakterisierung der vorliegenden Phanotyp-Genotyp-Beziehung durchgefiihrt wer-

den.

Russel, Jorn: Molekulare Charakterisierung der chromosomalen Bruchpunkte einer mit
chronischer lymphatischer Leukdmie assoziierten konstitutionellen Translokation
t(6;9)(p12;p24). Halle, Univ., Med. Fak., Diss., 80 Seiten, 2009
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1 Einleitung

Auf der Suche nach an Krankheiten beteiligten Genen beim Menschen spielt die hu-
mangenetische Forschung eine wichtige Rolle. Insbesondere gilt dies auch flr Identifi-
zierung von Faktoren, die eine Anfalligkeit gegeniiber komplexen Krankheiten verursa-
chen, bei denen nicht nur singuldre Gene betroffen sind. Durch die Lokalisierung und
Klonierung dieser Gene sind in den letzten Jahren sowohl beim Verstandnis als auch in
der Diagnostik, Therapieplanung und Prognoseeinschatzung von multifaktoriellen Er-
krankungen mit genetischem Einfluss erhebliche Fortschritte erzielt worden. Ein Bei-
spiel ist der auf Chromosom 17g21 kartierte Locus BRCAL (breast cancer 1 gene) in
Familien mit gehduftem Auftreten von Mammakarzinomen (Hall et al. 1990). Auch
wenn dessen Entdeckung die Pathogenese der Erkrankung nicht erklart, kann er als
wichtiger Marker die Frihdiagnostik in betroffenen Familien verbessern.

Die groen Bemithungen des Human Genome Project (HGP) hatten u. a. eine physikali-
sche Karte mit der nahezu vollstandigen Sequenz des menschlichen Genoms (Interna-
tional Human Genome Sequencing Consortium 2001; 2004) sowie die Integration zyto-
genetischer, Kopplungs-, Strahlungshybrid- und Sequenzmarker des menschlichen Ge-
noms (Cheung et al. 2001) zum Ergebnis. Auf dieser Grundlage gestaltete sich fortan
die chromosomale Kartierung von (Krankheits-)Genen wesentlich effektiver und effi-
zienter (Collins und McKusick 2001).

1.1 Identifizierung menschlicher Krankheitsgene

Die Anzahl bekannter proteincodierender Gene innerhalb der menschlichen Genomse-
quenz wird in aktuellen Sequenzdatenbanken (basierend auf NCBI Build 36 Assembly,
November 2005) mit 20 067 angegeben und liegt damit um ein Vielfaches unter den
urspriinglichen Schatzungen (Liang et al. 2000). Viele dieser Gene bzw. Transkripte
wurden durch Computeranalysen (in-silico) vorhergesagt (Zhang 2002) und bislang nur
unzureichend oder gar nicht experimentell bearbeitet. Auf den vorhandenen Ressourcen
aufbauend, konnte die medizinische Forschung in den letzten Jahren immer mehr
Krankheitsgene mittels Positionsklonierung identifizieren. Diese Eingrenzung von Kan-
didatengenen innerhalb einer definierten chromosomalen Region hat heutzutage positi-
onsunabhéngige Vorgehensweisen wie die Funktionsklonierung an Bedeutung Ubertrof-

fen (Collins 1992). Eine Alternative zu aufwendigen Kopplungsanalysen anhand von
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Familien, in denen eine bestimmte Krankheit segregiert, ist das Ausnutzen von Chro-
mosomenanomalien. Die zytogenetische Charakterisierung von krankheitsassoziierten
balancierten Chromosomenaberrationen wie Translokationen und Inversionen ist ein
Erfolg versprechendes Instrument bei der Identifizierung beteiligter Gene (Bugge et al.
2000, Stankiewicz und Lupski 2002, Abeysinghe et al. 2004). Einige Krankheitsgene
wie der AN2-Locus bei der familidren Aniridie (Gessler et al. 1989) oder das Sonic-
Hedgehog-Gen bei der Holoprosenzephalie (Belloni et al. 1996) konnten auf diese Wei-
se entdeckt werden. Die Entwicklung der Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) hat
die zytogenetische Kartierung von chromosomalen Bruchstellen in puncto Empfind-
lichkeit und Auflosung optimiert (Trask 1991, van Ommen et al. 1995). Durch die Se-
quenzierungsprojekte des HGP steht mittlerweile ein umfangreiches Contig von (ber-
lappenden, kartierten und sequenzierten (BAC)-Klonen mit grofRen Inserts zur Verfl-
gung, die bei der FISH eingesetzt eine hochauflésende Analyse chromosomaler Rear-
rangements ermdglichen. Auf diese Weise konnte z. B. eine Haploinsuffizienz des
NsD1-Gens als Hauptursache des Sotos-Syndroms identifiziert werden (Kurotaki et al.
2002).

1.2  Fallbericht: Patient mit chronischer lymphatischer Leu-
kamie und konstitutioneller Translokation t(6;9)(p12;p24)
Im Sommer 2005 wurde in der Genetischen Beratungsstelle des Instituts fir Humange-
netik und Medizinische Biologie an der Medizinischen Fakultadt der Martin-Luther-
Universitat Halle-Wittenberg ein damals 71-jahriger Patient vorstellig. Bei diesem war
im Februar 2003 eine chronische lymphatische B-Zell-Leukdmie (B-CLL) im Sta-
dium C nach Binet (Binet et al. 1981) mit einer Thrombozytopenie < 100 Gpt/l, genera-
lisierten LymphknotenvergréRerungen und einer noduldren lymphozytischen Knochen-
marksinfiltration von 80 — 90 % diagnostiziert worden. Nach einer Monochemotherapie
mit 6 Zyklen Chlorambucil von Februar bis September 2003 und einer aufgrund der
ungeniigenden Remissionstendenz (,,minimal reSponse) darauf folgenden Kombina-
tionschemotherapie mit 4 Zyklen nach dem CHOP-Schema von Mai bis Juli 2004 (Ab-
bruch wegen Arzneimittelpneumonitis) wurde bei partieller Remission der Krankheit
(nodulédre Restinfiltration des Knochenmarks) im Marz 2005 eine zytogenetische Unter-

suchung zur Prognoseeinschatzung (—1.2.2) am Institut fur Zell- und Molekularpatho-
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logie der Medizinischen Hochschule Hannover durchgefiihrt. Interphasezytogenetische
FISH-Analysen mit Locus-spezifischen Sonden konnten die fiir eine B-CLL charakte-
ristischen Deletionen in 11922—g23 und 13q14 nicht nachweisen. Zwei weitere charak-
teristische Anomalien (Deletion/Mutation von p53 auf 17p13 und Trisomie 12) konnten
aufgrund geringer Hybridisierungseffizienz nicht ausgeschlossen werden (schriftliche
Befundmitteilung durch die Direktorin des Institutes, Frau Prof. Dr. med. Schlegelber-
ger). Die konventionelle Zytogenetik zeigte jedoch einen balancierten Austausch gene-
tischen Materials zwischen den kurzen Armen der Chromosomen 6 und 9 in allen unter-
suchten Metaphasen, sowohl im Knochenmark als auch in den stimulierten Lymphozy-
tenkulturen. Somit ergab sich die Diagnose eines konstitutionellen ISCN-Karyotyps
46,XY,t(6;9)(p12;p24). Diese Chromosomenaberration ist in der Literatur bislang nicht
beschrieben, eine Aussage Uber eine die Prognose betreffende Wertigkeit daher nicht
moglich.

1.2.1 Familienanamnese/Stammbaum

Trager balancierter konstitutioneller Translokationen haben bei der meiotischen Teilung
im Rahmen der Gametogenese ein erhdhtes Risiko, Keimzellen mit unbalancierten Ka-
ryotypen hervorzubringen (Clifford et al. 1994). Aufgrund der resultierenden partiellen
Mono- bzw. Trisomien des diploiden Chromosomensatzes kdnnen eine erhéhte Inzi-
denz von Frihaborten, aber auch Neugeborene mit anomalen Phanotypen differenten
Ausmales die Folge sein. Darlber hinaus kénnen die Nachkommen natirlich auch wie-
der Tréager der balancierten Translokation sein und waren damit einem gegeniiber Men-
schen mit normalem Karyotyp etwa doppelt so hohen Risiko fiir die Entwicklung kon-
genitaler Anomalien ausgesetzt (Warburton 1991). Somit war eine weitergehende Ana-
lyse des Segregationsmusters der vorliegenden Translokation begleitend zur humange-
netischen Beratung bei dem hier vorgestellten Patienten indiziert. Eine klinische Unter-
suchung durch eine Fachérztin fur Humangenetik ergab keine zusétzlichen phéanotypi-
schen Auffalligkeiten. Die erneute Chromosomenanalyse aus peripheren Lymphozyten-
kulturen am Institut fir Humangenetik und Medizinische Biologie konnte die Diagnose
einer konstitutionellen Translokation t(6;9)(p12;p24) in samtlichen untersuchten Meta-
phasen bestétigen (Abb. 1, 2).
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Abb. 1: Karyogramm des Patienten mit konstitutioneller Translokation t(6;9)(p12;p24).

G-Béanderung auf 550-Banden-Niveau (vgl. ISCN 1995). Schwarze Pfeile zeigen auf die deriva-
tiven Chromosomen 6 und 9.

der(6) Chr(6) der(9) Chr(9)

Abb. 2: Darstellung der an der Translokation beteiligten Chromosomen.

Die Bruchpunktregionen sind auf den nebenstehenden Ideogrammen durch Pfeile markiert.
Chr=normales Chromosom; der=derivatives Chromosom.
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Als Ergebnis einer ausfihrlichen Familienanamnese wurde der in Abb. 3 gezeigte
Stammbaum konstruiert. Uber eine eventuelle familiare Segregation der Translokation
kann keine Aussage getroffen werden, da der Patient die Untersuchung weiterer Fami-
lienangehoriger ablehnt. Tochter und Enkelin scheinen einen familienanamnestisch un-

auffalligen Phénotyp aufzuweisen.

Der Patient war nach ausfuhrlicher Aufklarung durch eine Fachdrztin fur Humangenetik
bereit, sein Blut firr diese experimentelle Arbeit zur Verfugung zu stellen.
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Legende:

B zytogenetisch konstitutionelle Translokation
t(6;9)(p12;p24); phénotypisch B-CLL

@ unklarer Tod im Sauglingsalter? Totgeburt?

-darlber hinaus @ gehauften Aborte oder
Kinder mit Auffélligkeiten bekannt

& Karzinom? @ naheren Angaben; ,verwirrt*

Abb.3: Stammbaum der Familie des zur genetischen Beratung vorstellig gewordenen Patienten
[11-10 (Pfeil) mit B-CLL und konstitutionellem Karyotyp 46,XY,t(6;9)(p12;p24).

1.2.2 Chronische lymphatische B-Zell-Leukamie — Epidemiologie und
molekularbiologischer Wissensstand

Die chronische lymphatische B-Zell-Leukamie ist in der aktuellen WHO-Klassifikation

als reifzellige (periphere) B-Zell-Neoplasie eingeordnet (Harris et al. 1999) und lasst

sich immunphé&notypisch von den niedrigmalignen Non-Hodgkin-Lymphomen mit leu-

k&mischer Ausschwemmung abgrenzen (Matutes et al. 1994). Epidemiologisch betrach-



1 Einleitung 6

tet ist die B-CLL von allen bislang beschriebenen Entitaten die haufigste Leuk&mie der
Erwachsenen in der westlichen Welt (Wiley et al. 2002) mit einem medianen Erkran-
kungsalter von 65 Jahren. Aktuelle Daten sehen die Inzidenzrate in den USA bei 5,17
pro 100 000 Personenjahre (Morton et al. 2006) und deutsche Krebsregister zeigen ahn-
lich hohe Neuerkrankungsraten auf (Gesellschaft der epidemiologischen Krebsregister
in Deutschland 2006). Studien mit einer grof3en Anzahl betroffener Familien legen na-
he, dass die familiare Inzidenz um das dreifache hoher ist als fir die Normalpopulation
erwartet werden kann (Gunz et al. 1975), wenngleich ein konkreter Erbgang bislang
nicht identifiziert werden konnte, was fir die Komplexitat dieser Erkrankung spricht.
Neue Studiendaten (Casey et al. 2006) sehen eine signifikante Steigerung der B-CLL-
Inzidenz in Familien mit Féallen hamatologischer Neoplasien und diskutieren einen do-

minanten Vererbungsmodus.

Die Pathogenese der B-CLL ist einzigartig und bislang nicht zufriedenstellend aufge-
klart. Es kommt zu einer niedrigmalignen klonalen Proliferation reif wirkender B-
Lymphozyten mit gestorter Immunfunktion, die aufgrund einer Apoptoseresistenz in
peripherem Blut, Knochenmark und lymphatischen Organen akkumulieren (Caligaris-
Cappio und Hamblin 1999). Zunehmende hamatopoetische Insuffizienz, Organomega-
lien und humorale Immundefizienz bestimmen demnach den dufRRerst heterogenen klini-
schen Verlauf (medianes Uberleben zwischen 2—20 Jahren) und vor allem Komplikatio-
nen durch schwere Infektionen, Kachexie und Blutungen fuhren letztendlich zum Tod,
wenn nicht krankheitsunabhéngige Faktoren und Komorbiditat aufgrund des hohen Al-

ters ursachlich sind.

Die groBten Fortschritte bei der Aufspiirung pathogenetisch und prognostisch bedeuten-
der genetischer Faktoren gelangen bei der B-CLL auf zytogenetischem Wege, zumal ca.
80 % der mittels interphasezytogenetischen FISH-Sonden untersuchten Félle klonale
Chromosomenanomalien aufweisen (Dohner et al. 2000). Zu den rekurrierenden Aber-
rationen mit gesichertem prognostischem Wert, unabhangig vom klinischen Stadium,
gehoren den Autoren zufolge die Deletionen 13g14, 11g22-9g23 und 17p13 sowie die
Trisomie 12. Ebenfalls hdufig (> 5 %) sind die Deletion 6921, die Trisomien 3927 und

8024 sowie Translokationen mit Beteiligung von 14q32.

Pathogenetische Bedeutung haben vor allem die Deletionen in 11922-g23 und 17p13

durch die Eingrenzung kritischer Regionen fir Kandidatengene erlangt. So konnte ATM
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(ataxia teleangiectasia mutated) in 11922.3 als putatives Tumorsupressorgen identifi-
ziert (Rotman und Shiloh 1998) und dessen Inaktivierung durch Mutation bei der chro-
nischen lymphatischen Leuk&dmie nachgewiesen werden (Starostik et al. 1998). Das fur
eine Proteinkinase codierende ATM phosphoryliert im Rahmen der Reparatur von DNA-
Strangbriichen in vitro auch das bei multiplen Tumoren beteiligte Tumorsupressorgen
p53 (Banin et al. 1998), welches wiederum innerhalb der Kandidatenregion 17p13 kar-
tiert. Gaidano et al. (1991) konnten p53-Mutationen bei der B-CLL erstmals aufzeigen
und in jungster Zeit hat sich der Deletionsnachweis von p53 bei erkrankten Patienten zu
einem Parameter erheblicher prognostischer und therapeutischer Relevanz entwickelt
(D6hner et al. 1995; 2000).

Auf der Suche nach weiteren genetischen Parametern der B-CLL zeigte sich, dass die
variable Immunglobulin-Schwerketten-Genregion (IgVy) innerhalb der Chromosomen-
bande 14g32 in B-CLL-Klonen hdufig durch Translokationen betroffen ist. Eine Studie
wies in etwa der Halfte der untersuchten Falle somatisch mutierte 1gVy-Gene in Ver-
bindung mit einem insgesamt glnstigeren Krankheitsverlauf nach (Hamblin et al.
1999). Spéatere Untersuchungen bestatigten fir Patienten mit mutierten, von Postkeim-
zentrumszellen abstammenden malignen Klonen, ein unabhdngig vom Klinischen Sta-
dium langeres medianes Gesamtiiberleben als fiir Patienten mit unmutierten, aus Pra-
keimzentrumszellen hervorgehenden Klonen (Krober et al. 2002). Ebenfalls auffallig
war das nahezu exklusive Auftreten von prognostisch ungiinstigen chromosomalen Ab-
errationen in der IgVy-unmutierten Gruppe. Es stellt sich die Frage, ob hier aus
pathogenetischer Sicht nicht etwa zwei unterschiedliche Krankheitsentitdaten definiert
werden mussen (Hamblin et al. 1999). Der unmutierte 1gVy-Status korreliert zusatzlich
zum aggressiven klinischen Verlauf stark mit der Expression der zytoplasmatischen
Tyrosinkinase 70 (ZAP-70), die auch als eigenstandiger Prognosemarker postuliert wird
(Rassenti et al. 2004). Obgleich dieser wichtigen Entdeckungen darf jedoch letztendlich
nicht vergessen werden, dass fiir den Grofdteil der bei der B-CLL haufig veranderten
Chromosomenregionen noch keine Kandidatengene identifiziert wurden bzw. deren
Beteiligung an der Pathogenese durch funktionelle Analysen nicht bestatigt werden
konnte (Pekarsky et al. 2005).

Die B-CLL ist durch konventionelle Zytostatika-Therapien nicht heilbar, durch verbes-

serte Therapieoptionen wie Hochdosis-Chemotherapie, additive Immuntherapien (spezi-
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fische Antikorper), autologe und allogene Stammzelltransplantation kdnnen in letzter
Zeit jedoch risikoadaptierte und durchaus kurative Ansétze im Rahmen klinischer Stu-
dien angeboten werden (Wendtner et al. 2004). Im Fokus der klinisch-wissenschaft-
lichen Diskussion steht immer wieder die Frage nach einem optimalen, risikoadaptierten
Therapieregime, vor allem in frihen Krankheitsstadien. Dazu gehort nicht nur die Be-
wertung von bisher bekannten Prognosefaktoren, sondern auch die Ermittlung neuer
Krankheitsvariablen (The International Non-Hodgkin's Lymphoma Prognostic Factors
Project 1993).

Die humangenetische Forschung versucht ber die Identifizierung und Bestatigung von
Kandidatengenen die Aufklarung der molekularen Pathogenese der B-CLL voranzutrei-
ben. Dies kann nicht nur bei der Diagnostik und Prognoseeinschatzung, sondern auch
bei der Entwicklung innovativer Therapieansétze hilfreich sein. Die vorliegende Arbeit
soll dazu Uber die molekulargenetische Charakterisierung einer bisher unbekannten B-

CLL assoziierten Translokation einen Beitrag leisten.

1.2.3 Putative Kandidatengene fur die Translokation t(6;9)(p12;p24)
Samtliche bisher durchgefiihrten Kartierungsversuche zur ldentifizierung neuer Kandi-
datengene fir die B-CLL (—1.2.2) haben nicht zu Genregionen geflihrt, die mit den
lichtmikroskopischen Bruchpunktregionen der in dieser Arbeit untersuchten Transloka-
tion t(6;9)(p12;p24) in Verbindung gebracht werden kénnten. Die Bruchpunkte liegen
jedoch in der kritischen N&he zweier Gene, die in der Literatur im Zusammenhang mit
der Atiopathogenese hamatologischer Neoplasien diskutiert werden (Verma et al. 2003;
Blyth et al. 2001). Dies sind zum einen JAK2 (Janus Kinase 2) auf Chromosom 9p24
(Kartierung: Pritchard et al. 1992) und zum anderen RuNX2 (Runt-related transcription
factor 2) auf 6p21 (Kartierung: Levanon et al. 1994).

RUNX2 ist eines von bislang drei Klonierten humanen Genen einer Familie mit spezifi-
schen konservierten DNA-Bindungsdoménen (,,runt domains“). Im Gegensatz zu
RuUNX1, welches eines der am hdufigsten durch Translokationsbriiche in akuten Leuka-
mien betroffenen Gene darstellt (Zhang et al. 1997), fehlt flir RuNX2 noch ein derartig
begriindeter Zusammenhang (Blyth et al 2005). Mundlos et al. (1997) etablierten Funk-
tionsverlustmutationen (,,loss of function) in RUNX2 als ursachlich fur die Entwicklung

der Kleidokranialdysplasie.
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Jak2 gehdrt zur Familie der Rezeptor-ungebundenen Janus-Tyrosinkinasen (Wilks et al.
1991), die assoziiert mit diversen Zytokinrezeptoren und deren Liganden die Phospho-
rylierung von Tyrosinresten intrazelluldrer Signalmolekiile und Transkriptionsfaktoren
wie z. B. STAT (signal transducer and activator of transcription) regulieren und damit
eine essenzielle Funktion innerhalb der Signaltransduktion lymphoider und myeloider
Zellen einnehmen (Ihle 1995). Kralovics et al. (2005) identifizierten JAK2 als Kandidat
fur die Pathogenese klonaler myeloproliferativer Erkrankungen, indem sie das Gen bei
zahlreichen Patienten tber die Mikrosatellitenkartierung einer Region mit Heterozygo-
sitatsverlust auf dem kurzen Arm von Chromosom 9 (9pLOH) zuordneten. Als Ursache
des 9pLOH bei diesen Patienten erwies sich eine die Tyrosinkinase aktivierende (,,gain
of function®) V617F-Punktmutation in JAK2. Diese und einige spater isolierte Mutatio-
nen (vgl. OMIM *147796) konnten bislang neben den klassischen myeloproliferativen
Erkrankungen auch in akuten myeloiden Leukamien gefunden werden, jedoch nicht in
akuten sowie chronischen lymphoiden Leukdmien (Levine et al. 2005). Ein entschei-
dender Einfluss gestorter JAK2-Aktivitat auf die maligne hdmatologische Proliferation
wurde durch die ldentifizierung von bislang drei JAK2-Fusionsgenen bei Patienten mit
Leukdmien der myeloiden (akut und chronisch) und lymphoiden (akut) Zellreihe und
assoziierten chromosomalen Translokationen unter Beteiligung von 9p24 postuliert.
Dazu gehéren ETv6-JAK2 (Peeters et al. 1997), BCR-JAK2 (Griesinger et al. 2005) und
zuletzt Pcm1-JAK2 (Reiter et al. 2005). Bisher sind diese Fusionsgene allerdings nicht

bei Patienten mit B-CLL nachgewiesen worden.

Gerade deshalb stellte sich vor dem Hintergrund des vorliegenden Falles eines Patienten
mit B-CLL die Frage, ob nicht durch die assoziierte Translokation t(6;9)(p12;p24) auch
hier ein Fusionsgen mit Beteiligung von JAK2 entstanden ist und somit JAK2 als ebenso
wichtiger Kandidat flr die Pathogenese dieser hamatologisch-neoplastischen Entitat
hervortritt. Die therapeutischen Konsequenzen einer solchen Entdeckung wéren erheb-
lich, da sie die Basis fur eine mdgliche gezielte Therapie der gestdrten JAK2-
Signaltransduktion durch pharmazeutische Tyrosinkinaseshemmung &hnlich wie bei ex-
perimentellen Ansatzen in der Therapie der akuten lymphatischen Leukdmie (Meydan
et al. 1996) bilden wirde. Die Entdeckung von bcr/abl als Fusionsprotein mit perma-
nenter Tyrosinkinase-Aktivitat und konsekutiver maligner Transformation der hdmato-

poetischen Stammzelle bei der chronischen myeloischen Leukdmie (CML) zeigt exem-
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plarisch, wie durch eine einzige genetische Aberration die molekularbiologische Grund-
lage einer hamatologischen Neoplasie geklart werden konnte (Sawyers 1999). Mit dem
Phenylaminopyrimidin ,,Imatinib* lassen sich heute hohe und lang anhaltende Raten
kompletter hamatologischer, zytogenetischer und sogar molekularer Remissionen bei
den meisten Patienten mit bcr/abl-positiver CML erreichen (Goldman und Melo 2003).

1.3  Zielstellung

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollte Uber eine Charakterisierung der Bruchpunkte
einer konstitutionellen, lichtmikroskopisch balancierten Translokation t(6;9)(p12;p24)
bei einem Patienten mit chronischer lymphatischer B-Zell-Leukdmie zu einer ldentifi-
zierung putativer atiopathogenetischer Faktoren dieser hamatologischen Neoplasie bei-
getragen werden. Mithilfe der Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung sollten dazu DNA-
Contigs zur Generierung hochauflésender physikalischer Karten der genomischen Re-
gion um die Translokationsbruchpunkte auf den kurzen Armen der Chromosomen 6 und

9 isoliert werden. Auf dieser Grundlage sollte im weiteren Verlauf analysiert werden,

— inwiefern die genetische Umstrukturierung bei dem Patienten auf molekularer
Ebene tatséchlich ohne Verlust oder Gewinn von Genmaterial (Balanciertheit)

einherzugehen scheint und

— ob es durch eine oder sogar beide Chromosomenbruchstellen méglicherweise zu
einer Alteration codierender Gene (Kandidatengene) wie etwa JAK2 auf 9p24

oder RUNX2 auf 6p12 gekommen ist.



2 Material und Methodik

2.1 Allgemeines Arbeitsmaterial
Es folgen zunachst Auflistungen der in dieser Arbeit verwendeten allgemeinen Labor-
materialien mit Hersteller bzw. Bezugsquelle sowie eine Aufstellung und Rezeptur der

eingesetzten Stammldsungen, Puffer und Nahrmedien.

Hitzestabile Losungen, Geréte und Gebrauchswaren wurden bei einer Temperatur von
120 °C und einem Umgebungsdruck von 10° Pa firr eine Zeit von 20 min im Dampf-
druck-Autoklaven sterilisiert. Temperaturempfindliche Lésungen wurden mit Hilfe ei-
nes Vakuum-Filtrationssystems (Porengrof3e 0,22 um) oder Spritzenfiltern (PorengroRe

0,20 um) steril filtriert.

2.1.1 Chemikalien
Jeweils in Klammern findet sich, soweit verfugbar, die jeweilige CAS-Registrierungs-
nummer, der internationale Bezeichnungsstandard fiir chemische Stoffe zur eindeutigen

Identifizierung.

Agar (9002-18-0) Fluka/Riedel-de Haén, Seelze
Agarose (9012-36-6), LMP, NEEO Carl Roth, Karlsruhe

Ampicillin Natriumsalz (69-52-3) Roche Diagnostics, Mannheim
BAAD (26628-22-8) Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA
BCIP Dinatriumsalz (102185-33-1) Roche Diagnostics, Mannheim
Biotin-16-dUTP Roche Diagnostics, Mannheim
Borsdure (10043-35-3) Merck, Darmstadt

BSA (9048-46-8) SERVA Electrophoresis, Heidelberg
Chloramphenicol (56-75-7) Fluka/Riedel-de Haén, Seelze

COT Human DNA Roche Diagnostics, Mannheim
DAPI (28718-90-3) Abbott Laboratories, Wiesbhaden
Dextransulfat (9042-14-2) Carl Roth, Karlsruhe

Dithiothreitol (3483-12-3) Merck, Darmstadt

dNTP-Set (3624-46-2) Roche Diagnostics, Mannheim
EDTA Dinatriumsalz Dihydrat (6381-92-6) Carl Roth, Karlsruhe

Essigséaure (64-19-7) Carl Roth, Karlsruhe

Ethanol (64-17-5) Carl Roth, Karlsruhe
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Ethidiumbromid (1239-45-8)
Fluorescein Avidin D (26628-22-8)
Formaldehyd (50-00-0)

Formamid (75-12-7)

Glycerin (56-81-5)

Hefeextrakt (8013-01-2)

Isopropanol (67-63-0)
Lachssperm-DNA (9007-49-2)
Magnesiumchlorid-Hexahydrat (7791-18-6)
Natriumacetat-Trihydrat (6131-90-4)
Natriumchlorid (7647-14-5)
Natriumhydroxid (1310-73-2)

NBT (68-12-2)

PBS (10x Fertigldsung)
Propidiumiodid (25535-16-4)
Salzséure (7647-01-0)
tri-Natriumcitrat-Dihydrat (6132-04-3)
Tris-acetat (6850-28-8)

Tris-Base (77-86-1)

Triton® X-100 (9002-93-1)
Trypton/Pepton aus Casein (91079-40-2)
Tween® 20 (9005-64-5)

Vectashield® Mounting Medium H-1000

2.1.2 Enzyme
DNA-Polymerase | (9012-90-2)

DNase | (9003-98-9)
Restriktionsendonukleasen
RNase A (9001-99-4)
Streptavidin-AP conjugate
Pepsin (9001-75-6)

Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg
Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA
Fluka/Riedel-de Haén, Seelze
Fluka/Riedel-de Haén, Seelze

Carl Roth, Karlsruhe

Carl Roth, Karlsruhe
Fluka/Riedel-de Haén, Seelze
Invitrogen, Karlsruhe

Fermentas, St. Leon-Rot

Merck, Darmstadt

Carl Roth, Karlsruhe

Carl Roth, Karlsruhe

Roche Diagnostics, Mannheim
Biochrom, Berlin

Fluka/Riedel-de Haén, Seelze
Merck, Darmstadt

Carl Roth, Karlsruhe

Carl Roth, Karlsruhe

Invitrogen, Karlsruhe

SERVA Electrophoresis, Heidelberg
Carl Roth, Karlsruhe

Carl Roth, Karlsruhe

Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA

Roche Diagnostics, Mannheim
Roche Diagnostics, Mannheim
Fermentas, St. Leon-Rot

Roche Diagnostics, Mannheim
Roche Diagnostics, Mannheim

Roche Diagnostics, Mannheim
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2.1.3 Nukleinsaure-Molekulargewichtstandards

100 bp DNA Ladder Invitrogen, Karlsruhe

GeneRuler® 1kb DNA Ladder Fermentas, St. Leon-Rot

Lambda Ladder PFG Marker New England Biolabs, Frankfurt a. M.
Low Range PFG Marker New England Biolabs, Frankfurt a. M.
MidRange 1l PFG Marker New England Biolabs, Frankfurt a. M.

2.1.4 Stammlésungen, Puffer und Nahrmedien

Zur Herstellung aller wassrigen Losungen wurde Wasser aus dem Ultrareinstwassersys-
tem Milli-Q® PF Plus der Firma Millipore (elektrische Leitfahigkeit < 5,5 - 10 S/m bei
25 °C und TOC-Gehalt < 10 ppb) entnommen. Einige hier nicht aufgelistete spezielle
Puffer und Ldsungen werden weiter unten im Rahmen der Beschreibung einzelner Me-
thoden aufgefuhrt. Die Zusammensetzung vorgefertigter Puffer aus kommerziellen Kits
ist, soweit vom Hersteller veroffentlicht, den jeweiligen Packungsbeilagen zu entneh-
men.

Antibiotikastammldsungen (Lagerung bei -20 °C)

Ampicillin (Amp) 50 mg/ml (in H,0)
Chloramphenicol (Cm) 34 mg/ml (in Ethanol)
Puffer
20 x SSC 0,3 M tri-Natriumcitrat-Dihydrat
3 M NaCl
pH7,0
1 M Tris-HCI 1 M Tris-Base

variable pH-Einstellung (mit Salzsaure)

0,5 MEDTAPpH 8,0 0,5 M EDTA Dinatriumsalz Dihydrat
pH 8,0 (mit Natriumhydroxid)

TE 10 mM  Tris-HCI pH 8,0
1 mM EDTA pH 8,0

50 x TAE 2 M Tris-acetat
50 mM EDTA pH 8,0

5x TBE 225 mM Tris-Base
225 mM Borsaure
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3 M NaAc pH 5,2

Bakterienmedien und -nahrboden

LB-Medium

LB-Agar

LB-Agar-Platten

(Lagerung lichtgeschiitzt bei 4 °C)

2.1.5 Gebrauchswaren
Deckgléser

Falcon-Réhrchen (50 ml)
Glaskuvetten

Impfosen

Laborgléser Fisherbrand®
Messzylinder

Nylonmembranen Hybond® N+
Objekttrager

Petrischalen

Pipettenspitzen

Reaktionsgefale

Rubber Cement Fixogum®
Skalpelle

Spritzenfilter (steril)
Vakuum-Filtrationssystem Stericup®

Verschlussfolie Parafilm® M

10 mM EDTA pH 8,0
pH 8,3

3 M Natriumacetat-Trihydrat

pH 5,2 (mit Essigséure)

1 % Trypton/Pepton aus Casein
0,5 % Hefeextrakt

0,5 % Natriumchlorid

pH 7,5

1,5 % (w/v) Agar (in LB-Medium)
Antibiotika (je nach angestrebter Selektion

Amp 50 ug/ml oder Cm 30 pg/ml)

ca. 30 ml LB-Agar pro Petrischale

Carl Roth, Karlsruhe
Greiner Bio-One, Frickenhausen

Schiitt Labortechnik, Géttingen

Fisher Scientific, Schwerte

Schott, Jena

Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg
Carl Roth, Karlsruhe

Sarstedt, Nurnbrecht

Sarstedt, Nurnbrecht

Sarstedt, Nurnbrecht

Marabuwerke, Tamm

B. Braun Melsungen, Melsungen
Heinemann Labortechnik, Duderstadt
Carl Roth, Karlsruhe

American National Can, Chicago, IL USA
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2.1.6 Gerate
Autoklav SANOclav

Blockthermostat BT 100
Brutschrank Heraeus B 6420
Bunsenbrenner FIREBOY eco
Elektrophorese-Systeme
Gelkammern EasyCast® B2
Spannungsgerate
Feinwaage Sartorius L 420 S
Gel-Dokumentations-Systeme
Enhanced Analysis System E.A.S.Y.
UV-Transilluminatoren
Heizplatte
Hybridisierungsofen HERAhybrid
Kryostat Biometra F10-C
Kihlzentrifugen
Megafuge 1.0R
Sigma 3K20
Magnetheizrihrer IKAMAG® RCT
Mikroliterpipetten
Eppendorf Research®
Pipetman®
Mikroskopiersysteme
ISIS FISH Imaging System V5.0
Fluoreszenzmikroskop Axioplan 2
Fotomikroskop Axiophot
Videokamera IMAC-CCD S30
Mikrowelle
pH-Meter CG 810
Pulsfeldgelelektrophorese-System
CHEF-DR®1II System
Kdhleinheit, Pumpe

Schittelinkubatoren Innova® 4000/4300

Schiitt Labortechnik, Goéttingen
Kleinfeld Labortechnik, Gehrden
Heraeus Instruments, Osterode

Heinemann Labortechnik, Duderstadt

Owl Sep. Systems, Portsmouth, NH USA
Schiitt Labortechnik, Goéttingen
Sartorius, Gottingen

Herolab Laborgerate, Wiesloch

MEDAX Nagel, Kiel
Heraeus Instruments, Osterode

Biometra, Géttingen

Heraeus Instruments, Osterode
Sigma Laborzentrifugen, Osterode

IKA Labortechnik, Staufen

Eppendorf, Hamburg

Gilson International B.V., Bad Camberg

MetaSystems, Altlussheim
Carl Zeiss Microlmaging, Jena
Carl Zeiss Microlmaging, Jena
Carl Zeiss Microlmaging, Jena
Sharp Electronics, Hamburg
Schott, Mainz

Bio-Rad Laboratories, Miinchen

New Brunswick Scientific, Edison, NJ USA
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Schiittelwasserbad GFL 1086

Schiittler IKA-Vibrax® VXR
Sicherheitswerkbank Klasse 1l NuAire
Thermocycler Mastercycler® gradient
Thermomixer

Tischzentrifuge Biofuge® pico
Ultrareinstwassersystem Milli-Q® PF Plus
UV-Crosslinker Stratalinker® 1800
UV-Spektralphotometer GeneQuant® pro
Vortex-Schittler Genie® 2

Wasserbader

2.1.7 Vorgefertigte Systeme (Kits)
BigDye® Terminator Cycle Sequencing Kit

DNA Extraction Kit

Expand Long Template PCR System

Long PCR Enzyme Mix

NucleoBond® Plasmid Midi Kit

2.2

Gesellschaft fur Labortechnik, Burgwedel
IKA Labortechnik, Staufen

Zapf Instrumente, Sarstedt

Eppendorf, Hamburg

Eppendorf, Hamburg

Heraeus Instruments, Osterode

Millipore, Schwalbach

Stratagene, La Jolla, CA USA

Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg
Schiitt Labortechnik, Goéttingen

Lauda Dr. R. Wobser, Lauda-Konigshofen

Applied Biosystems, Darmstadt
Fermentas, St. Leon-Rot
Roche Diagnostics, Mannheim
Fermentas, St. Leon-Rot

Macherey-Nagel, Diren

Spezielles Arbeitsmaterial

Im Folgenden sollen Art und Herkunft des Untersuchungsmaterials beschrieben werden,
welches in direktem Zusammenhang mit der Fragestellung dieser Arbeit bezogen und

eingesetzt wurde.

2.2.1 Probandenmaterial
Von dem in 1.2 vorgestellten Patienten stand periphervends entnommenes, heparinisier-
tes Vollblut zur Chromosomenpraparation aus Lymphozytenkulturen (modifiziert nach

Francke und Oliver 1978) fur die geplanten FISH-Analysen zur Verfugung.

2.2.2 DNA-und cDNA-Klone

Im Rahmen dieser Arbeit wurden insgesamt 27 DNA-Klone und 1 cDNA-Klon vom
RZPD Deutsches Ressourcenzentrum fir Genomforschung (Heubnerweg 6, 14059 Ber-
lin) auf der Grundlage vorheriger Datenbankrecherchen (—2.3) bezogen. In diesem

Abschnitt findet sich eine Ubersicht der verwendeten (c)DNA-Bibliotheken (Tab. 1).
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Eine genaue Aufstellung der einzelnen Klone einschlieBlich ihrer molekularen Charak-
terisierung erfolgt in Kapitel 3.

Tab. 1: Ubersicht der verwendeten (c)DNA-Bibliotheken.
N=Anzahl der bestellten Klone.

N  Bibliothek Art Quelle Vektor Stamm Resistenz Referenz
RPCI Human Blut .
- geno- . pBACe3.6 E.coli Chloram- Osoegawa
24 Male BACLI misch (H..qu sapiens, DH10B phenicol et al. 2001
brary 11 mannlich)
CalTech Human geno- Sperma E.coli  Chloram- Kim et al.
3 BAC Library D misch ~ (Homo sapiens) PBeloBACIL DH10B phenicol 1996
Human pooled gemischt .
1 cDNA cDNA  (Homo sapiens, ggg\é}(s [E)"_'Cloo"B Ampicillin ger;z)agf et
(NIH_MGC_122) weiblich) )

2.2.3 Vorgefertigte subtelomerische FISH-Sonden

Zur FISH-Analyse des Subtelomers auf dem kurzen Arm von Chromosom 9 wurde das
TelVysion® 9p SG Probe/Hybridization Set (DNA-Sondengrofe 128 kb; Kartierung
innerhalb der letzten 190 kb des Chromosomenendes; Referenz: Knight et al. 2000) der
Firma Abbott Laboratories (Wiesbaden) bestellt und gemald Herstellerangaben ange-
wendet (—2.5.3).

2.2.4 Oligonukleotide (Primer)

Als Oligonukleotide fiir die (End-)Sequenzierung einzelner bestellter Klone (—2.5.2)
dienten aus Promotor- und Genregionen der benutzten Klonierungsvektoren abgeleitete
Standard-Primer. Das Design individueller Primer fir die long range PCR (—2.4.4)
erfolgte aus Sequenz-Datenbankeintragen mit Hilfe der Internet-basierten Software
Primer3 (—2.3.2). Tab. 2 gibt einen Uberblick tber die in dieser Arbeit verwendeten
und ausschlielich von der Firma Invitrogen (Karlsruhe) bezogenen Oligonukleotide.
Der Name spezifisch berechneter Primer ist ein Konstrukt aus der internationalen Be-
zeichnung des BAC-Klons, dessen Sequenz als Matrize diente, sowie einer Buchstaben-

folge von A bis C.
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Tab. 2: Bezeichnung und Basensequenz der verwendeten Primer fiir Sequenzierungen und long
range PCR.

Primerbezeichnung Primersequenz

Vektorspezifische Primer

T7 Promoter 5-TAATACGACTCACTATAGGG-3
SP6 Promoter 5-GATTTAGGTGACACTATAG-3’
M13 forward 5-GTAAAACGACGGCCAG-3’

M13 reverse 5-CAGGAAACAGCTATGAC-3’

long range PCR-Primer

147111-A forward 5-CACTGTGAAATATAACCAACTGCAGCTTAC-3
147111-A reverse 5-CACTACCTTTCCTATTTACCCTTCACACTG-3'
147111-B forward 5-GAACCCTAAGAATTTGTGAATGTCCAGTAG-3’
147111-B reverse 5-AAAAGTCTTGAGTCGCAACTACCTAATCAC-3
147111-C forward 5-CTGGGTTTTCAATACTCTACTGTGTCTCCT-3'
147111-C reverse 5-CTCACTCCCTGAGTAACAAGTTGGTAAGAT-3’
399A15-A forward 5-GGAACTGTAGTCAAGTGACAGAGAACAGAG-3’
399A15-A reverse 5-ACAACCAGCTTAGAGAAGAACATAAACGAC-3

Die in lyophilisiertem Zustand gelieferten Oligonukleotide wurden nach ihrem Eintref-
fen in sterilem Wasser gelost, auf eine Arbeitskonzentration von 10 uM verdiinnt und

bei -20 °C bis zur Verwendung gelagert.

2.3  Methodik zur in-silico-Analyse

Zusatzlich zu den experimentellen Tatigkeiten an der Laborbank wurden folgende

EDV-gestitzten Hilfsmittel eingesetzt.

2.3.1 Online-Datenbanken/Genom-Navigationsprogramme
UCSC Genome Browser (Kent et al. 2002)

Die Genome Bioinformatics Group der University of California Santa Cruz (UCSC)
stellt der Offentlichkeit mit dem UCSC Genome Browser (http://genome.ucsc.edu) ein
Internet-basiertes Instrument zur Verfigung, mit dem der Anwender die enormen Da-
tenmengen der Genomprojekte systematisch zu durchsuchen vermag. Uber eine grafi-
sche Benutzeroberflache kann durch die standig aktualisierten zytogenetischen, geneti-
schen und physikalischen Karten mit variablen Zoom-Stufen von der Chromosomen-
ebene bis zur Nukleotidsequenz navigiert und dabei u. a. Gene, Exons, ESTs, Genvor-

hersagen, RNAs und Proteine identifiziert werden. Der Browser stellt eine Verknupfung
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zu zahlreichen anderen Datenbanken (Spezialdatenbanken s. u.) her und auch Homolo-
gievergleiche der humanen Genomsequenzen mit anderen Spezies wie z. B. der Maus
lassen sich darstellen. Die zusammengesetzten Sequenzen fur das humane Genom ba-
sieren auf der nicht-redundanten Referenzsequenz des National Center for Biotechnolo-
gy Information (NCBI), Bethesda, USA. Im Zeitraum der Erstellung dieser Arbeit wur-
de die Version 36 (veroffentlicht im Oktober 2005) verwendet.

BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) (Altschul et al. 1990)

BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST) wird dazu verwendet, experimentell
ermittelte DNA- oder Protein-Sequenzen mit bereits in einer Datenbank vorhandenen
Sequenzen zu vergleichen. Als Ergebnis liefert das Programm eine Reihe lokaler
Alignments, d. h. Gegenuberstellungen von Stiicken der gesuchten Sequenz mit ahnli-
chen Stlicken aus der Datenbank. Dariiber hinaus gibt BLAST an, wie signifikant die
gefundenen Treffer sind.

NCBI Clone Registry

Elektronische Datenbank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/clone) des NCBI, die
Informationen Gber genomische Klone und Bibliotheken (Sequenzdaten, Kartierung und
Bezugsquellen) integriert und im Rahmen dieser Arbeit eingesetzt wurde, um experi-
mentell gewonnene Daten (ber die bezogenen Klone mit Datenbankeintrdgen zu ver-

gleichen.
Spezialdatenbanken

Fur die Erstellung von Transkriptkarten innerhalb der experimentell ermittelten Kandi-
datenregionen wurden in dieser Arbeit zusétzlich folgende spezielle Datenbanken ge-

screent:

— miRBase Release 9.2 (http:/microrna.sanger.ac.uk): Sammlung bisher identifi-
zierter miRNAs und deren genomischer Zuordnung durch das Wellcome Trust
Sanger Institute (Griffiths-Jones 2004, Griffiths-Jones et al. 2006).

— CpG-Inseln: Der UCSC Genome Browser (s. 0) integriert eine Suche nach va-
liden CpG-Inseln innerhalb einer definierten genomischen Region mit Hilfe ei-
nes Algorithmus, der die Gardiner-Garden-Kriterien erfullt (Gardiner-Garden
und Frommer 1987).
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— Genscan-Genvorhersagen: In Genome Browser integrierte Suche nach Gen-
vorhersagen, die auf einem Computermodell beruhen (Burge und Karlin 1997).

— VEGA-Datenbank (http://vega.sanger.ac.uk): Die Vertebrate Genome Annota-
tion Database (VEGA) wird von der Havana-Gruppe am Wellcome Trust San-
ger Institute gepflegt und enthdlt manuell annotierte Transkripte (Ashurst et al.
2005).

2.3.2 Software
Isis FISH Imaging System V5.0

Software zur Steuerung der am Fluoreszenzmikroskop montierten CCD-Kamera sowie

Verwaltung und Bearbeitung der digitalisierten Metaphasen.
Primer3 (Rozen und Skaletsky 2000)

Frei verfiigbares Programm mit einem umfangreichen Algorithmus und variablen Ein-
gabeoptionen zum Design von Oligonukleotid-Primern fiir die PCR Uber ein Webinter-
face (http://fokker.wi.mit.edu/cgi-bin/primer3/primer3_www.cgi). Als Sequenzvorlage

dienten o. g. Datenbanken.
NEBcutter V2.0 (Vincze et al. 2003)

Internet-Software (http://tools.neb.com/NEBcutter2) mit der Funktionalitét, frei wahlba-
re DNA-Sequenzen auf offene Leseraster und Restriktionsenzym-Schnittstellen zu
durchsuchen. Einsatz im Rahmen der Restriktionsanalyse und GréRenbestimmung der

bezogenen Klone zur Abschatzung des zu erwartenden Bandenmusters.

2.4  Methodik zur Isolierung spezifischer DNA-Fragmente
Sofern nicht anders angegeben, erfolgt die Beschreibung der im Folgenden aufgefiihrten

molekularbiologischen Methoden in Anlehnung an publizierte Standardprotokolle
(Sambrook et al. 1989).

2.4.1 Bakterienkulturen

Alle Uber das RZPD bezogenen Klone wurden zur Wiederherstellung von Einzelkolo-
nien unmittelbar auf LB-Agar-Platten ausgestrichen, invers bei 37 °C fur 12 — 24 h in-
kubiert, mit Parafilm® verschlossen und anschlieBend bei 4 °C gelagert. Zur VVorberei-

tung auf die DNA-Préparation wurden jeweils 5 ml LB-Medium unter Zusatz von 5 ul
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Chloramphenicol (Arbeitskonzentration ~ 30 ug/ml) mit einer Einzelkolonie angeimpft
und auf dem Schittler bei 280 rpm und 37 °C fur 8 h inkubiert. Anschlieend wurden
2 ml dieser Vorkultur in einen Erlenmeyerkolben mit 100 ml LB-Medium und 100 pl
Chloramphenicol berflhrt, Gber Nacht bei 280 rpm und 37 °C geschiittelt und die Bak-
terien in der Kuhlzentrifuge 30 min bei 4000 rpm pelletiert.

2.4.2 Herstellung von Stammkulturen

Eine Langzeit-Asservierung der bestellten Klone erfolgte durch Herstellung von Glyce-
rin-Stocks. Dazu wurden 800 ul einer frischen Ubernacht-Kultur zusammen mit 200 pl
sterilem Glycerin in ein 2-ml-Reaktionsgefa mit Schraubverschluss pipettiert und nach
schonendem Vermischen (kurzes Vortexen) sofort auf Trockeneis oder in flissigem

Stickstoff eingefroren und bei -70 °C eingelagert.

2.4.3 Praparation, Reinigung und Fallung von BAC- und Plasmid-DNA

Zur Isolierung von BAC- und Plasmid-DNA (cDNA-Klon) wurde das NucleoBond®
Plasmid Midi Kit der Firma Macherey-Nagel und die darin enthaltenen Pufferldsungen
gemal’ Herstellerempfehlungen verwendet. Die Extraktion der DNA aus den vorbereite-
ten Bakterienzellpellets einer 100-ml-Ubernacht-Kultur beruht auf dem Prinzip der al-
kalischen Lyse (Birnboim und Doly 1979) und anschlieBender Lysatreinigung mittels
Anionenaustauscherchromatographie tiber die mitgelieferten NucleoBond® AX 100 S&u-
len. Das Eluat wurde in 1,5-ml-ReaktionsgefalRe aufgenommen und die reine DNA mit
0,7 Vol Isopropanol geféllt, 30 min bei 25 000 g und 4 °C zentrifugiert, mit 70 % eis-
kaltem Ethanol gewaschen und getrocknet. Die DNA-Pellets konnten dann in 30 ul TE-

Puffer aufgenommen und bei 4 °C bis zur Weiterverarbeitung gelagert werden.

2.4.4 Generierung BAC-spezifischer Subfragmente mittels long range
PCR

Das zur FISH-Analyse selektierte Klon-Contig wurde durch Generierung spezifischer
Subfragmente mittels long range PCR (LRPCR) verfeinert. Diese Methode lasst sich
auf das gleiche Prinzip wie die Standard-PCR (Saiki et al. 1985) zurlckfuhren, d. h.
eine Amplifizierung spezifischer DNA-Bereiche selbst bei sehr geringer DNA-
Ausgangsmenge. Uber eine zyklische Wiederholung von Denaturierung der Matrizen-

DNA, Anlagerung sequenzspezifischer Oligonukleotide (Primer) und Synthese einer
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komplementaren DNA-Kopie in einem programmierbaren Thermocycler kommt es zu
einer exponentiellen Vervielfaltigung. Wéhrend die bei der Standard-PCR zum Einsatz
gebrachte thermostabile Tag-Polymerase aufgrund akkumulierender Fehlhybridisierun-
gen nur recht kurze Amplifikationen bis ca. 5 kb erlaubt, lassen sich durch die bei der
LRPCR verwendete Polymerasemischung (Taqg + Polymerase mit 3’-5’-Exonuklease-
aktivitat zur Fehlerkorrektur, z. B. Pfu) Fragmente von bis zu 50 kb generieren (Barnes
1994; Cheng et al. 1994). Fir die geplanten FISH-Analysen wurden LRPCR-
Amplifikate von Bruchpunkt-uberspannenden BAC-Klonen in der Grolienordnung
10 kb angestrebt und nach entsprechender in-silico-Analyse (—2.3) individuelle Primer
(Je 30 bp) bestellt (—2.2.4). Der Reaktionsansatz erfolgte mit Hilfe des Expand Long
Template PCR System (Roche), als alternativer Polymerasemix wurde der Long PCR
Enzyme Mix (Fermentas) eingesetzt. Die im Folgenden angegebene Rezeptur der Kom-
ponenten und die Reaktionsbedingungen sind unter Bericksichtigung der Her-
stellerempfehlungen modifiziert worden und geben die Modalitaten wieder, unter denen
die LRPCR hier am besten funktioniert hat.

Reaktionsansatz (in 0,2-ml-Reaktionsgefalen):

5ng BAC-DNA (linearisiert; —2.4.6)

5 ul 10 x PCR-Puffer 3 mit MgCl, und Detergenzien (im Kit enthalten)
1,75 ul - dNTP-Mix (10 mM)

1,5 ul Forward-Primer (10 uM)

1,5 ul Reverse-Primer (10 uM)

0,6 ul Enzym-Mix (Roche oder Fermentas; 5 U/pul)

ad 50 ul H,0

Der Enzym-Mix wurde stets zuletzt hinzugefligt und der Ansatz nach kurzem Vortexen
und Zentrifugieren unmittelbar in den programmierten und auf 93 °C vorgeheizten

Thermocycler gegeben.

LRPCR-Programm (Eppendorf Mastercycler® gradient):

93°C 2 min (initiale Denaturierung)
93°C 10s
66 °C 30s } 10 Zyklen

68 °C 8 min
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93°C  20s
66°C  30s } 15 Zyklen
68 °C 8 min (+ 20 s/Zyklus)

68 °C 7 min (finale Elongation)

4°C halten bis zur Aufarbeitung

Bei jeder LRPCR wurde eine Negativkontrolle mitgefthrt, die alle Komponenten bis
auf die Template-DNA enthielt. VVor der Weiterverarbeitung der amplifizierten DNA
wurde dem PCR-Ansatz zunéchst ein Aliquot von 10 ul entnommen und auf ein Agaro-
segel in TAE-Puffer aufgetragen (—2.4.7). Zeigte die Auswertung der Elektrophorese
ein Amplifikat mit der zu erwartenden GroRe, konnte mit der DNA-Extraktion (—2.4.8)

fortgefahren werden.

2.4.5 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsédurelésungen

Die Konzentrationsbestimmung der isolierten DNA wurde tber die Messung der Ex-
tinktion (optische Dichte OD) bei einer Wellenlange von 260 nm mit einem UV-
Spektralphotometer (GeneQuant® pro) erreicht. Getreu dem Lambert-Beer-Gesetz er-

rechnet das Gerat die DNA-Konzentration nach der Formel:
mit
In( IlJ c¢: Konzentration der absorbierenden DNA in Lésung (z. B. in ng/ul)

I I Intensitat des transmittierten Lichtes
0 lo: Intensitét des einfallenden Lichtes

a; - I ay: Extinktionskoeffizient bei der Wellenlange A (47,5 fur dsDNA bei 260 nm)
I: Weglénge des Lichtes im Material (hier: 1 cm Kuvettendurchmesser)

Aus dem angegebenen Verhdltnis der Extinktionen bei 260 und 280 nm

c=

(OD260/0D280) erhalt man des Weiteren eine Aussage (ber Proteinkontaminationen in

der Losung (optimaler Bereich 1,8 +/- 0,2).

2.4.6 Restriktionsenzymatische Spaltung

Préparierte zirkulare BAC-DNA wurde einer Spaltung mit der selten schneidenden Typ-
I1-Restriktionsendonuklease Notl unterzogen, um die spezifischen DNA-Fragmente
vom Vektor zu trennen und diese gelelektrophoretisch zu analysieren. Bei den DNA-
Fragmenten, die als Matrize fiir die LRPCR vorgesehen waren, bot sich die restriktions-
enzymatische Spaltung zur Linearisierung an. Die Reaktionsansatze erfolgten in dem
vom Hersteller mitgelieferten Reaktionspuffer O bei den angegebenen Bedingungen. In
der Regel wurde jeweils 1 ng DNA mit 10 U Notl etwa 2 h bei 37 °C inkubiert und das

Enzym anschlieBend bei 65 °C fiir 20 min hitzedeaktiviert.
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2.4.7 Gelelektrophoretische Auftrennung

Die Agarosegel-Elektrophorese kam zum Einsatz im Rahmen der Nick Translation
(—2.5.3) zur Abschétzung des GroRRenbereichs der Sondenfragmente und nach LRPCR-
Reaktionen (—2.4.4) zur Isolierung spezifischer Amplifikate. Bei der molekularen Re-
striktions- und GroRenbestimmung bestellter BAC-Klone wurde auf die Pulsfeldgel-
elektrophorese zurtickgegriffen.

Agarosegel-Elektrophorese

Durch eine Elektrophorese in Standard-Agarosegelen kénnen DNA-Molekile in einem
GroRenbereich von 0,1-20 kb aufgetrennt werden. Je nach GroéRe der aufzutrennenden
Nukleinsauren wurden 0,5-2 %ige Agarosegele verwendet. Die jeweils bendtigte Aga-
rosemenge wurde in 1 x TBE- bzw. TAE-Puffer gegeben, durch Aufkochen gel6st und
nach Abkihlung auf etwa 50 °C in einen Geltrager gegossen. Alle DNA-Proben wurden
mit 1/10 Vol Ladepuffer versetzt und in die Geltaschen pipettiert. Als Langenstandards
dienten DNA-Leitern mit bekannten FragmentgréfRen (—2.1.3). Die Elektrophoresen
wurden bei einer Spannung von 6 V/cm mit 1 x TBE bzw. TAE als Laufpuffer durchge-
fuhrt. Nach Ablauf der Elektrophorese wurden die Gele in Ethidiumbromid-L6&sung
(0,5 ug/ml) fur etwa 20 min angeféarbt, kurz in destilliertem Wasser entfarbt und

schlielich mit Hilfe eines Videoprinter-Systems dokumentiert.
Pulsfeldgelelektrophorese (PFGE)

Die PFGE-Technik ermdglicht die Auftrennung hochmolekularer DNA bis zu einer
GroRenordnung von ca. 5 Mb (Schwartz und Cantor 1984; Carle et al. 1986).

Physikalische Grundlagen:

Bei der PFGE wird nicht nur die GroRe als Funktion des Siebeffekts in der Agarosema-
trix fur die Laufeigenschaften der DNA genutzt, sondern dariiber hinaus die Art und
Weise ihres Streckungsvermdgens im elektrischen Feld. Durch zwei an das Gel ange-
legte, alternierende Spannungsfelder wird die DNA permanent zu Konformationséande-
rungen veranlasst, die im Falle kirzerer Fragmente friiher, im Falle langerer Ketten spé-
ter die Reorientierung, Streckung und Wanderung in Richtung des angelegten Feldes
zulésst. Die Auftrennung der Fragmente ist dabei von einigen Faktoren wie Pulszeit,

Feldstarke, Temperatur, Pufferzusammensetzung, Typ und Konzentration der Agarose
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und dem Winkel der Spannungsfelder zueinander abhéngig. Grollere Fragmente werden
durch langere, kleinere Fragmente durch niedrige Pulszeiten separiert.

Apparatur:

Die PFGE erfolgte in einem CHEF-DR® 11 System (Bio-Rad Laboratories) mit 1 %igen
Agarosegelen in 0,5 x TBE-Puffer. Als Langenstandards dienten in Agarose eingebette-
te DNA-Leitern bekannter Fragmentlangen (—2.1.3), die in die entsprechenden Gel-
taschen gegeben und mit 1 %iger LMP-Agarose bedeckt wurden. Das Gel wurde in die
mit vorgekiihltem 0,5 x TBE-Puffer gefillte Kammer gelegt und mit den restriktionsen-
zymatisch gespaltenen BAC-DNAs beladen (kompletter Restriktionsverdau nach Hitze-

deaktivierung mit 1/10 Vol Ladepuffer).
Laufbedingungen (BAC-Klone):

Winkel: 120°

Puls: 25— 10s linear
Laufzeit: 18 h
Feldstarke: 6 V/cm
Temperatur: 14 °C

Féarbung und Dokumentation erfolgten analog der Standard-Agarosegel-Elektrophorese.

2.4.8 Extraktion aus Agarosegelen

Spezifische DNA-Amplifikate aus LRPCR-Reaktionen wurden nach elektrophoreti-
scher Auftrennung unter UV-Licht mit einem sterilen Skalpell aus dem Agarosegel ge-
schnitten, in 1,5-ml-Reaktionsgefalie Uberfihrt und die enthaltene DNA unter Einsatz
des DNA Extraction Kit (Fermentas) gemalR Herstellerempfehlungen isoliert. Dieser
Methode liegt das Glasmilch-Prinzip zugrunde, bei dem in Standard-Agarose eingebet-
tete DNA in Anwesenheit hoher Konzentrationen chaotroper Salze an das Material einer
Silica-Suspension bindet und nach multiplen Waschschritten durch Lésungen geringer
Salzkonzentrationen in groRer Ausbeute (etwa 70 %) wieder eluiert wird (Vogelstein
und Gillespie 1979). Eine anschlieRende Féllung ist dabei nicht nétig, sodass die reine

DNA-L&sung direkt den weiteren Schritten zugefiihrt werden konnte.
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2.5 Methodik zur molekularen Charakterisierung spezifischer
DNA-Fragmente und Bruchpunktkartierung

Neben der in 2.3 dargestellten in-silico-Methodik, also dem Herausfiltern relevanter

Informationen aus molekularbiologischen Datenbanken, dienen die im Folgenden ver-

anschaulichten experimentellen Ansétze der Charakterisierung der zuvor isolierten

DNA-Fragmente. Die Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung ist dariiber hinaus das Werk-

zeug zur eigentlichen Bruchpunktkartierung der zu untersuchenden Translokation.

2.5.1 DNA-GroRRenbestimmung

Mit den in 2.4.7 erléuterten gelelektrophoretischen Auftrennungsmethoden konnten die
vom RZPD bezogenen Klone im Hinblick auf ihre molekulare GréRe (Basenpaare) cha-
rakterisiert und die gewonnenen experimentellen Daten mit den Angaben in Datenban-

ken (vgl. Tab. 3) verglichen werden.

2.5.2 Nicht-radioaktive BAC-DNA-Sequenzierung

Die durchgefiihrten in-vitro-Reaktionen zur Sequenzierung von BAC-DNA-Enden im
Hinblick auf eine Zuordnung zur humanen Referenzsequenz beruhen auf dem Prinzip
des enzymatischen Kettenabbruchs (Sanger et al. 1977). Dabei wurde das BigDye®
Terminator Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems) den Herstelleranweisungen
folgend eingesetzt. Dieses enthélt neben dem Sequenzierungspuffer einen Pramix be-
stehend aus Tag-DNA-Polymerase, dNTPs und mit Fluoreszenzfarbstoffen markierten
ddNTPs. Die Verwendung dieses Kits ermdglicht die Sequenzierreaktion in nur einem
Gefal mit einer einzigen PCR. Der Einbau eines der vier markierten Didesoxydinukleo-
tide ddGTP, ddATP, ddTTP, ddCTP terminiert die Verlangerung der DNA-Kette, wo-
bei Fragmente unterschiedlicher L&nge mit einem Didesoxyanalogon am 3’-Ende ent-
stehen. Dieses Fragmentgemisch wird in einem denaturierenden Polyacrylamidgel auf-
getrennt. Die Fluoreszenzfarbstoffe der ddNTPs werden durch einen Argonlaser ange-
regt, das emittierte Licht registriert, und von einer Auswertungssoftware die DNA-
Sequenz errechnet. Die Auftrennung und Auswertung der Proben erfolgte am automati-
schen Sequenziergerat ABI 377 (Applied Biosystems) im Zentrum fiir Medizinische
Grundlagenforschung (ZMG) der Medizinischen Fakultdt an der Universitat Halle-
Wittenberg.
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Reaktionsansatz (in 0,2-ml-Reaktionsgefallen):

1ug DNA-Template

4 ul Pramix (im Kit enthalten)

2 ul Sequenzierungspuffer (im Kit enthalten)
3,2 pmol Primer (vektorspezifisch, vgl. Tab. 2)
ad 20 ul H,O

PCR-Programm (Eppendorf Mastercycler® gradient):

95°C 5 min (initiale Denaturierung)
95°C 30s

50°C 10s } 30 Zyklen

60 °C 4 min

4°C halten bis zur Aufarbeitung

Aufarbeitung der Sequenzierproben:

Die Fallung der Proben erfolgte durch Zugabe von 0,1 Vol 1,5 M NaAc (in 250 mM
EDTA) und 3 Vol 100 % Ethanol. Nach Inkubation auf Eis fir 20 min wurde 25 min
bei 13 000 rpm zentrifugiert, das Pellet mit 70 % Ethanol gewaschen, luftgetrocknet und
schliel3lich in 4 ul Formamid-Ladepuffer aufgenommen. Die Proben wurden anschlie-
Rend kiihl und lichtgeschiitzt an das ZMG gegeben und dort unmittelbar vor dem Lauf

des Sequenziergels hitzedenaturiert.

2.5.3 Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH)

Mit der Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (Pinkel et al. 1986; modifiziert nach Lichter
et al. 1988) konnten entsprechend der Zielsetzung dieser Arbeit die selektierten und
isolierten spezifischen DNA-Fragmente chromosomal lokalisiert und somit physikali-
sche Karten der Bruchpunktregionen erstellt werden. Bei dieser Sonderform einer Nu-
Kleinsaurehybridisierung dienen in-situ denaturierte Chromosomenpraparationen auf
Obijekttragern als Zielnukleinséuren, die mit einem markierten DNA-Klon (bekannte
Sonde) hybridisiert werden. Das Auflésungsvermdgen ist abhéngig von der eingesetzten
Sonde und liegt bei der Metaphase-FISH in der GréRenordnung mehrerer Kilobasenpaa-
re. Nach umfangreichen, die Spezifitat sichernden Waschschritten werden die Komple-
xe fluoreszenzmarkiert und anschlieend auf einem Fluoreszenzmikroskop in-situ aus-
gewertet. Numerische und strukturelle Chromosomenaberrationen stellen sich durch

eine pathologische Anzahl an Fluoreszenzsignalen, balancierte strukturelle Anomalien
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zusétzlich durch deren spezielle radumliche Verteilung (split signals) dar. Eine vollstan-
dige molekulare Charakterisierung der eingesetzten Klone einschlieRlich der Sequenz-
daten ist im Gegensatz zu reinen PCR-Analysen nicht zwingende VVoraussetzung.

Auswahl und Vorbehandlung der Objekttrager

Unter dem Phasenkontrastmikroskop wurden bei 100 — 250facher VergroRerung die
Zell- und Metaphasendichte sowie die Spreitungsqualitat der Chromosomenpraparate
kontrolliert.

Eine Vorbehandlung der Objekttrédger vor Einsatz in der FISH hat sich fur die Qualitat
des Fluoreszenzpraparates (Hybridisierungsspezifitat) in bestimmten Féllen als guinstig
erwiesen. Durch eine RNase-A-Behandlung wurde auf 1 —3 Wochen gelagerten Ob-
jekttragern die auf dem Objekttrager fixierte RNA entfernt. Auf diese Weise wurde eine
unspezifische Bindung der markierten DNA-Sonde an endogene RNA verhindert. War
auf den Objekttragern viel Zytoplasma zu erkennen, wurden durch eine Pepsin-

Behandlung proteinhaltige Zellbestandteile entfernt.

RNase-A-Vorbehandlung:

RNase-A-Losung: 0,1 mg/ml RNase A in 2 x SSC-Puffer

Vor der eigentlichen Anwendung wurde die RNase-A-L6ésung 15 min im Wasserbad
gekocht, um darin enthaltene DNasen zu zerstéren. Nach Abkihlung der Lésung wur-
den jeweils 200 ul pro Objekttrager aufgetragen, diese dann blasenfrei mit einem
24 x 60 mm Deckglas abgedeckt und die Praparate 1 h bei 37 °C in einer feuchten
Kammer inkubiert. Anschliefend wurden die Objekttrdger zweimal 15 min bei RT in
einer Kivette mit 2 x SSC gespult, was der Entfernung der RNase-A-Ldsung und der

Alterung der Objekttrager diente.

Pepsin-Vorbehandlung:

Pepsin-Losung: 20 ul Pepsin

40 ml 0,01 M HCI (vorgewarmt)
Die Objekttrager wurden in einer Kiivette mit auf 37 °C vorgewéarmter Pepsin-Ldsung
20 min inkubiert und durchliefen dann folgende Prozedur: 5 min Spulung in 1 x PBS-
Puffer jeweils vor und nach einer Postfixation fir 5 min in 4 % Formaldehyd-L&sung
(alle Schritte bei RT), anschlieRend Lufttrocknung.
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Denaturierung der Chromosomenpréparate

Denaturierungslosung: 70 % Formamid (deionisiert) in 2 x SSC

pH 7,0 (prézise Titration mit Essigséure)
Vor der Denaturierung wurden die Objekttrager in einer aufsteigenden Ethanol-Reihe
(70 %, 80 %, 90 % und 2 x 99 %) fiur jeweils 1 min dehydriert. Die frisch angesetzte
Denaturierungslosung wurde in einer Kivette auf 70 °C vorgewarmt und die Chromo-
somenpraparate darin etwa 3 min denaturiert. AnschlieBend wurden die Objekttrager
unmittelbar durch eine auf -20 °C gekihlte aufsteigende Ethanol-Reihe gefuhrt (s. 0.),
luftgetrocknet und noch am selben Tag fir die Hybridisierung eingesetzt.

Markierung der DNA-Sonden/Nick Translation

Zur Markierung der isolierten Klone und LRPCR-Produkte (—2.4) kam das Verfahren
der Nick Translation (Rigby et al. 1977) zur Anwendung. Dabei wird die Template-
DNA zunichst mittels DNase | in Gegenwart von Mg®*-lonen gespalten, indem das
Enzym in einem der beiden Doppelstrange Phosphodiesterbriicken 6ffnet, wodurch 5’°-
Enden enstehen (nicks). Die 5’-3’-Exonuklease der DNA-Polymerase | baut von dieser
Stelle aus das DNA-Fragment ab, wahrend die entstehende Licke durch die Polymera-
sefunktion des Enzyms mittels Anhéngen von Biotin-markierten Nukleotiden an das
freie 3’-OH-Ende wieder geschlossen wird. Somit wird ein DNA-Strang durch einen
neuen mit Markierung ersetzt. Uber eine Variation der Reaktionsbedingungen, vor-
nehmlich der DNase-Konzentration und Inkubationsdauer, I&sst sich eine gezielte Be-
einflussung der FragmentgrolRen der markierten Sonden ermdglichen, was essenziell fir
eine erfolgreiche Hybridisierung ist. Erfahrungswerte ergaben optimale Fragmentgro-
Ren im Bereich von 50-500 bp. Die Effizienz des Einbaus von Biotin-16-dUTP konnte

anhand einer Farbreaktion (Dot-Blot) semigquantitativ abgeschatzt werden.

Reaktionsansatz:

1pg BAC-DNA/cDNA/LRPCR-Produkt

5l 10 x Nick-Puffer (0,5M Tris-HCI pH 7,4; 0,1 M MgCl,; 0,01 M DTT,;
500 pg/ml BSA)

2,4 ul  Biotin-16-dUTP (1 mM)

2,5ul  dNTP-Mix (je 1 mM dATP, dCTP, dGTP und 0,2 mM dTTP)
4 ul DNase | eines 1:1000 verdiinnten Stocks (1 mg/ml)

2 ul DNA-Polymerase

ad 50 ul H,O
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Der Ansatz wurde fur 4 h bei 15 °C in einem Kryostat inkubiert und anschliefend auf
Eis gestellt, um zundchst den Biotin-Einbau mittels Dot-Blot und die Fragmentgrofien

per Agarosegel-Elektrophorese (—2.4.7) zu tberprufen.
Dot-Blot:

Puffer 1: 25 mM Tris-HCI pH 7,5 Puffer 2: 25 mM Tris-HCI pH 9,5
50 mM NaCl 50 mM NacCl
0,05 % Triton-X

Blocking-L6sung: 7 ml Puffer 1
3 ml 10 % BSA

Mit je 1 ul des Nick-Translations-Ansatzes wurde eine Verdiinnungsreihe (1:10, 1:100,
1:1000) angesetzt und jeweils 2 pl dieser Verdunnungen auf einen Nylon-Filter aufge-
tragen. Die DNA wurde anschlieend in einem UV-Crosslinker kovalent an den Filter
gebunden. Um unspezifische Bindungen des spéter zugesetzten Streptavidins an den
Filter zu verhindern, wurde dieser 15 min bei RT in Blocking-Lésung inkubiert. Zur
Detektion des Biotins wurde der Filter dann 20 min in 9,5 ml Puffer 1 unter Zusatz von
0,3 ml 10 % BSA und 5 pul alkalischer Streptavidin-Phosphatase (0,1 mg/ml) bei RT auf
dem Schuttler inkubiert. Es folgten Waschvorgéange, jeweils 2 x 5 min in Puffer 1 und
2 x 5 min in Puffer 2, bevor sich die eigentliche Farbreaktion anschloss. Fur diese wur-
de der Filter 1 h in 10 ml Puffer 2 unter Zusatz von 50 mg/ml BCIP und 100 mg/mi
NBT unter Lichtabschluss auf dem Schiittler inkubiert, in 2 x SSC gespilt und getrock-
net. Eine deutliche Blaufarbung bis zur 1:100-Verdinnung weist auf einen sehr guten
Biotin-Einbau hin (Abb. 4).

1:10 ¢ O @ O o
1:100

1:1000

Abb. 4: Beispiel fiir einen Dot-Blot zur Uberpriifung des Biotin-Einbaus bei der Nick Translation.

Von den 5 getesteten Proben zeigen alle eine Blaufarbung bis zu einer Verdiinnung von 1:1000
und weisen daher einen ausreichenden Biotin-Einbau auf.

Kontrolle der FragmentgréRen mittels Agarosegel-Elektrophorese:

Ein 2-%-Agarosegel (in TBE-Puffer) wurde mit jeweils 3 ul markierter Probe (zuvor

10 min bei 95 °C denaturiert) und einem 100-bp-Marker wie in 2.4.7 beschrieben bela-
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den und die Elektrophorese bei 90 V fiir 2 h gefahren. Zeigte sich der Fragmentschmier
nach Auswertung des Gels weit vom Optimum (50-500 kb) entfernt, wurde der auf Eis
stehende Nick-Translations-Ansatz nach Zugabe von zusatzlichen 2 ul DNase | fur wei-
tere 2 h bei 15 °C im Kryostat inkubiert und die Fragmentgré3en danach erneut getestet.
Abb. 5 illustriert beispielhaft einen Fragmentschmier im optimalen Bereich.

Sondenfragmente

MU R [roooronavare

100 500 1500

Abb.5: Auswertung eines Agarosegels mit einer Probe nach Nick Translation.

Der Fragmentschmier zeigt sich in einem optimalen Bereich fur die FISH-Analyse.
Suppression unspezifischer Hybridisierungen (Pinkel et al. 1988)

Rekombinante DNA aus eukaryotischen Zellen enthélt oft repetitive Sequenzen (Alu-
und alphoide Sequenzen), welche bei einer in-situ-Hybridisierung auf menschlichen
Chromosomen zu einer unspezifischen Markierung vieler Bereiche des Genoms flihren
wirden. Um derartige Kreuzhybridisierungen zu verhindern, wurde der markierten
Sonde vor der eigentlichen Hybridisierung sogenannte Kompetitions-DNA in Form von
Lachssperm-DNA (Abséttigung unspezifischer Sequenzen) und Cot-1-DNA (Absatti-
gung hochrepetitiver Sequenzen) mit FragmentgroRen im Bereich von 250 — 500 bp
zugefuihrt. Fir LRPCR-Produkte und cDNA wurden in der Regel 5 pul Cot-1-DNA
(2 mg/ml) und 4 ul Lachssperm-DNA (10 mg/ml) und fur BACs 9 ul Cot-1-DNA und
6 ul Lachssperm-DNA verwendet.

Hybridisierungsansatz und Preannealing
Mastermix: 20 % Dextransulfat in 2 x SSC

Je nach geplanter FISH-Analyse wurden pro Objekttrager 500 ng markierte BAC-DNA,
100 ng markiertes LRPCR-Produkt oder 50 ng markierte cDNA in 10 pl Hybridisie-
rungslosung eingesetzt. Dafur wurde eine entsprechend abgeschatzte Menge an mar-
kierter und mit Kompetitions-DNA versetzter Sonde mit 0,1 Vol. NaAc pH 5,2 und
2,5 Vol Ethanol geféllt, mit 70 % Ethanol gewaschen und das getrocknete Pellet an-
schlieBend in 5 ul 100 % Formamid fir 30 min bei 37 °C geldst. Nach Zugabe von 5 pl

Mastermix erfolgte die Denaturierung des nun vollstdndigen Hybridisierungsansatzes
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fur 5 min bei 95 °C und eine unmittelbare Inkubation fir 15 min bei 37 °C. Letzteres
sogenanntes Preannealing gab der zugesetzten Kompetitions-DNA Gelegenheit, die
repetitiven Sequenzen der markierten Sonde vor der eigentlichen Hybridisierung abzu-
sattigen. Der Ansatz konnte nun auf den denaturierten Objekttrager pipettiert werden,
mit einem Deckglas blasenfrei abgedeckt und die Rander mit Rubber Cement versiegelt
werden. Die Hybridisierung erfolgte Gber Nacht in einer feuchten Kammer bei 37 °C.

Waschschritte nach der Hybridisierung

Die wahrend der Hybridisierung nicht oder nur unspezifisch gebundenen Sondenmole-
kile wurden durch anschlielende Waschschritte variabler Stringenz entfernt, um unspe-
zifische Signale und mégliche Hintergrundprobleme auf dem Objekttrager zu verrin-
gern. Alle Waschschritte erfolgten in einem Schittelwasserbad in den auf die angege-
benen Temperaturen vorgewdrmten Waschlosungs-Kivetten unter Vermeidung des

Austrocknens zwischen den einzelnen Waschschritten.

Waschlosung I: 50 % Formamid in 2 x SSC Waschlésung 11: 2 x SSC

pH 7,0 47 °C
47 °C
Waschlosung 111: 0,1 x SSC Waschlésung 1V: 4 x SSC
65 °C 0,1 % Tween® 20
47 °C

Waschschritte in zeitlicher Abfolge: 3 x 5 min Waschlésung I, 5 x 2 min Waschlésung

I1, 3 x 5 min Waschlésung 11, 1 x 5 min Waschlésung 1V.
Fluoreszenzmarkierung
Blocking-L6sung: 5% BSA in 4 x SSC, sterilfiltriert

FITC-Avidin-Ldsung: Fluorescein Avidin D (5 mg/ml)
1:200 verdunnt in Blocking-Ldsung

BAAD-LGsung: BAAD (0,5 mg/ml)

1:100 verdunnt in Blocking-L6sung
Biotin kann durch spezifische Bindung von FITC-gekoppeltem Avidin D detektiert und
das Signal mittels eines biotinylierten Antikorpers gegen Avidin D (BAAD) und erneute
Inkubation mit FITC-Avidin D amplifiziert werden. Alle Inkubationsschritte erfolgten
in einer feuchten Kammer unter Lichtabschluss. Nach Abschluss der Waschschritte

wurden die Objekttrager mit 500 ul Blocking-LOsung benetzt, fir 10 min bei 37 °C in-



2 Material und Methodik 33

kubiert, die Blocking-Ldsung verworfen und 100 ul der FITC-Avidin-LOosung aufgetra-
gen. Nach Inkubation fir 30 min bei 37 °C wurden die Objekttrager 3 x5 min in
Waschlosung 11 (s. 0.) geschittelt. Es folgten ein erneuter Blocking-Schritt und eine
Inkubation mit 100 ul BAAD-L6sung bei 37 °C. Nach 30 min wurden die Objekttrager
wie oben gespult und ein weiterer Blocking-Schritt, gefolgt von 30 min Inkubation mit
FITC-Avidin-Ldsung und abschlieBendem Waschschritt, durchgefihrt.

FISH-Analyse mit dem TelVysion® 9p SG Probe/Hybridization Set

Kommerzielle FISH-Sonden der Firma Abbott Laboratories (—2.2.3) sind primar fluo-
reszenzmarkiert (FITC) und mit kompetitiver DNA versetzt. Im Set enthalten ist auch
der Hybridisierungspuffer (Lésung aus Dextransulfat und Formamid in SSC; pH 7,0).
Fur die in-situ-Hybridisierung wurde der Hybridisierungsansatz, bestehend aus 1 ul
Sonde, 7 ul Puffer und 2 ul H,O, bei 70 °C fir 5 min im Wasserbad denaturiert und
sofort auf einen denaturierten Objekttrager (s. 0.) pipettiert. Beim Waschen der Prépara-
te nach Inkubation ber Nacht konnte wegen der hohen spezifischen Bindung der vor-
gefertigten Sonden auf ein verkirztes, Formamid-freies Protokoll zuriickgegriffen wer-
den. Dazu wurden die Objekttrager zunéchst in auf 73 °C erhitztem 0,4 x SSC-Puffer
fur 2 min geschittelt, anschlieBend in eine 2 x SSC/0,2 % Tween® 20 Waschlésung

Uberfuhrt und darin fur 1 min bei RT gespdlt.
Gegenfarbung der Chromosomen mit Propidiumiodid und DAPI

Féarbelésung: 1 mg/ml Propidiumiodid
0,2 mg/ml DAPI
in Vectashield® Mounting Medium
Pro Objekttrager wurden 30 ul der Féarbelésung aufgetragen, ein Deckglas blasenfrei

aufgelegt und mit handelsublichem Nagellack umrandet.
Auswertung der Praparate am Fluoreszenzmikroskop

Die Praparate wurden mit einem Fluoreszenzmikroskop (Zeiss Axioplan 2) analysiert.
Dieses ist mit einem Fluorescein-Propidiumiodid-Kombinationsfiltersystem ausgestat-
tet, welches die direkte Betrachtung der Fluoreszenzsignale auf den Metaphasechromo-
somen erlaubt. Geeignete Metaphasen wurden mittels integrierter CCD-Kamera bei
160-facher VergrofRerung unter Immersionsol digitalisiert und im MetaSystems-

Dokumentationssystem ISIS V5.0 gespeichert.



3 Ergebnisse

Im Mittelpunkt der vorliegenden Arbeit stand die molekulare Eingrenzung der chromo-
somalen Bruchpunktregionen einer Translokation t(6;9)(p12;p24) mit Hilfe der Fluores-
zenz-in-situ-Hybridisierung bei einem Patienten mit B-CLL im Hinblick auf die mogli-
che Identifizierung von Kandidatengenen, die mit der Ausprdgung der vorliegenden
phénotypischen Storung korrelieren.

3.1 In-silico-Analyse der zytogenetisch ermittelten Bruch-
punktregionen

Ausgangspunkt fir die molekulare Charakterisierung der zytogenetisch definierten
Bruchpunktregionen auf 6p12 und 9p24 war die Identifizierung und Selektion spezifi-
scher BAC-Klone mit Hilfe des in 2.3.1 vorgestellten Genom-Browsers. Zunéchst wur-
den nur wenige ber die 6p12- (ca. 12 Mb) und 9p24-Region (ca. 9 Mb) verteilte Klone
zufallig ausgewéhlt, um durch FISH-Analysen deren Lokalisation in Relation zu den
Bruchpunkten zu bestimmen (proximal bzw. distal). Uber diese erste Eingrenzung der
Bruchstellen konnte nun analog eine kleinere Region der in-silico-Analyse unterzogen
werden, um weitere geeignete Klone zu bestellen. Diese Strategie wurde schrittweise
bis zur Identifizierung Bruchpunkt-tberspannender Klone fur 6p12 und 9p24 fortge-
setzt. Wegen der in 1.2.3 erlauterten klinischen Relevanz wurden zur genauen Kartie-
rung von JAK2 in Relation zum 9p24-Bruchpunkt zwei spezifische BAC-Klone selek-
tiert, die das Gen jeweils am 5°-Ende (RP11-3H3) und 3’-Ende (RP11-28A9) flankieren
(Reiter et al. 2005). Alle 27 eingesetzten BAC-KIlone sind in Tab. 3 aufgelistet und mo-

lekular charakterisiert.

3.2 Molekularzytogenetische Kartierung der genomischen
Bruchpunktregionen 6pl12 und 9p24

3.2.1 FISH-Analyse des Subtelomerbereichs 9p

Aufgrund der physikalischen Nahe der 9p24-Bruchpunktregion zum Telomer wurde
unter Zuhilfenahme einer spezifischen FISH-Sonde fur das Telomer 9p (—2.2.3) die
Position des Locus 305J7-T7 (GenBank AF170276; Lese et al. 1999) auf Aberrationen
untersucht. Dieser kartiert innerhalb einer maximalen Distanz von 190 kb zum Telomer

9p (Abb. 6) und ist in Relation zum eigentlichen Telomer und den telomerassoziierten
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Wiederholungen (TAR) die am weitesten distal gelegene spezifische Sequenz, die bis-
lang flr den Subtelomerbereich von 9p bekannt ist.

’ <«— Telomer: 3-20 kb (TTAGGG),

é <+— TAR
9p é

6| 4+— Sonde 305J7-T7

(max. 190 kb vom Telomer lokalisiert)
cen
<4— spezifische Chromosomensequenz

9q -

Abb. 6: Kartierung der subtelomerischen FISH-Sonde 305J7-T7.

Links: Ideogramm von Chromosom 9. Rechts: Schematische AusschnittsvergréBerung des
Telomerbereichs mit physikalischer Kartierung der eingesetzten FISH-Sonde (griine Punkte).
TAR=telomerassoziierte Wiederholungen.

Nachstehende Abbildungen illustrieren die Ergebnisse der FISH-Analyse (Abb. 7).

Abb. 7: FISH-Analyse mit der subtelomerischen Sonde 305J7-T7.

(A) Kontrollversuch auf Metaphasechromosomen eines klinisch unauffalligen Probanden. Die p-
Telomere beider homologer Chromosomen 9 zeigen das erwartete spezifische Signal. (B) Mit
den Patientenchromosomen als Zielnukleinséure hybridisiert die Sonde auf Chromosom 9 so-
wie dem derivativen Chromosom der(6) und liegt daher distal des Bruchpunktes.
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Nach Auswertung von 50 Metaphasen zeigt sich der strukturelle Subtelomerbereich 9p
im Rahmen des Auflosungsvermdgens dieser Methode intakt (keine Deletionen, Dupli-
kationen, Translokationen). Darlber hinaus lasst sich feststellen, dass der Locus 305J7-
T7 bei dem Patienten auf das derivative Chromosom 6 transloziert ist, deshalb musste
der Translokationsbruchpunkt in 9p24 auf genomischer Ebene weiter proximal in Rich-
tung Richtung Zentromer gesucht werden.

3.2.2 Molekulare Charakterisierung 6p12-/9p24-spezifischer BAC-Klone
In diesem Abschnitt sind die zur Kartierung der Translokationsbruchpunkte eingesetz-
ten 27 BACs nebst molekularer Charakterisierung aufgelistet (Tab. 3).

FISH-Analysen

Um physikalische Karten der Bruchpunktregionen zu erhalten, wurde die zytogeneti-
sche Zuordnung aller BAC-Klone zu 6p12 und 9p24 durch FISH-Analysen auf Meta-
phasechromosomen von Kklinisch und zytogenetisch unauffélligen Probanden tberpruft.
Die in den Datenbanken angegebene chromosomale Zuordnung konnte bei allen 27 ge-
testeten Klonen bestétigt werden. Die Identifikation der Metaphasechromosomen in der

Fluoreszenzmikroskopie ist anhand der GroRe, der Position des Zentromers und des

Bandenmusters der DAPI/Propidiumiodid-Farbung méglich. Abb. 8 zeigt exemplarisch
die Auswertungen der Klone RP11-399A15 (6p12) und RP11-147111 (9p24).

Abb.8: Chromosomale Zuordnung der BAC-Klone mittels FISH-Analyse.

Exemplarische Darstellung von (A) RP11-147111 und (B) RP11-399A15. Das Hybridisierungs-
signal der eingesetzen Sonde auf den jeweiligen homologen Chromosomen 6 bzw. 9 reflektiert
die chromosomale Kartierung des BAC-Klons (vgl. Tab. 3).
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PFGE-Analysen

Um die molekulare GroRRe der Klon-Inserts zu bestimmen, wurden diese mit der Re-
striktionsendonuklease Notl aus dem Vektor geschnitten (—2.4.6) und die Fragmente
mittels PFGE (—2.4.7) aufgetrennt. Durch die Spaltung kam bei jedem BAC-Klon der
jeweilige Vektor als 9 kb (pBACe3.6) bzw. 7 kb (pBeloBAC1) grofies Fragment im Gel
zur Darstellung (—2.2.2). Alle weiteren Fragmente wurden je nach Vorhandensein von
Notl-Erkennungssequenzen im spezifischen Insert mit den nach Datenbankrecherchen
zu erwarteten Fragmentlangen verglichen. In 5 Féllen wich dabei das experimentelle
Ergebnis von den Datenbankeintrdgen ab (vgl. Tab. 3). Eine exemplarische Darstellung
der PFGE-Ergebnisse erfolgt in Abb. 9.
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Abb. 9: PFGE nach Notl-Restriktion von 6 BAC-Klonen der RPCI-Bibliothek.

In allen Spuren ist die ausgeschnittene Vektorbande von ca. 9 kb zu erkennen. Bei RP11-
147111 und RP11-143M15 stellt sich darunter noch ein spezifisches Fragment von 6,6 kb dar
(vgl. Tab. 3). Als Marker (M) diente der Low Range PFG Marker (New England Biolabs).
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Sequenz-Analysen

Die Anordnung von BAC-KIlonen entlang der humanen Referenzsequenz gelingt tUber
die Ansequenzierung ihrer Insert-Enden (—2.5.2) und anschlieBende BLAST-Analyse
(—2.3.1). Dieser Ansatz wurde bei den Klonen vorgenommen, die als Contig die
Bruchpunkte tberspannen, um die Datenbankeintrdge zu Gberprufen. Abb. 10 zeigt dies
exemplarisch fir das von einer Seite ansequenzierte Insert des Klons CTD-2378K7.

00000034 aagcttgagaagttttcctcatctggaatctatggtctgaatgcagaagt 00000083
SESSSSS> [P EEr ettt et et et ettt e >>>>>>>>

55088907 aagcttgagaagttttcctcatctggaatctatggtctgaatgcagaagt 55088956

00000084 tcttttatttataagaaatggccagtaaaacagatagactgtatcacata 00000133
SESSSS5> LI EEET P E et et et ettt r e >>>>>>>>
55088957 tcttttatttataagaaatggccagtaaaacagatagactgtatcacata 55089006

00000134 gtataacattgtttactggcatgtatgagacttaaattattttgttaatg 00000183
SESSSS5> LI EEET P et et et et et et r e >>>>>>>>
55089007 gtataacattgtttactggcatgtatgagacttaaattattttgttaatg 55089056

00000184 caaattatttgagtcgactaatttttagtctgcataatcttgaaaatact 00000233
SESSSS5> [P EEr et et et et et et r e e >>>>>>>>
55089057 caaattatttgagtcgactaatttttagtctgcataatcttgaaaatact 55089106

00000234 tcgatgtatttagatttaattagggaatatatatatttttcatcactggt 00000283
SESSSS5> [P T P ettt et et et et et >>>>>>>>
55089107 tcgatgtatttagatttaattagggaatatatatatttttcatcactggt 55089156

00000284 ttttagttttaaaaaatattaaaagaggctaaaatacttctagggggaga 00000333
SESSSS5> [P Err et Lttt et et et >>>>>>>>
55089157 ttttagttttaaaaaatactaaaagaggctaaaatacttctagggggaga 55089206

00000334 tagaaaaagagagagttggaagaggaagagggaaagaaaaaaatgggaag 00000383
SESSSS5> [P EEr et et et et et et et rrrr >>>>>>>>

55089207 tagaaaaagagagagttggaagaggaagagggaaagaaaaaaatgggaag 55089256

00000384 aggagaagaaaggaaagagggaagaagggagaagcaaggagagaaaagaa 00000433
SESSSSS> [ EEEEEErEEr et ettt r e e >>>>>>>>

55089257 aggagaagaaaggaaagagggaagaagggagaagcaaggagagaaaagaa 55089306

00000434 tcaccaatttgtggttaaaattaaaaatatttcttcttgaa.tacctaga 00000482
SESSSSS> [ EEEEEErEEr e ettt e e e >>>>>>>>
55089307 tcaccaatttgtggttaaaattaaaaatatttcttcttgaaatacctaga 55089356

00000483 atacaattgatct 00000495
SSSS555> [ ||| >>>>>>>>
55089357 atacaattgatct 55089369

Abb. 10: Vergleich der experimentell ermittelten Sequenzdaten von BAC-Klon CTD-2378K7 mit der
humanen Referenzsequenz.

Griun: Referenzsequenz (Zahlen kennzeichnen die Basenposition auf Chromosom 6 mit Zahl-
beginn am Telomer des kurzen Arms). Rot: Basenposition des BAC-Klons. Eine langstreckige
Zuordnung (vertikale Striche) erfolgt innerhalb der Chromosomenbande 6p12.1.
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Tab. 3: Molekulare Charakterisierung der zur Bruchpunktkartierung selektierten BAC-Klone fur die untersuchten Chromosomenregionen 6p12 und 9p24.

Neben molekularer Grof3e und Restriktionsmuster (Notl) sind zahlreiche Kartierungsdaten angegeben. Alle wesentlichen Daten wurden Uber eigene Experimente vali-
diert (grau unterlegt). SC: Sanger Center, NCI: National Cancer Institute, FHCRC: Fred Hutchinson Cancer Research Center.

Kartierung
Ifd BAC-Klon Grolein Notl- PFGE- - i vollstan-
Nummer | (internationaler | kb (Daten- | Restriktions- | Besta- | chromosom Bgégrg%smon Kartierungsmethode (Pro- g'%eﬁe dige ansequ
Name) bank) muster tigung | (patenbank) ( enome vider) ~ | Sequenz | enziert
Browser) Daten -
publiziert

1 RP11-546015 | 182,982 @ Schnittstellen ja | 6p12.2-21.1 | 45777368-45960349 | Sequenz/FISH (SC) 6p12 ja nein
2 RP11-23E24 175,410 @ Schnittstellen ja | 6p12.3d 48326607-48502016 | Sequenz/FISH (NCI) 6p12 ja nein
3 RP11-413D16 152,946 & Schnittstellen ja 6p12.3b 49920753-50073698 | Sequenz/FISH (NCI) 6pl2 ja nein
4 RP11-392A23 204,823 & Schnittstellen ja 6p12 52696852-52901674 | Sequenz/FISH (FHCRC) 6pl2 ja nein

150,774 kb | _ _
5 RP11-7H16 171,960 ja 6p12 53474207-53646166 | BAC-Ends/FISH (FHCRC) | 6p12 nein nein

21,186 kb
6 RP11-362K18 162,664 & Schnittstellen ja 6pl12.1d 54092188-54254851 | Sequenz/FISH (NCI) 6pl2 ja nein
7 RP11-625N18 164,256 & Schnittstellen ja 6pl2.1 54860994-55025249 | BAC-Ends 6pl2 nein nein
8 CTD-2053L14 148,165 & Schnittstellen ja 6pl2.1 54940741-55088905 | BAC-Ends 6pl2 nein ja
9 RP11-399A15 159,698 @ Schnittstellen | ~175 kb | 6p12.1 55003063-55162760 | Sequenz 6pl2 ja ja
10 CTD-2378K7 104,822 & Schnittstellen ja 6pl2.1 55088907-55193737 | BAC-Ends 6pl2 nein ja
11 RP11-91E17 154,121 & Schnittstellen ja 6pll.2-12 55127631-55281751 | BAC-Ends/FISH (FHCRC) | 6p12 nein nein
12 | RP11-146B10 fn‘é"’}d'gjeen“ @ Schnittstellen | ~170 kb | 6p12.1 55416420~? BAC-End/FISH (FHCRC) | 6p12 nein nein
13 RP11-111P16 171,620 & Schnittstellen ja 6pl2 55544177-55715796 | BAC-Ends/FISH (FHCRC) | 6p12 nein nein
14 RP11-120K22 173,872 & Schnittstellen ja 6pl2.1c 55698507-55872378 | Sequenz/FISH (NCI) 6p12 ja nein
15 | RP11-89D6 @ validen | o sepnittstellen | ~170 kb | SP11- 571891937 BAC-End/FISH (FHCRC) | 6p12 nein nein
Angaben 6911

16 RP11-31F19 144,927 & Schnittstellen | ~160 kb | 9p24.1-24.3 | 537217-682143 Sequenz/FISH (SC) 9p24 ja nein
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17

RP11-130C19

197,099

& Schnittstellen

9p24.1-24.3

615148-812246

Sequenz/FISH (SC)

9p24

nein

18

RP11-143M15

179,006

147,444 kb

19,403 kb

6,675 kb

4,362 kb

1,122 kb

ja

9p23-24.3

812147-991152

Sequenz/FISH (SC)

9p24

ja

nein

19

RP11-580E7

167,489

126,546 kb

28,784 kb

6,675 kb

4,362 kb

1,122 kb

9p24.3

833045-1000533

BAC-Ends

9p24

nein

nein

20

CTD-2208P21

144,838

80,117 kb

52,562 kb

6,675 kb

4,362 kb

1,122 kb

9p24.3

879474-1024311

BAC-Ends

9p24

nein

21

RP11-147111

172,871

129,401 kb

31,311 kb

6,675 kb

4,362 kb

1,122 kb

ja

9p24.3

928280-1101150

Sequenz

9p24

ja

ja

22

RP11-110M16

148,091

& Schnittstellen

9p24.3

1029428-1177518

BAC-Ends

9p24

23

RP11-341G2

120,698

& Schnittstellen

9p24.1-24.3

1121123-1241689

Sequenz/FISH (SC)

9p24

nein

24

RP11-125B21

168,366

& Schnittstellen

9p24.1-24.3

2296268-2464633

Sequenz/FISH (SC)

9p24

nein

25

RP11-32F11

162,237

& Schnittstellen

9p24.1-24.3

3104772-3267008

Sequenz/FISH (SC)

9p24

nein
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26

RP11-3H3

146,400

& Schnittstellen

9p24.1

4770628-4917027

BAC-Ends

9p24

nein

nein

27

RP11-28A9

175,323

79,881 kb

47,379 kb

35,003 kb

12,734 kb

0,163 kb

0,163 kb

ja

9.24.1

5246930-5422252

BAC-Ends

9p24

nein

nein
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3.2.3 FISH-Analysen zur Identifizierung Bruchpunkt-tiberspannender
BAC-Klone

Ein wesentlicher Schritt der molekularen Bruchpunktkartierung ist die ldentifizierung
Bruchpunkt-uberspannender Klone. Insgesamt 15 BAC-Klone spezifisch fir 6p12 und
12 BACs fir 9p24 dienten als Sonden fir die Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung auf
Metaphasechromosomen des Patienten. Die Hybridisierungssignale und deren Vertei-
lung auf die an der Translokation beteiligten derivativen Chromosomen 6 und 9 spie-
geln die Lage der Klone zum Bruchpunkt wider. Die chromosomale Zuordnung wird
durch ein Signal auf dem jeweiligen ,,normalen” homologen Chromosom bestétigt.
Hybridisiert beispielsweise ein 6pl2-spezifischer Klon zusatzlich auf dem derivativen
Chromosom 9, so ist die Ziel-Sequenz des Patienten an diesem Locus transloziert und

der Bruchpunkt findet sich weiter Richtung Zentromer auf Chromosom 6.

Eingrenzung des 6p12-Bruchpunktes

FISH-Analysen mit den Klonen RP11-546015, RP11-23E24, RP11-413D16, RP11-
392A23, RP11-7H16, RP11-362K18, RP11-625N18 und CTD-2053L14 zeigten Hy-
bridisierungssignale auf Chromosom 6 sowie dem derivativen Chromosom 9 der Trans-

lokation. Die DNA-Sequenz dieser BACs kartiert damit distal des 6p12-Bruchpunktes
in Richtung Telomer (Abb. 11).

RP11-546015 |
RP11-23E24
RP11-546015 3
RP11-413D16

RP11-392A23

der(9)

RP11-7H16
RP11-362K18
RP11-625N18

CTD-2053L14 |

der(9)

Abb. 11: FISH-Analyse mit BACs, die distal des 6p12-Bruchpunktes kartieren.

Rechts: Schematische Darstellung der hybridisierten BAC-Sequenzen auf dem derivativen
Chromosom 9 der untersuchten Translokation t(6;9)(p12;p24). Rot dargestellt ist der hierhin
translozierte Anteil von Chromosom 6. Links: Das fluoreszenzmikroskopische Bild nach Hybridi-
sierung (hier exemplarisch Klon RP11-546015) zeigt Signale auf Chromosom 6 und der(9).
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Die Sequenz der Klone CTD-2378K7, RP11-91E17, RP11-146B10, RP11-111P16,
RP11-120K22 und RP11-89D6 ist dagegen auf dem derivativen Chromosom 6 verblie-
ben und Kartiert folglich proximal des Bruchpunktes in Richtung Zentromer (Abb. 12).

RP11-89D6

CTD-2378K7
RP11-91E17
RP11-146B10
RP11-111P16
RP11-120K22

RP11-89D6

der(6)

Abb. 12: FISH-Analyse mit BACs, die proximal des 6p12-Bruchpunktes kartieren.

Rechts: Schematische Darstellung der hybridisierten BAC-Sequenzen auf dem derivativen
Chromosom 6 der untersuchten Translokation t(6;9)(p12;p24). Grin dargestellt ist der hierhin
translozierte Anteil von Chromosom 9. Links: Das fluoreszenzmikroskopische Bild nach Hybridi-
sierung (hier exemplarisch Klon RP11-89D6) zeigt Signale auf Chromosom 6 und der(6).

RP11-399A15 konnte durch gesplittete Signale auf den derivativen Chromosomen
der(6) und der(9) als Bruchpunkt-tberspannend identifiziert werden (Abb. 13).

RP11-399A15

Abb. 13: FISH-Bild des den 6p12.1-Bruchpunkt Giberspannenden BAC-Klons RP11-399A15.

Zu erkennen sind die gesplitteten Hybridisierungssignale auf beiden derivativen Chromosomen.



3 Ergebnisse 44

Entsprechend der experimentell ermittelten Gréi3e des Inserts von RP11-399A15 (vgl.
Tab. 3) lasst sich der 6p12-Bruchpunkt somit auf einen Bereich von ca. 175 kb eingren-
zen. Durch Kombination der FISH-Daten mit denen der molekularen Charakterisierung
wurde eine resultierende physikalische Karte der genomischen Bruchpunktregion er-
stellt (Abb. 14). Diese illustriert die Lage der untersuchten BAC-Klone zueinander, so-
wie deren Position relativ zu den Translokationsbruchpunkten. RP11-625N18, CTD-
2035L14, RP11-399A15, CTD-2378K7 sowie RP11-91E17 bilden dabei ein Contig
uberlappender Klone in einem Bereich von 420 kb um die Bruchpunktregion innerhalb
der Chromosomenbande 6pl12.1. AufRerdem wird ersichtlich, dass das humane Gen
RUNX2 etwa 10 Mb distal der Bruchstelle lokalisiert ist.

45Mb 48 Mb 50 IMb 52 IMb 54 IMb 5|6 Mb 58 Mb

tel<—$( | =

)T | | »Cen

RP11-546015 RP11-413D16 RP11-7H16
] [ ] ] m [ ]

RP11-23E24 RP11-392A23

rP11-89D16
]

RP11-396A15

17% kg

CTD-2378K7 |_

RP11-91E17
CTD-2053L14 mmmw

sl3
RUNX2 s

RP11-146B10

I

|

: RP11-111P16 me—
RP11-625N18:

‘= RP11-382K18 ! RP11-120K22 -
54 Mo S~ 420k 7 56 Mo

Abb. 14: Physikalische Karte des 6p12.1-Bruchpunktes.

Die Ergebnisse der FISH-Analysen werden durch die unterschiedliche Farbgestaltung wieder-
gegeben. Rot: Klone distal des Bruchpunktes. Schwarz: Klone proximal des Bruchpunktes.

Bruchpunkt-Uiberspannender Klon RP11-399A15. Die Position des Bruchpunktes ist als
vertikale gestrichelte Linie angezeigt. Ein 420 kb umfassendes Contig tUberlappender Klone um
den Bruchpunkt befindet sich innerhalb der blau umrandeten VergrofRerungszone im Bereich
der Basenpositionen 54 bis 56 Mb auf Chromosom 6. Die Position von Runx2 (violetter Balken)
zeigt das Lageverhaltnis zum Bruchpunkt an.

Eingrenzung des 9p24-Bruchpunktes

Die Vorgehensweise gestaltete sich analog zu 6p12. FISH-Analysen mit den Klonen
RP11-31F19, RP11-130C19, RP11-143M15, RP11-580E7 und CTD-2208P21 zeigten
Hybridisierungssignale auf Chromosom 9 sowie dem derivativen Chromosom 6 der

Translokation. Die DNA-Sequenz dieser BACs Kartiert damit distal des 9p24-
Bruchpunktes in Richtung Telomer (Abb. 15).
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RP11-130C19

der(6) RP11-31F19
RP11-130C19
RP11-143M15
RP11-580E7
CTD-2208P21

der(6)

Abb. 15: FISH-Analyse mit BACs, die distal des 9p24-Bruchpunktes kartieren.

Rechts: Schematische Darstellung der hybridisierten BAC-Sequenzen auf dem derivativen
Chromosom 6 der untersuchten Translokation t(6;9)(p12;p24). Grin dargestellt ist der hierhin
translozierte Anteil von Chromosom 9. Links: Das fluoreszenzmikroskopische Bild nach Hybridi-
sierung (hier exemplarisch Klon RP11-130C19) zeigt Signale auf Chromosom 9 und der(6).

Die Sequenz der Klone RP11-110M16, RP11-341G2, RP11-125B21, RP11-32F11,
RP11-3H3 und RP11-28A9 ist dagegen auf dem derivativen Chromosom 9 verblieben
und kartiert folglich proximal des Bruchpunktes in Richtung Zentromer (Abb. 16).

RP11-341G2 RP11-110M16
RP11-341G2
RP11-125B21
RP11-32F11
RP113H3

RP11-28A9

* der(9)

der(9)

Abb. 16: FISH-Analyse mit BACs, die proximal des 9p24-Bruchpunktes kartieren.

Rechts: Schematische Darstellung der hybridisierten BAC-Sequenzen auf dem derivativen
Chromosom 9 der untersuchten Translokation t(6;9)(p12;p24). Rot dargestellt ist der hierhin
translozierte Anteil von Chromosom 6. Links: Das fluoreszenzmikroskopische Bild nach Hybridi-
sierung (hier exemplarisch Klon RP11-341G2) zeigt Signale auf Chromosom 9 und der(9).
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RP11-147111 konnte durch gesplittete Signale auf den derivativen Chromosomen der(6)
und der(9) als Bruchpunkt-iberspannend identifiziert werden (Abb. 17).

RP11-147111

Abb. 17: FISH-Bild des den 9p24.3-Bruchpunkt Giberspannenden BAC-Klons RP11-147111.

Zu erkennen sind die gesplitteten Hybridisierungssignale auf beiden derivativen Chromosomen.
Entsprechend der experimentell ermittelten GroRe des Klon-Inserts (vgl. Tab. 3) lasst
sich der 9p24-Bruchpunkt somit auf einen Bereich von ca. 173 kb eingrenzen. Abb. 18
stellt die physikalische Karte der Bruchpunktregion dar. RP11-143M15, RP11-580E7,
CTD-2208P21, RP11-147I111, RP11-110M16 sowie RP11-341G2 bilden dabei ein Con-
tig Uberlappender Klone in einem Bereich von 430 kb um die Bruchpunktregion inner-
halb der Chromosomenbande 9p24.3. AuRerdem wird ersichtlich, dass das humane Gen

JAK2 etwa 4 Mb proximal der Bruchstelle lokalisiert ist.

In Zusammenschau der bis hierhin dargestellten FISH-Ergebnisse kann der ISCN-
Karyotyp nach ldentifizierung Bruchpunkt-lberspannender BAC-Klone wie folgt er-
ganzt werden: 46,XY.ish t(6;9)(p12.1;p24.3)(RP11-399A15sp;RP11-147111sp).
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0] l}/lb I1,0||Y|b 2,0|Mb 3,0|Mb 4,0|Mb 5,0|Mb
tel T | 1 1 | »cen
1
1
RP11-31F19 1 RP11-125B21 RP11-32F11 RP11-3H3  RP11-28A9
[ ] I ] [ ] [ ]
| Sl
RP11-130C19 : JAK2
Lm e .
RP11-147111
CTD-2208P21  173KD -
1
RP11-50E7 : RP11-110M16
RP11-143M15 | RP11.341G2
2. 1
N &Mh 430 kh 2 18Mh

Abb. 18: Physikalische Karte des 9p24.3-Bruchpunktes.

Die Ergebnisse der FISH-Analysen werden durch die unterschiedliche Farbgestaltung wieder-
gegeben. Grun: Klone distal des Bruchpunktes. Schwarz: Klone proximal des Bruchpunktes.
Hellblau: Bruchpunkt-Uberspannender Klon RP11-147111 Die Position des Bruchpunktes ist als
vertikale gestrichelte Linie angezeigt. Ein 430 kb umfassendes Contig Uberlappender Klone um
den Bruchpunkt befindet sich innerhalb der blau umrandeten VergréRerungszone im Bereich
der Basenpositionen 0,8 bis 1,5 Mb auf Chromosom 9. Die Position von JAk2 (violetter Balken)
zeigt das Lageverhaltnis zum Bruchpunkt an.

3.2.4 Feinkartierung mittels long range PCR generierter FISH-Sonden
Nachdem die Translokationsbruchpunkte auf ein chromosomales Intervall von 175 kb
(6p12.1) bzw. 173 kb (9p24.3) kartiert werden konnten, wurde im nachsten Schritt an-
gestrebt, die Bruchpunktregionen noch weiter einzuschranken. Diese Feinkartierung
gelang durch FISH-Analysen mittels LRPCR-generierter Subfragmente (—2.4.4) aus
den die Bruchpunkte berspannenden BAC-Klonen RP11-399A15 und RP11-147111.
Fir 6pl12.1 hatten die bisherigen FISH-Analysen ergeben, dass der zu erwartende
Bruchpunkt innerhalb der genomischen Sequenz zwischen den benachbarten Klonen
CTD-2053L14 (kartiert distal des Bruchpunktes) und CTD-2378K7 (kartiert proximal
des Bruchpunktes) liegen muss, die mit RP11-399A15 uberlappen (Abb. 19). Gleiche
Uberlegungen wurden fiir 9p24.3 angestellt, wo der definitive Bruchpunkt zwischen den
benachbarten Klonen CTD-2208P21 (kartiert distal des Bruchpunktes) und RP11-
110M16 (kartiert proximal des Bruchpunktes), die mit RP11-147111 Uberlappen, zu
finden sein wird (Abb. 20).



3 Ergebnisse 48

Abb. 19:

Abb. 20:

RP11-399A15
175 kb
cT1D-2053L14 cTD-2378K7
I
148 kb 105 kb

Partielle schematische Darstellung der zu erwartenden Bruchpunktregion 6p12.1 zwi-
schen den BAC-Klonen CTD-2053L14 und CTD-2378K?7.

Die BACs sind als farbige Balken (rot: FISH-Kartierung distal des Bruchpunktes, schwarz:
proximal des Bruchpunktes, Bruchpunkt-tberspannend) mit ihrem Namen dariber und
der GrofR3e darunter eingezeichnet. Innerhalb der grauen Box sollte der Bruchpunkt durch wei-
terfuhrende FISH-Analysen mit LRPCR-Subfragmenten weiter eingegrenzt werden.

RP11-147111
173 kb

cTD-2208P21 RP11-110M16
|
145 kb 148 kb

Partielle schematische Darstellung der zu erwartenden Bruchpunktregion 9p24.3 zwi-
schen den BAC-Klonen CTD-2208P21 und RP110M16.

Die BACs sind als farbige Balken (griin: FISH-Kartierung distal des Bruchpunktes, schwarz:
proximal des Bruchpunktes, hellblau: Bruchpunkt-Uberspannend) mit ihrem Namen darlber
und der GrolRe darunter eingezeichnet. Innerhalb der grauen Box sollte der Bruchpunkt durch
weiterfihrende FISH-Analysen mit LRPCR-Subfragmenten weiter eingegrenzt werden.

Da die DNA-Sequenz der Klone bekannt und hinreichend bestatigt ist, konnten durch

die Wahl geeigneter Primer (—2.2.4) die in Tab. 4 dokumentierten spezifischen PCR-

Produkte aus den kritischen Regionen bekannter molekularer GroRe (11 — 12 kb) ampli-

fiziert und nach Uberpriifung von erwarteter GroRe (Abb. 21 ) und zytogenetischer Kar-

tierung (Abb. 22) auf Patientenmaterial eingesetzt werden.

Tab. 4: Molekulare Charakterisierung der zur FISH-Analyse eingesetzten LRPCR-Produkte.

LRPCR-Produkt

Kartierung
molekulare GréRe in bp

(vgl. Abb. 21) chromosomal ?Ua(s:gr&peozirﬂ)oge Browser)
399A15-A (6A) 10978 6pl2.1 55087777-55098754
147111-A (9A) 12 301 9p24.3 973449-985749
147111-B (9B) 11 234 9p24.3 999678-1010912

147111-C (9C) 12331 9p24.3 1019201-1031531
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6A M 9A9B 9C M [kb]

o .

P

B

S

Fren
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Abb. 21: Agarosegel-Elektrophorese mit LRPCR-Produkten zur molekularen GréRenbestimmung.

Die spezifischen Amplifikate sind oberhalb der Gelspuren mit ihrem Kurznamen (vgl. Tab. 4)
bezeichnet. Nach GroRenvergleich mit Datenbankeintragen wurden sie aus dem Gel ausge-
schnitten und fir die Verwendung in der FISH-Analyse isoliert. Als Marker (M) diente eine 1-kb-

DNA-Leiter.

147111-C (9C)

Abb. 22: Exemplarische Darstellung der chromosomalen Zuordnung von LRPCR-Produkt 147111-C
(9C) auf 9p24 mittels FISH-Analyse.
Die Chromosomen stammen von einer klinisch unauffélligen Kontrollperson.
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Die Ergebnisse der FISH-Analysen identifizieren das aus der Sequenz von RP11-
399A15 abgeleitete Fragment 399A15-A (6A) als Bruchpunkt-tberspannend (Abb. 23).

Abb. 23: Identifizierung von 399A15-A (6A) als 6p12.1-Bruchpunkt-iiberspannendes LRPCR-Frag-
ment.

Das fluoreszenzmikroskopische Bild zeigt (gesplittete) Signale auf dem normalen Chromosom 6
sowie den beiden derivativen Chromosomen der(6) und der(9) der untersuchten Translokation.

Die 6p12.1-Bruchpunktregion kann somit auf einen Bereich von 11 kb (Basenpaarposi-
tion 55.087.777 — 55.098.754) eingeschrankt werden (Abb.24).

RP11-399A15
175 kb
CcTD-2053L14 CTD-2378K7
I
148 kb 105 kb
6A
11 kb

Abb. 24: Physikalische Feinkartierung des 6p12.1-Bruchpunktes.

Die BACs sowie das LRPCR-Fragment 399A15-A (6A) sind als farbige Balken (rot: FISH-
Kartierung distal des Bruchpunktes, schwarz: proximal des Bruchpunktes, Bruchpunkt-
Uiberspannend) eingezeichnet. 6A (molekulare Grof3e ca. 10,978 kb) lberspannt den Bruch-
punkt und grenzt ihn daher auf etwa 11 kb ein (graue Box).
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Alle fur 9p24.3 getesteten Fragmente wurden durch die FISH-Analysen distal des
9p24.3-Bruchpunktes positioniert (Abb. 25). Ein Bruchpunkt-liberspannendes Fragment

konnte nicht identifiziert werden.

147111-A (9A) 147111-B (9B)

147111-C (9C)

Abb. 25: FISH-Analyse mit den 9p24.3 spezifischen LRPCR-Produkten 9A, 9B und 9C.

Die fluoreszenzmikroskopischen Bilder illustrieren durch die Verteilung der Hybridisierungssig-
nale auf dem normalen Chromosom 9 und dem derivaten Chromosom der(6), dass diese Se-
guenzen alle distal des Bruchpunktes kartieren.

3.2.5 Identifizierung und FISH-Kartierung eines DMRT2-spezifischen
cDNA-Klons

Durch die Uberlappung des von RP11-147111 abgeleiteten LRPCR-Produktes 147111-C

(9C) (FISH-Kartierung distal des Bruchpunktes) mit dem BAC-Klon RP11-110M16

(FISH-Kartierung proximal des Bruchpunktes) wird die 9p24.3-Bruchpunktregion ohne

Identifizierung eines den Bruchpunkt Uberspannenden Fragmentes auf einen genomi-
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schen Bereich von etwa 10 kb eingeengt, dessen proximales Ende an das 5’-Ende des
Gens DMRT2 (doublesex and mab-3 related transcription factor) grenzt (Abb. 26).

RP11-147111
173 kb
cTD-2208P21 RP11.110M16
145 kb == == == mDMRT2 148 kb
9A 9B 9C
10kb

Abb. 26: Physikalische Feinkartierung des 9p24.3-Bruchpunktes.

Die BACs sowie die LRPCR-Fragmente 147111-A (9A), 146111-B (9B) und 147111-C (9C) sind
als farbige Balken (grin: FISH-Kartierung distal des Bruchpunktes, schwarz: proximal des
Bruchpunktes, hellblau: Bruchpunkt-tberspannend) eingezeichnet. Das humane Gen DMRT2
(violetter Balken von rechts nach links in 5’-3’-Orientierung) demarkiert das proximale Ende der
auf etwa 10 kb (graue Box) eingegrenzten Bruchpunktregion.

Um experimentelle Daten tber die Lage von DMRT2 relativ zum 9p24.3-Bruchpunkt zu
erhalten, wurde mittels Datenbankrecherche der fiir DMRT2 codierende cDNA-Klon
IRAKp961C1849Q (molekulare GroRe: 2,398 kb) selektiert und einer FISH-Analyse
unterzogen (Abb. 27).

Abb. 27: FISH-Analyse mit einem cDNA-Klon fir DMRT2.

Das fluoreszenzmikroskopische Bilder illustriert durch die Verteilung der Hybridisierungssignale
auf dem normalen Chromosom 9 und dem derivaten Chromosom der(9), dass DMRT2 proximal
des Bruchpunktes kartiert und bei diesem Patienten nicht deletiert ist.
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Die Sequenz des untersuchten cDNA-KIlons ist proximal des Bruchpunktes lokalisiert
und deckt nach BLAST-Analysen einen Bereich von 7,192 kb auf genomischer Ebene
ab.

Mit diesem experimentellen Ansatz gelang es, die Lokalisation des 9p24.3-Bruchpunkt
in einem etwa 8 kb groflen Bereich zwischen dem distalen Ende des LRPCR-
Fragmentes 147111-C (9C) und dem 5’-Ende von DMRT2 zu bestatigen (Abb. 28, 29)
und gleichzeitig eine das komplette Gen umfassende Deletion auszuschliel3en.

3.2.6 Resultierende Klon-Contigs der eingegrenzten Kandidatenregio-
nen

Alle Ergebnisse der molekularzytogenetischen (Fein-)kartierung der Translokations-
bruchpunkte sind in Abb. 28 synoptisch dargestellt. Die Klon-Contigs der Bruchpunkt-
regionen waren Ausgangspunkt flr eine weiterflihrende in-silico-Analyse dieser geno-
mischen Abschnitte. Hauptséchlich sollten darin enthaltene Gene/Transkripte erfasst
werden (—3.3), um schlielich deren Status als Kandidatengen flr die Pathogenese der
B-CLL zu diskutieren. Zusammenfassend weisen die FISH-Analysen darauf hin, dass es
bei dem Studienpatienten — die derzeitigen Datenbankeintrage berticksichtigend — durch
die chromosomale Aberration nicht zu einer Unterbrechung bekannter Gene gekommen
ist. Im Rahmen des raumlichen Auflésungsvermdgens der Metaphase-FISH fand sich
dartiber hinaus kein Hinweis flr ein Vorliegen weiterer komplexer chromosomaler Um-
strukturierungen oder submikroskopischer Deletionen in unmittelbarer Umgebung der

beiden Bruchpunkte.
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Abb. 28: Synopse der physikalischen Bruchpunktkarten 6p12.1 und 9p24.3 nach FISH-Analysen.

3.3

Die mittig eingezeichneten Ideogramme der Chromosomen Chr(6) und Chr(9) illustrieren die
balancierte Translokation t(6;9)(p12;p24). Rot gekennzeichnete Banden (6pl2->pter) sind
lichtmikroskopisch auf der(9), die griine Bande (9p24) auf der(6) transloziert. Jeweils rechts und
links finden sich AusschnittvergréRerungen der zytogenetischen Bruchpunktregionen (BP), die
durch FISH-Analysen molekular eingegrenzt wurden (graue Boxen). Die Klon-Contigs (BACs,
LRPCR-Fragmente 6A, 9A, 9B und 9Cs, DMRT2 cDNA) sind als teils Uberlappende, vertikale
Balken dargestellt. Die Farbgebung spiegelt analog zu den vorherigen Abbildungen die Ergeb-
nisse der FISH-Analysen wider (rot bzw. grin: Kartierung distal des Bruchpunktes, schwarz:
Kartierung proximal des Bruchpunktes,

bzw. hellblau: Bruchpunkt-iberspannend). Be-
kannte humane Gene dieser Regionen sind in blauer Farbe (Exons mit Querstrichen angedeu-
tet) in 5°-3’-Orientierung eingezeichnet.

In-silico-Transkriptkarte der Kandidatenregion

Fur die durch FISH-Analysen auf 11 kb eingeengte Kandidatenregion innerhalb der

Chromosomenbande 6p12.1 fanden sich nach in-silico-Recherche mit den in 2.3.1 be-

schriebenen Methoden keinerlei putative Transkripte, ESTs, mMRNAs, miRNAs, Gen-

vorhersagen oder CpG-Inseln. HCRTR2 (hypocretin receptor 2) kartiert als néchstgele-
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genes bekanntes Gen etwa 48 kb entfernt (vgl. Abb. 28). Fur die Kandidatenregion auf
Chromosom 9p24.3 ergibt sich folgendes Ergebnis: Neben dem maximal 8 kb entfern-
ten Gen DMRT2 (vgl. Abb. 26, 28) konnten die computergestutzten Untersuchungen der
genomischen Ebene zwei CpG-Inseln, eine mRNA, zahlreiche ESTs, ein EST-Cluster
(Unigene Hs. 171043), eine Genscan-Genvorhersage und ein manuell annotiertes Hava-
na-Transkript zuordnen (Abb. 29).

tel Bruchpunkt cen
| 9p24.3 |
11,025,000 Mb 1,035,000 Mb 1,045,000 Mb
- | >
- 14711-C(9C) < 8 kb > I
CpG-Inseln ¢ ¢
mMRNAS

ESTs BM873531 Il W AAG01222

Bx089094 N M A1631893 I Unigene Hs. 171043 (Cluster)

Genvorhersagen Genscan NT 0084
Havana-Transkripte .
(VEGA) RP11-147111.2-001

Abb. 29: In-silico-Transkriptkarte der 9p24.3-Bruchpunktregion.

Oben ist die Chromosomenbande 9p24.3 schematisch eingezeichnet, darunter die aus der
Datenbank enthommene Basenposition innerhalb des Chromosoms 9. Der griine und schwarze
Balken reflektieren hier die Ergebnisse der FISH-Analyse, wobei das LRPCR-Fragment 9C dis-
tal und der DMRT2 cDNA-Klon proximal des Bruchpunktes kartiert. Die resultierende Bruch-
punktregion (graue Box) umfasst einen Bereich von etwa 8 kb (schwarze Pfeile) auf genomi-
scher Ebene. Im unteren Teil der Abbildung kommt die Anordnung und relative Gré3e von (pu-
tativen) Transkripten in dieser Kandidatenregion zur Darstellung. Die Bezeichnung von mRNAs
und ESTs entspricht dem GenBank-Eintrag des NCBI.
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Phanotypische Auffalligkeiten und Krankheitsmanifestationen bei Patienten mit konsti-
tutionellen balancierten Translokationen kénnen ein Hinweis auf eine Unterbrechung
der kodierenden Sequenz von Genen im Bereich der Chromosomenbruchstellen sein
(Yoshiura et al. 1998, Ikegawa et al. 1999, Praphanphoj et al. 2000). Die Pathogenese
der Krankheit wurde in diesem Fall entweder durch eine Haploinsuffizienz eines oder
mehrerer Gene oder aufgrund eines Funktionsgewinns durch die Fusion zweier Loci
beeinflusst. Letzteres ist ein hdufiges Phdnomen in der Tumorgenetik (Reiter et al.
2005). Denkbar ist auch eine Unterbrechung von regulatorischen Einheiten oder die
Trennung eines Gens von diesen Regionen, was in beiden Fallen zu einer Alteration der

Genexpression fuhren wirde.

In dieser Arbeit wurden die chromosomalen Bruchpunkte einer konstitutionellen, licht-
mikroskopisch balancierten Translokation t(6;9)(p12;p24) bei einem Patienten mit
chronischer lymphatischer B-Zell-Leukamie durch FISH-Analysen molekular charakte-
risiert. Diese Analyse einer Phanotyp-Genotyp-Beziehung stellt ein Beispiel flr eine

Positionskartierung zur ldentifizierung von Krankheitsgenen dar.

4.1 Eingrenzung von Kandidatenregionen

4.1.1 Bedeutung einer konstitutionellen Translokation

Die groten Fortschritte im Verstandnis der molekularen Veranderungen bei der B-CLL
wurden durch die Analyse pathologischer Karyotypen erzielt, die aufgrund der chromo-
somalen Instabilitat des proliferierenden Tumorklons entstanden (Jallepalli und Len-
gauer 2001). Ein Problem bei der Mutationsanalyse putativer Kandidatengene in diesen
Regionen ist die Kontamination der B-CLL-Proben durch normale, nicht-klonale Zel-
len. Vor diesem Hintergrund erscheint die molekulargenetische Analyse bei dem in die-
ser Arbeit vorgestellten Patienten relevant, da mehrfache Untersuchungen der Metapha-
se-Chromosomen vor und nach zytostatischer Therapie mittels konventioneller Bande-
rungstechniken beweisen konnten, dass die diagnostizierte Translokation konstitutionel-

len Charakters, d. h. in jeder Zelle nachzuweisen ist.
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4.1.2 Charakterisierung des Subtelomerbereichs 9p

Es ist bekannt, dass die telomerischen Regionen menschlicher Chromosomen die héch-
ste Gendichte des Genoms aufweisen (Saccone et al. 1992). Des Weiteren wurde beo-
bachtet, dass mit hdmatologischen Neoplasien assoziierte Chromosomenaberrationen
auch den Telomerbereich betreffen konnen (Tosi et al. 1999). Uber die konventionelle
Chromosomenbénderung lassen sich meist nur ungenaue Aussagen Uber die Integritét
der subtelomerischen Areale treffen. Da der Bruchpunkt nach den Ergebnissen der G-
Banderung auf dem kurzen Arm von Chromosom 9 in 9p24, also der am weitesten dis-
talen Bande zu vermuten war, stellte sich die Frage, ob mit der Translokation numeri-
sche oder strukturelle Aberrationen im Telomerbereich 9p einhergehen. Eine FISH-
Analyse dieser Region mit Hilfe einer subtelomerischen Sonde (—3.2.1) offenbarte

jedoch keine derartigen Veranderungen.

4.1.3 Physikalische (Fein-)kartierung der Translokationsbruchpunkte

FISH-Analysen mit BAC-Klonen kénnen heutzutage gezielt eingesetzt werden, um die
Bruchstellen struktureller Chromosomenaberrationen (Translokationen, Inversionen)
durch die Identifizierung von Klonen, welche ein sogenanntes gesplittetes Signal auf
den derivativen Chromosomen zeigen, einzugrenzen (Kurotaki et al. 2002, Hill et al.
2003, Pichon et al. 2004). Das Klonieren von Subfragmenten der Bruchpunkt-
uberspannenden BAC-Klone ist ein molekularbiologisches Verfahren, um die Bruchre-
gion struktureller Chromosomenaberrationen mittels FISH-Analysen weiter einzugren-
zen und somit das Contig der Kandidatenregion zu verfeinern. Fur die Feinkartierung
wurde hier als Verfahren die long range Polymerasekettenreaktion (LRPCR) ange-
wandt, die gegentiber der Klonierung auf Zellbasis (Transformation rekombinanter
DNA) den Vorteil der gleichzeitigen Isolierung und Amplifizierung der gewinschten
spezifischen Subfragmente bei einer maximalen ProduktgroRe von 10 — 15 kb bietet.
Der Einsatz derart Kkleiner LRPCR-generierter Nukleinsdurefragmente in FISH-
Kartierungsexperimenten ist bislang von wenigen Arbeitsgruppen verfolgt worden, die
sich intensiv auf dem Gebiet der Molekularzytogenetik betétigen (Mansouri et al. 2006,
Yue et al. 2006). Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit demonstrieren, dass sich die
Etablierung dieses Verfahrens immer dort empfiehlt, wo eine zytogenetische Feinkartie-
rung Grundlage fiir die positionsspezifische Identifizierung von Krankheitsgenen sein

soll.
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Der Translokationsbruchpunkt auf dem kurzen Arm von Chromosom 6 kann in einem
ca. 11 kb grof3en Bereich innerhalb der Bande 6p12.1 gefunden werden, der sich man-
gels zuzuordnender Transkripte als ,,Genwiiste* darstellt. Insofern ist es unwahrschein-
lich, dass es durch die Translokation zu einem Fusionstranskript gekommen ist (vgl.
Abb. 30). Fur die Bruchstelle auf dem kurzen Arm von Chromosom 9 gelang die Kar-
tierung innerhalb eines transkriptreichen Bereichs von 8 kb stromaufwaérts des humanen
Gens DMRT2 in der Bande 9p24.3.

4.1.4 Balanciertheit der Translokation

Die Ergebnisse der FISH-Analysen deuten darauf hin, dass die untersuchte konstitutio-
nelle Translokation auf der Ebene fluoreszenzmikroskopischer Auflésung balanciert,
d. h. ohne Zugewinn oder Verlust von Erbsubstanz einhergegangen ist. Damit korreliert
die durch die Bruchstellen entstandene Umstrukturierung des beteiligten chromosoma-
len Materials mit dem Phanotyp des Patienten. Scheinbar balancierte Translokationen
weisen aber héufig Mikrodeletionen im direkten Bereich der Bruchpunkte auf (Kumar
et al. 1998, Wirth et al. 1999), die sich erst durch eine Sequenzierung offenbaren. Die
Korrelation von Phénotyp und eingegrenzter genomischer Kandidatenregion ginge in
diesem Fall jedoch nicht verloren, lediglich der putativ schadigende Mechanismus waére
ein anderer. Darlber hinaus wurde allerdings auch von Féllen berichtet, bei denen sich
zusétzliche kryptische Deletionen oder Duplikationen in einiger Entfernung zum
Bruchpunkt einer balancierten Translokation identifizieren lieBen (Fantes et al 2003,
Yue et al. 2005). Neuerdings zeigen genomweite Analysen mittels vergleichender Ge-
nomhybridisierung (CGH) auf hochauflésenden Microarrays tberlappender BAC-Klone
(Ishkanian et al. 2004) oder Oligonucleotide (Selzer et al. 2005), dass scheinbar balan-
cierte Strukturanomalien sogar Ofter als statistisch erwartet mit komplexen genomischen
Imbalancen einhergehen. In einer molekularbiologischen Studie konnten Gribble et al.
(2005) diese Beobachtung bei sechs von zehn der untersuchten Patienten mit zytogene-
tisch balancierten de-novo-Translokationen und klinisch auffalligem Phanotyp machen.
Bei drei der Patienten waren die zusétzlichen genomischen Imbalancen dabei nicht in-
nerhalb oder in der Nahe der Bruchpunktregionen, sondern auf anderen Chromosomen
zu finden. Diese Befunde stiitzen die zunehmende Erkenntnis, dass eine Vielzahl gene-
tisch bedingter Krankheiten als sogenannte ,,genomische Erkrankungen® das Ergebnis

einer komplexen Veranderung der genomumfassenden Architektur sind (Stankiewicz
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und Lupski 2002). Dabei fuhren rekurrente Rekombinationsprozesse zwischen Regio-
nen spezifischer, nicht-codierender DNA-Wiederholungseinheiten (,,low-copy-repeats*)
zu einer Vielzahl chromosomaler Verdnderungen und kdnnen durch die damit einherge-

hende Schadigung von Genmaterial den Phanotyp beeinflussen.

4.2 Kandidatengene

In-silico-Analysen zur Erfassung aller Transkripte, die innerhalb der eingegrenzten
Kandidatenregionen 6p12.1 und 9p24.3 publiziert wurden, konnten kein durch das
Bruchereignis direkt betroffenes, bereits bekanntes Gen identifizieren. Es ist aber mog-
lich, dass der Translokationsprozess einen Einfluss auf die Expression von physikalisch
nahegelegenen (z. B. DMRT2) oder sogar weiter distanzierten Genen (Positionseffekte)
hat. Innerhalb der subtelomerischen Chromosomenbande 9p24 sind einige Gene lokali-
siert, die in Transkriptionsprozesse, Zellzykluskontrolle und Tumorigenese involviert
sind (—4.2.4). Beim primdr mediastinalen B-Zell-Lymphom gilt 9p24 als kritische Re-
gion im Rahmen der Tumorentstehung und ist bei dieser hochmalignen Entitét der Non-
Hodgkin-Lymphome vom Telomer bis 6,6 Mb zentromerwarts haufig chromosomalen
Imbalancen (Amplifikationen) ausgesetzt ist (Wessendorf et al. 2007). Mittels Microar-
ray-CGH konnten die Autoren eine minimale Konsensus-Region um JAK2 und PDL2

(programmed death ligand 2) determinieren.

421 JAK2/RUNX2

Die bereits in der Einleitung diskutierten Kandidatengene JAK2 und RUNX2 Kartieren
nach molekularer Zytogenetik zu weit von den Bruchstellen entfernt, um durch die
Translokation direkt oder durch einen Positionseffekt (s. u.) beeinflusst worden zu sein
(Abb. 14, 18). Ein Zusammenhang zur Pathogenese der B-CLL im vorliegenden Fall ist

somit unwahrscheinlich.

4.2.2 DMRT2
Unter den in Bruchpunktnéhe identifizierten Transkripten erscheint das fur einen Trans-

kriptionsfaktor kodierende Gen DMRT2 in mehrfacher Hinsicht relevant:

a) Der 9p24.3-Bruchpunkt im vorliegenden Fall liegt maximal 8 kb proximal des 5°-
Endes von DMRT2. Somit kdnnte die Expression auch durch Zerstérung oder Trennung

von der Promotorregion beeinflusst sein. Die putative Promotorregion von DMRT2 wur-
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de von Ottolenghi et al. (2000) innerhalb 4 kb stromaufwarts vom 5’-Ende postuliert
und liegt damit innerhalb der eingegrenzten Bruchpunktregion. Durch Primer-Walking
identifizierten die Autoren ein EST-Cluster (Unigene Hs. 171043; dargestellt in
Abb. 29). Dass es sich hierbei um den Promotor handeln kénnte, wird durch ihre Fest-
stellungen gestitzt, dass dieses upstream-Cluster physikalisch unabhéngig von DMRT2
ist, in derselben Orientierung transkribiert wird, das Expressionsprofil sehr &hnlich er-
scheint und letztendlich keine offenen Leseraster oder Homologien mit Datenbankse-
quenzen gefunden werden konnten. Abb. 30 stellt schematisch dar, wie es durch die
Translokation auf molekularer Ebene zu einer Separierung von DMRT2 von dessen puta-

tivem Promotor gekommen sein konnte.
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Abb. 30: Schematische Darstellung der derivativen Chromosomen der(6) und der(9) der Translo-
kation t(6;9)(p12.1;p24.3).

Die vertikale gestrichelte Linie markiert die Bruchpunkte, an denen es zur Fusion des jeweils
translozierten Chromosomenteils gekommen ist. DMRT2 kartiert maximal 8 kb vom Bruchpunkt
entfernt und kdnnte durch die Translokation vom Promotor getrennt worden sein (rotes Qua-
drat). Es sind die relativ zur Bruchpunktregion jeweils nachstgelegenen bekannten Gene
(vgl. Tab. 5) als schwarze Striche eingezeichnet, jeweils mit Namen (oberhalb), Orientierung
(unterhalb) und physikalischer Entfernungsangabe zum Bruchpunkt (Zahlen oberhalb der
schwarzen Doppelpfeile). Die Bildung eines Fusionstranskriptes ist unwahrscheinlich, da in-
silico-Analysen jeweils 175 kb distal und 48 kb proximal des 6p12-Bruchpunktes keine Trans-
kripte auffinden konnten.

b) DMRT2 wird in der normalen CD34-Antigen positiven hamatopoetischen Stammzelle
exprimiert (Gomes et al. 2001). Mdglicherweise ist es als Transkriptionsfaktor in die
Signaltransduktion innerhalb des Zellzyklus eingebunden (s. u.) und spielt somit eine

Rolle bei Apoptosevorgangen, die bei der B-CLL gestort sind.
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c) Stammzell-Transkriptionsfaktoren haben iber die Vermittlung von Signaltransduk-
tionsmechanismen eine kritische Funktion bei der Aufrechterhaltung der sensiblen Ba-
lance zwischen Proliferation und Differenzierung. Eine Stérung ihrer Funktion durch
direkte Mutation oder indirekte VVeranderung der Expression kann zur Leukdmogenese
fuhren (Gomes et al. 2002).

DMRT2 wurde erstmals von Raymond et al. (1999) publiziert, nachdem es per Fluores-
zenz-in-situ-Hybridisierung auf Chromosom 9p24.3 kartiert worden war. Das Trans-
kript weist ebenso wie die weitgehend homologen Transkripte DMRT1 und DMRT3 (Kar-
tierung 9p24.3) eine konservierte Zinkfinger-DNA-Bindungsdoméne (DM-Doméne) auf
(Ottolenghi et al. 2000). Wahrend friihe Untersuchungen die physiologische Rolle der
DMRT-Genfamilie alleine in der Geschlechtsdeterminierung sahen (Muroya et al. 2000),
scheint zumindest DMRT2 auch eine essenzielle Funktion innerhalb der embryonalen
Somitenentwicklung einzunehmen (Seo et al. 2006). Der eigentliche Wirkmechanismus
von DMRT2 als Transkriptionsfaktor ist allerdings nur unzureichend verstanden, v. a.
gibt es keinerlei weiterfiihrende Untersuchungen bzgl. seiner nachgewiesenen Expressi-
on in der humanen hdmatopoetischen Stammzelle. DMRT1 wurde neuerdings durch zy-
togenetische Untersuchungen und Expressionsanalysen an spermatozytischen Semino-
men als Kandidatengen identifiziert (Looijenga et al. 2006). Dies kdnnte ein Hinweis
fur eine Bedeutung der DMRT-Genfamilie in der Tumorigenese sein. Meng et al. (1999)
fanden heraus, dass eine Uberexpression des terra-Gens beim Zebrafisch, welches auch
eine konservierte DM-Domaéne enthalt, den apoptotischen Zelluntergang in vitro und in
vivo induziert. Ein Kennzeichen der chronischen lymphatischen Leukdamie wiederum ist
die Akkumulation reifer B-Zellen, die sich dem programmierten Zelltod entziehen
konnten (Caligaris-Cappio und Hamblin 1999). Mdglicherweise spielt DMRT2 auf diese
Weise eine bedeutende Rolle im Zellzyklus der B-Zellen und weiterfihrende Analysen

sollten dessen putative Bedeutung bei der Leukdmogenese dahingehend untersuchen.

4.2.3 Weitere Transkripte innerhalb der Kandidatenregion 9p24.3 und
die besondere Rolle der miRNAs

In Abb. 29 wurden per in-silico-Analyse identifizierte Transkripte innerhalb der einge-

grenzten Kandidatenregion 9p24.3 dargestellt. Uber die uibergeordnete physiologische

Funktion sowie das genaue Expressionsmuster treffen die Datenbanken keine Aussage.

Die Anordnung von CpG-Inseln, ESTs sowie Genvorhersagen sagt aber das Vorliegen
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codierender Sequenz in diesem Bereich voraus, die durch die Translokation unter-
brochen ist.

Mithilfe einer Datenbankanalyse wurden die eingegrenzten Bruchpunktregionen spezi-
ell auch auf das Vorhandensein von Sequenzen untersucht, die als Matrize fiir soge-
nannte miRNAs dienen. Diese kurzen hochkonservierten RNA-Molekile scheinen eine
wichtige Komponente der Genexpression zu sein, indem sie als Antisense-Regulatoren
an komplementére Sequenzen der mRNA eines Zielgens binden und dadurch die Trans-
lation temporér und gewebespezifisch hemmen (Ambros 2004). In jlngster Zeit wird
den miRNAs bei der humanen Tumorigenese und v. a. auch bei der Pathogenese der B-
CLL eine bedeutsame Rolle zugeschrieben (Calin et al. 2004). So fanden die Autoren
heraus, dass die Expression der auf Chromosom 13g14.3 lokalisierten miRNAS miR-
15a und miR-16-1 in etwa 65 % der B-CLL-Félle durch Deletionen oder Translokatio-
nen herunter reguliert ist. Dieser Befund korreliert invers mit einer Uberexpression von
BcL2 (B cell lymphoma 2) in den malignen Zellen. Mittlerweile wurde an kultivierten
Zellen herausgefunden, dass die Expression von BcL2 posttranslational durch den miR-
15a/miR-16-1-Komplex herunter reguliert wird (Cimmino et al. 2005). Da BcL2 wiede-
rum als ein zentraler Inhibitor der Apoptose beschrieben ist (Cory und Adams 2002),
wurde hiermit ein bedeutsamer Pathway der Apoptoseregulation entdeckt, in dem mi-
RNA-Molekule als gegen BcL2 gerichtete Tumorsuppressorgene in die zellulare Signal-
transduktion eingreifen. Zwei weitere wichtige miRNAs scheinen miR-29 und miR-181
zu sein, die TcLl (T-cell leukemia/lymphoma 1) regulieren (Pekarsky et al. 2006). Das
Protoonkogen TcL1 ist ein Koaktivtor des AKT-Onkogens, welches die Transduktion
antiapoptotischer Signale triggert (Laine et al. 2000) und wird besonders bei den ag-
gressiven Formen der B-CLL mit unmutiertem IgVy-Status Uberexprimiert (Herling et
al. 2006).

In den Kandidatenregionen der vorliegenden Translokation konnten keine miRNA-
spezifischen Sequenzen detektiert werden, was aber das Vorhandensein eines miRNA-

Zielgens in diesem Bereich nicht ausschlief3t.

4.2.4 Positionseffekte
Darnell (1982) postulierte, dass Transkriptionsfaktoren die zentrale Rolle bei der Regu-
lation der normalen Entwicklung eukaryotischer Organismen spielen, da die Genregula-

tion in Entwicklungsprozessen vor allem auf dem Level der Transkription erfolge. Der
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Erkenntnisgewinn der letzten Jahre hat aber dazu beigetragen, die Expression von Ge-
nen heutzutage komplexer zu betrachten. Mdgliche Auswirkungen auf die Expression
der von den Bruchpunkten physikalisch entfernten Gene kdnnte demnach auch ein so-
genannter Positionseffekt haben. Dieses Phanomen wird definiert als deletére Alteration
auf der Stufe der Expression eines Gens, verursacht durch Herauslésen des Gens aus
seinem urspriinglichen chromosomalen Kontext, ohne dass eine das Gen betreffende
Mutation oder Deletion festzustellen ware (Kleinjan und van Heyningen 1998). Die
Autoren haben mogliche Mechanismen vorgeschlagen, die zur Verdnderung der Genex-
pression durch solch einen Positionseffekt fiihren kdnnten:

a) Das Kandidatengen wird von seiner Promotor- bzw. Enhancer/Silencer-Region sepa-
riert. Dieser Mechanismus wurde im Zusammenhang mit dem Kandidatengen DMRT2
weiter oben diskutiert (vgl. Abb. 30).

b) Das Kandidatengen gelangt durch Juxtaposition unter die Kontrolle des Promotors

bzw. Enhancers/Silencers eines anderen Gens.
¢) Kompetition mit einem anderen Gen um einen Enhancer.

d) Positionseffekt-Variegation, d. h. die Beeinflussung der Genexpression durch Verla-

gerung in eine differente Chromatinumgebung (Euchromatin—Heterochromatin).

Besonders die unter (d) aufgefiihrte Variegation, die erstmals bei Drosophila melano-
gaster beschrieben wurde (Schultz 1936), wurde intensiv untersucht und mittlerweile
eine Reihe von Féllen publiziert, die den Einfluss von Positionseffekten bei balancierten
Chromosomenanomalien aufzeigen, die mit eindeutig definierten, monogenen Erkran-
kungen assoziiert sind. Dazu gehdren z. B. die Aniridie (Fantes et al. 1995), das Rieger-
Syndrom (Flomen et al. 1998) und die Holoprosenzephalie (Roessler et al. 1997). Die
Bruchpunkte liegen dabei entweder in 3°- oder 5°-Position zu dem betroffenen Gen. Die
langste bislang beschriebene physikalische Bruchpunktdistanz betragt 1,3 Mb stromab-
waérts des Sox9-Genes bei der Campomelischen Dysplasie (Velagaleti et al. 2005).
Hierbei handelt es sich um einen weiteren Mechanismus eines Positionseffektes, bei
dem es durch die Unterbrechung eines distalen cis-regulatorischen Elementes wahr-
scheinlich zu einer signifikanten Beeinflussung der Genexpression mit der Folge einer

quasi Haploinsuffizienz gekommen ist.
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Vor dem Hintergrund dieser moglichen Positionseffekte sollen im Folgenden Kandida-
tengene diskutiert werden, die in einem Bereich von ca. 2 Megabasen um die Bruchstel-
len Kartieren (Tab. 5, 6). Uber die physiologische Funktion der meisten Transkripte ist
bislang nur sehr wenig, teilsweise Uberhaupt nichts bekannt und eine Assoziation zu
dem hier untersuchten Phanotyp daher nur eingeschrénkt maoglich.

Tab. 5: Datenbankeintrage von bisher identifizierten Genen, die in einem Bereich von ca. 2 Mb um
den Bruchpunkt auf Chromosom 6p12 lokalisiert sind.

Status: P=provisorische Geninformation, V=validated/guiltig, R=reviewed/Uberpruft.

Gen-Symbol Position/Klon Status Name/Beschreibung Referenz
6pl2.1/ . GenelD:
C6orf142 RP11-362K18 P chromosome 6 open reading frame 142 00523
tubulointerstitial nephritis antigen (Membran- OMIM
TINAG 6p12.1 P~ Glykoprotein) *606749
FAM83B 6pl2.1 \% family with sequence similarity 83, member B GenelD:
222584
hypocretin (orexin) receptor 2 (G-Protein-
HCRTR2 6p12.1/ R gekoppelter Rezeptor fur die Neuropeptide OMIM
RP11-399A15 Orexin A/IB = ZNS-Regulation der Nahrungs- *602393
aufnahme)
GFRAL 6pl2.1 \% GDNF family receptor alpha like GenelD:
' 389400
3-hydroxymethyl-3-methylglutaryl-Coenzym A GenelD:
HMGCLLL ~ 6pl2.1 V' yasedlike 1 54511
BMPS 6p12.1/ R bone morphogenetic protein 5 (Signalmolekul OMIM
RP11-120K22 der TGFB-Superfamilie) *112265
collagen type XXl alpha 1 (FACIT collagen OMIM
COL21AL 6p12.1 R family - Integritat extrazelluldrer Matrix) *610002

CoL21A1 codiert fur die Alpha-Kette von Kollagen XXI, welches fiir die Integritat der
extrazellularen Matrix verantwortlich sein kénnte (Chou und Li 2002). Microarray-Ana-
lysen zeigen seine Expression im Knochenmark (Su et al. 2004) und somit ware eine
Interaktion mit der hdmatopoetischen Stammzelle bei der Pathogenese hamatologischer
Neoplasien denkbar. BMP5 wird als Wachstums- und Differenzierungsfaktor bei der
Progression verschiedener Tumoren variabel reguliert. Beim Prostatakarzinom konnte
durch FISH-Analysen an Tumorgewebe eine Uberexpression des Locus beobachtet wer-
den (Doak et al. 2007). HCRTR2 ist auf dem bruchpunktiiberspannenden Klon RP11-
399A15 lokalisiert, entsprechend der weiteren Eingrenzung des 6pl12.1-Bruchpunktes
kartiert es 48 kb entfernt (vgl. Abb. 30). Eine physiologische Funktion wird im Rahmen

der zentralnervosen Regulation der Nahrungsaufnahme beschrieben (Sakurai et al.
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1998) und es besteht die Assoziation eines Sequenzpolymorphismus mit dem familidren
Cluster-Kopfschmerz (Rainero et al. 2004). Kaneta et al. (2003) entdeckten daruiber
hinaus, dass HCRTR2 in CML-Zellen hochgradig Uberexprimiert wird.

Im 2-Mb-Bereich um den 9p24.3-Bruchpunkt finden sich allein sechs Gene mit konser-
vierten Transkriptionsfaktor-Doméanen.

Tab. 6: Auflistung von bisher identifizierten Genen, die in einem Bereich von ca. 2 Mb um den
Bruchpunkt auf Chromosom 9p24 lokalisiert sind.

Legende: s. o.

Gen-Symbol Position/Klon Status Name/Beschreibung Referenz
FLI00038  9p24.3 V. CXYorfl-related protein GenelD:
pes. P 375690

- OMIM

FOXD4 9p24.3 P forkhead box D4 (Transkriptionsfaktor) *

601092

CBwWD1 9p24.3 \% COBW domain containing 1 OMIM
’ *611078

dedicator of cytogenesis 8 (Tumorsupressorgen  GenelD:

DOCks 9p24.3 v beim Bronchialkarzinom?) 81704

ANKRD15 9p24.3/ R ankyrin repeat domain 15 (Tumorigenese Nie- OMIM

RP11-130C19 renzellkarzinom?) *607704

doublesex and mab3-related transcription factor

9p24.3/ 1 (Transkriptionsfaktor mit Zink-Finger-Doméane OMIM

DMRT1 RP11-143M15 R - konservierte Komponente der Geschlechts- *602424
determinierung bei Vertebraten)
DMRT3 9p.243/ P doublesex and mab3-related transcription factor ~ GenelD:
RP11-143M15 3 (Genfamilie, s. 0.) 58524
DMRT2 9p24.3/ P doublesex and mab3-related transcription factor OMIM
RP11-147111 2 (Genfamilie, s. 0.) *604935

FoxD4 gehort zur Familie der Fox-Transkriptionsfaktoren (forkhead/winged helix box),
deren Domaéne urspriinglich tber eine Homologie zu einem Gen von Drosophila mela-
nogaster identifiziert wurde (Weigel und Jackle 1990). Freyaldenhoven et al. (2002)
detektierten zwei Transkripte des FOxD4-Gens in menschlichen Leukamie-Zelllinien
und CD34-Progenitorzellen. Mit dem Wissen um die Bedeutung der FOX-Transkrip-
tionsfaktoren in diversen biologischen Prozessen (Lai et al. 1993), aber auch bei der
Karzinogenese (Li und Vogt 1993, Galili et al. 1993), sind sie demnach ebenso Kandi-

daten bei der Leukdmogenese.

Die Transkriptionsfaktoren DMRT1, DMRT3 und vor allem DMRT2 wurden weiter oben

ausfihrlich diskutiert.
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Zwei Gene im unmittelbaren Bereich des 9p24.3-Bruchpunktes haben offensichtlich
eine Tumorsupressorfunktion. Zum einen ist dies Dock8, welches fir ein Mitglied der
Dock (dedicator of cytogenesis)-Proteinfamilie codiert (Ruusala und Aspenstrom
2004), die als Guanin-Nukleotid-Austauschfaktoren Migration, Morphologie, Adhasion
und Wachstum von Epithelzellen regulieren (Cote und Vuori 2002). Takahashi et al.
(2006) beschreiben eine homozygote Deletion und reduzierte Expression von DOCKS in
einer Lungen-, Magen- und Brustkrebszelllinie. Zum anderen scheint ANKRD15 (anky-
rin repeat domain 15) als Tumorsupressorgen in die Tumorigenese des Nierenzellkarzi-
noms involviert zu sein (Sarkar et al. 2002). Patienten mit Non-Hodgkin-Lymphomen —
zu denen auch die B-CLL gehort — tragen wiederum ein signifikant erhdhtes Risikos,
zusétzlich an einem Nierenzellkarzinom zu erkranken (relatives Risiko=1,86 in einer
Studie mit grolRer Fallzahl von Anderson et al. 1998). Unter den bislang beschriebenen
Féllen (122 Patienten in 11 Studien; Ubersicht bei Kunthur et al. 2006) finden sich auch
Histologien einer chronisch lymphoiden Leuk&dmie (Nishikubo et al. 1996, Kunthur et
al. 2006). Frihere epidemiologische Arbeiten (Travis et al. 1991) sahen die Grinde flr
den Zweittumor nach primarem Lymphom vor allem in den Folgen der Zytostatika- und
Strahlentherapie. Die Tatsache aber, dass Lymphom und Nierenzellkarzinom nicht nur
nacheinander, sondern in 27 % der Falle (Kunthur et al. 2006) auch koinzident auftra-
ten, einige Patienten gar keine derartige Therapie erhielten und sich schlielich in der
Literatur bislang kein Anhalt dafir findet, dass die Pathogenese von Nierenzellkarzino-
men durch eine Radiochemotherapie gefordert wird, wirft die Frage nach einer gemein-
samen genetischen Pradisposition fur beide Malignitaten auf. Vor dem Hintergrund der

Ergebnisse dieser Arbeit konnte dies z. B. eine Mutation im ANKRD15-Gen sein.

4.3 Schlussfolgerungen und Ausblick

In dieser Arbeit wurde eine mit B-CLL assoziierte Translokation t(6;9)(p12;p24) durch
FISH-Analysen auf molekularer Ebene charakterisiert. Die hochauflésenden physikali-
schen Karten aus Bruchpunkt-tberspannenden BAC-Klonen und deren long range
PCR-Subfragmenten grenzen die Kandidatenregionen fiir beide Bruchstellen auf 11 kb
(6p12.1) bzw. 8 kb (9p24.3) ein und schlieBen eine direkte, translokationsbedingte Un-
terbrechung der kodierenden Sequenz eines bislang bekannten Gens aus. Die Grenzen

der Identifizierung von Krankheitsgenen (ber die reine Kartierungsanalyse chromoso-
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maler Bruchstellen mittels molekularzytogenetischer Verfahren (FISH) bei Patienten
mit auffalligem Phénotyp werden jedoch gesteckt durch

a) die Moglichkeit, dass die Chromosomenanomalie in Wirklichkeit nicht balanciert ist,
sondern jenseits des Auflosungsvermogens der FISH Mikrodeletionen bzw. Duplikatio-

nen vorliegen (—4.1.4) und

b) den Zufall (Koinzidenz von Chromosomenanomalie und anomalem Phanotyp ohne

kausalen Zusammenhang).

Es liegt nahe, dass die chronische lymphatische Leukdmie nicht durch die Alteration
eines singuléren Gens hervorgerufen werden kann, sondern es durch ein heterogenes
Zusammenspiel multipler Faktoren zu einer Stérung des lymphatischen Zellzyklus
kommt. In diesem Hinblick muss auch auf Mdglichkeit epigenetischer Verédnderungen
hingewiesen werden, die bei der B-CLL in Form eines gestdrten Methylierungsmusters
der CpG-Inseln im Promotorbereich diverser Kandidatengene eine Rolle zu spielen
scheinen (Yu 2006). Letztendlich muss die pathogenetische Rolle putativer Kandida-

tengene mit Hilfe funktioneller Analysen weiter untersucht werden.

Fur die Kandidatenregion auf Chromosom 9p24.3 lieRen sich einige bislang nicht nédher
untersuchte Transkripte identifizieren, deren Expression durch die Translokation direkt
beeinflusst sein konnte. Dabei ist zu beachten, dass die durchgefihrte in-silico-Analyse
der experimentell ermittelten Bruchpunktregionen lediglich die in den o6ffentlich zu-
ganglichen Datenbanken enthaltenen Informationen wiedergibt. Vor allem die Algo-
rithmen von Programmen zum Auffinden von Transkripten innerhalb des Genoms sind
nicht fehlerfrei und kénnen zu falsch-positiven Ergebnissen fiihren, die der experimen-
tellen Kontrolle nicht standhalten (Reymond et al. 2002). Danach versagen Genvorher-
sagen mitunter auch dort, wo kurze Exons und/oder Gene mit ungewdhnlich langen 5°-

und/oder 3’-untranslatierten Regionen vorliegen.

Zur Validierung und Vervollstdndigung der prasentierten Transkriptkarten bietet sich
das gezielte Durchsuchen von cDNA-Bibliotheken — zunéchst etwa aus hdmatopoeti-
schem oder lymphatischem Gewebe — mit den Klonen aus der Kandidatenregion als

Sonden an. Des weiteren sollten die mit den ESTs innerhalb der eingegrenzten Bruch-

punktregion 9p24.3 korrespondierenden cDNAs in voller Lange sequenziert, ihre ge-
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nomische Anordnung erneut tberprift und ggf. das Expressionsmuster bestimmt wer-

den.

Eine weitere Eingrenzung der Bruchpunktregionen kann Uber Restriktionsanalysen mit
selten schneidenden Enzymen des in Frage kommenden genomischen Bereichs beim
Patienten erfolgen. Die anschlieBende Identifizierung aberranter Fragmente mittels Sou-
thern Blot wiirde die Bruchpunktregionen noch einmal einengen und einer Sequenzie-
rung zuganglich machen. Uber die letztendliche Sequenz der Bruchstellen lieRe sich die
absolute Balanciertheit der Translokation letztendlich beweisen oder widerlegen.
Schreller und effektiver daflr nutzbar ist die vergleichende Genomhybridisierung
(CGH) auf Microarrays, die durch ein umfassendes Screening des Genoms auch assozi-
ierte chromosomale Rearrangements aufdecken kann und damit der h&ufigen Kom-

plexitat struktureller genomischer Erkrankungen gerecht wird (—4.1.4).

Fir DMRT2 sollten wegen seiner unmittelbaren physikalischen Ndhe zum 9p24.3-
Bruchpunkt und der nachgewiesenen Expression in der hamatopoetischen Stammzelle
weiterflihrende Expressionsanalysen in hdmatopoetischem und lymphatischem Gewebe
durchgefuhrt und mit der Expression beim vorliegenden Patienten und evtl. anderen an
B-CLL erkrankten Patienten verglichen werden. Gleiches gilt fir das Tumorsupressor-
gen ANKRD15. Hier bieten sich derartige funktionelle Analysen vor allem bei Patienten
an, die in ihrer Anamnese ein Nierenzellkarzinom sowie eine lymphatische Neoplasie
aufweisen (—4.2.4). Da die Beteiligung beider Gene (ber einen Positionseffekt zu er-
klaren ware, sollte die genomische Sequenz der Bruchpunktregionen auch auf das Vor-

handensein putativer regulatorischer Elemente untersucht werden.

Diese Anatze ermdglichen die vorliegende Phanotyp-Genotyp-Beziehung im Hinblick
auf die ldentifizierung neuer pathogenetischer Faktoren fur die chronische lymphatische

Leukamie weiter zu charakterisieren.



5 Zusammenfassung

Die molekularzytogenetische Bruchpunktkartierung mittels Fluoreszenz-in-situ-Hybri-
disierung bei Patienten mit balancierten Chromosomenanomalien ist ein potentes In-
strument zur positionsspezifischen Identifizierung menschlicher Krankheitsgene. In
vielen Fallen Kkartieren die Bruchpunkte innerhalb oder nahe eines putativen Kandida-
tengens und beeinflussen dessen Expression. Im Rahmen dieser Arbeit wurde eine der-
artige molekulare Charakterisierung bei einem 71-jahrigen Patienten mit chronischer
lymphatischer B-Zell-Leukamie und einer konstitutionellen, in der Literatur bislang
nicht beschriebenen, balancierten Translokation t(6;9)(p12;p24) durchgefiihrt. B-CLL
ist eine haufige hdmatologische Neoplasie und obwohl Alterationen verschiedener Loci
bereits identifiziert und als Prognosefaktoren etabliert wurden, bleibt die Suche nach
krankheitsverursachenden Genen eine Herausforderung. FISH-Analysen auf Metapha-
senchromosomen des Patienten wurden mit 15 BAC-Klonen spezifisch fiir den kurzen
Arm von Chromosom 6 (6p12) und 12 BACs flr 9p24 realisiert. RP11-399A15 (6p12.1)
und RP11-147111 (9p24.3) konnten aufgrund gesplitteter Hybridisierungssignale auf
beiden derivativen Chromosomen als Bruchpunkt-iberspannende Klone identifiziert
werden. Zur weiteren Eingrenzung beider Bruchpunkte wurden 4 Subfragmente dieser
Klone mittels long range PCR generiert und in FISH-Analysen eingesetzt. Ein 11-kb-
Fragment abgeleitet von RP11-399A15 Uberspannt den 6p12.1-Bruchpunkt und ein 12-
kb-Fragment von RP11-147111 sowie ein cDNA-Klon fiir den Transkriptionsfaktor
DMRT2 Kartieren den 9p24.3-Bruchpunkt innerhalb von 8 kb stromaufwiérts vom 5°-
Ende von DMRT2 in dessen putativer Promotorregion. Datenbankanalysen sehen kein
bekanntes Gen durch die Translokation unterbrochen. Méglicherweise hat der Translo-
kationsprozess Einfluss auf die Genexpression in Bruchpunktnéhe (z. B. DMRT2) oder
sogar in groRerer Entfernung (Positionseffekt). JAk2, welches in die Tumorigenese hé-
matologischer Neoplasien involviert ist, kartiert mit etwa 4 Mb zu weit vom 9p24.3-
Bruchpunkt entfernt, um ein kritisches Kandidatengen zu sein. Weitere potenzielle
Kandidatengene sowie Genvorhersagen und ESTs konnten den Bruchpunktregionen
und der unmittelbaren Umgebung zugeordnet werden und sollten funktionellen Analy-

Sen unterzogen werden.
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v

Thesen

Die molekulare Charakterisierung balancierter Chromosomenanomalien (Trans-
lokationen, Inversionen), die mit phanotypischen Verénderungen einhergehen,
er0ffnet die Moglichkeit, krankheitsassoziierte Kandidatengene zu identifizie-

ren.

Mithilfe der Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) lassen sich die Bruch-
punkte einer konstitutionellen Translokation t(6;9)(p12;p24) bei einem Patienten
mit chronischer lymphatischer B-Zell-Leukdmie innerhalb der Chromosomen-
banden 6p12.1 und 9p24.3 Kkartieren.

FISH-Analysen mit BAC (bacterial artificial chromosome)-Klonen spezifisch
fur die chromosomale Region 6p12 ordnen den Translokationsbruchpunkt der
DNA-Sequenz von BAC-Klon RP11-399A15 (160 kb) zu, die das humane Gen

HCRTR2 (hypocretin/orexin receptor 2) enthélt.

FISH-Analysen mit BAC-Klonen spezifisch fur die chromosomale Region 9p24
ordnen den Translokationsbruchpunkt der DNA-Sequenz von BAC-Klon RP11-
147111 (173 kb) zu, die das humane Gen DMRT2 (doublesex and mab-3 related

transcription factor) enthélt.

Eine molekularzytogenetische Feinkartierung der chromosomalen Bruchpunkte
gelingt Uber FISH-Analysen mit long range PCR-Subfragmenten der Bruch-

punkt-tberspannenden Klone.

Ein von RP11-399A15 amplifiziertes 11 kb long range PCR-Produkt Uberspannt
den 6p12.1-Bruchpunkt. Diese Region enthélt keine bekannten Gene.

FISH-Analysen mit einem 12 kb long range PCR-Fragment von RP11-147111
und einem cDNA-KIlon fir DMRT2 kartieren den 9p24.3-Bruchpunkt maximal
8 kb stromaufwirts vom 5’-Ende von DMRT2, innerhalb der putativen Promotor-

region dieses Gens.

. Obwohl keine bekannten Gene durch die Translokation unterbrochen wurden, ist

es mdglich, dass der Translokationsprozess einen Einfluss auf die Expression
nahe lokalisierter (z. B. DMRT2) oder sogar weiter distanzierter Gene (Positions-
effekt) hat.
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