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1 EINLEITUNG

1.1 Chromosomale Veranderungen bei malignen Erkrankungen

1.1.1 Geschichtlicher Uberblick

Die Anfange der Tumorzytogenetik reichen bis in das 19. Jahrhundert zurick. Der
Forscher J. Arnold konnte bereits 1879 zum ersten Mal Mitoseanomalien in
Tumorzellen beobachten [3]. Bereits 1890 berichtete der deutsche Pathologe David
von Hansemann von auffalligen Kernveranderungen und gestorten Teilungsfiguren in
Schnittpraparaten von Karzinomen und vermutete, dass zwischen diesen
Veranderungen und der Entstehung von malignen Tumoren ein Zusammenhang
bestehen konnte [3;43]. Ein Vierteljahrhundert spater griff der deutsche Zoologe
Theodor Boveri diese Vorstellungen auf und formulierte unter Hinzunahme eigener
Beobachtungen in seiner Arbeit , Zur Frage der Entstehung maligner Tumoren® die
sogenannte "Chromosomenhypothese" der Tumorentstehung [12]. In dieser Arbeit
stellte er 1914 die These auf, dass Veranderungen im Chromosomensatz einer Zelle
die Voraussetzung fiir den Ubergang von normalem Wachstum zu maligner
Proliferation seien. Bis die technischen Voraussetzungen geschaffen waren, um die
"Chromosomenhypothese" der Tumorentstehung zu Uberprifen, mussten erst einige
Jahrzehnte vergehen. Ein neues Verfahren stellte die hypothone Behandlung der
Zellen dar, dadurch konnte 1956 erstmals durch Tjio und Levan die korrekte
Chromosomenzahl des Menschen bestimmt werden [129]. Ein entscheidender
Fortschritt in der Zytogenetik wurde 1960 durch Nowell und Hungerford mit dem
sogenannten "Philadelphia-Chromosom" erreicht. Nowell und Hungerford fanden mit
dem "Philadelphia-Chromosom" die erste Chromosomenanomalie, die fur eine
menschliche Leukamie als charakteristisch gelten konnte [80;129]. Der Name wurde
nach dem Ort gewahlt, in dem die amerikanischen Forscher ihre bahnbrechende
Entdeckung gemacht hatten. Sie beschrieben zum ersten Mal eine spezifische
Chromosomenveranderung bei einer malignen Erkrankung. Sie entdeckten, dass in
Knochenmarkszellen von Patienten mit chronisch myeloischer Leukamie (CML) sehr
haufig ein kleines Chromosom auftrat, das normalerweise im menschlichen
Chromosomensatz nicht zu finden war. Das Philadelphia-Chromosom blieb recht

lange das einzige Beispiel fur eine charakteristische Chromosomenanomalie, die bei
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einer menschlichen Tumorerkrankung so regelmalig auftrat, dass man sie mit der
Entstehung der Erkrankung in Verbindung bringen konnte. Ein weiterer Fortschritt in
der Zytogenetik wurde 1970/71 durch die Einfihrung der Banderungstechnik erreicht.
Die Anwendung der Banderungstechniken, die eine Identifizierung einzelner
Chromosomen und Chromosomenabschnitte ermdoglicht, fihrte dazu, dass Janet
Rowley 1973 das Philadelphia-Chromosom als ein verkirztes Chromosom 22
identifizierte [105]. Dabei zeigte sich aber auch, dass das am Chromosom 22
fehlende Stuck nicht verloren ging, sondern an den langen Arm eines Chromosoms 9
transloziert wurde. Im Laufe der Jahre wurden mit verbesserten
Banderungstechniken eine Vielzahl von spezifischen Chromosomenaberrationen
entdeckt, die mit der Entstehung und Entwicklung von Tumoren beim Menschen in

Zusammenhang stehen [105;106].

1.1.2 Chromosomale Aberrationen

Der Zusammenhang zwischen bestimmten chromosomalen Translokationen und
Subtypen der Leukamie und Lymphome fuhrte zu der Entwicklung von Techniken,
die eine genauere Identifikation von chromosomalen Veranderungen erlauben
[73;112]. Zu den bei der Tumorgenese massgeblich beteiligten genetischen
Strukturen gehoéren die Protoonkogene und die Tumorsuppressorgene. Tumorzellen
unterscheiden sich von ihren normalen Vorlauferzellen durch genetische
Aberrationen, die vor allem Wachstumsregulatoren betreffen. Dazu gehoren
Protoonkogene, die an der Regulation des Zellzyklus, der Zellteilung und
Zelldifferenzierung wesentlich beteiligt sind. Protoonkogene kodieren u.a. fir
Zytokine, Wachstumsfaktoren, Wachstumsfaktorrezeptoren und Transkriptions-
faktoren. Onkogene sind die entsprechend genetisch veranderten Aquivalente zu
Protoonkogenen. Onkogene beglinstigen Uber eine Steigerung ihrer Aktivitat (,gain
of function“) die Proliferation von Zellen. Tumorsuppressorgene sind ebenfalls an
einer Vielzahl von zellularen Prozessen, wie Zellzyklus, Zelldifferenzierung, Apoptose
oder Reparatur der DNA beteiligt. Tumorsuppressorgene wirken aber durch negative
Wachstumsregulierung auf die Zellen, sodass die Proliferation der Zellen bei Verlust
der Tumorsuppressorgene, durch einen Funktionsverlust (,loss of function®) der

hemmenden Wirkung induziert wird [13;131].
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Auf chromosomaler Ebene werden verschiedene Mechanismen unterschieden, die
innerhalb der malignen Transformationen von Bedeutung sind und die genannten

Genklassen involvieren. Im Folgenden sollen einige Beispiele genannt werden:

Deletionen:
Deletionen beschreiben den Verlust von chromosomalem Material. Deletionen

verursachen haufig den Verlust von Tumorsuppressorgenen [109].

Inversionen:
Bei der Inversion kommt es zu einem Bruch eines Chromosomenabschnittes mit

anschlieBender Drehung um 180°.

Translokationen:
Verlagerung eines Chromosomenabschnittes von seinem ursprunglichen Ort auf ein

anderes Chromosom oder eine andere Stelle des gleichen Chromosoms.

Insertionen:
Bei der Insertion wird genetisches Material eines Chromosomenabschnittes an

anderer Stelle des Genoms integriert.

Amplifikationen/Duplikationen:
Amplifikationen bzw. Duplikationen beschreiben den Zuwachs bzw. die Verdopplung

von Chromosomen oder von chromosomalen Regionen.

Inzwischen haben molekulare Studien erwiesen, dass chromosomale
Veranderungen spezifische Ereignisse auf molekularer Ebene widerspiegeln und

eine grosse Rolle bei der Onkogenese spielen [98].

1.2 Veranderungen bei hamatologischen Erkrankungen

Chromosomale Aberrationen kénnen sowohl die Genexpression als auch das
Genprodukt beeinflussen. Die Aktivierung von Protoonkogenen kann als Folge von
oben genannten Rearrangierungen, wie Translokationen oder Inversionen, unter

dem Einfluss regulatorischer Sequenzen anderer Gene verstarkt oder inadaquat
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verandert werden. Die ersten Gene, die auf molekularer Ebene charakterisiert
wurden, waren das humane MYC- Onkogen und das Immunglobulinschwerketten-
Lokus-Gen (/GH) in der Translokation 1t(8;14)(g24;q32). Diese Translokation
charakterisiert das Burkitt-Lymphom, eine Subentitat innerhalb der B-Zell-Non-
Hodgkin-Lymphome [61;126;143].

Ein weiterer Mechanismus, der zur Pathogenese hamatopoetischer Erkrankungen
beitragt, stellt die Inaktivierung von Tumorsuppressorgenen dar. Der Funktionsverlust
oder die Inaktivierung von Tumorsuppressorgenen sind fur die Initiation oder die
Progression malignen Wachstums von Bedeutung. Translokationen, Deletionen
sowie Inversionen konnen in einem weiten Spektrum von hamatopoetischen
Malignitaten (myeloischen und lymphatischen) gefunden werden.

Wahrend lymphatische Leukdmien eher durch Uberexpression von strukturell
normalen Genen, wie z.B. Juxtaposition von hoch rekombinogenen ,enhancer”
Elementen, wie der IGH-Lokus, charakterisiert sind, sind myeloide Leukamien eher
die Folge von chimerischen Proteinen, hervorgerufen durch chromosomale
Translokationen.

Die Folgen der verschiedenen genetischen Aberrationen sind eine veranderte
Expression und/oder eine veranderte Funktion der betroffenen Gene. Dies
verursacht einen Uberschuss von Genprodukten oder fiihrt umgekehrt zu einer
Abnahme oder zum Fehlen eines Genproduktes, was eine veranderte Menge oder
eine veranderte Aktivitat eines Proteins verursacht. Die betroffenen Gene kodieren
haufig fur Proteine, die fur wichtige Zellfunktionen wie Wachstum, Differenzierung
oder Apoptose verantwortlich sind. Daraus resultiert eine Fehlregulation der
Differenzierung, der Proliferation sowie der Apoptose maligner Zellen [70;98;109].

Es ist interessant, dass chromosomale Veranderungen haufig mit einem bestimmten
Tumorphanotyp assoziiert sind [98]. Die Liste der auf molekularer Ebene
charakterisierten Translokationen ist umfangreich und nimmt weiterhin zu. Es sind
jedoch eine begrenzte Zahl rekurrenter Gene, die Ziel dieser Veranderungen sind.
Beispielsweise werden bei akuter myeloischer Leukamie, die durch Translokationen
1(8;21)(922;922.3), 1(3;21)(926;922) und inv(16)(p13;922) charakterisiert sind, Teile
des ,transcription factor core binding“-Komplexes verandert [28;65;72;82;83;98].
Ahnlich verhélt es sich bei Translokationen, in die die Chromosomenbande 1123

involviert ist. In den meisten Fallen ist ein einziges Intron des MLL-Gens (mixed
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lineage leukemia) Ziel der Veranderungen, was vermuten Iasst, dass die
Dysregulation der MLL-Funktion Folge all dieser Rearrangements ist [128].

Ein weiteres Beispiel ist das ETV6-Gen, welches auf dem kurzen Arm von
Chromosom 12 lokalisiert ist.

Veranderungen des kurzen Arms von Chromosom 12 treten bei 4-8% der Patienten
mit einer akuten myeloischen Leukamie (AML) auf und betreffen zumeist das ETV6
—Gen (ETS-variant gene 6). Veranderungen dieses Gens treten haufig bei
sekundaren AML auf und zeigen eine ungunstige Prognose an. Die mediane
Uberlebenszeit von Patienten mit zytogenetischen Veranderungen der Region 12p
liegt bei nur 14 Monaten [16;42;68].

Unterschiedliche Bruchpunkte und verschiedene Abnormalitaten, wie balanzierte und
unbalanzierte Translokationen, Deletionen, Verdopplungen, Dicentrics und
Inversionen, spielen eine Rolle. Beispielsweise kann mit konventioneller
zytogenetischer Analyse in 5% der AML und in 10% der ALL Falle chromosomale
Veranderungen auf 12p nachgewiesen werden [99;122]. Zusatzlich konnte durch
Fluoreszenz in situ Hybridisierung (FISH) auf normal erscheinenden G-Banden

kryptische Veranderungen auf Chromosom 12 sichtbar gemacht werden [2].

1.3 ETV6-Gen

1.3.1 Das ETV6-Gen

1994 wurde von Golub et al. das ETV6-Gen, auch bekannt als TEL-Gen
(Translokation ETS like Leukemia), auf 12p13 als Fusionspartner des PDGFR im
Fall einer balancierten Translokation, t(5;12)(q33;p13), bei einem Patienten mit einer
chronisch myelomonocytarer Leukamie (CMML) entdeckt [35].

Das ETV6-Gen gehort zu der gro3en Familie von Transkriptionsfaktoren, die als
ETS-Familie (E26 transforming specific) bekannt sind, und liegt auf dem kurzen Arm
von Chromosom 12 (12p13). Diese Gruppe von Proteinen ist durch eine
konservierte, 85 Aminosauren lange, gewundene Helix-loop-helix (HLH) DNA-Binde-
Domane (DBD), die sogenannte ETS-Domane, gekennzeichnet [84;85].

Baens et al. konstruierten 1996 eine detaillierte Karte der genomischen Region, die
das ETV6-Gen enthalt [4]. Demnach besteht das ETV6-Gen aus 240 Kilobasen (kb)
und enthalt acht Exons. Wie in Abbildung 1 aufgezeigt, kann sich ein alternatives

Exon 1 (Exon 1B) 12 Kilobasenpaare (kb) vorgelagert von Exon 3 befinden. Es ist
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aber nicht geklart, ob aus dieser alternativen ,splice® Form ein Protein exprimiert
wird. Die Transkription erfolgt vom Telomer zum Zentromer. Das Gen kodiert fur eine
1356 kb cDNA (copyDNA).

Telomer 1| 2 1B 3 4 5 67 8 Centromer
57 187 352 487 1033 1176 1277
D
HLH Domaéne DBD Doméne

Abbildung 1: Exon Stuktur des ETV6-Gens. Das ETV6-Gen hat 8 Exons (vertikale Linien). Unter den
Exons ist die Grosse in Basenpaaren (bp) angegeben. Die HLH Domaéne ist griin, die DBD Doméane

ist rot dargestellt.

Auf der cDNA-Ebene finden sich drei verschiedene Transkripte (2.400, 4.300, 6.200
Nukleotide), die mdglicherweise durch differentielle Polyadenylierungs-Reaktionen
am 3‘-Ende entstehen. Die cDNA des ETV6-Gens kodiert fur zwei nukleare Proteine,
ein aus 452 Aminosauren bestehendes Polypeptid, das in die Unterklasse der ETS-
Proteine eingeordnet werden kann, und ein weiteres Protein, das 409 Aminosauren
lang ist, welches exprimiert wird, wenn ein alternatives Startcodon auf Position 43
genutzt wird. Diese Proteine enthalten alle eine Helix-loop-helix-Dimerisations-
Domane am amino-terminalen Ende (5° Region) und eine ETS-DNA-bindenden
Domane am carboxy-terminalen Ende (3° Region). Das HLH-Motiv wird von den
Exons 3 und 4 kodiert und ist auch als ,pointed oder ,steril alpha motif Domane
(SAM) bekannt. Diese Domane ist verantwortlich fur Hetero- und
Homodimerisationen mit anderen ETV6-Proteinen und moglicherweise auch anderen
ETS-Familienmitgliedern wie FLI1 [17;34;35;38;52]. Die ETS-DNA-bindende Domane
wird von den Exons 6 bis 8 kodiert. Die DBD-Domane ist positiv geladen, sodass sie
an purinreiche DNA-Segmente binden kann. Es existiert zudem noch eine zentrale

Domane, die zwischen der HLH- und der DBD-Domane liegt.

11
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1.3.2 Das ETV6-Protein und seine Funktion

Eine wichtige Rolle haben die ETS-Transkriptionsfaktoren vor allem bei der
Regulierung der Entwicklung und Funktion von Zellen der verschiedenen
hamatopoetischen Zellreihen und des Immunsystems. Aul3erdem sind ETS-Proteine
wichtig fur die Regulierung der Expression von Genen, die an der
Zellzyklusprogression und der Apoptose beteiligt sind [135]. Die Rolle der ETS-
Faktoren bei der Hamatopoese ist von besonderer Bedeutung, da einige ETS-
Proteine bevorzugt Expressionen in hamatopoetischem Gewebe zeigen und
aberrante Expressionen bei der Entwicklung von Leukamien bei Mausen und
Huhnern gefunden wurden [84]. Wang et al. konnten zeigen, dass, obwohl ETV6
nicht fur die Proliferation oder Differenzierung der Hamatopoese im Dottersack oder
der fetalen Leber bendtigt wird, ETV6 sehr wohl fur die Etablierung der Hamatopoese
im Knochenmark essentiell ist und schon bei der Transformation von der Leber- zur
Knochenmarkhamatopoese eine kritische Rolle spielt [134].

Wie in 1.3.1 beschrieben, ist das Charakteristische der ETS-
Transkriptionsfaktorenfamilie die konservierte ETS-DNA-bindende Domaéane, die aus
85 Aminosauren besteht [135]. Diese Domane ist hauptsachlich fur die Bindung an
spezifische Sequenzen Uber ein GGAAT-Kernmotiv verantwortlich, sie vermittelt aber
auch Protein-Protein-Interaktionen [39;48]. Elektrophoretische Untersuchungen
zeigen, dass ETV6 an dieses Motiv DNA bindet [34;84;97].

Eine Reihe von Proteinen, die der ETS-Familie zugerechnet werden, besitzen neben
der ETS-DNA-bindenden Doméne die HLH-Protein-Dimerisations-Domane. Die
ETV6-HLH-Domane besteht aus einer 67 Aminosauren langen Region, der eine
benachbarte Basisdomane fehlt, was fur HLH-Transkriptionsfaktoren wie MYC und
MYO-D charakteristisch ist [116]. Die HLH-Domane spielt keine direkte Rolle bei der
DNA-Bindung. Sie ist vor allem in Protein-Protein-Interaktionen involviert, die zu
Homodimerisation und Heterodimerisation mit anderen Mitgliedern der ETS-Familie
fuhren [17;36-38;52]. ETS-Transkriptionsfaktoren sind in vieler Hinsicht in die
normale Entwicklung und Differenzierung des hamatopoetischen Systems involviert
[7]. ETV6  funktioniert als ein  sequenzspezifischer = DNA-bindender
Transkriptionsregulator [97].

Studien, die sich mit den Transkriptionseigenschaften von ETV6 befassen, zeigen,

dass ETV6 auch ein starker Transkriptionsrepressor ist [21;44]. Die

12
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Repressionsaktivitat von ETV6 kann auf zwei Regionen lokalisiert werden, die HLH-
Domaéane und eine zentrale Region zwischen der HLH- und der ETS—-Domane.
Chakrabarti et al. fanden heraus, dass die zentrale Region eine von der HLH-
Domane unabhangige Repressoraktivitat ausubt [21]. Die Vermittlung Uber die
zentrale Region kann durch inhibierende Histon-Deacetylasen (HDAC) erleichtert
werden, ebenso interagiert diese Domane mit Korepressoren, die HDACs rekrutieren
[21;41]. Neuere Studien belegen, dass auch die Repression durch die HLH-Domane
hdchst wahrscheinlich durch den Korepressor LAMBTL, ein polycomb-group-Protein,
das auch eine HLH-Domane enthalt, vermittelt wird [10].

Abgesehen von den Korepressoren konnten noch mehrere Proteine identifiziert
werden, die mit ETV6 interagieren. Kwiatkowski et al. zeigten, dass ETV6 an sich
selbst und an FLI1 Uber die HLH-Domane bindet [60]. Dies flhrt zu einer Reduktion
der Transkriptionsaktivitdt von FLI1. In ,transient transfection assays“ transaktiviert
FLI1 megakaryozytenspezifische Promotoren, ETV6 inhibiert diesen Effekt. In
Transaktivierungsstudien, die deletierte Gene von ETV6 und vom ETV6-AML1-
Fusionsprotein nutzten, konnte man feststellen, dass die HLH-Domane von ETV6 die
Transaktivierung nur teilweise inhibiert und die komplette Hemmung die volle Lange
des ETV6-Molekuls, inklusive der DNA-bindenden Domane, bendtigt.

Fears et al. bestatigten, dass das ETV6-Protein als starker Repressor der
Transkriptionsaktivierung des Promotors des M-CSF-Rezeptors (colony stimulating
factor) durch ein komplexes Zusammenspiel mit anderen Transkriptionsfaktoren wie
AML1,C/EPBa und PU.1 wirkt [30].

1.3.3 ETV6-Veranderungen und Einfluss auf die Onkogenese

Bis jetzt sind mehr als 40 Translokationen, die das ETV6-Gen involvieren, bekannt
[86]. Annahernd 20 verschiedene Fusionspartner, darunter Tyrosinkinasen,
Transkriptionsfaktoren oder Proteine mit unbekannter Funktion, konnten auf
molekularer Ebene identifiziert werden.

Tabelle 1 zeigt die Beteiligung des ETV6- Gens an verschiedenen malignen

Erkrankungen sowie die entsprechenden Transformationsmechanismen.
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1 EINLEITUNG

Fusionspartner Translokation Bruchpunkt | Erkrankung Transformations-
ETV6 mechanismus
RUNX1 t(12;21)(p13;922) Intron 5 ALL Repression von RUNXT1
Zielgenen, ,loss of function
von ETV6?
MN1 t(12;22)(p13;911) | Intron 2 oder AML/MDS Repression  von MN1
3 Zielgenen?
MDS1/EVI1 t(3;12)(q26;p13) Intron 2 MDS,CML Uberexpression von EV/1?
BTL t(4;12)(q11- Intron 1 oder AML-MO GSH2 Uberexpression?
q12;p13) 2
CDX2 t(12;13)(p13;912) Intron 2 AML nicht Fusionsgen abhangig.
MDS2 t(1;12)(p36;p13) Intron 2 MDS Protein  mit unbekannter
Funktion, Uberexpression
eines Nachbargenes?
PDGRFB t(5;12)(q31:p13) Intron 4 CMML Aktivierung der Proteinty-
rosinkinase (PTK) Domane
ABL1 t(9;12)(q34;p13) Intron 4 und AML,ALL Aktivierung der PTK
5 Domane
JAK2 t(9;12)(p24;p13) Intron 4 oder Pre-B cell Aktivierung der PTK
5 ALL, T-ALL | Doméne

Tabelle 1: Beispiele fiir die Beteiligung des ETV6-Gens an malignen Erkrankungen

Es ist besonders interessant, dass in einigen Translokationen, wie z.B. bei der
ETV6/PDGFRGB-Fusion, das aminoterminale Ende von ETV6 mit der HLH-Domane
kritisch flr die Leukamogenese ist [17;35;37;52], wahrend in anderen Fallen, wie bei
der MN1/ETV6 Fusion, die DNA-Binde-Domane von ETV6 relevant ist, wobei die
HLH-Domane zerstort sein kann [14]. Im Folgenden sollen die bisher bekannten

vier potentiellen Mechanismen, die bei einer Translokation unter Beteiligung von

ETV6 zu einer Transformation fihren kdnnen, naher erlautert werden.

1. 1(5;12) ETV6/PDGFRRB und 1(9:12) ETV6/ABL
In den meisten Fallen kodieren ETV6-Translokationen flr Fusionsproteine bei denen
(PTK) fusioniert sind. Bei

Translokation t(5;12) ist das aminoterminale Ende von ETV6, welches die HLH-

die HLH-Domane mit Phosphotyrosinkinasen der
Domane enthalt, mit der Tyrosinkinase-Domane des PDGFfB-Rezeptors fusioniert.
Diesem Fusionsprodukt fehlt die ETS-DNA-Binde-Domane [35]. Diese Struktur, die
HLH-Domane in der aminoterminalen Halfte von ETV6 und die Tyrosinkinase in der
carboxyterminalen Halfte von ETV6/PTK-Fusionen, ist charakteristisch und wird in
den Fusionen mit ABL1, ABL2, JAK2, NTRK3, FGFR3 und SYK gefunden
[19;46;54;59;63;89;92;140]. Der ETV6/PTK-Fusion

Mechanismus der ist gut
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1 EINLEITUNG

verstanden. Viele Studien haben gezeigt, dass die HLH-Domane von ETV6 als
Dimerisationsmodul fur das Fusionsprotein dient. Dimerisation fuhrt zu Aktivierung
der PTK-Domane und zur Autophosphorylierung der Fusionsproteine und der
zellularen Proteine [17;37;52;119]. Expression von solchen ETV6/PTK Fusionen in
Interleukin 3 (IL-3) abhangigen Zellen fuhren zu faktorunabhangigem Wachstum
[17;47;62;120;138].

Ebenso verhalt es sich bei der Translokation t(9;12), deren Folge eine Fusion des
aminoterminalen Endes von ETV6 mit dem ABL7-Gen, einer non-Tyrosinkinase, ist
[37;89]. Die ABL-Kinase ist bekannt durch die Beteiligung an der Translokation
t(9;22), durch die Fusion mit BCR, auch bekannt als das oben erwahnte
Philadelphia-Chromosom. Die identische ABL-Sequenz ist bei der Fusion ETV6/ABL
betroffen. Wie bei der Fusion ETV6/PDGFRG wird eine Aktivierung der ABL-Kinase
durch die HLH-Domane erhoht. Auch hier ist die ETS-Doméane nicht beteiligt. Die
aktivierten PTKs sind direkt fur die transformierende Aktivitat dieser Proteine in vitro

und in vivo verantwortlich.

2. ETV6/EVI1/MDS1
Die HLH-Domane ist ebenfalls in einigen Fusionen mit Transkriptionsfaktoren, wie
RUNX1 (AML1), MDS1/EVI1 und CDX2, prasent [22;35;92;104]. Die MDS1/EVI1-und

CDX2-Fusionen enthalten den Transkriptions/Translationsstart von ETV6. Es wird

angenommen, dass durch diese Fusionen ektope Expressionen der
Trankriptionsfaktoren EVI1 und CDX2 reprasentiert werden, welche normalerweise
im hamatopoetischen System keine Expression finden. Bei der Translokation
(3;12)(q26;p13) wird ETV6 nach 3q26 zu dem MDS1/EVI1-Lokus transloziert.
Fusionstranskripte mit MDS1/EVI1 und mit EVI1 wurden beschrieben [78;93]. Es ist
unklar, ob die Formation des Fusionsproteins kritisch fir die Leukdmogenese ist oder
ob eine Uberexpression von EV/1 allein zu einer malignen Veranderung flhrt. Es
konnte gezeigt werden, dass eine EVI/1-Uberexpression die normale
hamatopoetische Differenzierung unterbrechen kann und zu einem gréReren
Vorkommen von Megakaryozyten fuhrt [118].

Die Translokation t(12;13)(p13;912) wurde in wenigen Fallen von AML gefunden, in
einem Fall fUhrte es zur Fusion mit dem Homeobox-Gen CDX2. Rawat et al. konnten

zeigen, dass eine Uberexpression von CDX2 und nicht das Fusionsprotein von ETV6
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1 EINLEITUNG

und CDX2 entscheidend fur die Entwicklung von Leukdmien in Modellen von
Knochenmarkstransplantaten bei Mausen sind.

Die Fusion von ETV6 und RUNX1T ist die am haufigsten beschriebene reziproke
chromosomale Translokation bei Leukamien im Kindesalter [104]. Golub et al.
beschrieben 1995 als erste die Fusion von ETV6 mit dem Transkriptionsfaktor
RUNX1. Das Fusionsprotein enthalt die HLH-Domane von ETV6 und die DNA-
Bindedomane und Transaktivierungsdomane von RUNX1. Das Fusionsprotein kann
weiterhin an die Promotor- und Enhancer-Region der RUNX1 Zielgene binden. Doch
anstatt diese zu aktivieren, werden sie durch ETV6/RUNX1 unterdrickt. Diese
Repressionsfunktion ist von der HLH- und der zentralen Domane von ETV6
abhangig, die beide an der Fusion beteiligt sind. Es wird vermutet, dass
ETV6/RUNX1 den normalen Weg der Genaktivierung durch RUNX7 in dem
hamatopoetischen System storen [31;44]. Interessant ist, dass das nicht dislozierte
ETV6 Allel ebenfalls an dem Transformationsprozess beteiligt zu sein scheint. Sogar
in Fallen, bei denen keine Deletion nachgewiesen werden kann, ist eine Expression
des Wild-Typ ETV6-Allels nicht vorhanden, was auf eine wichtige Rolle der ,loss of
function® Funktion des ETV6-Allels als ein sekundares Event bei ALL spricht und zur
Progression der ALL beitragt [101;115].

3. ETV6/MN1

Bei der Fusion von MN71 und ETV6 ist dagegen die DNA-Binde-Domane enthalten,
wobei die HLH-Domane bei einigen Fallen zerstort ist [14]. Die MN1/ETV6-Fusion ist
das Ergebnis der Translokation t(12;22)(p13;911). Das MN1/ETV6-Fusionsprotein

enthalt transkriptionsaktiverende Regionen aus MN7 und die ETS-Domane aus

ETV6. MN1 ist vermutlich eher ein Transkriptionsaktivator als ein
Transkriptionsfaktor. Dies ist das einzige Beispiel, bei dem ein Transfusionsprodukt,

das die ETS-Domane enthalt, Transkriptionsaktivitat zu haben scheint [14;35].

4. ET6/CHIC2

Cools et al. beschrieben eine Fusion von ETV6 mit CHICZ2 bei Patienten mit AML bei
einer Translokation t(4;12)(q11-12;p13). Bei diesem Transfusionsskript sind sowohl
die HLH- als auch die ETS-Doméne enthalten und mit dem CHIC2 Promotor

fusioniert [23;23;118]. Relevant fur die Leukdmogenese ist nicht das Fusionprodukt
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1 EINLEITUNG

an sich, sondern wahrscheinlich eine ektope Expression des Homeobox-Gens
GSH2, welches in der Nahe des Bruchpunktes auf Chromosom 4 liegt [25].

Dieser Deregulationsmechanismus wurde auch bei Patienten mit einer Translokation
t(5;12) beobachtet. In Abwesenheit eines funktionellen ACS2/ETV6-Fusionsprodukts
konnte die ektopische Expression von Genen nahe des Bruchpunkts auf Chromosom
5, z.B. IL-3 pathogenetisch bedeutend sein [25;139].

Dieser Mechanismus zeigt sich auch bei der Translokation t(1;12)(p36.1;p13), bei der
das MDS2-Gen mit ETV6 fusioniert ist. Hierbei wirde das Fusionsprotein 54
Aminosauren des ETV6 Gens enthalten, aber lediglich 4 Aminosauren des MDS2-
Gens, das normalerweise fur ein 140 Aminosauren langes Protein kodiert. Deshalb
ist in diesem Fall sehr wahrscheinlich, dass die maligne Transformation durch

Upregulation von Nachbargenen hervorgerufen wird [87].
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2 FRAGESTELLUNG UND ZIELSETZUNG

Eine entscheidende Rolle bei der Entstehung von Leukamien spielen
Genveranderungen, die infolge von Chromosomentranslokationen entstehen. Diese
Veranderungen resultieren entweder in der Entstehung von neuen Fusionsgenen
oder in der deregulierten Expression von Genen in der Nahe der
Chromosomenbruchpunkte. Es konnte in verschiedenen, oben genannten Arbeiten
fur einige Fusionsgene gezeigt werden, dal} sie eine entscheidende Rolle bei der
Entstehung von Leukamien haben.

Wie beschrieben spielen Veranderungen, die das ETV6-Gen betreffen, bei dem
Pathomechanismus zur Entstehung von Leukamien eine wichtige Rolle.

Daher ist die Detektion dieser Aberrationen fur die Einschatzung der Prognose des
Patienten und die Wahl einer geeigneten Therapie wichtig. Da es sich oft um
kryptische, also mit herkdbmmlichen Verfahren nicht nachweisbare Veranderungen
des ETV6-Gens, welches sich im terminalen Bereich des kurzen Arms von
Chromosom 12 (12p13) befindet, handelt, sind Translokationen oder Deletionen
teilweise durch die klassische zytogenetische Analyse nicht nachweisbar. Erst die
Anwendung spezifischer DNA-Sonden in der Fluoreszenz in situ Hybridisierung
(FISH) oder die Anwendung molekulargenetischer Verfahren koénnen die
Veranderungen darstellen.

Angeregt durch diese Erkenntnisse, wurde Gewebe von 25 Patienten mit
unterschiedlichen hamatologischen Erkrankungen, die karyotypisch ersichtlichen
chromosomalen Veranderungen des kurzen Arms auf Chromosom 12 aufwiesen, auf
das Vorhandensein einer ETV6-Genrekombination molekularbiologisch gescreent.
Das Gewebe dieser Patienten wurde zwischen 1997- 2003 in dem zytogenetischen
Labor der Abteilung Il Medizinischen Klinik und Poliklinik Onkologie, Hamatologie,
Knochenmarktransplantation des Universitatsklinikums Eppendorf untersucht. Aus
dem beschriebenen Zeitraum sind archivierte Knochenmark- und Blutproben
vorhanden, so dass die heutzutage Ubliche PCR zum Nachweis eines
Fusionstranskriptes neben Fluoreszenz in situ Hybridisierung (FISH) Anwendung
finden konnte. Ziel der Arbeit war daher, das FISH-Screening mit spezifischen
Sonden fur das ETV6-Gen bei allen 25 Patienten, um mogliche Translokatonspartner
sichtbar zu machen sowie die Auswahl der Patienten mit entsprechend neuen

chromosomalen  Veranderungen, um deren mogliche Detektion eines

18



2 FRAGESTELLUNG UND ZIELSETZUNG

Transfusionsskripts  mittels  Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) weiter zu

analysieren.
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3 MATERIAL UND METHODEN

3.1 Patientenkollektiv

Es wurden Proben, von 25 Patienten mit unterschiedlichen hamatologischen
Erkrankungen, die zwischen 1990- 2003 in dem zytogenetischen Labor der Abteilung
Il Medizinischen Klinik und Poliklinik Onkologie, Hamatologie,
Knochenmarktransplantation des Universitatsklinikums Eppendorf untersucht wurden
analysiert.

Bei den hamatologischen Erkrankungen handelte es sich bei 13 Fallen um eine AML,
bei 5 Fallen um ein MDS (myelodysplastisches Syndrom), bei 3 Fallen um ein MPS
(myeloproliferatives Syndrom) und bei 4 Fallen um eine CML. In der konventionellen
zytogenetischen Analyse wiesen alle Falle eine oder mehrere strukturelle
Veranderung auf Chromosom 12p auf, wobei 16 mal eine Deletion, viermal eine
Addition, zweimal ein Derivativ und achtmal eine Translokation gesehen werden
konnte.

Die Untersuchungen wurden an peripherem Blut oder Knochenmark durchgeflhrt.
Die Zellen waren in Methanol-Eisessig konserviert oder kryokonserviert.

Tabelle 2 gibt einen Uberblick iber die analysierten Patientenproben.
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Fall | Erkrankung [ Karyotyp

1 AML 46,XX
43-45,XX,del(5)(q15933),del(7)(g22),del(11)(p14),del(12)(p12),-16,-17,-18,
-19,-20,+1-3mar,1-6dmin[cp23]

2 AML 47 XX,del(2)(p?21),del(12)(p?12),+mar[2]

3 AML 45-47,XY,del(1)(q41)[3],
-7,4(8;17)(q13;p13),der(12)del(12)(p11)ins(12;?)(q13;?),+17,-18,+mar[cp13]

4 AML 42-44 XY ,del(5)(q14932),del(6)(q?22),-7,-8,-10,del(12)(p12),-17,+2-3mar[cp6]

5 AML 1.44-45,XY ,-4,-5,-7,del(12)(p11),-16,-21[6],-22,+4mar[cp8]
11.46,XY,?der(2),-4,-5,+2mar[4]
111.46,XY[13]

6 AML 45-47 XX,del(5)(q12933),del(12)(p12),del(12)(p13),-13,-13,?der(16),
-18,+21,+22,+2mar[cp15]

7 AML 46,XY,del(12)(p11)

8 AML 46-48,XY,+8,+21,1(3;12)(921;p13),der(17)t(12;17)(p13;925)

9 AML 46,XY,add(2)(p12),del(2)(p12),-4[2],t(6;11)(p24;923),del(8)(q22),
add(9)(g12),?del(12)(p13),?add(13)(p13),+mar[cp12]

10 AML 48-50,XY,t(3;12)(q26;p13)[22],-7[6],+9[5],+16[2],-17[3],+18[2],+21[22],
+22[22][cp22]

11 AML 1.45,XY,dic(16;17)(q11;p11)[14]
11.45,XY,del(12)(p13),dic(16;17)(q11;p11)[7]
111.46,XY[4]

12 AML 49,XX,+6,+8,add(12)(p13),+19[9]

13 AML 61-65,XXX,-1,-2,-3,-4,-5,-7,-7,+8,+9,7add (12)(q23),?del(12)(p11),-16,-17,-17,
-18,+add(19)(?q13),-21,-22,+2mar[cp25]

14 MDS 44-45,XY,add(2)(p11)[9],del(5)(q13933)[6],del(7)(q22)[8],-9[8],del (12)(p11)[9],
-22[9],+mar1[8],+mar2[6][cp12]

15 MDS 1.44-46,XX,del(5)(q12q34), add(12)(p12),add(19)(q13),+r,+mar[cp14]
11.46,XX[1]

16 MDS t(4;12)(q12;p13),inc

17 MDS 1.43-46,XY,del(12)(p11p13)[6]
11.46,XY[8]

18 MDS 44-46,XY,del(1)(p21),+del(1)(q12)[7],del(3)(g26),+del(3)(921)[7],
del(5)(q12q34),-6,-7,-9,+add(12)(p13)[7],-14,+1-3mar [cp3]

19 MPS 1.46,XY,del(12)(p11p13)[22]
11.46,XY[3]

20 MPS der(12)t(12;?),inc

21 MPS t(X;12)(g28;p11),inc

22 CML 43-46,XX,-2[6],-4,-5[14],1(9;22(q34;911),-10[4],del (12)(p12),del(13)
(911;914),-15[3],-16[14],-19[13],-20[14],+der(22)t(9;22)[2],
-22[3],+3mar[cp15]

23 CML 48-49,X,-Y[8],der(3)add(3)(p21)add(3)(g25)[7],del(3)(p13)[7],-4[8],+6[7]
,+8[81,4(9;22;7)(q34;q11;7?)[25],+10[6],del (12)(p12)[8],-15[7],add(17)
(p13)[6],?del(19)(p13)[6],add(19)(q13),+der(22)t(9;22)(q34;q11)[23],
+2mar[8][cp25]

24 CML 46,XX,1(9;22)(934;911),t(X;12)(q;p),inc

25 CML 46,XY,1(9;12;22)(q34;p13;q24)

Tabelle 2: Darstellung der 26 hamatologischen Patienten mit den jeweiligen Erkrankungen und den
entsprechenden Karyotypen
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3.2. Reagenzien von FISH
Methanol (Merck)

Eisessig
20X SSC (1L, pH =7.,0)

- 88,2g CgHsNaz;O7 x 2 H,O (Merck)
- 175,3g NaCl (J.T.Baker)
4X SSC Tween 20, 0,5% (Aldrich Sigma)
- 200ml 20X SSC
- 800ml H.O
- 500ul Tween 20 (Aldrich Sigma)
10X PBS (1L)

- Losung |
16,02g Na;HPO4 x 2H,0 (Merck)
73,84g NaCl
- Loésung
2,76g Na;HPO4 x H,O
16,36g NaCl
- Loésung Il in Lésung | hinzufigen bis zu einem pH von 7,0
10X TNT (1L, pH =7.5)
- 121.49 Tris-base (Aldrich Sigma)
- 87,49 NaCl

- 100ml 37% HCI (Merck)
- 100ml H,O
37% entspricht 440,30g/L, was mit 12,08N korrespondiert

0,5M MgCl, x 6H,0 (500ml) (Merck)
- 50,82g MgCI2 x H20

1M MgCl, (100ml) (Merck)
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- 20,33g MgCl;, x 6H2

Puffer TE 1/10 (1L) (pH = 7,5)
- 10ml Tris- HCI 1M
- 2ml 0,5M EDTA

0.5M EDTA (40ml) (pH = 7.5) (Aldrich Sigma)
- 8,04g EDTA

3M Natriumacetat (pH = 5,6) (Merck)
- 24,61g NaAc

50% Formamid 100ml 20X SSC (pH =7,0)
- 500ml 99% Formamid (Merck)

- 400ml aqua dest.
70% Formamid (pH = 7,0)

- 70ml reines Formamid (Invitrogen)
- 10ml 20X SSC

- 20ml aqua dest

RNAse (10mg/ml) (Roche)
Pepsin (100mg/ml) (Aldrich Sigma)

Human Cot-1 DNA (1mg/ml) (Invitrogen)
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3.2.1 Verwendete Sonden
Sonde 50F4
- Markierung Biotin

Sonde 148B6

- Markierung mit Digoxigenin

Sonde 163E7

- Markierung mit Digoxigenin
Sonde179A6
- Markierung mit Biotin

Sonde YAC 760G1

- Markierung mit Biotin

Sonde YAC 839F6

- Markierung mit Digoxigenin

3.2.2 Herstellung der Blockingreagentien

Blocking reagent 50g (Roche)

Fur die Detektion mit Biotin

- zu 0,5g Blocking reagent 100ml 4X SSC zugeben
- bei 70°C 1-2h I6sen

Fur die Detektion mit Digoxigenin

- zu 0,5g Blocking reagent 100ml 1X TNT zugeben
- bei 70° 1-2h l6sen

3.2.3 Verwendete Antikdrper

Avidin-FITC=Fluorescein Avidin D (5mg/ml) (Vector Laboratories)
Anti-Avidin=Biotinylated Anti-Avidin D (0,5mg/ml) (Vector Laboratories)

Anti-Digoxigenin-Rhodamin (0,2mg/ml) (Vector Laboratories)

Donkey anti sheep Texas Red=Texas Red conjugated donkey anti sheep Ig
(1,25mg/ml) (Jackson Immuno Research Laboratories)
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3.2.4 Hybridisierungslosungen
- 10ml deionisiertes Formamid
- 2ml 20X SSC
- 4ml Dextransulfat 50% (Aldrich Sigma)
1-2 h bei 70°C l6sen
pH auf 7,0 justieren und 4ml aqua dest hinzufigen

Konzentration von 50% Formamid,10% Dextransulfat und 2X
SSC

3.2.5 Eindeckungslésung (Mounting medium)

DAPI counterstain (4°6- Diamidin-2-fenilindol dihydrochlorid) (Roche)

- Loésung I: 1ml aqua dest zu 10mg DAPI Pulver geben - Konzentration

10mg/ml
- Loésung IlI: 2ul der Losung | auf 18ul aqua dest->Konzentration 1mg/mi

- Arbeitslosung: 0,5ul der Lésung Il auf 1ml Vectrashield (Vector Laboratories)
3.3. Molekularbiologisches Material

3.3.1 Extraktion von RNA

RNeasy miniKit (250) (Qiagen)
RNase-free DNase Set (50) (Qiagen)
Weitere Chemikalien:

- B-Mercaptoethanol 14,5M (Aldrich Sigma)
- Ethanol 100%

- Diethylpirocarbonat (DEPC)

- Aqua-DEPC

3.3.2 Synthese von cDNA

Superskript Preamplification System for First Strand cDNA Synthesis (Invitrogen)
Primer 412 (3'RACE) (MWG-Biotech AG)

Aqua DEPC

3.3.3 Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)

Taqg DNA Polymerase, recombinant (Invitrogen)
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dNTPs, solution stock (Invitrogen)

- dCTP, Desoxycythidin Triphosphat (10mM)

- dATP, Desoxyadenosin Triphosphat (10mM)
- dGTP, Desoxyguanosin Triphosphat (10mM)
- dTTP, Desoxytymidin Triphosphat (10mM)

Primer ETV6-F1a (MWG-Biotech AG)
Primer 467

Primer ETV6-F1b

Primer 468 °

Primer Exon-2A

Primer M13 forward

Primer M13 reverse

Primer 440P5-f1

Primer 440P5-f2

Primer 440P5-r1

QIlAquick PCR Purification Kit (50) (Qiagen)
QlAquick Gel Extraction Kit (50) (Qiagen)

Die Primer werden im Anhang nochmals detaillierter aufgefuhrt

3.3.4 Klonierung
pGEM — T Easy Vector System Il (Promega)

(LB) Medium (1L, pH = 7,0)

- 10g Trypton (Difco Laboratories)
- bg Hefeextrakt (Difco Laboratories)

- 10g NaCl (J.T.Baker)

SOC Medium (100 ml) (pH = 7,0)

- 2,0g Tryptan
- 0,59 Hefeextrakt
- 1ml 1M NaCl
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- 0,25ml 1M KCI (Merck)
- 2M Glucose (Merck), durch Filtration sterilisiert

- 1ml 2M Mg stock, durch Filtration sterilisiert

2M Mg, stock
- 20,33g MgCl x 6H,0 (Merck)
- 24,659 MgSO4 x 7H,0

IPTG solution stock (0,1M) (Apotheke des UKE)

X-GAL (50mg/ml) in N,N-dimethyl-formamid (Apotheke des UKE )

Ampicillin 100mg/ml (Boehringer- Mannheim)

Agar-Platten mit Ampicillin (100 yg/ml)
- 1L LB Medium

- 15g Agar (Difco Laboratories)

Agar-Platten mit Ampicillin/IPTG/X-Gal

- 100pI von 0,1M IPTG und 20upl von 50mg/ml X-Gal auf die Ampicillin LB
Platten geben

- Auf der Oberflache der Platten verteilen und 30 min bei 37°C einziehen lassen

3.3.5 Extraktion der DNA Plasmide
QIAGEN Plasmid Mini Kit (25) (Qiagen)

3.3.6 Agarosegel
Tris- Acetat (TAE): 50X
- 2429 Tris base
- 57.1ml Eisessig (Merck)
- 100ml 0,5M EDTA (pH8,0)
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6X Ladepuffer Il
- 0,25% Bromophenolblau (Aldrich Sigma)
- 0,25% Xylencyanol FF (Merck)
- 15% Ficoll (Tipo 400; Pharmacia) in Wasser

Aqgarose 1,3 % (p/v)

- Ultra Pure, Agarose Electrophoresis Grade (Invitrogen)
- TAE Puffer: 1X
- Ethidiumbromid (0,5ug/ml) (Invitrogen)

Grossenmarker, 100bp DNA Ladder (Invitrogen)

3.3.7 Sequenzierung

Markierung der Proben

- Big Dye
- 2.5X Half Term Puffer
- Primer (15pm)

Primer ETV6- F1a

Primer ETV6- F1b

Primer M13for

Primer M13rev

3.4 Verwendete Gerate

Analysenwaage (Mettler Toledo, Minchen)

Auflicht-Fluoreszenzmikroskop Zeiss Axioplan

Autoklav 2540 EL (Systec GmbH, Wettenberg)

BD Microlance 3 Einmalkantilen 20G (Becton Dickinson,Meylan,Frankreich)
Brutschrank Cytoperm (Heraeus GmbH, Osterode)

Deckglaser 24x60 und 13mm & (Marienfeld laboratory Glassware, Lauda-
konigshofen)

Eismaschine Scotsman AF-10 (Scotsman Ice Systems, Vernon Hill, IL, USA)
Elisaplatte (Invitrogen,Karlsruhe)

Gefrierschrank (Liebherr, Ochsenhausen)
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Gelkammer (Horizon 11.14, Biometra)

Heizplatte (Medax Nagel GmbH, Kiel)

Hetovac Vakuumzentrifuge Typ VR-1 (Heto Lab, Wiesloch)
Immersionsdl Immersol 518 F (Carl Zeiss GmbH, Jena)
Klhlzentrifuge Biofuge 13R (Heraeus GmbH, Osterode)
Mikrowelle (Sharp)

Multifuge 3s Zentrifuge (Heraeus GmbH, Osterode)
Objekttrager Superfrost Color (Menzel, Braunschweig)
Petrischalen (Durchmesser 85mm) (Eppendorf, Hamburg)
pH-Meter CG 811 (Schott Gerate GmbH, Hofheim)

PCR master cycler gradient (Eppendorf, Hamburg)
Pipettenspitze (Eppendorf, Hamburg)

Pipetus-Akku (Hirschmann Laborgerate GmbH&Co. KG, Eberstadt)
Rubber Cement-Fixogum (Marabu GmbH, Hamm)

Schuttler KM-2 (Edmund Buhler, Hechingen)

Sterilwerkbank Typ Laminair HB 2448 (Heraeus GmbH, Hanau)
UV-Lampe (eagle eye Il, Stratagene)

Vortexer REAX 2000 (Heidolph, Schwabach)

Wasserbader (Memmert, Schwabach und GFL, Burgwedel)
Zentrifuge 5415 (Eppendorf, Hamburg)

Mikroskop-System fir die FISH-Analyse:

Phasenkontrastmikroskop Model Axioplan (Carl Zeiss GmbH,Jena)
CCD-Kamera SenSys™ (Photometrics GmbH, Minchen)

Monitor ViewSonic

Vorschaltgerat HBO 100 W Zeiss, (Carl Zeiss GmbH, Jena)

Software:

Computerprogramm ,,Quips™ FISH” (Vysis, Bergisch Gladbach)
3.5 Methoden

3.5.1 FISH

Die Technik der in situ Hybridisierung (ISH) geht anfanglich sowohl auf Gall &
Pardue als auch auf John et al. zurick (1969) [49;90]. Sie konnten in den 60er
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Jahren unabhangig voneinander radioaktiv markierte Nukleinsaure mit dieser
Methode darstellen.

1981 ermoglichten Langer et al. nichtradioaktive Markierungstechniken von DNA. Die
FISH-Technik findet vor allem auch im Rahmen der Tumorgenetik eine breite
Anwendung, da sie den Nachweis numerischer und struktureller chromosomaler
Aberrationen ermdglicht. Das Prinzip der FISH beruht im Wesentlichen auf der
spezifischen Bindung von DNA/RNA-Einzelstrangfragmenten (Sonden) an
komplementare DNA-Zielsequenzen der zu untersuchenden Zelle. Die Sonde wird
durch den Einbau modifizierter Nukleotide markiert, die ein kovalent gebundenes
Reportermolekil tragen, das nach der Hybridisierungreaktion mit Hilfe eines
Fluoreszensfarbstoffes detektiert wird. Bei der hier angewendeten indirekten
Methode wird das Reportermolekil, Biotin bzw. Digoxigenin, indirekt durch den
Einsatz spezifischer Fluoreszenz-gekoppelter Antikorpersysteme detektiert [130].
(Langer et al.,1981). Die bei FISH verwendeten Sonden werden mittels
Klonierungsvektoren sowie mit Hilfe von kunstlichen Hefechromosomen (YACs) oder
kinstlichen Bakterienchromosomen (BACs) generiert. Es gibt Sonden, die sowohl
mit kompletten Chromosomen hybridisieren als auch spezifische Sonden, die mit
Chromosomenabschnitten hybridisieren [79]. FISH stellt im Bereich der
Tumorzytogenetik eine wichtige Erganzung zur konventionellen zytogenetischen
Analyse dar. Zytogenetische Aberrationen koénnen bei FISH nicht nur in
Metaphasezellen, sondern auch in Interphasezellen nachgewiesen werden, was ein
entscheidender Vorteil ist, da die Interphasezytogenetik nicht von einer mitotisch
aktiven Zelle abhangig ist. Eine Einschrankung FISH ist jedoch, dass die zu

analysierende Region bekannt sein muss.

Die FISH-Technik setzt sich aus drei Teilen zusammen:

1.Vorbehandlung der Zellen und der Sonden (Denaturierung)

2.Praparation der Sonden und Hybridisierung (Hybridisierung und Detektion)
3.Auswertung der Ergebnisse (Analyse)

3.5.1.1 Vorbereitung und Fixierung der Zellen auf dem Objekttréger

Das Patientenmaterial wurde aus dem Archiv des zytogenetischen Labors des UKE

rekrutiert.
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Als Material konnten bei —20° gelagerte fixierte Nuklei von B-Lymphozyten sowie in
flissigem Stickstoff gelagerte B-Lymphozyten aus Blut oder Knochenmark verwendet
werden. Fur die FISH-Analyse wurden die bei -20°C gelagerten Kernsuspensionen
aus der konventionellen zytogenetischen Analyse auf Raumtemperatur erwarmt und
auf fettfreie saubere Objekttrager getropft.

- 5min bei 1000 rpm zentrifugieren, den Uberstand abpipettieren und verwerfen,

- mit frischem Fixativ (Verhaltnis 3:1) waschen und wiederum

- 5min bei 1000 rpm zentrifugieren, den Uberstand bis auf einen kleinen Rest
abschutten,

- die Kerne in diesem Rest resuspendieren und

- auf die Objekttrager tropfen und Uber Nacht trocknen lassen.

3.5.1.2 Vorbehandlung der Ziel-DNA

Das Prinzip der Vorbereitung der Proben vor der Hybridisierung ist eine
Denaturierung mit einer anschliessenden Dehydrierung in einer aufsteigenden
Ethanolreihe.

- die auf dem Objekttrager fixierten Zellkerne in 2X SSC stellen,

- 1ml RNase vorbereiten (0,01mg/ml), 10pyl RNase (10mg/ml) mit 1ml 2X SSC
mischen, 100ul der Lésung auf die Deckglaschen (24 x 60mm) auftragen und auf die
Objekttrager geben,

- eine Stunde bei 37°C im Brutschrank inkubieren,

- 0,AM HCL und aqua dest. (10ml HCI+ 90ml aqua) auf 37°C erwarmen,

- 70% Formamid auf 70°C vorwarmen,

- wahrend der Stunde Inkubation werden die Proben 5min in 2xSSC und in1xPBS
unter Bewegung gewaschen.

- 150ul Pepsinlosung zu der erwarmten HCI Losung hinzufigen und die Objekttrager
in dieser Losung fur 10min bei 37°C unter Bewegung inkubieren,

- Objekttrager mit 1xPBS fur 5min in Bewegung waschen,

- in einer Lésung aus 68,3ml PBS, 3,7ml MgCl, 2ml 37% Formaldehyd flr 10 min
ohne Bewegung fixieren,

- 5min mit 1xPBS in Bewegung waschen,

- 5min mit 2xSSC in Bewegung waschen,

- Objekttrager 5 min mit 70% Formamid bei 75°C denaturieren,

- 3min mit eiskaltem 2xSSC in Bewegung waschen,
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- Objekttrager jeweils 3 min in Bewegung in einer aufsteigenden Ethanolreihe von
70%,80% und 100% waschen,

- Objekttrager an der Luft trocknen lassen.

3.5.1.3 Verwendete DNA-Sonden

Als spezifische DNA-Sonden, die das ETV6-Gen flankieren, wurden zwei Kosmid-
Klone verwendet. Der Kosmid-Klon 179A6 reprasentiert DNA-Sequenzen, die im
Exon 1 und Teilen des Intron 1 des ETV6-Gens lokalisiert sind. Entsprechend der
Markierung mit Biotin stellt sich 179A6 bei der fluoreszenzmikroskopischen Analyse
als grunes Fluoreszenzsignal dar. Der Kosmid-Klon 148B6 hingegen enthalt DNA-
Sequenzen des Exons 8 sowie Teile der ,untranslated region®. Die Markierung
erfolgte mit Digoxigenin und ergibt ein rotes Fluoreszenzsignal.

Normale Zellen zeigen zwei Fusions- oder Kolokalisationssignale der beiden
Sonden. Eine veranderte Signalkonstellation ergibt sich hingegen im Fall einer
Translokation mit einem Bruchpunkt innerhalb des ETV6-Gens. Wahrend 148B6 auf
Chromosom 12 verbleibt, wird das 179A6 tragende Chromosomenbruchstiick auf
das Partnerchromosom transloziert. Die Folge ist eine Auftrennung des
Fusionssignals in ein rotes und ein grunes Signal. Deletionen zeigen sich in Form

von einem oder mehreren Fusionssignalen.

Telomer 1 ) 1B 3 4 5 67 8 Centromer
I I | I
.| __
179A6 50F4 163E7 148B6

Abbildung 2: Schematische Darstellung der Lokalisation der ETV6-Sonden im FISH-Experiment.
Das Hybridisierungssignal ist in der jeweiligen Farbe dargestellt.

Zur weiteren Eingrenzung der Bruchpunkte bei ausgewahlten Translokationen
fanden die Sonde 50F4, die mit Biotin markiert ist und dementsprechend ein grines
Signal gibt und die DNA-Sequenzen des Exon 2 reprasentiert, und die Sonde163E7,
die mit Digoxigenin markiert ist und dementsprechend ein rotes Signal gibt und die

DNA-Sequenzen der Exons 3,4 und 5 reprasentiert, Anwendung.
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FUr die Bestatigung nachgewiesener Translokationen wurden weiterhin die
biotinmarkierte Sonde YAC 760G1 und die digoxigeninmarkierte Sonde 839F6
verwendet, wobei YAC 760G1 DNA-Sequenzen von 1222 reprasentiert und ein
grunes Signal gibt, und YAC 839F6 DNA Sequenzen von 12g24 reprasentiert und

ein rotes Signal gibt.

3.5.1.4 Hybridisierung

Im Folgenden werden die Methoden der FISH-Experimente anhand der Sonden
179A6 und 148B6 beschrieben. Die Experimente mit den anderen Sonden verliefen
nach gleichem Protokoll.

Die Hybridisierung ist der Prozess der spezifischen Aneinanderlagerung einander
komplementarer Sequenzen von Ziel-DNA und Sonden-DNA zu einem neuen DNA-
Doppelstrang. Dafir missen zunachst die Sonden-DNA als auch die Ziel-DNA als
Einzelstrange vorliegen. Die Vorbehandlung der Ziel-DNA wurde vorhergehend
bereits beschrieben, im Folgenden werden die Aufbereitung und Denaturierung der
Sonden-DNA beschrieben. Bei den DNA-Sonden mussen zunachst die
unspezifischen repetitiven Sequenzen ,abgesattigt werden. Hierzu wird der
markierten Sonde unmarkierte, sogenannte Konkurrenz-DNA zugesetzt. Dafur
wurden die mit Biotin und Digoxigenin markierten Sonden vor dem Gebrauch mit
Human-COT-1-DNA behandelt.

Die Sonden werden jeweils in 1,5ml Eppendorf-Tubes pipettiert:
- Sonde 179A6 3ul + 2ul COT-1
- Sonde 148B6 3 ul + 5ul COT-1
- 5 min in der Vakuumzentrifuge trocknen lassen,
- 5ul des Hybridisierungsansatzes 10/10 hinzufigen, sehr gut mischen (Vortex) und
30 min bei 37°C im Wasserbad inkubieren,
- wahrend der Inkubation 2x mischen (Vortex),
- 5min bei 75°C im Wasserbad denaturieren ( Hitzedenaturierung),
- 1min auf Eis stellen,

- 1 Stunde bei 37°C stehen lassen (,preanealing®).

Wahrend diesem Prozess lagert sich die Cot-1-DNA, die aus menschlicher Plazenta

gewonnen wird und aus einer Fraktion repetitiver DNA-Sequenzen besteht, als
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unmarkierte sogenannte Konkurrenz-DNA an passende unspezifische Sequenzen
der Sonden-DNA an.

Im Fall der kombinierten Verwendung von digoxigenin- und biotinmarkierten Sonden,
wurden die Sonden, die bei der Hybridisierung zusammen benutzt werden,

zusammen pipettiert:

- Sonden 179A6 + 148B6 sehr gut mischen (Vortex) und unter Vermeidung von
Blasenbildung auf die Objekttrager geben,

- mit Deckglaschen (18/18) bedecken und mit Kleber verkleben (Fixogum, Marabu),

- einige Minuten auf eine Warmeplatte geben,

- in einer Kammer bei 37°C Uber Nacht inkubieren.

3.5.1.5 Detektion und Signal-Amplifikation

Nach der Hybridisierung werden zunachst nicht oder nur schwach gebundene DNA-
Sequenzen der eingesetzten Sonden abgewaschen. Dann erfolgt die Detektion des
Hybridmolekuls. An das Hybridmolekdul werden entsprechende
fluorochromgekoppelte Molekule angelagert und konnen dann
fluoreszenzmikroskopisch analysiert werden. Biotin wird mit fluorochromgekoppeltem
Avidin  detektiert, Digoxigenin mit fluorochromgekoppeltem Antidigoxigenin-
Antikérpern. Um das Hybridisierungssignal zu amplifizieren, werden nach Biotin-
markierung an die fluorochromgekoppelten Molekule Anti-Avidin-Antikdrper und an
diese wiederum Avidin angelagert. Nach Digoxigenin-markierungen werden
nacheinander zwei passende Antikorper angelagert, von denen der zweite mit
Fluorochrom markiert ist.

Arbeitsschritte:

- den Bereich, wo das Deckglaschen war, mit einem Diamantenschreiber markieren
und sorgfaltig den Kleber entfernen,

- 50% Formamid und 2xSSC auf 43°C vorwarmen, 0,1xSSC auf 60°C vorwarmen,

- die Objekttrager werden mit 50% Formamid bei 43°C 5 min unter Bewegung
gewaschen, dreimal wiederholen,

- dreimal mit 2X SSC bei 43°C 5 min unter Bewegung waschen,

- dreimal mit 0,1X SSC bei 60°C 5 min unter Bewegung und in Dunkelheit waschen,
- mit 4X SSC + Tween RT 5 min unter Bewegung und in Dunkelheit waschen.

Gleichzeitig werden die Fluoreszenz-markierung und Antikdrper vorbereitet:
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Im ersten Schritt fand die Biotin-Detektion mit FITC (Fluoresceinisothiocyanat)
konjugiertem Avidin statt, welches sich als passender Antikorper an die Biotin-
molekule anlagert:

- Antikorper 1: Avidin-FITC: 1ml Bio- Blocking reagent + 1ul Avidin- FITC
Im zweiten Schritt wurden zum einen Anti-Avidin-Antikérper an das biotingebundene
Avidin-FITC angelagert, zum anderen fand die Detektion der mit Digoxigenin
markierten Sonde statt.

- Antikdrper 2: Anti-Avidin/ Anti-Digoxigenin-Rhodamin: 1ml Dig-Blocking

Reagent + 10ul Anti-Digoxigenin-Rhodamin + 10ul Anti-Avidin

Der dritte Schritt diente der Amplifikation der Signale. Dies geschah unter erneuter
Verwendung von Avidin-FITC, welches sich an die mit Biotin konjugierten Anti-
Avidin-Antikérper anlagerte. Um eine Signalverstarkung der mit Digoxigenin
markierten Sonden zu erreichen, wurde Texas Red verwendet, welches eine
Verbindung mit dem im zweiten Schritt verwendeten Anti-Digoxigenin-Rhodamin
eingeht.

- Antikdérper 3: Texas-Red: 1ml Bio-Blocking-Reagenz + 1pl Avidin-FITC + 10pl

Texasred

Bevor die Ansatze auf die Objekttrager gebracht werden, werden sie durch Inversion
gemischt und 30 min bei 13.000 rpm und bei 4°C zentrifugiert. Die Tubes sollen ohne
Lichteinwirkung sein, um eine Beschadigung des Fluoreszenz zu vermeiden.
Arbeitsschritte:

Auftragen der Antikdrper auf die Deckglaschen:
- Schicht 0: bio blocking reagent (ohne Antikorper)
100ul auf jeden Objekttrager
bei 37°C fur 25min inkubieren,

kurz in 4xSSC+Tween waschen.

- Schicht 1: Antikérper 1
100ul pro Objekttrager
bei 37°C fur 35min inkubieren,

2x5min in 4xSSC+Tween unter Bewegung waschen,
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2x5min in 1XTNT unter Bewegung waschen.

- Schicht 2: Antikdérper 2
100ul pro Objekttrager
bei 37°C fur 35min inkubieren,

4x5min in 1XTNT unter Bewegung waschen.

- Schicht 3: Antikérper 3
100ul pro Objekttrager
bei 37°C fur 35min inkubieren,
4x5min in 1XTNT unter Bewegung waschen,

1x3min in 1xPBS unter Bewegung waschen.

Die Objekttrager werden mittels einer aufsteigenden Alkoholreihe von 70%,80% und
100%igem kaltem Ethanol dehydriert und im Dunkeln an der Luft getrocknet.

Zur  Gegenfarbung der Chromosomen und zur Konservierung der
Hybridisierungsflache werden zuletzt noch 29ul DAPI pro Objekttrager aufgebracht
und mit einem 24x60 Deckglaschen abgedeckt.

3.5.1.6 Auswertung

Die FISH-Technik verbindet zytogenetische und molekulargenetische Techniken und
ermoglicht durch die Hybridisierung ausgewahlter DNA Sonden eine farbige
Darstellung ganzer Chromosomen und chromosomaler Subregionen im
Fluoreszenzmikroskop. Die Auswertung der FISH-Experimente erfolgt Uber
hochsensitive Kamerasysteme und Computerprogramme flr die digitale
Bildbearbeitung, die selbst schwache Fluoreszenzsignale zuverlassig nachweisen
konnen und damit die mikroskopische Auswertung deutlich vereinfachen. Vorteile
gegenuber den klassischen Banderungsanalysen sind die hohere Sensitivitat sowie
der Nachweis chromosomaler Veranderungen direkt im Zellkern. Durch
Hitzedenaturierung wird der DNA-Doppelstrang eines Chromosoms und einer
markierten DNA-Sonde zum Einzelstrang aufgeschmolzen. Durch

Temperaturerniedrigung kann die DNA-Sonde an die komplementare Basensequenz
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der chromosomalen Ziel-DNA hybridisieren. Die Hybridisierungsstelle wird
anschlieend im Fluoreszenz-Mikroskop sichtbar gemacht.

Zur Bildaquirierung wurde der mit DAPI behandelte Objekttrager unter einem
Fluoreszenzmikroskop analysiert. Fur die Auswertung der FISH-Experimente wurde
ein  Auflicht-Fluoreszenzmikroskop (Zeiss Axioplan) verwendet. Bei der
fluoreszenzmikroskopischen Auswertung erfolgte zuerst eine Durchsichtung des
Praparats auf in der Metaphase befindliche Zellen, zur Uberprifung der
Signalmarkierung und zur Einschatzung des Sondenhintergrundsignals .
Ausschlaggebend flur die Bewertung ,homozygot bzw. heterozygot deletiertes Gen*
war das Verhaltnis von aberranten zu normalen Zellen beim einzelnen Patienten und
das Verhaltnis zu den gesunden Kontrollen. Zellen, in denen nur die beiden
Zentromersignale nachweisbar waren, wiesen auf eine homozygote Deletion des
betreffenden Tumorsuppressorgens hin. Konsekutiv sprach das Vorkommen von
zwei Zentromersignalen und einem einzelnen Gensondensignal fur eine
heterozygote Deletion. Eine nichtmutierte (normale Signalkonstellation) Zelle mulfte
zwei Signale fur die Zentromersonden und zwei Signale fur die beiden Allele des
untersuchten Gens aufweisen. Um Doppelzahlungen zu vermeiden, wurde jedes
Praparat maandrierend durchsucht, bis 200 Zellen mit je zwei und zwei Signalen
gefunden worden waren. Es wurden die Signale an 200 reprasentativen
Interphasekernen ausgezahlt und die prozentuale Verteilung der Signale mit aus
gesundem Material ermittelten Grenzwerten verglichen. Im Falle einer Separierung
der Hybridisierungssignale wurden die Objekttrager auf Metaphasen gescreent. Die

aufgenommenen Metaphasen wurden karyotypisiert.

3.5.2 Polymerase-Ketten-Reaktion

3.5.2.1 Beschreibung des Verfahrens der Polymerase-Ketten-Reaktion

Das Prinzip der Polymerase-Ketten-Reaktion, kurz PCR genannt, dient der
Replikation der DNA in den Zellen. Eine DNA-Polymerase synthetisiert neue DNA an
einer vorhandenen Nukleinsaure-Matrize. Das besagte Verfahren wurde in den 80er
Jahren von Mullis et al. entwickelt [76]. In den Zellen benétigt das Enzym dafir einen
Initiator der RNA, eine molekulare Nukleinsaure, die mit der DNA-Matrize hybridisiert

und die als Anfang fur die Synthese verwendet wird. Im Labor werden synthetische
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Oligonukleotide benutzt, die an die DNA, die amplifiziert werden soll, angelagert
werden. Diese dienen als Primer fur die DNA-Polymerase.

Folgende Komponenten sind fur die Amplifikation von DNA in der PCR ndétig: DNA,
DNA-Polymerase, Primer (Oligonukleotide mit 15-30 Basen, die komplementar zu
den Enden der definierten DNA-Sequenz sind, die amplifiziert werden soll) und ein
Gemisch von dNTPs (Desoxyribonukleotidtriphosphate) als Bausteine der zu
synthetisierenden DNA. Das Prinzip der PCR ist eine vielfache
Hintereinanderreihung dreier Reaktionen, die sich nur in ihrer Inkubationstemperatur
unterscheiden. Im ersten Schritt wird die DNA denaturiert, so dass Einzelstrange
vorliegen. Beim zweiten Schritt, auch ,Annealing“ genannt, lagern sich zugegebene
Oligonukleotide, die als Primer fungieren, an die komplementaren DNA-Sequenzen.
Der dritte und letzte Schritt im Zyklus der PCR ist die Synthese eines
komplementdren DNA- Stranges durch die DNA-Polymerase. Das Enzym
synthetisiert vom 3’-Ende der angelagerten Primer ausgehend einen zur Ursprungs-
DNA komplementaren DNA-Strang. In jedem weiteren Zyklus dienen die an der
Ursprungs-DNA synthetisierten DNA-Strange wiederum als Matrize zur weiteren
Amplifikation von DNA durch die Polymerase. So kommt es zu einer exponentiellen
Vermehrung des zwischen den Primern gelegenen DNA-Abschnittes. Durch die
Verwendung der hitzestabilen Polymerase aus dem Bakterium Thermophilus
aequaticus ist die Automatisierung der Temperaturzyklen moglich, da nicht bei jeder
Hitzedenaturierung der DNA das Enzym zerstért wird und anschlielend neu
hinzugefugt werden muf3.

Die Tabelle 3 stellt einen Ublichen PCR-Ansatz dar, Tabelle 4 zeigt ein

standardisiertes Programm.

Reagenzien Endvolumen 50ul Endvolumen100ul
10x Puffer 5l 10ul
50mM MgCl, 2,54l 5ul
dNTPs Lésungsvorrat 10mM Tul 2ul
5'Primer (10pm/pl) 1ul 2ul
3 Primer (10pm/pl) 1l 24l
Taq DNA Polymerase (5U/ul) 0,2ul 0,4yl
DNA 2yl 2ul
Aqua dest 37,3ul 76,6l

Tabelle 3: Standardisierte Parameter einer PCR Reaktion
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Temperatur Zeit in min Anzahl der Zyklen
92°C 3 1
92°C 1
50°C 1 30
72°C 1
72°C 10 1
4°C 15

Tabelle 4: Standardisiertes Programm einer PCR

3.5.2.2 RT PCR ( Reverse Transkripase PCR)

Zur ldentifizierung der Translokationspartner wurde das Verfahren der RT-PCR
angewendet. Dazu wird die gesamte RNA aus den archivierten tiefgefrorenen
Leukozytenproben mit dem Enzym Reverse Transkriptase in cDNA umgeschrieben
und anschliessend das erwlnschte Fragment mittels PCR amplifiziert. Dieses
Verfahren erfolgte nach dem Protokoll ,Superskript Preamplification System for First
Strand cDNA Synthesis“. Bei der cDNA handelt es sich um eine Einzelstrang-DNA,
die dann als Matritze fur die RT-PCR dient.

Um Fehlpaarungen der Primer mit der DNA zu reduzieren, wurde der
Reaktionsansatz auf Eis gemacht. Zudem wurde der Reaktionsansatz in die auf

Denaturierungstemperatur vorgeheizte PCR-Maschine gestellt.

3.5.2.3 RACE (rapid amplification cDNA ends)-PCR

Die RACE-PCR dient insbesondere der Charakterisierung von Translokationen, bei
denen eines der involvierten Gene bekannt und das andere unbekannt ist, da sowohl
unvollstandige als auch seltene cDNA Klone in 3" bzw in 5° Richtung vervollstandigt
werden kénnen. Je nach den gewlnschten Enden des Transkripts wird eine flr das
Transkript spezifische cDNA (5'RACE) oder eine allgemein fur die mRNA spezifische
cDNA (3'RACE) durch Verwendung eines Oligo(dT)-Primers oder eines
Universalprimers synthetisiert. Die RACE-Produkte konnen vor der anschliessenden
Klonierung entweder in einer ,nested® PCR mit zwei flr das Produkt spezifischen
Primern oder in einer ,heminested PCR mit nur einem weiteren spezifischen Primer

eingesetzt werden, um die quantitative Ausbeute zu erhohen.
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Ein spezifisches RACE-Produkt ist kein DNA-Fragment distinkter Lange, sondern ein
mehr oder weniger heterogenes Gemisch aus Wildtyp-DNA des bekannten Gens und
der DNA des rearrangierten Gens. Daher wird an die RACE-PCR eine Agarosegel-
Purifizierung angeschlossen, nachdem die Banden unter UV-Licht sichtbar gemacht
wurden. Die Banden werden ausgeschnitten und mittels einem DNA-Purifizierungs-
Kit gereinigt

Mit der 3'RACE-PCR kann eine 3'-terminal unvollstandige cDNA-Information
vervollstandigt werden. Als Substrat fur die 3'RACE fungiert eine allgemein fur
tRNAs durch die Verwendung eines Universalprimers synthetisierte cDNA. Fur die
exponentielle Amplifikation werden am 3 Ende ein transkriptspezifischer Primer und
am 5 Ende ein Adapterprimer bendtigt.

Fir die folgenden Aberrationen wurden unten genannte Ansatze gewahlt:

Inversion inv(12)(p13:924)

1. Amplifikation:
- Reaktionsansatz mit den Primern ETV6-F1a und 467 mit einer Konzentration von

0,2pm/ul und einem Endvolumen von 100ul vorbereiten.

2. Amplifikation

- mit dem Produkt der ersten Amplifikation wird eine nested PCR mit den Primern
ETV6- F1b und 468 zu einer Konzentration von 0,2pm/ul und einem Endvolumen von
100ul durchgefihrt.

Die 2. Amplifikation wird mit 1ul Produkt aus einer 1/50 Verdinnung aus der 1.Runde
durchgefuhrt.

1(2;12)(p21;p13)
1. Amplifikation

- Reaktionsansatz mit den Primern ETV6-5f1 und 467 zu einer Konzentration von

0,2pm/ul und einem Endvolumen von 100ul vorbereiten.

2. Amplifikation

- mit dem Produkt der ersten Amplifikation wird eine nested PCR mit den Primern
ETV6-5f2 und 468 zu einer Konzentration von 0,2pm/ul und einem Endvolumen von
100ul durchgefihrt.
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Die 2. Amplifikation wird mit 1yl Produkt aus einer 1/50 Verdinnung aus der 1.
Runde durchgefuhrt.

Durch den Einsatz einer 5RACE-PCR kann eine unbekannte 5'-terminale
Information gezielt amplifiziert werden. Das setzt voraus, dass der zu amplifizierende
Bereich fur die Primeranlagerung von bekannten Regionen flankiert ist. Daflr wird
das 3'-Ende mit einem Poly-A-Tail versehen. Somit kann in der PCR mit einem fur
das Transkript spezifischen Primer und einem am Poly-A-Tail hybridisierenden
Oligo(dT)-Primer die Amplifikation erfolgen (Tab. 5).

Reagenzien Endvolumen
10x Puffer 1ul
MgCl, 0,4l
5mM dATP 0,4ul
Taq. Polymerase 1ul
gereinigte cDNA 1ul
steriles H,O 0,2yl

Tabelle 5: Poly-A Tailing

Die Reaktion inkubiert mit einem Endvolumen von 10upl 30min bei 37°C,

anschliessend wird das Enzym bei 70°C 10min inaktiviert.

inv(12)(924p13)
1. Amplifikation:

- Reaktionsmischung mit den Primern ETV6-3Rb und 467 mit einer Konzentration

von 0,2pm/ul und einem Endvolumen von 100ul vorbereiten.

2. Amplifikation:

- ausgehend von 1ul Produkt der ersten Amplifikation wird eine nested PCR mit den
Primern ETV6-2A und 468 mit einer Konzentration von 0,2pm/ul und einem
Endvolumen von 100ul durchgefuhrt.

Die 2. Amplifikation wird mit 1ul Produkt aus einer 1/50 Verdinnung aus der 1.Runde
durchgefuhrt.
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Tabelle 6 soll die Parameter zur Durchfihrung der 3’- und 5’'RACE PCR, die erste

Amplifikation und zweite Amplifikation veranschaulichen.

Temperatur Zeit in min Anzahl der Zyklen

92°C 3 1

92°C 1

62°C 1,5 5

72°C 1,5

92°C 1

57°C 1,5 30

72°C 1,5

72°C 10 1

4°C 15 1

Tabelle 6: Standard Programm fir die 3’'RACE-PCR- und 5RACE-PCR-Verfahren im Fall der
inv(12)(q24;p13)

Durch zwei hintereinander geschaltete PCR-Reaktionen, auch ,nested® PCR
genannt, kann man sowohl die Sensitivitat als auch die Spezifitdt erhohen. Dafur
muss man die Primer fUr die zweite Amplifikation innerhalb der in der ersten
Amplifikation erhaltenen DNA-Sequenzen legen. Als Template fur die zweite
Amplifikation dient das PCR-Produkt aus der ersten Amplifikation. Von einer
Lheminested” PCR spricht man, wenn nur ein Primer bei der zweiten Amplifikation
ersetzt wird, der andere entspricht dem aus der ersten Amplifikation.

Die Primer, die fur dieses Verfahren Anwendung fanden, wurden kommerziell

erworben und sind im Anhang aufgelistet.

t(2;12)(p21;p13)
Ausgehend von 2ul cDNA, die durch das Kit ,SuperScript™ Preamplification System

for First Strand cDNA Synthesis” erhalten wurde, wird die erste Amplifikation mit den
Initiatoren ETV6-5f1 und 440P5-r1 (0,2pm/ul), 2ul dNTPs und 0,4yl Taqg DNA
Polymerase mit einem Endvolumen von 50ul durchgefuhrt.

Die heminested PCR wird mit den Initiatoren ETV6- 5f2 und 440P5-r1 (0,2pm/pl) mit
einem Endvolumen von 50l durchgefihrt.

Mit der Plasmid-DNA, die nach der Klonierung mit den 3’- und 5RACE-PCR-
Produkten erhalten wurde, wurde zunachst eine Amplifikation mit den Primern M13

rev und M13 for durchgeflhrt, die komplementar zu Sequenzen des Vektors sind und
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sich ausserhalb des Inserts befinden, um herauszufinden, ob die Plasmid-DNA ein
Insert enthalt, und wie gross es gegebenenfalls ist.
Bei der Amplifikation werden die Standardparameter einer PCR benutzt, 1l der

Plasmid-DNA und die Primern mit einer Konzentration von 10pm/ul (Tab. 7).

Temperatur Zeit in min Anzahl der Zyklen
92°C 3 min 1 Zyklus
92°C 1 min
48°C 0:30 min 30 Zyklen
72°C 0:30 min
72°C 10 min 1 Zyklus
4°C 15 min

Tabelle 7: Programm der M13 PCR

3.5.2.4 Extraktion der RNA
FUr die Extraktion der RNA wurde das Protokoll des Kits ,RNeasy miniKit (250)"

verwendet.
Nach diesem Schritt wird zusatzlich das ,RNase-Free-DNase-Set“ Protokoll

angewendet, um jegliche Spuren von DNA zu entfernen.

3.5.2.5 Synthese der cDNA
Um zur RNA komplementare DNA (cDNA) zu gewinnen, die dann in die PCR

eingesetzt werden kann, wurde die RNA dem im Folgenden angefuhrten

Reaktionsansatz nach dem Protokoll der ,SuperScript™ Preamplification System for

First Strand cDNA Synthesis* unterzogen.

Das Verfahren wird verwendet, um 1 bis 5ug RNA in cDNA umzuwandeln.

Es gibt zwei veschiedene Vorgehensweisen:

e Einerseits konnen Initiatoren verwendet werden, die ,random hexamers* heilen.
Bei dieser Methode dient die gesamte RNA einer Population als Schablone flr
die cDNA Synthese. Allerdings ist dies unspezifisch

e Andererseits kann mit Initiatoren gearbeitet werden, die Oligo(dT)+2-1s heil3en und
die mit dem 3'Poly-A Ende hybridisieren, welche sich in der Mehrheit der

eukaryontischen RNA finden. Dies ist wesentlich spezifischer.
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Hier wurde das Verfahren mit den ,random hexamers“-Primern angewandt. Vor der
weiteren Verwendung der cDNA mul} diese nach dem Protokoll des ,QlAquick

Purification® Kit gereinigt werden.
3.5.3 KLONIERUNG

3.5.3.1 Gewinnung der Plasmid-DNA

Trotz der Anwendung einer ,nested“-PCR zur Amplifizierung spezifischer PCR-
Produkte findet sich, z.B. bei der RACE-PCR, eine Mischung aus Wildtyp- und
rearrangierten Genprodukten, die eine direkte Sequenzierung erschwert. Daher
werden die PCR-Produkte kloniert, wozu das ,pGEM-T Easy Vector System Il Kit*
Verwendung findet. Das DNA-Fragment, welches das zu klonierende Gen enthalt,
z.B. ein RACE-PCR-Produkt, wird in ein zirkulares DNA-Molekll, den sogenannten
Vektor, eingeschleust, um ein rekombinantes DNA-Molekul zu erhalten. Durch die
Aktivitat der Bacteriophage-T4-Ligase konnen Fremd-DNA-Fragmente an die
komplementaren Enden des linearisierten Plasmidvektors angelagert werden. Dieser
Vorgang wird Ligation genannt. Das Ergebnis der Ligation nennt man Plasmid.
Plasmide sind extrachromosomal vorkommende, ringférmige DNA-Molekiile.

Bei der nachfolgenden Transformation wird der Vektor in eine Wirtszelle, meist ein
modifiziertes Bakterium, in unserem Fall E.coli, eingebracht. Bei der Teilung der
Wirtszelle werden auch die Kopien der rekombinanten DNA-Molekule
weitergegeben, somit finden weitere Plasmid-Vektor-Replikationen statt. Nach einer
grollen Anzahl von Zellteilungen entsteht eine Kolonie identischer Wirtszellen, ein
Klon. Jede Zelle des Klons enthalt eine oder mehrere Kopien der rekombinanten
DNA-Molekile. Es erfolgt eine zweifache Selektion der Bakterienkolonien. Der
Klonierungsvektor enthalt die Gensequenz fur Antibiotikaresistenz gegen Ampicillin.
Die Agarmedien fur die Bakterienkolonien enthalten eines dieser beiden Antibiotika.
Somit kdnnen sich nur diejenigen E.coli- Stamme, die das Plasmid enthalten und
damit antibiotikaresistent sind, vermehren. Um Bakterienkolonien zu unterscheiden,
die einen leeren Vektor oder einen Vektor mit dem zu klonierenden DNA-Produkt
enthalten, enthalt der Vektor die genetische Information der ersten 146 Aminosauren
des B-Galaktosidasegens. In dieser Sequenz liegt die Insertionsstelle fur das zu
klonierende DNA-Produkt. Solche Vektoren werden fur Wirtszellen benutzt, welche
fir das carboxy-terminale Ende der B-Galaktosidase kodieren. In einem Prozess, der

als a-Komplementierung bezeichnet wird, ergeben die Proteinfragmente des [3-
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Galaktosidasegens sowie die der Wirtszelle ein enzymatisch aktives Enzym, welches
in  Anwesenheit von 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-B-D-Galaktosidase (X-Gal) zur
Blaufarbung der Bakterienkolonien fihrt. Kommt es zu einer Insertion des zu
klonierenden DNA-Produktes, so verhindert diese die a-Komplimentierung und die

Bakterienkolonien erscheinen weil}.

3.5.3.2 Ligation

Mit Hilfe des pGEM Cloning® Kits kénnen cDNA-Fragmente innerhalb weniger
Minuten in den Klonierungsvektor insertiert werden. Die Ligation erfolgte nach dem

entsprechenden Protokoll.

3.5.3.3 Transformation

- fur jede Ligationsreaktion werden eine LB/Ampicillin/IPTG/X-Gal Platte vorbereitet.

- Die Réhrchen mit der Reaktion werden zentrifugiert und 2ul davon werden in ein
steriles 0,5ml Réhrchen, das auf Eis steht, pipettiert.

- JM109 High Efficiency Competent Cells werden aus -70°C ungefahr 5 min auf Eis
aufgetaut und direkt zu den 2ul zupipettiert (25ul Zellen),

- vorsichtig mischen (nicht vortexen) und 20 min auf Eis inkubieren,

- exakt 45 sek in einem Wasserbad bei genau 42°C schockerhitzen,

- danach sofort 2 min auf Eis.

- 950ul SOC Medium in jedes Rohrchen geben.

- 1,5 Stunden bei 37°C in Bewegung bei 150 rpm inkubieren,

- danach 10 min bei 1000 rpm zentrifugieren, 800ul Uberstand abpipettieren und das
Pellet in den verbleibenden 200ul SOC Medium resuspendieren,

- 100ul davon auf die LB Platten pipettieren und sorgfaltig verteilen.

Dieser Schritt sollte steril unter Zuhilfenahme eines Bunsenbrenners durchgefuhrt
werden, um Kontaminationen mit anderen Keimen zu vermeiden.

- Uber Nacht bei 37°C inkubieren,

- die weilden Kolonien enthalten e,in Insert

- die Kolonien werden in Elisa-Platten pipettiert, die jeweils 200ul LB Medium und
Ampicillin enthalten und wiederum Uber Nacht bei 37°C und 150 rpm inkubiert
werden.

- Die Zellen werden durch ,up and down® pipettieren gemischt und ~1ul werden in
20ul HPLC Wasser resuspendiert. Aus diesem Ansatz kann dann die Plasmid- DNA

isoliert werden.
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3.5.3.4 Agar Platten

- 16g Agar in einem Liter LB Medium IGsen,

- autoklavieren,

- auf 50°C abkuhlen lassen und Ampicillin in einer Konzentration von 100ug/ml
zugeben,

- 30-35ml in die Petrischalen (85mm Durchmesser) geben und den Agar hart werden
lassen,

- 0,5mM IPTG und 80ug/ml X-GAL auf die Platten verteilen und trocknen lassen,

- von den Bakterien, die den Vektor enthalten, 100ul auf die Platten geben und Uber

Nacht bei 37°C wachsen lassen.

3.5.3.5 Extraktion der Plasmid-DNA
Fir die Extraktion der Plasmid-DNA fand das Qiagen Plasmid Mini Kit (25) Protokoll

Anwendung

3.5.3.6 Agarosegel

Um die PCR Produkte sichtbar zu machen, wird ein Agarosegel (1%) bendtigt.

- 1g Agarose werden in 100ml 1X TAE Puffer gelést und zum Kochen erhitzt,

- etwas abkuhlen lassen und 2ul Ethidiumbromid zugeben. Das Ethidiumbromid
interkalliert mit der DNA und macht sie unter UV- Licht sichtbar.

- Das Gel in eine Elektrophoresekammer schitten,

- ist das Gel polymerisiert, kdnnen die Proben in vorgefertigte Offnungen pipettiert
werden, dafur werden 15-25ul PCR Produkt mit 3-4pl 6X Trager Puffer IV gemischt.

- Um die Grofe bestimmen zu kdnnen, werden 7ul DNA-Ladder-Marker bendtigt.

- 1 Stunde bei 110 Volt und 0,2 Ampére laufen lassen,

- unter UV- Licht anschauen und dokumentieren.

Die Produkte der zweiten Amplifikation der 3'RACE PCR werden mit einem solchen
Gel sichtbar gemacht. Mit einem sterilen Skalpell werden die entsprechenden
Fragmente mit einer GréRe von 100-500bp, die purifiziert und kloniert werden sollen,

ausgeschnitten.

3.5.3.7 Purifikation der DNA aus dem Agarosegel
Fir die Purifikation der DNA-Fragmente aus dem Agarosegel wird das QIAquick-Gel-

Extraction-Kit (Qiagen) verwendet und nach entsprechendem Protokoll vorgegangen.
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3.5.3.8 Purifikation der PCR-Produkte

Um die PCR-Produkte in einer Grof3enordnung zwischen 10 bp und 10 kb von den
Resten der Reaktion zu reinigen, das sind nicht gebundene Nukleotide und Primer,
Polymerase und Salze, wird das QIAquick-PCR-Purifikation-Kit verwendet und nach

entsprechendem Protokoll vorgegangen.

3.5.4 Sequenzierung

Die Sequenzierung wurde mit BigDye durchgefuhrt. BigDye-Mix (BigDye™
Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit, Applied Biosystems, Weiterstadt)
enthalt Puffer, AmpliTag-DNA-Polymerase, dNTPs und fluoreszenzmarkierte
ddNTPs. In Abhangigkeit von der zu sequenzierenden DNA wurden entsprechende
Primer eingesetzt, die bei PCR-Produkten der Sequenz des Produktes entsprachen.
FUr die Amplifikation und den Einbau der markierten ddNTPs wurde das in Tabelle 8
dargestellte PCR-Programm verwendet.

Im Anschluss an die PCR-Reaktion wurden die Produkte von Uberschussigen nicht
eingebauten Nukleotiden gereinigt.

- es werden zwei Reaktionsmischungen vorbereitet. Eine mit dem Initiator M13 for,
eine mit dem Initiator M13 rev, jeweils in einem 0,5ml Rohrchen, mit einer
Konzentration von 0.75uM.

- 2ul Big Dye Enzym und 6ul 2,5X Puffer zugeben,

- die Probe zugeben und mit Aqua dest. auf ein Volumen von 20ul auffillen,

- danach die Proben in einer DNA-Fallung reinigen,

- die Proben in ein neues 1,5ml Tube pipettieren,

- 80ul 75% Isopropanol dazugeben, mischen und 15min bei Raumtemperatur
inkubieren,

- 20min bei 4°C mit maximaler Umdrehung zentrifugieren,

- sofort vorsichtig den Uberstand abpipettieren, ohne das Pellet zu berlhren,

- 250ul 70% Ethanol zugeben und 10min bei 4°C mit maximaler Umdrehung
zentrifugieren,

- sofort sorgfaltig den Uberstand abpipettieren, ohne das Pellet zu beriihren.

- Die Proben werden an der Luft getrocknet und in dem Institut fir Pathologie des

UKE mit dem Programm Applied Biosystems Prism (ABI) sequenziert (Tab. 8).
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Temperatur Zeit Anzahl der Zyklen
94°C 4 min 1
95°C 30 sec 1
50°C 10 sec 1
60°C 4 min 1
95°C 30 sec
50°C 10 sec 29
60°C 4 min
4°C 15 min 1 Zyklus

Tabelle 8: Programm der Sequenzierung mit BigDye
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4 ERGEBNISSE

4.1 Detektion von Verdnderungen des ETV6-Gens mittels FISH

Als erstes wurde ein Kollektiv von 25 Patienten mit zytogenetisch beschriebenen
Aberrationen des Chromosoms 12 mittels FISH und spezifischer Sonden fir das
ETV6-Gen untersucht. Das ETV6-Gen liegt auf dem kurzen Arm von Chromosom 12
und ist ein haufiges Ziel-Gen bei Aberrationen, die Chromosom 12 betreffen. Daher
wurde in dieser Arbeit dieses Patientenkollektiv mit FISH-Sonden, die das ETV6-Gen
flankieren, nach ETV6 Alterationen untersucht. Die ausgewahlten Sonden, 179A6
und 148B6, hybridisieren auf Exon 1 bzw. Exon 8 des ETV6-Gens (s. 3.5.1), die uns
freundlicherweise von Professor P. Marynen von der Universitat Leuven in Belgien
zur Verfugung gestellt wurden. Im Normalfall wirde sich auf beiden Chromosomen
12 ein Fusionssignal beider Sonden zeigen. Durch eine Trennung der Fusionssignale
ware eine Translokation unter Beteiligung des ETV6-Gens auf 12p13 gezeigt. Im
Falle nur eines Fusionssignals beider Sonden wirde dies eine Deletion einer Kopie
des ETV6-Gen bedeuten. Das Screening mittels FISH mit den spezifischen Sonden

fur ETV6 ergab wie Tabelle 9 aufzeigt, folgende Resultate.

ETV6 Gen
Fall | Erkrankung | Karyotyp FISH Status
1 AML 1.46,XX
11.4345,XX,del(5)(q15q33),del(7)(g22),del(11) . . .
(p14),del(12)(p12),-16,-17,-18,-19,-20, 1 Fusionssignal Deletion
+1-3mar,1-6dmin[cp23]
2 AML 47, XX,del(2)(p?21),del(12)(p?12),+mar[2] 1 Fusionssignal | Deletion
3 AML 45-47 XY, del(1)(q4N)[3],7,4(8;17)(q13;p13),
der(12)del(12)(p11)ins(12;?)(q13;7?), 1 Fusionssignal | Deletion
+17,-18,+mar[cp13]
4 AML 42-44 XY ,del(5)(914932),del(6)(q?22),-7,-8, . . .
-10,del(12)(p12),-17,+2-3mar[cpé] 1 Fusionssignal Deletion
5 AML 1.44-45,XY ,-4,-5,-7,del(12)(p11),-16,-21[6],
-22, +4mar(cp8] 1 Fusionssignal Deletion
11.46,XY,?der(2),-4,-5,+2mar[4]
111.46,XY[13]
6 AML 45-47,XX,del(5)(q12933),del(12)(p12),
del(12)(p13),-13,-13, 1 Fusionssignal | Deletion
?der(16),-18,+21,+22 +2mar[cp15]
7 AML 46,XY,del(12)(p11),[10]inc 1 Fusionssignal | Deletion
8 AML 46-48,XY,1(3;12)(q21;p13),+8,+21 Neue
getrennte Translokation
Signale (3;12;17)(921;p
13;92?5)
9 AML 46,XY,add(2)(p12),del(2)(p12),- Neue
4[2],4(6;11)(p24:923), del(8)(q22),add(9)(q12), g?é;ear;gte Translokation
?del(12)(p13),?add(13)(p13),+mar[cp12] 1(2:12)(p21:p13)
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ETV6 Gen

Fall | Erkrankung | Karyotyp FISH Status

10 AML 48-50,XY,1(3;12)(q26;p13)[22],-7[6],+9[5], 1 Fusionssignal | Bekannte
+16[2],-17[3],+18[2],+21[22],+22[22][cp22] + getrennte tTr?”S'Oka"P”

Signale (3;12)(q26;p13)/
EVI1-ETV6

11 AML 1.45,XY,dic(16;17)(q11;p11)[14] Getrennte _
11.45,XY,del(12)(p13),dic(16;17)(q11;p11)[7] | Signale und 1 i’j}j&g'ﬁﬁgﬂg%
111.46,XY[4] Fusionssignal

12 AML 49,XX,+6,+8,add(12)(p13),+19[9] 2 Fusionssignale | Normal

13 AML 61-65,XXX,-1,-2,-3,-4,-5,-7,7,+8,+9,
add(12)(gq23),?del(12)(p11),-16,-17,-17, 1 Fusionssignal | Deletion
-18,+add(19)(?q13),-21,-22,+2mar[cp25]

14 MDS 44-45,XY,add(2)(p11)[9],del(5)(q13933)[6],
del(7)(g22)[6],-9[8],del(12)(p11)[9], 1 Fusionssignal | Deletion
22[9],+mar1[8],+mar2[6][cp12]

15 MDS 1.44-46,XX,del(5)(q12934),
add(12)(p12),add(19)(q13),+r,+mar[cp14] 1 Fusionssignal | Deletion
11.46,XX[1]

16 MDS t(4;12)(g12;p13),inc Bekannte

getrennte Translokation
Signale t(4;12)(q12;p13)
CHIC2-ETV6

7 MDS :i443é‘1;(6Y’>[<1Y0’]de|(12)(p11p13)[Cp6] 2 Fusionssignale | Normal

18 MDS 44-46,XY ,del(1)(p21),+del(1)(q12)[7],
del(3)(g26),+del(3)(g21)[7],del(5)(q12934),-6, | 1 Fusionssignal | Deletion
-7,-9,+add(12)(p13)[7]1,-14,+1-3mar [cp3]

19 MPS :itGééYY’?se]l(12)(p11p13)[22] 1 Fusionssignal Deletion

20 MPS der(12)t(12;?),inc 2 Fusionssignale | Normal

21 MPS t(X;12)(g28;p11),inc 1 Fusionssignal | Deletion

22 CML 43-46,XX,-2[6],-4,-5[14],1(9;22(q34;911),
-10[4],del(12)(p12),del(13)(q11;914),-15[3], S .
~16[14],-1 5[1 %(]?-20)[1 4],(+d<g(r(22)t(9;2)2)[2], 1 Fusionssignal | Deletion
-22[3],+3mar[cp15]

23 CML 48-49,X,Y[8],der(3)add(3)(p21)add(3)(925)[7],
del(3)(p13)[7],-4[8],+6[7],+8[8],
1(9;22;?)(q34;911;?)[6], _

_51 0[6],d)(el(12)(p12))[8],-15[7],add(17) 2 Fusionssignale | Normal
(p13)[6],7del(19)(p13)[6],add(19)(q13),
+der(22)t(9;22)(q34;q11)[23],+2mar[8][cp25]

24 CML 46,XX,1(9;22)(934;911),t(X;12)(q;p),inc 2 Fusionssignale | Normal

25 CML 46,XY,t(9;12;22)(q34;p13;924) 2 Fusionssignale | Normal

Tabelle 9: Ergebnisse der FISH-Analyse. Die Tabelle zeigt die Fusionssignalkonstellationen, die bei
FISH gefunden wurden. Der Genstatus des ETV6-Gens ist ebenfalls aufgelistet. Deletion meint, dass
eine der beiden Kopien des ETV6-Gens deletiert ist. Es handelt sich bei allen beschriebenen
Deletionen um heterozygote Deletionen.
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4.1.1 Nachweis der Deletion des ETV6-Gens mittels FISH

Die konventionelle Zytogenetik beschrieb in 15 Fallen des Patientenkollektivs
Deletionen von 12p, dabei handelte es sich in zehn Fallen um eine AML, in zwei
Fallen um ein MDS, in einem Fall um ein MPS und in zwei Fallen um eine CML.
Mittels FISH konnte in elf Fallen bei den durch konventionelle Zytogenetik
nachgewiesenen Deletionen von 12p eine gleichzeitige Deletion des ETV6-Gens
aufgezeigt werden. In allen beschriebenen Fallen handelt es sich um heterozygote
Deletionen. Bei weiteren zwei der 15 zytogenetisch beschriebenen Deletionen
konnte keine Deletion des ETV6-Gens festgestellt werden, das ETV6-Gen war in
diesen beiden Fallen ein Wildtyp und zeigte in der Signalkonstellation zwei Signale.
Daruber hinaus erwiesen sich zwei weitere Falle, die zytogenetisch eine Deletionen
von 12p beschrieben, als neue Translokationen mit Bruchpunkt innerhalb des ETV6-
Gens. Diese werden in einem weiter unten aufgefuhrten Abschnitt separat
beschrieben (s. 4.2).

4.1.2 Nachweis der Additionen des ETV6-Gens mittels FISH

Des weiteren wurden in drei Fallen zytogenetisch Additionen an Chromosom 12
[add(12p)] beschrieben, wobei zwei Patienten ein MDS aufwiesen und ein Patient
eine AML. Mittels FISH konnten bei den zytogenetisch beschriebenen Additionen in
zwei Fallen eine Deletion des ETV6-Gens nachgewiesen werden. In diesen zwei
Fallen fuhrt die Addition von chromosomalem Material an Chromosom 12 zu einer
Deletion von DNA-Sequenzen zentromer vom Bruchpunkt, so dass das ETV6-Gen
involviert und damit deletiert wird.

Bei dem dritten Fall konnte eine normale Signalkonstellation der zwei ETV6-Kopien
gezeigt werden, so dass in diesem Fall die Addition an Chromosom 12 mehr telomer
als bei den beiden anderen Fallen scheint, so dass die Region des ETV6-Gens intakt
bleibt.

4.1.3 Nachweis der Translokationen des ETV6-Gens mittels FISH

Weitere sieben Patienten wiesen zytogenetisch eine Translokation mit Beteiligung
des Chromosoms 12 auf. Zwei dieser Patienten litten an einer CML, zwei an einer
AML, zwei an einem MPS und einer an einem MDS.

Mittels FISH konnte bei einem der AML- und einem der MDS-Falle, die bereits
bekannten Translokationen 1(3;12)(q26;p13) und t(4;12)(q12;p13) mit Bruchpunkt im
ETV6-Gen bestatigt werden. Die zwei CML-Falle und der MPS-Fall zeigten keine
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Alterationen des ETV6-Gens. Bei diesen Fallen ist zwar das Chromosom 12 in die
Translokation involviert, der Bruchpunkt liegt aber nicht innerhalb des ETV6-Gens.
Bei einem vierten Fall kam es bei einem MPS-Patient durch eine Translokation des
Chromosoms 12 zu einer Deletion des ETV6-Gens. Interessanterweise konnte
zudem bei einem AML-Fall eine neue Translokation mit Bruchpunkt im Bereich des
ETV6-Gens aufgezeigt werden. Dieser Fall wird ebenfalls in einem weiter unten

aufgefuhrten Abschnitt charakterisiert.
4.2 Molekulare Charakterisierung der neue ETV6-Translokationen

4.2.1 Translokation t(3;12)(q21;p13)

Bei Fall acht (Tab. 2 u. 9) handelte es sich um einen mannlichen Patient, Jahrgang
71, mit einer AML. Leider konnten bei diesem Fall keine weiteren klinischen Daten
eruiert werden. Der Karyotyp zeigte eine Translokation 1(3;12)(q21;p13). Die

zytogenetischen Untersuchungen wurden zum Zeitpunkt des dritten Rezidivs erstellt:

FISH auf Metaphasen des Patienten mit den ETV6 spezifischen Sonden 179A6 und
148B6 deckte eine neue Translokation des ETV6-Gens auf, an der
Uberraschenderweise auch das Chromosom 17 beteiligt ist. Die Sonde 179A6, die
die DNA-Sequenzen des Exon 1 von ETV6 auf 12p13 reprasentiert, wurde auf dem
langen Arm des Chromosoms 17 detektiert. Die Sonde 148B6, die die DNA-
Sequenzen des Exon 8 von ETV6 reprasentiert, blieb auf dem derivativen

Chromosom 12 der(12p).
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Abbildung 3: FISH-Analyse der t(3;12)(q21;p13) unter Gebrauch der ETV6 spezifischen Sonden
179A6 (gruin) und 148B6 (rot). Hybridisierungssignale kdnnen auf dem normalen Chromosom 12, dem
derivaten Chromosom 12 und dem derivaten Chromosom 17 gesehen werden.

Weitere FISH-Experimente mit den Sonden 50F4 und der Sonde 163E7 konnten den
Bruchpunkt innerhalb des ETV6-Gens distal zu Exon 2 eingrenzen. Die Sonde 50F4
enthalt Sequenzen des Exon 2 von ETV6 und wurde auf dem derivativen
Chromosom 17, der(17), gesehen. Die Sonde 163E7, die Sequenzen von Exon 3, 4
und 5 enthalt, blieb auf der(12). Die FISH-Experimente beschreiben eine mogliche
Drei-Wege-Translokation, die die Chromosome 3, 12 und 17 involviert. Die
Bestatigung, dass Material von Chromosom 17 auf den langen Arm von Chromosom
3 transloziert wurde, konnte aus Mangel an Patientenmaterial nicht durchgefuhrt
werden. So konnte nach den FISH-Experimenten ein neuer Uberarbeiteter Karyotyp

definiert werden, der wie folgt beschrieben ist:

4.2.2 Translokation t(2;12)(p21;p13)

Der Patient Nummer neun (Tab. 2 u. 9), ebenfalls mannlich, Jahrgang 1934, aus
unserem Kollektiv litt an einer AML, FAB M1. Die Erstdiagnose wurde 1996 gestellit.
Ein erstes AML-Rezidiv wurde mit einer Polychemotherapie behandelt. Aus der
daraufhin aufgetretenen Knochenmarksaplasie resultierte keine Regeneration der
normalen Hamatopoese, sondern ein zweites Rezidiv. Daher wurde auf eine weitere

aggressive Chemotherapie verzichtet und supportiv. mit Thrombozyten- und
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Erythrozytentransfusionen therapiert. Der Patient verstarb 1997 an einer

Gastrointestinalblutung bei persistierender Thrombozytopenie.

Der Karyotyp wurde im Juli 1997 erstellt. Die zytogenetischen Untersuchungen
zeigten eine Deletion des kurzen Armes von Chromosom 12, in 12 von 12

analysierten Metaphasezellen (s. Abb.4):
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Abbildung 4: Der Giemsa-gebanderte Karyotyp des Patienten 9 zeigt eine del(12)(p12) (siehe Pfeil)

Bei der ersten FISH-Analyse mit den Sonden 179A6 und 148B6 konnte, wie im
vorherigen Kapitel 4.1.1 bereits beschrieben, eine Translokation mit Beteiligung des
ETV6-Gens nachgewiesen werden.

Bei dieser neuen Translokation t(2;12)(p21;p13) konnte das Signal der Sonde 179A6
auf dem Partnerchromosom 2 aufgewiesen werden. Die Sonde 148B6, die auf
Sequenzen des Exons 8 von ETV6 hybridisiert, verblieb auf dem derivativen
Chromosom 12 (s. Abb.5).
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Abbildung 5: FISH-Analyse der t(2;12)(p21;p13) unter Gebrauch der ETV6 spezifischen Sonden
179A6 (grtn) und 148B6 (rot). Hybridisierungssignale kdnnen auf dem normalen Chromosom 12, dem
der(12), und dem der(2) gesehen werden.

Abbildung 6: FISH-Analyse unter Gebrauch der ETV6 spezifischen Sonden 50F4 (griin) und 163E7
(rot). Die Metaphase zeigt Fusionshybridisierungssignale auf dem normalen Chromosom 12 und dem
der(2) Chromosom, was den Bruchpunkt distal von Exon 5 aufzeigt.

Wie bei dem in 4.2.1 beschriebenen Fall wurden weitere FSH-Untersuchungen
durchgefuhrt, um die Bruchpunkte weiter einzugrenzen. Dies wurde ebenfalls mit den
Sonden 50F4 und 163E7 gemacht. Die Signale der Sonden 50F4 und 163E7
prasentierten sich auf dem Chromosom 2 wie die Sonde 179A6. Dies stellt ein Bruch
im ETV6-Gen distal zu Exon 5 dar. Abbildung 6 zeigt die Hybridisierungssignale bei

diesem Experiment.
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4.2.3 Inversion inv(12)(p13;q24)

Fall elf (Tab. 2 u. 9), ebenfalls mannlich, Jahrgang 1938, stellte sich der II.
Medizinischen Klinik und Poliklinik far Onkologie, Hamatologie,
Knochenmarktransplantation des Universitatsklinikum Eppendorf mit einer
Leukozytose von mehr als 20x10%/1, moderatem Gewichtsverlust und Nachtschweiss
vor. Klinisch konnte eine Splenomegalie festgestellt werden. Eine
Knochenmarkpunktion ergab Infiltration von 44% Myeloblasten und eine
Myelofibrose. Die Diagnose akute myeloische Leukamie, FAB M4, die aus einer
Osteomyelofibrose entstanden ist, konnte gestellt werden.

Zytogenetische Untersuchungen zeigten einen abnormalen Karyotyp in 21 von 25
Metaphasezellen, mit einem dizentrischen Chromosom, bestehend aus Teilen von
Chromosom 16 und 17. Zusatzlich zeigten 7 Metaphasezellen eine Deletion auf dem

kurzen Arm von Chromosom 12 (s. Abb.7):
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Abbildung 7: Der Giemsa-banded Karyotyp des Patienten 11 zeigt die del(12)(p12)und die
dic(16;17)(q11;p11) (siehe Pfeile)

FISH konnte bei diesem Fall die zytogenetisch beschriebenen Deletion als kryptische
Inversion inv(12)(p13;924) aufklaren. Bei der Anwendung der Sonden 179A6 und
148B6 konnten in Metaphasezellen des Patienten eine Translokation der Sonde
179A6 auf den langen Arm von Chromosom 12 aufgezeigt werden, wahrend die

Sonde 148B6 auf dem kurzen Arm von Chromosom 12 verblieb. Zusatzlich zu der
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Translokation, die in einem 21 % der Zellen gesehen wurde, zeigten 55% der Zellen
eine Deletion des ETV6-Gens (s. Abb.8).

Abbildung 8: FISH-Analyse der inv(12) unter Benutzung der ETV6 spezifischen Sonden 179A6
(grin) und 148B6 (rot). Hybridisierungssignale kénnen auf dem normalen Chromosom 12 und dem
derivaten Chromosom 12 gesehen werden. Zwei abnormale Zellen mit einer Deletion del(12)(p12),
die ein Fusionssignal zeigen, kbnnen ebenso wie eine normale Zelle mit zwei Fusionssignal gesehen
werden.

Die nachfolgenden FISH-Untersuchungen zur Eingrenzung des Bruchpunktes mit
den Sonden 50F4 und 163E7 ergaben diesen innerhalb des Introns 1 von ETV6.
Beide Sonden wiesen Fusionssignale auf dem kurzen Arm des Chromosom 12 und
dem der(12) auf. Um zu bestatigen, dass es sich in diesem Fall um einen
balancierten Umtausch von Material zwischen 12p und 12q handelt, wurden die
Sonden YAC760G1 und YAC 839F6, die auf 1222 und 12924 hybridisieren,
angewendet. Dieses Experiment zeigte Hybridisierungssignale der Sonde 839F6 auf

12p, womit die inv(12p) verifiziert wurde (s. Abb. 9).
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Abbildung 9: FISH-Analyse mit den spezifischen YAC clones 760G1 (12g22) (grtin) und 839F6
(12g24) (rot). Die Metaphase zeigt separate Hybridisierungssignale auf dem derivaten Chromosom
12, was die Inversion inv(12) bestatigt. Ebenso kénnen separate Signale in zwei Interphasen gezeigt
werden.

Folgendes Schema soll die Bruchpunkte der verschiedenen Translokationen
darstellen (s. Abb. 10):

inv(12) t(3;12;17) t(2;12)

¢ ' ¢

Abbildung 10: Schematische Darstellung des ETV6-Gens mit den Bruchpunkten der neuen
Translokationen sowie des ETV6-Proteins.

4.2.4 ldentifizierung der Partnergene des ETV6-Gens bei der t(2;12) und inv(12)

Nachdem mittels FISH nachgewiesen werden konnte, dass das ETV6-Gen in drei
neue Translokationen involviert ist, sollten in einem weiteren Arbeitsschritt die
Partnergene der Falle inv(12) und t(2;12) identifiziert werden. Leider war fur diesen
Schritt bei der Translokation t(3;12) nicht genug tiefgefrorenes Material, aus dem die
gesamte RNA hatte isoliert werden kdonnen, vorhanden.

Um die unbekannten Partnergene zu identifizieren, wurde die RT-PCR-Methode (s.
Kap 3.5.4.2) verwendet. Zuvor musste die gesamte Patienten-RNA aus den
tiefgefrorenen Leukozyten isoliert werden und in Einzelstrang-cDNA umgeschrieben
werden (s. Kap. 3.5.3). Um die Fusionstranskripte zu identifizieren, wurde sowohl die
3'RACE-PCR als auch die 5’RACE-PCR eingesetzt. Im Folgenden werde ich die

Ergebnisse fur die jeweilige Translokation getrennt beschreiben:

4.2.4.1inv(12)(p13,;924)
Bei diesem Fall fanden sowohl die 3'RACE-PCR als auch die 5 RACE-PCR

Anwendung.
Die 3'RACE-PCR- und die 5 RACE-PCR-Produkte sind keine DNA-Fragmente
distinkter Lange, sondern ein mehr oder weniger heterogenes Gemisch aus Wildtyp-

DNA des bekannten Gens und der DNA des rearrangierten Gens. Deshalb wurden
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diese Produkte auf ein Agarose-Gel aufgetragen und Gelstlicke ausgeschnitten, aus
denen dann die amplifizierte DNA isoliert wurde, um sie fur die Klonierung und
anschliessende Sequenzierung nutzen zu kénnen.

Das in Abbildung 11 gezeigte Gel zeigt die Fragmente der 3’'RACE-PCR und der
5'RACE-PCR:

H,0 GroRen- GroBen- H,0
1Runde H,0 3 RACE marker marker 5°RACE ~ H,0 1 Runde

Abbildung 11: 3’'RACE-PCR und 5 RACE-PCR zur Isolierung des unbekannten Partnergens. Das
linke Bild stellt die 3’'RACE-PCR zusammen mit dem GréRenmarker dar, das zweite Bild zeigt das
Ergebnis der 5’RACE-PCR zusammen mit dem GréRenmarker.

Nach dem in Kapitel 3.5.5 beschriebenen Protokoll wurde die purifizierte DNA aus
der 2. Runde der 3’- und 5’RACE-PCR kloniert.

Insgesamt wurden aus den Elisa-Platten mit den klonierten 3’ RACE-PCR Produkten
344 Kolonien gepickt, von denen der 5’ RACE-PCR Produkte 672 Kolonien.

Da der Bruchpunkt bei der Inversion inv(12)(p13;924) innerhalb des Introns 1 liegt,
konnte durch eine PCR mit den Primern ETV6-F1a und Exon 2-A, die Sequenzen fur
das Exon 1 und das Exon 2 aufweisen, eventuelle Wildtypen ausgeschlossen
werden. Von den insgesamt 1016 gepickten Kolonien ergaben 802 eine
Amplifikationsbande bei der obengenannten PCR mit den Primern ETV6-F1a und
Exon 2-A. Mit den verbleibenden 214 Kolonien wurde eine PCR mit den Primern M13
rev und M13 for angeschlossen, um festzustellen, welche Kolonie ein Insert hat, und
wie grof} dieses Insert ist. Von den Produkten der PCR mit den M13 Primern wurden
83 sequenziert. Kriterium fur eine Sequenzierung war eine Grofie ab 400bp, da allein
der Vektor (323bp) und der M13 Primer (83bp) zusammen schon eine Gré3e von

406bp aufweisen.
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Trotz einer grossen Anzahl analysierter Klone konnte ausschliesslich der Wildtyp des
ETV6-Gen detektiert werden. Deshalb konnten keine Fusionsprodukte des ETV6-

Gen mit Sequenzen von Chromosom 12q gefunden werden (s. Abb.12).

Analysierte Kolonien

B Bon2A Positive
0O M3 Fragment <500 bp
0 M3 Fragment >500 bp

Abbildung 12: Schematische Darstellung der analysierten Kolonien

4.2.4.2 (2;12)(p21;013)

Bei diesem Fall fand die 3'RACE-PCR Anwendung mit einem Primer, der an das
5'Ende der cDNA-Sequenz von der Region des ETV6-Gen bindet, in der sich der
Bruchpunkt befindet.

Das Produkt der 3'RACE-PCR wurde auf ein Agarosegel aufgetragen, die DNA-
Produkte nach Grosse aufgetrennt und verschiedene Banden aus dem Gel
ausgeschnitten, woraus die DNA isoliert und anschliessend kloniert wurde.
Insgesamt wurden 384 Kolonien gepickt und in 4 Elisa-Platten kultiviert. Mit der DNA
aus 379 Kolonien wurde eine PCR mit den M13 Primern for und M13 rev
angeschlossen. Eine Exon-2A-PCR mit den Primern ETV6-F1a und Exon 2-A, um
den ETV6-Wildtyp auszuschliessen, wurde hier nicht durchgefuhrt, da sich der
Bruchpunkt nicht wie im oben beschriebenen Fall innerhalb des Introns 1 befand. Die
FISH-Ergebnisse lokalisierten in diesem Fall den Bruchpunkt distal von Exon 5.

Aus den 379 M13 Produkten wurden 26 Klone sequenziert und analysiert, die eine
Grofle von mehr als 400bp (s. Kap. 4.2.4.2) aufwiesen. Die Auswertung erfolgte
mittels der BLAST Algorithm (www.ncbi.nih.nlm.gov) (s.Kap. 3.5.6).

Von den 26 analysierten Sequenzen wiesen 23 ein ETV6-Wildtyp-Produkt auf. Drei
Sequenzen jedoch zeigten einen Verlust der Homologie des ETV6-Gens distal zu
Exon 7 wvon ETV6. Das zeigt, dass diese drei Sequenzen den
Translokationsbruchpunkt enthielten. Der Vergleich dieser neuen Sequenzen, die

nicht zu dem ETV6-Gen gehorten, mit der human genome sequence
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(http://www.ncbi.nim.nih.qgov/BLAST) =zeigte, dass sich diese Sequenzen von
Chromosom 2p16.1, BAC Klon RP11-440P5, ableiten (s. Abb. 13).

RP11-440P5 85134bp von 440P5

310 320 330 340 350
GCGCCTCCAG ACGTAACCTGAACAALAAAGCCTTT TGTCCTGGGC TCCTTCCTGAT

1530bp von ETV6
. ETV6-Gen

l“ Jollitt A‘ i

Abbildung 13: Schematische Darstellung des Sequenzierungsergebnisses der Analyse eines Klons
mit der Translokation t(2;12)(p21;p13)

Das Fusionsprodukt ETV6/BAC440P5 wurde mittels RT-PCR mit spezifischen
Primern fir ETV6 und solchen flr die Region in der Nahe des Bruchpunktes auf
Chromosom 2 bestétigt. Die ETV6-Primer, ETV6-5f1 und ETV6-5f2, die schon bei
der RACE-PCR angewendet wurden, wurden mit einem anti-sense 440P5-Primer
(440P5-r1) in zwei Amplifikationsrunden kombiniert. Die RT-PCR-Produkte der 2.
Amplifikationsrunde wurden auf ein Agarosegel aufgetragen und zeigten, wie
erwartet, eine Bande von einer Grolde von ca. 400bp.

An dieser Stelle ist es wichtig zu erwahnen, dass der Vergleich mit der DATABASE-
Suchmaschine eine Fusion des ETV6-Gens mit dem Antisensestrang von 440P5
ergeben hat. Dies bedeutet eine sehr komplexe Aberration. Dass die konventionelle
zytogenetische Analyse kein Material von Chromosom 2 auf Chromosom 12 ergeben
hat, unterstreicht diese Ergebnisse.

Die weitere Charakterisierung dieser komplexen Translokation konnte mit den in

dieser Arbeit angewendeten Methoden nicht weiter verfolgt werden.
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5 DISKUSSION

Die vorliegende Arbeit zeigt die Identifizierung und Charakterisierung dreier neuer
Translokationen mit Beteiligung des ETV6-Gens bei AML Patienten. Obwohl die
Zytogenetik in allen drei Fallen 12p Abnormalitdten zeigte, deckten die FISH-
Experimente neue und unerwartete Veranderungen auf.

Bei einer AML FAB M1 konnte eine Translokation t(2;12)(p16.1;p13), bei einer AML
FAB M4 eine inv(12)(p13;924) und bei einer AML eine 1(3;12;17)(q21;p13;9725)
gefunden werden. Bei der weiteren Charakterisierung der Translokationspartner
konnte bei der t(2;12)(p21;p13) die BAC RP11-440P5-Sequenz auf Chromosom
2p21 als ETV6-Fusionspartner ausgemacht werden, in dessen Region sich das
BCL11A und das REL Gen befinden. Bei den anderen Translokationen konnten

keine Fusionspartner aufgezeigt werden (Abb. 14).

CHIC? COX2
(dql2) (13q12) Sf;:)
ACS? MNI e
Gql3) @2q11) E‘lﬁfl ;’11) s
EVII inv(12)  t(3;12;,17) R o nregt  RP11-440P5
(Gq26)  (p13;q24) (921:p13:9273) (22q11)  (9g32) (15425) (2p21)
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Abbildung 14: Darstellung unterschiedlicher Bruchpunkte innerhalb des ETV6-Gens mit den
jeweiligen Translokationspartnergenen, neu sind die Bruchpunkte in Intron 1 und Intron 7, hier rot
dargestellt.

Durch FISH konnten in dieser Arbeit bei 15 Fallen mit zytogenetisch beschriebenen
Deletionen von 12p in elf Fallen eine gleichzeitige Deletion von ETV6 nachgewiesen
werden. Dies zeigt, dass FISH eine sehr sensitive und spezifische Methode fir
molekulare Veranderungen, die das ETV6-Gen betreffen, darstellt, was durch eine
alleinige zytogenetische Untersuchung nicht maoglich ist. Durch einfache
Screeninguntersuchungen lasst sich mittels spezifischen Sonden eine Beteiligung
des ETV6-Gens leicht nachweisen.
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Neben Translokationen, die zu einer Formation von Fusionsgenen oder zu einer
Aktivierung von Protoonkogenen fuhren, in die das ETV6-Gen involviert ist, gibt es
Hinweise, dass das ETV6-Gen als Tumorsuppressorgen dient. In vielen Fallen, in
denen das ETV6-Gen rearrangiert ist, gibt es eine begleitende Deletion des nicht-
rearrangierten Allels von ETV6. Dies ist mitunter der Fall in bis zu 70% der Falle von
ALL bei Kindern mit der Translokation t(12;21), die eine ETV6/RUNX1 Fusion mit
sich bringt [18]. Weitere Hinweise, dass ETV6 als ein Tumorsuppressorgen dienen
kann, liefern in vivo und in vitro Studien zu der physiologischen Funktion des ETV6
Proteins. Ein Verlust dieser Funktion musste durch weitere Experimente der
Proteinexpression des verbliebenen Allels gepruft werden, jedoch ist die
Inaktivierung des ETV6-Gens durch Deletion, Punktmutation oder ,transcriptional
silencing” einer der moglichen Mechanismen flr die Ursache von Leukamien.

Diese Erkenntnisse unterstreichen die Wichtigkeit der Veranderungen des ETV6-
Gens fur die Leukdmogenese. Daher ist es von grosser Bedeutung, bei AML
Patienten ein Screening fur mogliche ETV6-Deletionen mit spezifischen FISH-
Sonden, wie sie in dieser Arbeit verwendet worden sind, durchzufuhren.

Bei der Drei-Wege-Translokation (3;12;17)(q21;p13;9275), die bei Fall acht, einem
Patienten mit einer AML, gefunden wurde, zeigte sich der Bruchpunkt auf
Chromosom 12 distal des Intron 2 von ETV6, wobei das 5 Ende mit Exon 1 und

Exon 2 von ETV6 auf Chromosom 17q275 transloziert wurde und der restliche Teil
des Gens, einschliesslich der HLH und ETS Domane, auf dem der(12) verblieb.
Diese Translokation unterscheidet sich von der bisher bekannten Translokation
t(12;17)(p13;p12-p13), die durch Murga et al. kloniert wurde und in einer Fusion des
ETV6-Gens mit dem PER1-Gen resultiert [95]. In beiden Fallen ist die
Promotorregion von ETV6 beteiligt, die Zielregion auf Chromosom 17 ist jedoch
unterschiedlich. Ungentgendes Material erlaubten jedoch nicht die Identifizierung
des Zielgens auf dem langen Arm von Chromosom 17. Potentielle Zielgene auf
Chromosom 179275, die moglicherweise durch die Promotorregion von ETV6
angeregt werden kénnen, sind SEPT-6 und SEPT-9. Diese Gene sind vor allem aus
AML-Fallen mit Translokationen t(11;17) bekannt, die das MLL-Gen auf Chromosom
11923 involvieren. Das MLL-Gen auf 11q23, das haufig bei akuten Leukamien
rearrangiert ist, gehort ahnlich wie das ETV6-Gen zu den meist promisken Genen
und wurde mit mehr als 50 verschiedenen Partnern fusioniert [71;74].
Translokationen, die SEPT-9 auf 17925 betreffen, sind bisher in 7 AML-Fallen
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[67;88;121;125;142] und einem MDS-Fall [58] beschrieben. SEPT-9 gehdrt zur
Septin-Familie von Genen, die eine essentielle Rolle in unterschiedlichen zellularen
Prozessen wie Zytokinese, Exozytose, Endozytose, zellulare Morphogenese und
Versikeltransfer spielen [66]. Die ldentifizierung von 5 Septin-Familienmitgliedern,
SEPT-2, SEPT-4 SEPT-6, SEPT-9 und SEPT-11 als MLL-Partnergene, deutet auf
einen moglichen Mechanismus bei der Leukemogenese hin [11;20;55;69;125].
Moglicherweise spielen das SEPT-9 oder das SEPT-6 Gen dieser Familie auch eine
Rolle in der hier beschriebenen Translokation t(3;12;17)(q26;p13;927?5). Im Falle
dieser komplexen Translokation wurde zudem zytogenetisch beschrieben, dass g21
vom langen Arm von Chromosom 3 auf den kurzen Arm von Chromosom 12
transloziert wurde. Diese Translokation unterscheidet sich von der bereits bekannten
t(3;12)(q26;p13), welche in einer Fusion von ETV6 und EVI-1 resultiert [78;93]. Hier
wurde die Promotorregion von ETV6 auf Chromosom 3 transloziert. Bei der
Translokation dieser Arbeit wurde 3g21 auf Chromosom 12 transloziert. Der
Bruchpunkt auf Chromosom 3 liegt in einer Region, die bereits in verschiedene
Translokationen bei allen FAB-Subtypen von AML [9;127], MDS [108] und CML [8]
involviert ist. Bei der AML sind das vorallem inv(3)(921;926) und t(3;3)(q21;926)
[107]. Eine Anzahl von Bruchpunkten im Bereich von 3g21 befindet sich innerhalb
einer 30- kb ,break point cluster region“ in der Nahe des ,Enhancers” des RPN-1-
Gens [110;124]. Weitere Bruchpunkte befinden sich in unterschiedlichen Abstanden
(10-60 kb) zentromer davon [137].

Das RPN-1-Gen ist vor allem bekannt durch seine Beteiligung bei dem sogenannten
3921926-Syndrom [81;94;124]. Dieses Syndrom, welches bei AML Patienten
Dysmegakaryopoiese, Thrombozytose und Mikromegakaryozytose bedingt [32],
verursacht diese hamatologische Erkrankungen durch die Induktion der Transkription
des EVI-1-Gens auf 3q26 durch den ,Enhancer‘ des RPN-1-Gens auf 3g21. Leider
konnte wegen ungenugendem Patientenmaterial bei dieser Arbeit das Zielgen auf
Chromosom 3 nicht naher identifiziert werden. Jedoch besteht auch in diesem Fall
eine mdgliche Beteiligung des RPN-1-Gens an dem pathologischen Mechanismus.
Da bei der Inversion 12 inv(12)(p13;924) im Fall elf dieser Arbeit, bei der die Gen-
Region 12q24 auf den kurzen Arm von Chromosom 12 transloziert wurde und

Intron 1 des ETV6-Gens auf den langen Arm von Chromosom 12, kein
Fusionstranskript gefunden werden konnte, stellt sich auch hier die Frage nach dem

Mechanismus der leukdmogenen Transformation. Chromosomale Inversionen sind
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balancierte Rearrangements, die definiert sind als zwei Bruche, bei denen sich das
chromosomale Segment nach einer 180° Drehung reinseriert. Eine Inversion kann
perizentrisch sein, das heisst, die zwei Bruchpunkte befinden sich jeweils auf der
Gegenseite des Zentromers, oder sie kann parazentrisch sein, was bedeutet, die
Bruchpunkte befinden sich auf einem Chromosomenarm. In der in dieser Arbeit
vorgestellten Inversion inv(12)(p13;924) handelt es sich um eine perizentrische
Inversion. Chromosomale Inversion sind ungewohnlich bei hamatopoetischen
Erkrankungen, sie machen 0,5% der chromosomalen Aberrationen aus, die im
Mitelman Katalog gelistet sind [73]. Vor allem sind Inversionen, die Chromosom 12
betreffen, selten. In einer Studie von Welborn et al. wurden 46 Falle mit verschieden
hamatologischen Erkrankungen, myeloiden und lymphatischen, vorgestellt, die alle
eine Inversion 12 aufwiesen [136].

Es konnten sowohl perizentrische als auch parazentrische Bruchpunkte gefunden
werden. Die am haufigsten betroffenen Regionen waren p13 und q24. Die
chromosomalen Banden p13 und 24 sind unter den genreichsten Regionen des
menschlichen Genoms [77;111].

Ahnlich wie bei dem Fall der inv(12)(p13;q24)Fall wurden in der Literatur ETV6-
Translokationen  beschrieben, unter anderem bei den Translokationen
1(6;12)(q23;p13) [123] und 1(5;12)(p31;p13) [139], bei denen ebenfalls keine
funktionell signifikanten Fusionen identifiziert werden. Auch in der von Cools et al.
beschriebenen Translokation t(4;12)(q11-q12;p13), bei der ETV6 mit einem neuen
Gen, CHIC2(BTL), einem palmitoilayted membran-associated Protein, fusioniert ist,
bleibt die onkogene Funktion zu klaren [23;24]. Interessanterweise konnte bei zwei
weiteren Fallen mit t(4;12)(q11-q12;p13), bei denen die Bruchpunkte ebenfalls in der
Region des CHIC2 locus waren, keine ETV6/CHIC2 Fusion gefunden werden. Auch
andere Fusionen konnten nicht aufgezeigt werden [25]. Es konnte lediglich eine
Fusion zwischen ETV6 und HSG2, das Anti-sense-Gen von GSHZ2 gezeigt werden,
was aber kein Fusionsprotein hervorbrachte. Ebenso konnte in der von Yagasaki et
al. beschriebenen Fusion von ETV6 und ACS2 bei der 1(5;12) kein funktionierendes
Fusionstranskript aufgedeckt werden. Dies wirft die Frage auf, durch welche
leukemogenen Mechanismen in diesen Fallen die jeweilige Erkrankung ausgelost
worden ist.

Cools et al. stellten die Hypothese auf, dass in diesen Fallen die Deregulation der

Expression von Protoonkogenen, die in der Nachbarschaft der Bruchpunkte auf den
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Partnerchromosomen liegen, einen leukemogenen Mechanismus darstellen, vor
allem bei Translokationen, die das 5 Ende von ETV6 involvieren und wo kein
funktionsgemalRes Fusionstranskript vorhanden ist [25]. Dieser Mechanismus wird
auch ,position effect® genannt. Dafir wurden von Cools et al. die genomischen
Regionen telomer zum Bruchpunkt nach potentiellen Protoonkogenen molekular
analysiert. Hierbei wurden fir die Bruchpunkte bei 4q11-g12 das Homeoboxgen
GSH2 und fuar den Bruchpunkt bei 5931 die Wachstumsfaktorgene IL-3 und CSF2
entdeckt. Ebenso konnte die ektope Expression sowohl von GSHZ2 in allen Fallen der
t(4;12), mit und ohne ETV6/CHIC2 Fusion, als auch von IL-3 im Fall der t(5;12)
nachgewiesen werden [25].

Zudem konnten von Cools et al. gezeigt werden, dass die Uberexpression von GSH2
NIH3T3 Zelllinien transformiert [25], was den onkogenen Charakter des Gens
unterstreicht. Der exakte Mechanismus, durch den die Expression von GSH2 und IL-
3 aktiviert wird, ist noch nicht klar. Generell ist die Transkriptionsebene eines Genes
abhangig von verschiedenen Faktoren und der kombinierten Aktivierung von
regulatorischen Sequenzen, die entweder positiv oder negativ sind, sowie der
Zuganglichkeit dieser Sequenzen, die wiederum durch die Chromatinstruktur und die
Kernarchitektur bestimmt sind [26;53]. Es wird angenommen, dass regulatorische
Sequenzen, wie ,Enhancer® von ETV6 und/oder ,Silencer” des Partnerchromosoms,
mit zusatzlichen Effekten, die durch Veranderungen der Chromatinstruktur im
Umkreis des Bruchpunktes auftreten, dazu beitragen. Beispielsweise resultieren die
Juxtaposition von Protoonkogenen zu dem RPN7-Lokus, den IGH-Lokus und den
TCR-Lokus in der deregulierten Expression dieser Onkogene [64;75;98]. Diese
Studien haben auch gezeigt, dass der Bruchpunkt bis zu 200bp von dem
deregulierten Protoonkogen entfernt lokalisiert sein kann. Zusatzlich zu den Effekten
der ,Enhancer” und ,Silencer, sind Translokationen sehr wahrscheinlich daftr
verantwortlich, dass die lokale Chromatinstruktur und Kernarchitektur im Ganzen
verandert werden, was auch mit veranderter Genexpression assoziiert sein kann.
Diese Ergebnisse lassen auf eine ektope Expression von GSH2 und IL-3 schliessen,
was als grundlegender leukemogener Mechanismus bei den Translokationen
t(4;,12)(q11-912;p13) und (5;12)(q13;p13), unabhangig von der Prasenz eines
Fusionstranskriptes, in Frage kommt.

Da in dem Fall der Inversion inv(12)(p13;924) bei dieser Arbeit ebenfalls das 5 Ende
des ETV6-Gens in die Translokation verwickelt ist, und es ebenfalls kein ersichtliches
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Fusionstranskript gab, konnte der oben beschriebene Mechanismus auch in diesem
Fall eine Rolle spielen. Hier ware vor allem das Gen IGF1 auf q22-q24.1 interessant.
IGF1, was fur die hamatopoetische Zellproliferation von Bedeutung ist, ist in
Lymphoblasten Uberexprimiert und férdert das Wachstum durch einen endokrinen
Mechanismus [102;132]. Wie das /IGF1-Gen kénnten auch alle anderen, in Tabelle
10 erwahnten Gene auf 12q in Betracht kommen.

Gene, die auf dem langen Arm von Chromosom 12 (12q) lokalisiert sind, sind in die
Hamatopoese und in hamatologische Erkrankungen verwickelt. Tabelle 10 gibt einen

Uberblick tiber die potentiell betroffenen Gene auf 12q.

Chromosom 12 Gene Aberration Referenz
12913.2-q13.3 GLI amplifiziert in fortgeschrittenem NHL [100]
12914 CDK4 amplifiziert bei B-CLL und NHL [27;56]
12914.3—q15 MDM?2 amplifiziert in refraktarer ALL und AML [29;40]
12915 HMGA2 veranderte Expression bei CLL und ALL [567;113]
12922-q24 1 IGF1 Expression in Lymphoblasten [102;133]

Tabelle 10: Chromosomale Bruchpunkte auf 12qg und deren Beteiligung an hamatologischen
Erkrankungen.

Bei dem Fall neun mit der Translokation t(2;12)(p21;p13) handelt es sich um eine
bisher noch nicht beschriebene neue Translokation, die das ETV6-Gen betrifft. In
dieser Arbeit konnte mittels FISH gezeigt werden, dass der distale ETV6-Kosmid
Klon 148B6 auf Chromosom 12 blieb, wahrend alle drei andere Klone, 179A6, 50F4
und 163E7, auf dem derivativen Chromosom 2 aufgewiesen wurden. Diese FISH-
Signalkonstellation deutet auf einen Bruchpunkt distal zu Exon 5 hin wie in den
Translokationen t(1;12)(925;p13), 1(9;12)(q34;p3) und t(12;15)(p13;g25). Diese
Translokationen fuhren jeweils zu einer Fusion der Tyrosinkinasen ABL1-, ABL2- und
NTRK3-Gene mit dem ETV6-Gen und dadurch Zu einer
Deregulation/Uberexpression dieser Partnergene [19;46;89].

Bei dieser Arbeit konnte durch die Sequenzierung ein Fusionsprodukt zwischen
ETV6 und Sequenzen des BAC Klone 440P5 auf Chromosom 2 gesehen werden.
Diese Ergebnisse zeigen zum ersten Mal einen Bruchpunkt des ETV6-Gens
innerhalb des Introns 7, was durch die PCR-Ergebnisse ersichtlich wurde. Die
Bruchpunkte bei den ETV6 Translokationen wurden auf vielen Introns gefunden,
nicht aber innerhalb der Introne 6 und 7 (Abb. 13). Ein Zielgen auf Chromosom 2

konnte bei dieser Translokation nicht identifiziert werden.
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Der Pathomechanismus dieser Translokation ist nicht klar, weil solche Bruche
innerhalb von ETV6 noch nicht beschrieben und keine Translokationspartner
identifiziert wurden.

Hier konnten alle vier beschriebenen Mechanismen eine Rolle spielen, wobei der
Mechanismus der ektopen Expression durch den Einfluss der 5’ Region von ETV6
weniger in Frage kommt, da sich der Bruchpunkt im ETV6-Gen am 3'Ende befindet.
Ebenfalls scheint der Mechanismus, der bei der Translokation MN1/ETV6
vordergrindig ist, bei dem die ETS-Domane eine wesentliche Rolle spielt, eher
unwahrscheinlich, da der Bruchpunkt in dem Fall neun dieser Arbeit distal der ETS-
Domane liegt [15]. Eine Beteiligung der HLH-Domane des ETV6-Gens als
Pathomechanismus ist auch nicht denkbar, da sich der Bruchpunkt daftr wie bei der
Fusion von ETV6/RUNX1 im Bereich des 5 Endes befinden musste [117].

Vor Kurzem wurde ein vierter Pathomechanismus flir ETV6-assozierte
Translokationen beschrieben. Wie oben bei der inv(12)(p13924) erklart ist, kdbnnen
Gene in der Nahe des Bruchpunktes, die kein Fusionsprotein generieren, welches
onkogene Eigenschaften aufweisen kann, durch ein ,position effect derreguliert
werden. Auf der anderen Seite konnte das Fusionsprodukt, welches die HLH-
Domane und die Promotorregion enthalt zu einer Modulation von
Transkriptionsfaktoren oder von Kinasen fuhren. Ebenso ware diese Modulation auch
fur entsprechende Gene in der Nahe des Bruchpunktes maglich.

Leider kodierte das Fusionsprodukt nicht fir ein bestimmtes bis jetzt bekanntes Gen.
Die BAC 440P5 Sequenz ist 137009 bp gross und enthalt die Sequenzen des BCL11
A1-Gens (73517-81044bp). Es ist erwahnenswert, dass sich moglicherweise im
Bruchpunkt ein unbekanntes Gen befindet und dass die beschriebene Translokation
doch zu einem Fusionsprodukt fuhrt. Das BCL11A-Gen wurde bei der Analyse von
Fallen mit B-Zell-Erkrankungen, die eine Translokation t(2;14)(p13;932.3) aufwiesen,
entdeckt [114]. BCL11A liegt in einer Region, die in rekurrente zytogenetische
Abnormalitaten bei lymphoiden Erkrankungen involviert ist [6;33;45;50;51;100;100].
Amplifikationen von 2p13 wurden nicht nur in Subtypen von B-NHL aufgefunden,
sondern auch in bis zu 50% der Erstfalle von Hodgkin-Lymphomen. Es wurde
vermutet, dass das in der betroffenen Region liegende REL-Gen, ein NF-kB-Gen-
Mitglied, Ziel der Veranderung ist. Analysen von drei Fallen mit aggressiven B-Zell
CLL/Immunozytom durch Satterwhite et al. mit t(4;12)(q32.3;p12) zeigte
Bruchpunkte, die ungefahr 300bp telomer von dem REL-Gen lokalisiert waren [114].
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Dieser Bruchpunkt war mit einem Krippel-Zinkfinger-Gen assoziiert, BCL11A, was
normalerweise nur in fotalem Hirn und im Keimzentrum von B-Zellen exprimiert wird.
Es gibt drei RNA-Isoformen des BCL11A-Gens, die sich in der Anzahl der carboxy-
terminalen Zinkfinger unterscheiden. Alle drei Isoformen waren als Konsequenz der
1(2;14)(q32.3;p13) dereguliert.

Dadurch wird das Gen als Ziel fir Amplifikationen auf Chromosom 2p13 interessant.
Zusammen mit der Tatsache, dass das Gen bei den Translokationen
t(4;12)(p13;932.3) involviert ist, und der nahen Verbindung zu dem REL-Gen auf
Chromosom 2p13, lassen darauf schliessen, dass die deregulierte Expression von
BCL11A eine Rolle in der Pathogenese verschiedener Subtypen von B-NHL und
Hodgkin-Lymphomen spielen kann.

Abgesehen von der ektopen Expression benachbarter Protoonkogene durch die
Translokation von ETV6 oder Teilen des ETV6-Gens, gibt es noch zwei weitere
interessante und relevante Uberlegungen, wie es durch Veranderungen auf 12p zu
Transformationen kommen kann. Dies soll im Folgenden dargestellt werden.

In vielen Fallen, in denen ETV6 rearrangiert ist, fallt eine begleitende Deletion des
nicht-rearrangierten Allels auf. Die ETV6/ RUNX1 (AML1) Fusion, als Ergebnis der
Translokation t(12;21)(p13;922), ist die haufigste genetische Aberration in kindlicher
ALL [117]. Diese Translokation wird in 25-30% gefunden und ist oft mit einer
zusatzlichen kompletten oder teilweisen Deletion des nicht rearrangierten ETV6-
Allels assoziiert [103;104;117].

Die Deletion des Wild-typ-Allels (wt-Allel) fihrt zu einem Verlust der ETV6-
Expression, was zu der Pathogenese der Erkrankung beitragen kann. Einige Studien
konnten zeigen, dass die Deletion des wt-Allels in Fallen mit t(12;21)(p13;922) nicht
der einzige Mechanismus ist, der zum Funtionsverlust von ETV6 flhrt [91;96].

Der Verlust von wt-Allel-Expression konnte auch als Folge von kleinen strukturellen
Abnormalitaten oder epigenetischen Modifizierungen gefunden werden [91]. ETV6-
Abnormalitaten sind nicht auf Translokationen oder Deletionen begrenzt. Bis zu 23%
aller ALL-Patienten, die keine t(12;21)(p13;922) aufwiesen, zeigten ein abnormales
Expressionsmuster von ETV6 [1]. So kann eine abnormale Expression oder die
Mutation des ETV6-Gens zu der Pathogenese der Krankheit beitragen.

Barjesteh et al. untersuchten 300 Falle mit de novo AML auf somatische
heterozygote Mutationen des ETV6-Gens. Die Mutationen betrafen sowohl die HLH-

Domane als auch die DNA-Binde-Domane. Die Proteine, die aus diesen Mutationen
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hervorgingen, waren unfahig, Transkriptionen zu unterdriicken und zeigten dominant-
negative Effekte. Zusatzlich wurden in einem Drittel von 77 untersuchten AML-Fallen
abnormale Expressionen von ETV6 beobachtet, wobei kein Zusammenhang mit dem
MmRNA-Expressionslevel bestand [5].

Yamagata et al. wiesen in einer kurzlich erschienenen Studie nach, dass Deletionen
der HLH- oder der DNA-Binde-Domane von ETV6 zu einem partiellen Verlust seiner
apoptoseinduzierenden Fahigkeiten fuhrt [141]. Die Studie von Yamagata et al. zeigt,
dass der antionkogene Effekt von ETV6 teilweise mit der Aktivierung eines p53-
abhangigen Mechanismus zusammenhangt. Interaktionen mit der HLH-Domane von
ETV6, die fur die Heterodimerisierung mit dem wt-ETV6 wichtig ist, durch
Fusionspartner konnen die normale Funktion von ETV6 inhibieren und somit zu der
Entwicklung einer Leukamie beitragen.

Diese Ergebnisse kdonnten auch eine Erklarung flr die leukdmogenen Mechanismen
der in dieser Arbeit vorgestellten Falle darstellen.

Im Fall elf der inv12(p13;924) lassen sich sowohl eine Deletion des ETV6-Gens
finden als auch eine Inversion des Introns 1 mit dem Translation/Transkriptionsstart
von ETV6 auf q24.

Die klinische Bedeutung der Veranderung von ETV6 mag eher gering sein, die
weitere Charakterisierung der Translokation bzw. Inversion kann jedoch Aufschlisse
uber den Mechanismus der ETV6 initiierten Leukamogenese geben.

Um definitiv sagen zu koénnen, ob der pathogene Mechanismus durch ein
Funktionsverlust von ETV6 oder durch eine ektope Stimulation benachbarter
Protoonkogene zustande kommt, mussen weitere Experimente durchgefuhrt werden.
Dabei ist es erforderlich, die Expression von ETV6 oder den in Frage kommenden
benachbarten Genen zu prufen. Weitere Untersuchungen dieser ETV6-assoziierten
Translokationen, welche nicht zu einer Expression eines funktionsfahigen
Fusionsproteins fuhren, konnen mdgliche allgemeine molekulare Signalwege
identifizieren, die durch die Translokationen dereguliert werden. Es missen weitere
genetische Charakterisierungen der  erstbeschriebenen Translokationen
t(2;12)(p21;p13), t(3;12)(p21;p13) und inv(12)(p13924) durchgefihrt werden, um das
Gen oder die Gene zu identifizieren, die durch die genannten Translokationen
dereguliert werden. Die Identifikation der deregulierten Kandidatengene kann mittels
real-time-RT-PCR erfolgen. Weiterhin kann der Effekt der Kandidatengen-

Uberexpression auf Proteinebene mittels Westernblot-Analysen untersucht werden.
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Um die Rolle der Kandidatengene in der Leukamogenese zu untersuchen, konnen
.agged“-Konstrukte der deregulierten Kandidatengene generiert werden. Diese
Konstrukte kdnnen nachfolgend in Maus NIH3T3- oder BaF3-Zelllinien, welche im
Hinblick auf Proliferation, Apoptose und Transformationsfahigkeit gut charakterisiert
sind, transfiziert werden.

Im Allgemeinen ist die konvertionelle Zytogenetik ausreichend, um zugrunde
liegende molekulare Veranderungen zu identifizieren. In bestimmten Fallen, die
kryptische Veranderungen einschlieBen, die mdglicherweise mehr als ein
spezifisches Gen involvieren, ist die Diagnostik auf der Ebene der
Chromosomenbande nicht genug.

FISH und molekulare Techniken erganzen die klassische Zytogenetik und erlauben
eine Identifizierung von Leukamie spezifischen Lasionen mit groRerer Prazision.
Andererseits decken solche molekularen Techniken Fusionsgene auf, die der
Kenntnis der Partnergene bedirfen und somit eine Heterogenitat der Bruchpunkte
und folglich aller potentiellen Fusionstranskriptvarianten voraussetzen.

Daruber hinaus erlaubt die molekulare Charakterisierung spezifischer Fusionsgene
bis zu einem gewissen Ausmal} die Voraussage der Proteindomane, die fur die
maligne Transformation relevant ist.

Diese Arbeit unterstreicht die hohe Beteiligung von ETV6 an kryptischen
Translokationen und die Wichtigkeit von FISH, um diese Rekombinationen

aufzudecken und zu charakterisieren.
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6 ZUSAMMENFASSUNG

In dieser Arbeit wurde ein Kollektiv von Patienten mit myeloischen Neoplasien
untersucht. Hierbei wurden neue ETV6-Gen-Rearrangierungen identifiziert und
mogliche beteiligte Gene auf molekularer Ebene charakterisiert. Dazu wurde die
konventionelle zytogenetische Analyse und die Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung
mit ETV6-spezifischen Sonden bei Patienten mit genetischen Veranderungen der
chromosomalen Region 12p13 als Screeningmethode eingesetzen. Die beteiligten
Gene wurden anschlieRend durch Rapid-Amplification-of-cDNA-Ends (RACE)-PCR
identifiziert .

Zunachst wurde ein Kollektiv von 25 Patienten mit zytogenetisch beschriebenen
Aberrationen des Chromosoms 12p mittels FISH und spezifischer Sonden flr das
ETV6-Gen untersucht. In 15 Fallen zeigte die zytogenetische Analyse Deletionen von
12p, wobei mittels FISH in 11 Fallen eine Beteiligung von ETV6 aufgezeigt werden
konnte. In zwei Fallen war das ETV6-Gen nicht beteiligt. Zwei weitere Analysen bei
Patienen mit AML ergaben neue Translokationen. Des weiteren wurden in drei Fallen
zytogenetisch Additionen an Chromosom 12 [add(12p)] beschrieben, wobei mittels
FISH in zwei Fallen eine Deletion des ETV6-Gens nachgewiesen werden konnten.
Bei dem dritten Fall konnte eine normale Signalkonstellation der zwei ETV6-Kopien
gezeigt werden, so dass in diesem Fall die Addition an Chromosom 12 mehr
telomerisch als bei den beiden anderen Fallen scheint, so dass die Region des
ETV6-Gens intakt bleibt.

Weitere sieben Patienten wiesen zytogenetisch eine Translokation mit Beteiligung
des Chromosoms 12 auf.

Mittels FISH konnten bei zwei Fallen die bereits bekannten Translokationen
t(3;12)(926;p13) und t(4;12)(q12;p13) mit Bruchpunkt im ETV6-Gen bestatigt werden.
Drei Falle zeigten keine Alterationen des ETV6-Gens. Bei diesen Fallen ist zwar das
Chromosom 12 in die Translokation involviert, der Bruchpunkt liegt aber nicht
innerhalb des ETV6-Gens. Bei einem vierten Fall kam es bei einer Translokation des
Chromosoms 12 zu einer Deletion des ETV6-Gens. Interessanterweise konnte
zudem bei einem AML-Fall eine neue Translokation mit Bruchpunkt im Bereich des

ETV6-Gens aufgezeigt werden.
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Die vorliegende Arbeit zeigt insgesamt die Identifizierung und Charakterisierung
dreier neuer Translokationen mit Beteiligung des ETV6-Gens bei AML Patienten, die
in der Literatur bisher nicht beschrieben wurden.

Bei einer AML FAB M1 konnte eine Translokation t(2;12)(p16.1;p13), bei einer AML
FAB M4 eine inv(12)(p13;924) und bei einer AML eine 1(3;12;17)(q21;p13;9275)
gefunden werden.

Bei der t(2;12)(p16.1;p13) konnte bei den FISH-Analysen ein Bruch im ETV6-Gen
distal zu Exon 5 dargestellt werden.

Bei der inv(12)(p13;g24) konnte FISH die zytogenetisch beschriebenen Deletion als
kryptische Inversion inv(12)(p13;q24) aufklaren. Bei der Anwendung der FISH-
Sonden konnten in Metaphasezellen des Patienten eine Inversion mit einem
Bruchpunkt innerhalb des Intron 1 aufgezeigt werden. Zusatzlich zu der Invesion, die
in einem 21 % der Zellen gesehen wurde, zeigten 55% der Zellen eine Deletion des
ETV6-Gens. Um zu bestatigen, dass es sich in diesem Fall um einen balancierten
Umtausch von Material zwischen 12p und 12q handelt, wurden die Sonden
YAC760G1 und YAC 839F6, die auf 12922 und 12924 hybridisieren, angewendet.
Dieses Experiment zeigte Hybridisierungssignale der Sonde 839F6 auf 12p, womit
die inv(12p) verifiziert wurde.

Bei der 1(3;12;17)(q21;p13;9275) konnte mit FISH auf Metaphasen des Patienten mit
den ETV6 spezifischen Sonden eine neue Translokation des ETV6-Gens aufgedeckt
werden, an der Uberraschenderweise auch das Chromosom 17 beteiligt ist. Die
FISH-Experimente konnten den Bruchpunkt innerhalb des ETV6-Gens distal zu Exon
2 eingrenzen.

Bei der weiteren Charakterisierung der Translokationspartner mittels PCR, konnte
bei der t(2;12)(p21;p13) die BAC RP11-440P5-Sequenz auf Chromosom 2p21 als
ETV6-Fusionspartner ausgemacht werden, in dessen Region sich das BCL711A und
das REL Gen befinden. Bei den anderen beiden Translokationen konnten keine
Fusionspartner aufgezeigt werden. Bei der inv(12)(p13;924) konnten bei der weiteren
Charakterisierung ausschliesslich Wildtypen des ETV6-Gens detektiert werden, bei
der 1(3;12;17)(921;p13;92?5) war nicht ausreichend tiefgefrorenes Material
vorhanden um weitere Analysen durchufuhren.

Die genauen leukdamogenen Mechanismen sind noch nicht bekannt. Um diese

aufzuklaren, bedarf es weiterer Analysen.
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8.1 Verwendete Primer

Primer 412 5CCA GTG AGC AGA GTG ACG AGG ACT CGA GCT CAA GC
(AGCT) (AGCT) (AGCT) (AGCT) (AGCT) (AGCT)-3"

Primer 467 5 - CCA GTG AGC AGA GTG ACG-3’

Primer 468 5 - GAG GAC TCG AGC TCA AGC-3

Primer ETV6-Fla 5-TGA GAC ATG TCT GAG ACT CCT GCT-3
Primer ETV6-F1b 5° ACT CCT GCT CAG TGT AGC ATT-3°

Primer Exon 2-A 5°- ACT GGA ACA TGA AGT GGC GT-3°

Primer M13 forward 5'- GTA AAA CGA CGG CCA G-3°

Primer M13 reverse 5'- CAG GAA ACA GCT ATG AC-3°

Primer 440P5-f1 5-GGC TCA TAC TTC ATA CCG AAA ACT ACT-3
Primer 440P5-f2 5°-CTC TAA AAA TAC GGT GGG TTT C-3°

Primer 440P5-r1 5-GAA ACC CAC CGT ATT TTT AGA G-3°
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