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1. EINLEITUNG

1.1 GESCHICHTE UND KLASSIFIKATION DES BURKITT-LYMPH OMS

Das Burkitt-Lymphom ist ein hoch aggressives B-2fé&dn Hodgkin Lymphom (B-NHL).

Es wurde erstmals von dem Chirurgen Denis Burkitkampala, Zentralafrika in der Mitte
des letzten Jahrhunderts beschrieben (1). AnfalsgSarkom verstanden beschrieb Burkitt
einen bei Kindern dieser Region héaufig vorkommendasant wachsenden Tumor mit
Lokalisation vor allem im Gesicht und im Abdominadeich. Aufgrund der regionalen
Haufung des Tumors in einer Malariaregion wurdé feine Assoziation mit Malaria tropica
postuliert. Anfang der sechziger Jahre gelang esR#ghologen Epstein, Barr und Achong
das nach ihnen benannte Epstein Barr-Virus (EBVmatues Herpesvirus 4) in Burkitt-
Lymphomzellen zu isolieren.

Heute sind in der WHO-Klassifikation drei Formers durkitt-Lymphoms definiert:

Das endemische Burkitt-Lymphom (eBL) ist ein volewd in Aquatorialafrika und Papua
Neuguinea auftretender vornehmlich padiatrischendiu Diese Form ist in Uber 90% mit
EBV assoziiert (2-4).

Seltene, weltweit auch bei adulten Patienten a@Berdes ,Lymphoma-Belt“ auftretende
Falle fallen unter die Bezeichnung sporadischekiBurymphom (sBL). Sie sind je nach
Quelle bis zu 20% EBV-assoziiert (2-4).

Mit Aufkommen der HIV-Epidemie wurden gehauft Butkiymphome bei AIDS-Patienten
diagnostiziert. Dies fuhrte zur Abgrenzung dertdntForm, des HIV-assoziierten Burkitt-
Lymphoms.

In den meisten Fallen liegt eine Chromosomentr&asion vor, durch die der
TranskriptionsfaktoMY C unter die Kontrolle von Immunglobulinenhancern&ygp-4).
Allerdings ist bei bis zu zehn Prozent aller Burkigmphome keineMY G-Translokation
durch Fluoreszenz In Situ Hybridisierung (FISH) maeisbar (5).

1.2 EPIDEMIOLOGIE
In Aquatorialafrika stellt das endemische Burkiftsiphom einen der haufigsten Tumore im

Kindesalter dar. Die Inzidenz ist mit bis zu 20I&@lpro 100.000 Kinder im Alter von vier

bis sieben Jahren anzugeben (4). Jungen erkramjpgel so haufig wie Madchen.



AulRerhalb Afrikas tritt das sporadische Burkitt-Lyhom als sehr seltene Erkrankung in
Erscheinung. Etwa 1-2% aller diagnostizierten NHihdssBL (3). In den USA liegt die
Inzidenz bei ungefahr 1200 diagnostizierten Newarkangen pro Jahr (3). Einer Studie des
National Cancer Institute Surveillance, Epidemigiegd End Results (SEER) aus dem Jahre
2007 zufolge sind 59% der Patienten bei Diagnoter @ls vierzig Jahre (3). Bei HIV-
Patienten macht das Burkitt-Lymphom 30-40% allagdistizierten NHL aus (2-6).

1.3 KLINIK

Die Kklinische Stadieneinteilung erfolgt anhand =weiKlassifikationsschemata nach
St.Jude/Murphy und Ann Arbor (siehe Tab. 1.1 un®).1Neben Tumorlokalisation und
Ausbreitung werden besonders der Befall des Knaoleks und des ZNS als entscheidende
prognostische Parameter berticksichtigt.

In etwa 30% der Falle wird die Diagnose in eineihén, lokalisierten Stadium | oder Il
gestellt. In 70% erfolgt die Diagnose in einemdedchrittenen Stadium Il oder V.

13 bis 17% der Patienten zeigen zum Zeitpunkt dagibse einen Befall des ZNS, 30 bis
38% eine Beteiligung des Knochenmarks (2). Beimairknochenmarkbefall von tber 20%
wird die Diagnose einer L3 ALL im Rahmen der Fre#gherican-British (FAB)-
Klassifikation gestellt (3), (6).

Tab. 1.1 Stadieneinteilung nach Ann Arl§@y

Stadium = Befall einer einzelnen Lymphknotenregion oder eines

I einzelnen extralymphatischen Organs

Stadium = Befall von 2 oder mehr nodalen Regionen auf eiiteSles Zwerchfells

Il oder lokalisierter Befall extralymphatischer Orgamel einer oder
mehreren LK-Regionen auf derselben Seite des Zvadleh

Stadium = Nodaler Befall auf beiden Seiten des Zwerchfellseobder mit

1 extralymphatischen Manifestationen

Stadium = Disseminierter Befall von Lymphknoten und einemradehreren

\Y; extralymphatischen Organen

= A: Fehlen von Allgemeinsymptomen
= B: Gewichtsverlust von >10% u./o. Fieber unklaren€se u./o.
Nachtschweild



Tab. 1.2 Stadieneinteilung nach St. Jude (Murgiy)

Stadium | = Eine einzelne nodale oder extranodale Tumormaaiiest ohne lokale
Ausbreitung
= Nicht: mediastinale, abdominale oder epidurale liskionen

Stadium = Mehrere nodale u./o. extranodale Manifestationdrlarselben Seite des
Il Zwerchfells mit oder ohne lokale Ausbreitung
= Nicht: mediastinale, epidurale oder ausgedehntet nésektable
abdominale Lokalisationen

Stadium = Lokalisationen auf beiden Seiten des Zwerchfells

Il = alle thorakalen Manifestationen (Mediastinum, ThgnRleura, Lunge)
= alle ausgedehnten nichtresektablen abdominalenf&&tationen
= Epiduralbefall
= Multilokularer Knochenbefall

Stadium » Befall des Knochenmarks und/oder des ZNS
\Y

1.4 LABORDIAGNOSTIK

Die Diagnostik des Burkitt-Lymphoms erfolgt durchistélogie, Zytomorphologie,
Immunphanotypisierung/Immunhistochemie, ZytogendtliSH und Molekulargenetik.

1.4.1 Histologie und Zytomorphologie

Burkitt-Lymphom-Zellen sind mittlerer Gro3e (ca 2 Durchmesser) mit einem ovalen bis
runden Zellkern und basophilen Nukleoli. Die KedadPa-Relation ist zu Gunsten des
Kerns verschoben, das Zytoplasma ist stark basapdilenthalt haufig prominente Vakuolen.
Die homogen diffus infiltrierenden Lymphomzellesdan viele Mitosefiguren erkennen und
sind von Makrophagen umgeben. Hierdurch entstebttgaische histologische Bild eines
~sternenhimmels” (2), (6), (8).



1.4.2 Immunphénotypisierung

Das Immunmarkerprofil von Burkitt-Zellen zeigt k&ascherweise Differenzierungsantigene
reifer B-Zellen (CD19, CD20, CD22 und CD79a) sok@&mzentrumsassoziierter Antigene
(CD10, Bcl-6). Typisch ist die Expression von Obksshenimmunglobulin (slg) bei
Negativitdat fur TdT, CD5 sowie CD23. Der Prolifacatsmarker Ki67 ist bei einer
Verdopplungszeit des Tumors von 24 bis 48 Stundemahezu 100% exprimiert (6), (9).

1.4.3 Zytogenetik, FISH und Molekulargenetik

Auf DNA-Ebene liegt eine Translokation des Trangkansfaktors MYC in den
Einflussbereich von Immunglobulinenhancern vor.

Bei der haufigsten Form t(8;14)(q24;q32) wiktlyC in den Bereich des Immunglobulin-
Schwerkettenlokus (IgH) transloziert. Diese Trakatmn macht etwa 80% der Falle aus. Bei
den restlichen 20% liegt entweder eine variante228q24;q11) mit Beteiligung des
Lambda- (IgL) oder eine variante t(2;8)(p11;q24} Beteiligung des Kappalokus (IgK) der
leichten Ketten der Immunglobulingene vor (2-6).

Bei der t(8;14) zeigten sich konventionelle Zytoggda und FISH der Long-Distance-PCR
zum Nachweis einer Translokation unterlegen (10).

Fir den Nachweis einer varianten Translokation rmofekularer Ebene existieren bisher

keine standardisierten Methoden

1.5 THERAPIE UND DIFFERENTIALDIAGNOSTIK

Fur die Therapie des Burkitt-Lymphoms stehen mehireotokolle zur Verfliigung:

Magrath und Mitarbeiter etablierten 1996 am Natio@ancer Institute das CODOX-
M/IVAC-Schema (Cyclophosphamid, Vincristin, Doxorcb, hochdosiertes Methotrexat,
alternierend mit Ifosfamid, Etoposid, hochdosiert@ytarabin, zusatzlich Methotrexat und
Cytarabin intrathekal). Studienergebnisse zeigtegiludgsraten bis zu 90% bei einem
Altersmedian von 24 Jahren und Einschluss Burkitthéher Lymphome (11).

Unter Einschluss alterer Patienten wurden Heilwatgsr von 64%, beziehungsweise 50% bei
einem Altersmedian von 47 Jahren erreicht (12-Hbelzer und Mitarbeiter therapierten
erwachsene L3-ALL-Patienten mit einem padiatriscNefL-Regime und erzielten bei einem
Altersmedian von 36 Jahren 2-Jahres-Uberlebensvate1% (15).



Die HOVON-Gruppe zeigte mit einem Hochdosis BEAM{®Bkoll (Carmustin, Etoposid,
Cytarabin und Melphalan) und anschlieRender agésl&tammezelltransplantation bei einem
Altersmedian von 36 Jahren eine ereignisfreie Se¥ablberlebensrate von 73% (16).

Am MD Anderson Cancer Center wurden mit HyperCVADy¢lophosphamid, Vincristin,
Doxorubicin, Dexamethason) und dem CD20-AntikdfReguximab in einer Studie mit einem
Anteil von 29% uber 60 jahriger Patienten ereigeisf 3-Jahres-Uberlebensraten von 89%
erzielt (17).

Ein Problem zu Beginn einer Therapie ist das daeh hohen Zellzerfall drohende Tumor-
Lyse-Syndrom. Diesem wird mit Bicarbonat-Hydrierungllopurinol und Rasburicase

begegnet (18).

Eine differentialdiagnostische Herausforderung ltstedlum Beispiel die schwierige
Abgrenzung atypischer sporadischer Burkitt-Lymphogegenuber diffus grof3zelligen B-
Zell-Lymphomen (DLBCL) vom zentroblastischen Typ.daLBCLs haben im Vergleich zu
Burkitt-Lymphomen haufig einen komplexeren Karyotyfes koénnen auchMYG
Rearrangements vorliegen: Eine Translokation in umghobulinloci schliel3t die Diagnose
DLBCL nicht aus. Die Abgrenzung beider Entitditemnemander ist derzeit Gegenstand
intensiver Forschung und Diskussion. (19), (20).

Eine diagnostische Differenzierung ist fur die Tdpe durchaus relevant: Ein fehlerhaft als
DLBCL diagnostiziertes Burkitt-Lymphom wirde mit rde Schema CHOP-R
(Cyclophosphamid, Doxorubicin, Vincristin, Predi@ound Rituximab) eher untertherapiert
werden, was die Gefahr eines Rezidivs erhdohen wiie als Burkitt-Lymphom
fehlinterpretiertes und in Konsequenz UbertherégeeDLBCL wére hingegen nicht nur fr

geriatrische Patienten problematisch (19-21).

Die zitierten Studien zeigen, dass ein frih undtigcdiagnostiziertes Burkitt-Lymphom eine

gute Prognose hat. Zum besseren Verstandnis derarkkikng, zur Verbesserung der

Differenzialdiagnostik einzelner Krankheitsentitétend zur Optimierung der Therapie ist es
jedoch notwendig vor allem die molekularen Grundtawgeiter zu erforschen.

Die vorliegende Arbeit befasst sich mit der molekgenetischen Charakterisierung der
seltenen varianten Translokation t(2;8) beim Bwkytmphom. In den folgenden Absétzen

der Einleitung werden die auf molekularer Ebenedan Pathogenese beteiligten Elemente

und Mechanismen dieser Erkrankung beschrieben:
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1.6 ZUR MOLEKULARGENETIK DES BURKITT-LYMPHOMS

1.6.1MYC

Beim Menschen istMYC ein in drei Exons auf Chromosom 8924 angelegter
Transkriptionsfaktor. Das Gen erstreckt sich thsgésamt 5,3 kb.

Exon 1 ist nicht codierend. Es enthélt die PromatoP1 und P2. Unter physiologischen
Bedingungen kontrolliert P2 zu 80-90% diky G-Expression (22).

Exon 2 und Exon 3 codieren fir dsl’ G-Protein, die Translation beginnt bei Nukleotid 16
des Exon 2.MYC ist als ubiquitéar agierender Transkriptionsfakeor der direkten und
indirekten Regulation und Beeinflussung von bid %86 aller Gene beteiligt (23).

Die Summe seiner vielseitigen Funktionen ist véeral die Beguinstigung der Proliferation
friher, undifferenzierter Zellen; diese exprimietgpischerweise hohe Mengéfiy C.

Als Transkriptionsfaktor foérdert und initiielY Cden Eintritt der Zelle in die S-Phase.
Neben der Beteiligung an der Regulation des Zells/kimmt es aul3erdem Einfluss auf die
Ribosomenbiosynthese, den Zellmetabolismus, sowiidia Expression von Zytoskelett- und
Zelladhasionselementen (22-24).

MY Cist in einer Vielzahl hochmaligner Tumore und Lymme pathologisch Uberexprimiert
beziehungsweise deregulieYGC-Deregulationen finden sich in Féllen von follikrdéa
Lymphomen, Mantelzell-Lymphomen, sowie Plasmazghphomen und in Burkitt-
Lymphomen (25-29).

1.6.2 Pathogenesemodelle des Burkitt-Lymphoms

Als Pathomechanismen fir die verschiedenen Chromestanslokationen beim Burkitt-
Lymphom werden folgende drei Mechanismen diskutisieben fehlerhafter (sekundarer)
V(D)J- Rekombination der variablen Domanen der Imgiabuline werden der Prozess der
somatischen Hypermutation sowie Fehler beim AnpkéiKlassenwechsel als mdgliche
Ursachen angesehen (30-32). Gemeinsam ist allehaiesmen die lymphozytére Spezifitat
sowie eine Assoziation mit DNA-Doppelstrangbrichen.

Die Deregulation vorMYC beim Burkitt-Lymphom geschieht durch eine Tranalan des
Protoonkogens an Enhancer der Immunglobulingene. N\Déchanismen der Deregulation

sind vielseitig und nur teilweise verstanden (30-32
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Im Folgenden wird vor allem der Mechanismus der M¢Bekombination beschrieben.

Die Mechanismen der somatischen Hypermutation skadnplex und unvollstandig
verstanden. Der Prozess des Antikorperklassenwisclsgeelt bei der Pathogenese der
varianten t(2;8) keine Rolle, da er in der SwiRbgion der schweren Ketten der
Immunglobuline auf Lokus 1432 stattfindet. Er wimdt der Pathogenese der t(8;14) in
Zusammenhang gebracht (10), (31).

1.6.2.1 V(D)J-Rekombination und somatische Hypermattion

Das V(D)J-Rearrangement ist ein auf Lymphozyten clwe@mkter Mechanismus der
genetischen Rekombination, dessen Ziel die Schagffusiner moglichst grof3en
immunologischen Diversitat der Antikorper ist (33).

Zu Beginn erfolgt die Umlagerung der schweren Ketder variablen Doménen der
Immunglobuline auf 14932. Im pro-B-Zellstadium wialih D-Segment an ein J-Segment
angelagert und danach ein V-Segment an das bkoaitsinierte DJ angefuigt (33a).

Nach erfolgter Rekombination der schweren Kettenddt in der Préa-B-Zelle die
Rekombination der variablen leichten Ketten auf d&mappa- (2pll) beziehungsweise
Lambda-Lokus (22g11) statt (33b).

Die codierenden V, D und J-Segmente sind von hoclonsérvierten
Rekombinationssignalsequenzen (RSS) flankiert: ekheptamersequenz (CACAGTG)
befindet sich 5° unmittelbar an das Segment grahzdach Platzhaltersequenzen von 12 bp
beziehungsweise 23 bp Lange, so genannten Spdokgineine ebenfalls hoch konservierte
Nonamersequenz (ACAAAAACC). Eine physiologische &wmbkination passiert nur
zwischen RSS mit einem 12 bp und einem 23 bp SpBees ist die so genannte 12/23-Regel
(33-35).

Diese Regel verhindert eine Rekombination zweieeicphartiger Gensegmente und
gewadhrleistet dadurch die Bildung eines funktioemelen Antikorpermolekils, das alle
notwendigen Gensegmente enthalt.

Zur Erkennung und Spaltung der DNA binden lympheagpezifischeRecombination
Activating GenefRAG1 und RAG2) unter Rekrutierung véhgh Mobility Group Proteins
(HMG1 und HMG2) an die RSS. Die Spaltung der DNAfolgt zwischen der
Heptamersequenz und dem codierenden Segment: Di&-MRAteine bilden einen
heterodimeren Komplex, der an die RSS bindet undchen dem codierenden Segment und

dem zugehoérigen Heptamer spaltet. Die zwischen zenfusionierenden Abschnitten

12



gelegene Sequenz wird Uber Heptamer-Heptamer-Fusioneinem extrachromosomal
gelagerten Ring geschlossen (31), (33a).

Die Verknupfung der entstandenen HaarnadelstruktarEnde der codierenden Elemente
erfolgt durchNon Homologous End JoininHEJ). Beteiligt sind hieran Ku70, Ku80, DNA-
PK, XRCC4, DNA-Ligase IV und Artemis (31).

Durch terminale Desoxynukleotidtransferase (TdTydea N- und P-Nukleotide zwischen
die rekombinierten codierenden Segmente addiewjesdiber Endonukleaseaktivitat auch
Nukleotide deletiert (31) (33a).

Durch einen asymmetrischen endonukleolytischemiBadm den kodierenden Enden

(coding ends) entstehen kurze komplementare DNAdtuveye, die dann in die
Verbindungsstelle inkorporiert werden konnen. Dek&mnbination und die an ihr beteiligten
Mechanismen dienen der Diversifizierung der Antddir zu einem maoglichst breiten
immunologischen Spektrum (31), (33a), (33b).

Nach Antigenkontakt der Lymphozyten erfolgt im Kegntrum der Prozess der somatischen
Hypermutation mit dem Ziel der weiteren Affinitdisigerung des Antikérpers zu seinem
Antigen. Hierfur werden die rearrangierten V(D)B®ente auf DNA-Ebene durch
Mutationen, Deletionen und Insertionen verandes),(836), (37). Wahrend der somatischen
Hypermutation werden Doppelstrangbriiche dubgiivation induced Cytidine Deaminase
(AID) induziert (4).

Beide Prozesse, die V(D)J-Rekombination und die adisithe Hypermutation werden in

Zusammenhang mit der Entstehung der Chromosomeidkation bei der varianten t(2;8)
gesehen.
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1.6.3 Molekulargenetik der Translokation t(8;14)(q2;q32)

Die in etwa 80% aller Burkitt-Lymphome vorliegendeanslokation t(8;14) ist bereits
ausfuhrlich erforscht und es existiert eine Vielzahblizierter Daten. Im Folgenden wird der
aktuelle Wissensstand knapp zusammengefasst:

Bei der t(8,14) liegt der Bruchpunkt auf 8924 ertderein 5 Richtung vorMYC oder
innerhalb des nicht codierenden Exon 1 beziehunigsvaes ersten Introns (39).

Nach Boxer existieren drei Klassen von Bruchpunkidasse | Bruchpunkte befinden sich
innerhalb deMYC-Gens, vor allem am 3"Ende von Exon 1 und in ddai@in angrenzenden
Intronsequenz. Klasse Il Bruchpunkte sind unmige vonMY C lokalisiert.

Klasse Il Bruchpunkte liegen bis zu 100 Kilobas&&wmwonMYC (22), (siehe Abb. 1.1).
MYCgerat in 5"Richtung unter den Einfluss der Schetén-Enhancer auf 14q+.
Endemische Burkitt Lymphome mit einer t(8;14) halidrerwiegend einen Klasse II- oder
[lI-Bruchpunkt und translozieren in die VDJ-Regioles Schwerkettenlokus; sporadische
Burkitt Lymphome weisen meist einen Klasse-I- Bruahkt innerhalb Exonl oder am
Beginn des ersten Introns auf und translozierahi@rSwitchregion (22).

Allerdings sind auch sBL beschrieben die in die MREDion der schweren Ketten transloziert
sind (10).

Bei der t(8;14) sind eine Vielzahl sequenziellerefdtionen deMY CGGens beschrieben.

Bei Klasse-I-Bruchpunkten wird die Promotorregion Exon 1 durch die Translokation
strukturell gestort oder von den codierenden Aeateidles Gens separiert. Bei Klasse II- und
[lI-Bruchpunkten geraten alle drédYCExons in toto in den Einflussbereich der Enhancer
der schweren Ketten auf 14q+. Verschiedene MutatiprDeletionen und Insertionen
innerhalb des translozierteMYG-Allels sind beschrieben. Hier wird unter anderem
somatische Hypermutation als Ursache diskutieré. Rutationen stabilisieren teilweise das
pathologische Transkriptionsprodukt oder wirken eeinTranskriptionsunterdriickung
entgegen (22), (33), (38), (39).

Allen Fallen gemeinsam ist ein Wechsel der verwamdélYC-Promotoren mit dann

Uberwiegend aktivem P1 gegentiber dem physiologiseafinierenden P2 (13), (22).
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1.6.4 Molekulargenetik der varianten Translokationt(2;8)(p11;924)

Die seltenen varianten Translokationen des Bulkittpphoms sind weitaus weniger erforscht
und weniger gut verstanden. Im Folgenden wird @ezeltige Wissensstand dargestellt:

Bei den varianten Translokationen t(2,8) und t(3jiyt der Bruchpunkt auf 8q24

3" vonMYC (siehe Abb. 1.1). Der(8) enth&itYC und weiter distal in 3’Richtung Elemente
des Kappa- respektive Lambdalokus (40). Obligatbrleegt dabei die konstante Kappa- oder
Lambda-Region 3" votMYC. Je nach Lokalisation des Bruchpunktes auf deneij@en
Leichtkettenlokus befinden sich auch Anteile vonuvid J-Segmenten auf der(8).

Die Bruchpunkte auf 8924 sind Uber einen grof3ereiBlerverstreut. In der Literatur finden
sich Angaben Uber Bruchpunkte mit einer Entfernuoig 2 kb bis zu mehr als 300 kb 3"von
MY C (40).

Bei der t(2;8) befinden sich die Bruchpunkte auf 2fiberwiegend innerhalb der J-Segmente,
5" der konstanten Region. Die Translokation fuhrtemer Assoziation voMYC mit den
Kappa-Enhancern kEi, KMAR und KE3" (41), (46).

Bisherige Untersuchungen zur varianten Translokat({®;8) wurden vor allem an folgenden
Zelllinien durchgefuhrt:

JI1, BL64, BL21, LY91, KOBK101, JBL2, LY66 (40-47).

Die Pathogenese der t(2;8) und der Zeitpunkt ilfetstehens in der Zelle sind nicht gut
verstanden. Bei allen bisher beschriebenen Traastoien t(2;8) lag die konstante Region
des Kappalokus 3'vorMYC. Die Deregulation vonMYC ist Gegenstand kontroverser
Diskussion: Unklar sind nach wie vor die genauercihvd@ismen der Deregulation, vor allem
in Hinblick auf die zum Teil erheblichen Distanzeéer Bruchpunkte (und damit der Kappa-
Immunglobulin-Enhancer) zMYC (40-47).

In dieser Arbeit wurden aus Bestédnden der B-ALL/NStudie 2002 sowie der B-NHL 90
Studie (Studienleiter Prof. Dr. Hoelzer, Frankfarh Main) mit der Technik der inversen
Long Distance PCR insgesamt sieben neue Falle eimganten Translokation t(2;8)
detektiert und auf molekularer Ebene charaktetisl®ie Ergebnisse erganzen die wenigen

bisher bekannten und in der Literatur diskutieDeren.
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Abb. 1.1: BruchpunktlokalisatioklY G-Region t(8;14)/ t(2:8)

efl shl
K.l Ul K1 Kl
[ |
<--t(8;14)--> I #2:8)-->
|
—| }7 PI/PZ | |

Myt Ex | Mye Ex 2 Myc Bx 3
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2. FRAGESTELLUNG DER ARBEIT

Insgesamt existieren nur wenige publizierte Foragsargebnisse zur varianten
Translokation t(2;8) des Burkitt-Lymphoms. Ein Giail3davon stammt aus den achtziger

Jahren. Nur ein Teil wurde auf molekularer Ebererakierisiert.

Ziel der vorliegenden Arbeit war die Etablierungnesi Methode zur Detektion und

molekularen Charakterisierung der Bruchregionen t@&g8). Verwendet wurde in diesem

Zusammenhang die Technik der inversen Long Dist®@R. Mit dieser Methode sollte eine
groRere Zahl an Patientenproben mit reifer B-ALKE das Vorliegen einer t(2;8) untersucht
werden. Es sollte eine ausfiihrliche Analyse undeidbre Beschreibung der gefundenen
Translokationen erfolgen. Die Ergebnisse der Artmotlen neben der Ergadnzung der
bisherigen Erkenntnisse zur varianten t(2;8) alain@lage fur weitere Forschung und
Diskussion ihrer pathophysiologischen Ursachen sowler mit ihr einhergehenden

Deregulation vorMYCdienen.
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3. MATERIAL UND METHODEN

3.1 MATERIAL

3.1.1 Zelllinien

In der vorliegenden Arbeit wurde mit den Zellliniet1 (DSMZ Acc. No. 570) und

K-562 (DSMZ Acc. No. 10) gearbeitet. Beide wurdem\der DSMZ (Deutsche Sammlung
von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH, Braunselg) bezogen.

Des Weiteren wurde bereits isolierte DNA der BurKilllinien BL21, BL64 und JBL2
verwendet. Diese Zelllinien wurden freundlicherveeison Herrn Professor Bornkamm am
Helmholtz Zentrum Minchen, Deutsches Forschungezmentir Gesundheit und Umwelt,
zur Verfigung gestellt.

3.1.2 Patientenproben

Die Patientenproben wurden im Rahmen der zentfalagnostik der B-ALL/ NHL-Studie
2002, sowie der B-NHL 90 Studie (Studienleiter Prbf. Hoelzer, Frankfurt an Main)
gewonnen. Die Proben wurden zu diagnostischen Zsve@ingesandt, Ubrig gebliebenes

Material wurde in Fllssigstickstoff archiviert.

3.1.3 Verbrauchsmaterialien

a) Puregene Isolations-Kit Firma Qiagen SciencemyMnd, USA.

b) Restriktionsenzymverdau:

Folgende Restriktionsenzyme der Firma Fermentalse@t-Rot, Deutschland, vom Typ Fast
Digest, wurden verwendet:

-Hindlll: 5" A/AGCTT3" (FD0504), 1FDU/pl

-EcoRI: 5’G/AATTC3" (FD0274), 1FDU/ul

-BamHI: 5"GGATC/C3" (FD0054), 1FDU/ul

-Xbal: 5"T/CTAGA3" (FD0684), 1FDU/ul
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c) Ligation
Die Ligation erfolgte mit T4 DNA Ligase, Firma USBJeveland, Ohio, USA.

d) Long Distance PCR: Expand Long Template PCR eBystFirma Roche, Mannheim,
Deutschland.

e) AgaroseGel (0,5%):

-TAE-Puffer 50x Genaxxon BioScience GmbH, Biberach

-Ultra Pure Agarose, Invitrogen, Paisley, Schottlan

-Ethidiumbromid 1%, Merck, Darmstadt, Deutschland

-DNA-Loadingbuffer (0,25 % Bromphenolblau (=0,125 @,25 % Xylene Cynaol (=0,125 g),
25 % Ficoll (Type 400) in Wasser (=12,5 g), 1M Tpld 7,5 (= 0,5 mh> auf 50 ml Wasser).
-Langenstandard: Hyperladder, Bioline GmbH, Luckaloe, Deutschland

f) Gelextraktionskit: GeneJET Gel Extraction Kigrinentas, St. Leon-Rot, Deutschland

g) Hot-Star-PCR : HotStarTaq Mastermix; Qiagen Swés, Maryland, USA

3.1.4 Gerate

-Zentrifuge: Eppendorf Modell: 5415 D

-Kihlzentrifuge: Eppendorf Modell : 5415 R

-Wasserbad: bio-med Thermocycler 60

-Cycler fur Ligation: Applied Biosystems GeneAmpRSystem 9600

-Cycler fur PCR: Applied Biosystems 2720 Thermatley, GeneAmp PCR System 2400
-Gelkammer: Life Technologies Horizon 58 GIBCO BREIl Electrophoresis Apparatus
-Spannungsgeber: Life Technologies GIBCO BRL Etmatioresis Power Supply
-Spectrophotometer: Nanodrop ND1000 Spectrophotamet
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3.2 METHODEN

3.2.1 Puregene Isolation

Um die genomische DNA zu isolieren wurde die Punegiglethode verwendet:

Eine Probe mit 3-5 Millionen Zellen wurde fur 5 Mien bei 3000 rpm zentrifugiert. Das
dadurch entstandene Zellpellet wurde in 600 pl d4-¥3wlution gelést und Uber Nacht
inkubiert. Nach Zugabe von 200 ul PrecipitationfBufvurde die Probe fir mindestens

5 Minuten auf Eis gestellt und danach bei 13200 fim3 Minuten zentrifugiert. Der
Uberstand wurde mit 600 pl Isopropanol gemische Bioben wurden 50 Mal gekippt, der
durch Ausfallung sichtbar gewordene DNA-Faden 330D rpm fur eine Minute zum Pellet
zentrifugiert. Nach Abpipettieren des Uberstanadasrden 800 pl 70% Ethanol zur weiteren
Reinigung zugegeben und noch einmal bei 13200 ijpmeihe Minute zentrifugiert. Nach
dem Trockenpipettieren wurde das Pellet in HydraBaoffer in einer Konzentration
zwischen 100 und 200 ng/ul geldst.

3.2.2 Restriktionsenzymverdau

Es wurde mit nicht-methylierungssensitiven FermgiastDigest Enzymen gearbeitet:
Jeweils 1 pg genomische DNA wurde mit 2 pl EnzymmdHdi (A/AGCTT), EcoRI
(G/AATTC), BamHI (GGATC/C) und Xbal (T/CTAGA) fur@Minuten (EcoRI fur

30 Minuten) bei 37 °C im Wasserbad in einem ,bicdii@ermocycler 60* inkubiert.

Die verdauten Proben wurden in MaXtract High DegnsiGeltubes mit 50 pl
Phenol:Chloroform:isoamyl (25:24:1) fur 5 Minuteei 3200 rpm zentrifugiert.

Der Uberstand wurde in 125 pl 100% Ethanol, 5 pl Bitriumacetat (pH 5,2) und 1 pl
Glycogen tber Nacht bei -20 Grad inkubiert, darf@cii5 Minuten bei 4 °C und 10800 rpm
zentrifugiert. Nach dem Abpipettieren des Uberstandurde das DNA-Pellet in 200 pl

70% Ethanol noch mal zur weiteren Aufreinigung b@800 rpm fir 15 Minuten bei 4 °C
zentrifugiert, danach trocken pipettiert und inB5Wasser geldst. Anschlie3end wurde die

Probe gemessen.
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3.2.3 Ligation

Die fragmentierte DNA wurde mit 5 pl T4 DNA Ligasad 5 pl reaction buffer fur

17 Stunden bei 16 °C in einem Applied Biosystemsnég®enp PCR-System 9600-
Thermocycler inkubiert.

Die Aufreinigung erfolgte wie die des Verdaus mitteRol:Chloroform:lsoamyl und Ethanol
unter denselben Bedingungen. Die DNA wurde in 3&/akser gelost und ihre Konzentration

bestimmt.

3.2.4 Inverse Long Distance PCR

Pro Reaktionsansatz wurden zwischen 100 und 3@NA eingesetzt.

3.2.4.1 Primer

Um die zu einem Ring autoligierten Fragmente statdigi@rt zu amplifizieren und zu
sequenzieren wurden die in 3.2.10 aufgefihrten érrarwendet.

Die Sequenzierung des BamHI-Fragments in 5>3"4igh erfolgte mit dem Primer
BamHlseq.
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3.2.4.2 PCR-Reaktion

a) Reaktionsansatz:

34,25 ul Wasser

5,00 pl Buffer2

1,00 ul ANTP (25 pM)
0,75 pl Enzym

2,00 pl IgKJ5F1 (10 pM)
2,00 pl R-Primer (10 pM)
5,00 pl DNA (100-300n9)
50,00 ul pro Tube fur PCR

b) Cyclerbedingungen

Die PCR wurde unter folgenden Bedingungen in eifg@plied Biosystems 2720 Thermal
Cycler oder einem GeneAmp PCR System 2400-Cyclexhgjefiihrt:

Initial 95 °C fur 2 Minuten, dann in 15 Zyklen jeilgebei 94 °C Denaturierung der DNA fur
30 Sekunden, bei 66 °C fur 30 Sekunden AnnealergPdimer an ihre Sequenzen und dann
bei 68 °C acht Minuten Amplifikation.

Dann 20 weitere Zyklen bei 94 °C fur 30 Sekundeéh® fur 30 Sekunden, 68 °C fur acht
Minuten (+20 Sekunden Extension). Nach 10 min I8P® kihlte der Cycler auf 4 °C und
verblieb bei dieser Temperatur.
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3.2.5 Agarose-Gel

Das PCR-Produkt wurde auf ein 0,5 % Agarose-Gejedtdgen:

0,15 g Agarose wurden mit 30 ml TAE-Puffer 50X @i&mnt in 20 ml auf 1 | Wasser)
aufgekocht, mit 3 pl Ethidiumbromid versetzt und @me GibCo BRL Horizon 58

Gelkammer gegeben. 8 pl des PCR-Produktes wurde8 mli DNA-Load angefarbt, in die

Geltaschen gegeben und bei 100 V und 150 mA filM#tten mit einem Langenstandard
laufen gelassen. AnschlieBend wurden die BandenGeh durch das interkalierende
Ethidiumbromid unter UV-Licht sichtbar.

Die interessierenden Banden wurden mit einem SKalpger UV-Licht aus dem Gel

herausgeschnitten und isoliert.

3.2.6 Gelextraktion

Die amplifizierte DNA wurde mit GeneJET Gel Extiact Kit der Firma Fermentas aus dem
Gel aufgereinigt:

Die aus dem Gel ausgeschnittenen Banden wurdenggewauf jeweils 100 mg Gel wurden
100 pl Bindepuffer gegeben, das Gemisch fur 10leinb5 °C im Wasserbad inkubiert. Im
Anschluss daran wurde das Material in eine PutibcaColumn gegeben und eine Minute bei
13200 rpm zentrifugiert. Das integrierte Filtergysthielt die DNA im oberen Anteil der
Saule, das Filtrat im unteren Anteil wurde verworf®ann erfolgte die erneute Zugabe von
100 ul Bindepuffer und eine Minute Zentrifugatioei 3200 rpm, danach die Zugabe von
700 pul Waschpuffer und Zentrifugation fur eine Mmei 13200 rpm. Dann wurde das
Filtersystem herausgenommen und in ein Standardimgesetzt. Die DNA wurde mit 30 pl
Wasser bei 10000 rpm eine weitere Minute zentrétigind in dem Tube in geléster Form

aufgefangen und die Konzentration bestimmt.

3.2.7 Sequenzierung

Die Sequenzierung der Proben geschah unter stasidaieh Bedingungen am Max Planck

Institut fir Molekulare Genetik in Berlin mit deremvendeten PCR-Primern sowie durch
Primer-Walking.
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3.2.8 Hot Star PCR

3.2.8.1 Reziproke Primer

Die fur die Detektion der reziproken Bruchpunktewendeten Primer sind tabellarisch unter
3.2.10 aufgelistet.
C2R-Primer annealen 5" des Bruchpunktes auf Chromo, C8F-Primer 3'des

Bruchpunktes auf Chromosom 8.

3.2.8.2 Durchfuhrung

a) Reaktionsansatz

H20 20 pl
HotstarTaq 25 pl
C2R-Primer 2 pl (10 uM)
C8F-Primer 2 ul (10 uM)
Genom. DNA 1 pl (50-100 ng)

b) Cyclerbedingungen

Der Reaktionsansatz wurde unter folgenden Bedingumg einem Applied Biosystems 2720
Thermal Cycler inkubiert: Initial 95 °C fir funfzeHMinuten. Dann in insgesamt 35 Zyklen
94 °C fur eine Minute um zu Denaturieren. Danadtiflg Sekunden bei 63 °C Annealing,
dann neunzig Sekunden Elongation bei 72 °C. Danacte auf 4 °C gekuhit.

Mit den Hot-Star-PCR-Produkten wurde wie oben lereach der Long PCR beschrieben
verfahren: Sie wurden unter UV-Licht aus dem Gescpaitten, isoliert und am MPI

sequenziert.
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3.2.9 Software

Es wurden die folgenden Computerprogramme undriatadressen verwendet:
-http://blast.ncbi.nim.nih.gov : Sequenzabgleick Wokalisation

-http://www.bioinformatics.org/sms/rev._comp.html

-http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/mapviewSequenzlokalisation
-http://lwww.basic.northwestern.edu/biotools/oligladatml: Primer-Design
-http:/fimgt.cines.fr/IMGT _vquest/vquest?livret=0&0on=humanlg: Analyse V-Region
-http://tools.neb.com/NEBcutter2/: Restriktionsemxrerdau

-Alpha Easer : Fotodokumentation Agarosegele

-Chromas 2.23: Analyse von Sequenzierchromatogramme

-Microsoft Word

-Microsoft Paint
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3.2.10 Primer

HPLC gereinigt, bezogen uber Firma Metabion, 82¥52tinsried, Deutschland

Primer _Sequenz

Inverse Long PCR und Primerwalking:

>F-Primer

-IgKJ5F1: 5 AGC CTC TAAAAG TCAMCTG GCCATCAGACCC T

-IgKJ5F1seqneu 5TTT GGT CCC AGG GCC GAAAGRATCACAG J
-P37ecor-seg-neu  5'ACT CCA ACATCC TCA GCC TBCC CG

-23240IgKJdF: 5 CACGTTTGATTT CCA CCT TGG TCC CTTG=3’

>R-Primer

-HinR: 5°"GGG CGC TGA GCT G@BA ACC AGG GAG AAG 3

-EcoR: 5GCT GTC GTT TAC C@AGC TGA TCT CAAAAG TGA 3
-BamR: 5GCACCTTGC CCTTCCGTCT TGAGAATGT 3
-BamHIseq: 5CTTTGC TACTTT CTG TGA ATC TAT AATATTTCC 3
-XbaR: 5 TGT TGC AAA GGT TAATA AAG CTG AGA GAC AAATA 3
-23240seqR2: 5TGT CCA AGC CAC CTC TCAGGAC GGT AGG AAT 3
-23240seqR3: 5TGATTG GTATTG CGT GTSTCTG CAG AG 3

Reziproke Primer

Mit folgenden Primern konnten reziproke Bruchpunlamplifiziert bzw charakterisiert

werden:

-23240C2R1: 5"CGA GAATGC TAATAG GCAMTCAGAG T3
-23240C8F1: 5°CCC ATA GCC AAG CTC CACBTCCT AAAG 3
-31971C2R1.: 5TTG TAC ATAACT TTG CAC TITCT CAC TAT TTC AGG 3
-31971C8F1. 5CTC TATTCG TGG TACTGCTTTT GGT TTATCT TGG 3
-BL64C2R1: 5AGATCCCTCACTGTGGCTCAITTCGG CGG A Z
-BL64C8F1: 5TCAATT AGG GTG ACACTT AGAG CAG GCCATG TGA 3
-P37C2R1: 5"AGC TCT AAC CCT TAC CGAC TGATCAGGACTCCTC &
-P37C8F1.: 5TGC CAC TTA ATA ACACATAC AATCATCTTTTC ATA S
-P15C2R1.: 5AAG ATT TTC TCT GCA TA&®IC AGG TTAGTG ATATTA 3
-P15C8F1: 5GTG TCG GGC AGT GTA TGET GCT GAA AAT GTG 3
-P15rezC8R1: 5°CTC CCT GTG AGA CAC TCCTTBGC ACCCTG ¥

-P15rezC8Fminl  5°'CTC CCA CCG CGT CCC TCC CAACACA T ¥
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4. ERGEBNISSE

4.1 ZUR THEORIE DER METHODIK

Fur den molekularen Nachweis einer TranslokatiBri#)(q24;932) existieren standardisierte
PCR-Bedingungen und publizierte Primersequenze)h (48), (49).

Eine Methode zum molekularen Nachweis oder Aussshkiner varianten Translokation
t(2;8)(p11;924) wurde bisher nicht etabliert.

In allen bisherigen Publikationen zur t(2;8) lagke Bruchpunkte auf dem Kappalokus 5 der
konstanten Region, innerhalb der teilweise reaieaten J-Segmente (40), (43), (45).

Die Bruchpunkte auf 8g24 lagen allesamt 3" WbYiC. Die jeweilige Entfernung zMYC war
sehr unterschiedlich: Die Bruchpunkte lagen in mingbstand von 2 kb bis tber 300 kb
3'vonMYC (40).

Die unterschiedliche Lokalisation der Bruchpunkte der MYCRegion schliel3t eine
Detektion durch konventionelle Long-Distance-PCR i der t(8;14) aus.

In der vorliegenden Arbeit wurde die Technik dewersen Long-Distance-PCR zum

molekularen Nachweis einer t(2;8) genutzt, wie iolgénden erlautert.

4.1.1 Restriktionsenzymverdau

In dieser Arbeit wurden insgesamt vier verschiedeestriktionsenzyme verwendet:

Hindlll (5" A/AGCTT3"), EcoRI (5"G/AATTC3"), BamHI (5" GGATCL) und

Xbal (5"T/ICTAGAS3"). Jedes Enzym hatte mindesten®iz@chnittstellen auf 2p11, dem
humanen nicht rearrangierten Kappalokus: Eine {prale) Schnittstelle lag 5'von J1, eine
(distale) Schnittstelle 3" der konstanten Regionf. diese Weise enthielt ein Fragment alle 5
J-Segmente und die konstante Region (siehe Abh. Idshesamt wurden vier Fragmente des
Kappalokus definiert; die GroRen der amplifizierle@R-Produkte waren wie folgt: Hindlll:
4.298 bp, EcoRI: 7.555 bp, BamHI: 5.745 bp und Xba881 bp. (Die zwischen den 5"Enden
der voneinander fort orientierten Primer gelegemecht amplifizierten Sequenzen wurden
bei den Fragmentgrol3enangaben bericksichtigt (#ibhe4.1 und 4.4)).

Auf 8924 waren die Schnittstellen der verwendeteayine in regelmafligen Abstanden in
hoher Dichte in der Region 3"vdaY Clokalisiert (siehe Tab. 4.1 und Abb. 4.2).
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Durch eine t(2;8) veradnderten sich die Schneidéablst der Enzyme auf dem in die

Translokation

involvierten Kappalokus auf der(8).s Eentstanden unterschiedliche

Fragmentgrof3en im Sinne eines Restriktionsfragrhéngenpolymorphismus (RFLP).

Abb. 4.1: Lokalisation Restriktionsschnittstellegnl2 (dargestellter Bereich umfasst ca 17 kb)

IgKJSF1  R-Primer

T T T i
a | | | ] U B N ] i S 1 Ny
. EcoRI whal “EcoRl HindIL1 EcoRI mhal HindlIII ?
BamHT EcoRI EcoRT
HindIL1 EamH1
whal
xhal
EcaRl

Abb. 4.2: Lokalisation Restriktionsschnittstellem#lll, EcoRIl, BamHI, Xbal

80g24: 200 kb 3'voMYC

(Die Dichte der Schnittstellen ist reprasentaiivdine Region von 550 kb 3" vaaYC)

H:f":

EBgE < 200kb-—>
_“-ill T T TTT WTF U0 T IETT Ty IO 1 10 70 770 00 T iy =
4’ BapHI Hirdl 11 Ecof i rhal EcoR|] ibal HanH] BamiHi Ecofl Hhal .
HindIII | ' ¥bal EcoRI BarHI EcoRl || EcoRl hal EcoRT aal HinaITl
BamHI FEcaR] EcoRI Ahal EcoRI B ol HindIII Bt Al
Ehal Hind111 woal BamAL Ecoil =1 EcoRE Hbal Bantl mal
Hinegd[ B3 Rhal #oal fhal EcolRl | Moal HapsdLEE HindI 11 zhal ®hal
HindIII h¥bal HingdI1l EccHI EcoRI BarHI BanH1 *hal HindIII
Akl EcoRT HirdI IX HindIIT EcoRI EcoR1 HindIE1 EcoR1 HindIII
whal Hind[ 11 EcioRl whal #ahal BanH1 BamH ¥ECOR] BamHL
FEcoR] Ecoif Hind111 BamH | EccRI EcoRl EcoRl Eco®[
BarHI HindIIE EcoR] Ecaoi] “ehal EcoRI EcoR1 Hind1II
HindI1T EcoRI EcoRE HindIII EcaRI HirdI DT Rhral EcoR 1
+EcoRi BamHi Fhal BanHl BarHT EcoRl ECoRT Hind1II
fhal EcoR] HirdT 11 Wbal EcaoRl HindI11 ghal kxbal
Fhal ¥hbal EcoRE Hind1II HindITI BarHIL RindIII BanHI
Alal BarHI HindIIT ' #bal EcoRI EcoRI EctRi Bhal
Fhal EcoRT Hirndlll - BanHI e8hal Hirscd[ 11 - BamHI Hindl1l
Hindll1l +EcoR] Hind[ [ Hiwddl L[
fxbal HirdI E1 HindIII
EcocRI HindIII HindIil
BarHT Hirfdl 11
Hinglll HivdITE
HindIII

Tab. 4.1: (Die Angaben beziehen sich auf eine Regom 550 kb 3'voiMYC Exon 3)

Restriktionsenzym Erste Schnittstelle | Durchschnittlicher | Grof3ter
3'vonMYCExon 3 | Schneideabstand Schneideabstand
Hindlll 3.338 bp 4.051 bp 15.389 bp
EcoRI 391 bp 4.035 bp 18.486 bp
BamHI 7.622 bp 7.156 bp 31.252 bp
Xbal 2.604 bp 4.667 bp 23.285 bp
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4.1.2 Autoligation

Durch Autoligation mit T4 DNA-Ligase wurden das &de und das 3"Ende eines Fragments
miteinander verbunden; ein ringférmiges Moleklstand.

Durch das auf beiden Strangen asymmetrische Schweitalten der Restriktionsenzyme
erhielten die Fragmente Uberstehende einstrangigidebtide, so genannte Sticky Ends.
Diese zueinander komplementaren, einander UbemragpeBasen erleichterten die Fusion

der Fragmentenden beim Ringschluss.

4.1.3 Inverse Long Distance PCR

Durch Restriktionsenzymverdau mit den verwendeteayfen entstand eine Vielzahl an
Fragmenten pro angesetztem Verdau. Da die Enzymehd@uf dem Kappalokus als auch in
der MYG-Region schnitten, beinhaltete im Falle einer Tialketion eines der Fragmente die
unmittelbar den Bruchpunkt flankierenden Sequetueeder beteiligter Loki auf der(8).

Durch Autoligation wurde das 5 Ende (also Ant®llYCGRegion) mit dem 3’Ende des
Fragments (wenige bp 3 der konstanten Region dppadakus) verbunden.

Fur die durch die verwendeten Enzyme entstandemagntente des Kappalokus wurden

insgesamt funf verschiedene Primer entworfen.

Fur jedes Fragment wurde ein individueller R-Priraetworfen:_HinR EcoR BamHRund
XbaR Dieser lag unmittelbar 5°der distalen Restriksemzymschnittstelle (siehe Abb. 4.1
und 4.4). Die R-Primer waren am Hauptstrang in tieBing orientiert. Mit ihnen wurden
Sequenzen 3’der distalen Schnittstelle amplifizidr¢i einer t(2;8) waren dies nach
Autoligation Sequenzen désYC-Lokus die 5°des Bruchpunktes lagen. Die Primdetign
5">3"Richtung auf den Bruchpunkt zu. Bei einem RFgjeRtatteten sie eine Unterscheidung
translozierter von VJ-rearrangierten FragmenteiKJ8§1 war revers komplementar zur
Leserichtung des Hauptstranges ausgerichtet. Eunmittelbar 3"von J5 lokalisiert und lief
in 3’>5"Richtung auf den Bruchpunkt zu (siehe AdH).

In vier Fallen wurde der Bruchpunkt direkt mit Igi&ll als Sequenzierprimer erreicht, in den
restlichen Fallen geschah dies unter Verwendungewbiansetzender zusatzlicher F-Primer
(Primerwalking). Die Auswertung der amplifiziertesgquenzierten PCR-Produkte geschah
durch Abgleich mit Referenzsequenzen unter Verwegduwon NCBI-Blast, NCBI Map-
Viewer und IMGT-V-Quest. Alle Angaben beziehen sighf die NCBI-Referenzsequenz
GRCh37, ref NT_008046.184Y C-Region; Bruchpunktlage in Bezug zum 3"Ende "C
Exon 3), sowie ref NT_022184.15 (Kapparegion).
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Abb. 4.4: Prinzip Autoligation/ inverse Long DistanPCR (schematisch)

RE prox
Re dist.

4.1.4 Charakterisierung reziproker Bruchpunkte

Nach Detektion des Bruchpunktes auf der(8) wurdesuaht den jeweiligen reziproken
Bruchpunkt auf 2p- zu identifizieren. Hierzu wurdgir jede Positivprobe zwei an ihrem
Bruchpunkt auf der(8) orientierte Primer entworfen:

Ein C2R-Primer und ein C8F-Primer.

C2R-Primer waren an der Wildtypsequenz des Kappalakientiert, sie waren circa 500 bis
1000 bp 5 des Bruchpunktes auf der(8) lokalisi@ei Vorliegen einer reziproken
Translokation begrenzten diese Sequenzen den Binkhpuf der(2) in 5"Richtung.
C2R-Primer liefen entsprechend der Leserichtungdaui Hauptstrang in 5">3"Richtung auf
den reziproken Bruchpunkt zu.

Analog wurde fur das Design der C8F-Primer verfahf&e wurden in Orientierung an der
Sequenz deMYGC-Lokus in einem Abstand von 500 bis 1000 bp 3'Baschpunktes auf
der(8) designed. Diese Sequenzen von 8qg24 begrenmte Falle einer reziproken
Translokation den Bruchpunkt auf der(2) in 3"Ruetg. Durch ihre zum Hauptstrang revers
komplementéare Ausrichtung liefen die C8F-Primer3i5 Richtung auf den reziproken
Bruchpunkt zu.

Wurde kein Produkt amplifiziert, wurde durch Primatking mit weiter vom der(8)
Bruchpunkt entfernt lokalisierten Primern versuchkinen reziproken Bruchpunkt zu
detektieren. Pro Probe wurden maximal sechs Prniteginer jeweiligen Maximalentfernung
von 1,5 kb zum der(8) Bruchpunkt untersucht. Mit deschriebenen Methode konnte bei

funf von neun Translokationen zusatzlich der redgprBruchpunkt charakterisiert werden.
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4.1.5 Etablierung der Methodik und Negativkontrolle

Zu Beginn der Arbeit musste eine zuverlassige epdoduzierbare Darstellung des nicht VJ-
rearrangierten humanen IgK-Locus erfolgen. Hierauwden mehrere Primerkombinationen
unter unterschiedlichen PCR-Bedingungen an detiZielK-562 getestet. Bei K-562 handelt
es sich um eine bcr-abl positive CML-Zelllinie inmgtand der Blastenkrise (50).

Bei K-562, einer Zelllinie die aus einer CML-Blaskeise gewonnen wurde, konnte davon
ausgegangen werden, dass keine Kappagenumlagetamgefinden hatte und somit die
amplifizierten Kappalokusfragmente alle 5 J-Segmawoivie die konstante Region enthielten.
In diesem Prozess wurden die Versuchsbedingungen Darstellung eines nicht
rearrangierten und nicht translozierten Kappalospsmiert. Es entstanden die oben bereits
erwdhnten PCR-Produkte.

4.1.6 Verifizierung der Methodik an den t(2;8)-Zellinen BL21, BL64, JBL2 und Ci-1

Um die an der Zelllinie K-562 etablierten PCR-Beaglingen zur Darstellung des Kappalokus
auf ihr Funktionieren in Zusammenhang mit der Etag einer Translokation t(2;8) zu
prifen wurden sie an den t(2;8)-positiven ZelllmiBL21, BL64 und JBL2 getestet. Die

Bruchregionen der Zelllinien BL21 und BL64 warerk&ent (42), (43).

Bei Funktionieren der Methodik musste bei mindestemem Restriktionsenzymverdau ein
RFLP des Kappalokus mit der Translokation entstehen

Durch Sequenzierung der entstandenen Gelbanderek@imBL21 ein knapp 4 kb BamHI-

Fragment und fur BL64 ein 3 kb BamHI-Fragment atanBlokationsprodukt identifiziert

werden (siehe Abb 4.5). Die anderen in ihrer Grdbaveichenden Produkte waren
Amplifikate des rearrangierten Kappa-Allels. Bendéelllinien JBL2 und CI-1 gelang mit

der verwendeten Methode keine Darstellung einesslo&ationsproduktes.

31



4.1.7 Auswahl der Proben und Durchfiihrung

Untersucht wurden insgesamt n=51 Proben; das Matetrde in 14 Fallen aus peripherem
Blut, in 37 Fallen aus Knochenmarkaspirat gewonmdle Proben waren im Rahmen der
erwdhnten GMALL-Studien archiviert worden. Drei Bea waren durch konventionelle
Zytogenetik oder FISH bereits als t(2;8) transldzeeagnostiziert (Nr.232, Nr.268, Nr.319).
Bei ihnen gelang in allen Féllen die Darstellung 8euchpunktes auf molekularer Ebene mit
der Technik der inversen Long-Distance-PCR.

Die restlichen untersuchten Proben waren entwadgrund ihrer Morphologie als reifzellige
B-ALL (FAB L3-ALL) klassifiziert oder wurden aufgnd ihres Immunmarkerprofils
ausgewahlt: Die Kriterien fiur eine Auswahl anhanes dmmunmarkerprofils war die
Expression  keimzentrumsassoziierter  Antigene und s da/orhandensein  von
Differenzierungsantigenen reifer B-Zellen: Postévifur CD10, CD19, CD20 und CD22
(jeweils >20%) sowie fehlende Expression von CD&J Tind CD23 (jeweils <20%). Ferner
war der Uber eine Long-PCR molekulargenetisch besie Ausschluss einer t(8;14)
Voraussetzung.

Die morphologische Klassifikation sowie die Immuépbtypisierung wurden im
Immunologischen  Zellmarkerlabor, die t(8;14)-PCRagnostik im Labor fur
Molekulargenetik der Medizinischen Klinik 1ll, Cagms Benjamin Franklin der Charité
Universitatsmedizin Berlin durchgefuhrt.

Die in Frage kommenden Proben wurden in vier Dénelen auf das Vorliegen einer
varianten Translokation t(2;8) untersucht. Im ersBurchlauf wurde Hindlll, im zweiten
EcoRlI, im dritten BamHI und im vierten Xbal verweatdNach jedem Durchgang wurden die
in Frage kommenden Banden isoliert und am Max-Ridnstitut fir Molekulare Genetik in
Berlin sequenziert. Alle Proben bei denen die Segjeeung einen rearrangierten Kappalokus
zeigte, wurden im nachsten Durchgang weiter untétsunsgesamt wurden auf diese Weise

in vier Zyklen aus 51 getesteten Proben siebeB)t{D;anslokationen detektiert.
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Abb. 4.5: Gelbild BL21 und BL64
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Abb. 4.6: Gelbild Nr&&am, Nr.319bam
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Abb. 4.9: Gelbild P33ecor, P37ecor Abb.4.10: Gelbild P47ecor
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4.2 LOKALISATION DER BRUCHPUNKTE AUF 2p11

Die mit den Zelllinien BL21 und BL64 insgesamt negefundenen Bruchpunkte waren auf
dem Kappalokus wie folgt verteilt:

2,1 kb 5'von J1 lag der Bruchpunkt der Probe N2.28nerhalb von J2 lag der Bruchpunkt
der Probe P47. Die Zelllinie BL21 zeigte ein Reagement zwischen J3 und V4-1. Der
Bruchpunkt lag innerhalb des V-Segments.

Nr. 319 zeigte ein abgeschlossenes Rearrangemeisthem J4 und V2-28 mit dem

Bruchpunkt innerhalb des V-Segments.

Die Probe P37 war an J4 mit V2-26 rearrangiertnds mit dem Bruchpunkt innerhalb des
V-Segments. 13 bp 5" von J4 lag der Bruchpunkfdebe P33, die Probe Nr. 268 war

245 bp 5 von J5 gebrochen. Die Zelllinie BL64 &altren Bruchpunkt in einer Distanz von
31 bp in 5" Richtung von J5, die Probe P15 warrimale von J5 gebrochen.

Abb. 4.11: Lokalisation Bruchpunkte 2p11

tZ:8) Kappa-Lokus

« Kama-V-Regiom Al 17 Ik 4 15 oK

x -

PI5:BPm 3
BLES: B Tl 5o d 5

Hr. 268: 8P 245bp 5" vom Jo

M. 232: 2K 5" v I P B0 139 5 vm /4

P3T: BP in VZ-Z0*0 rearrangiert mit J4

K. 315: BP & V2-78*D rearrangiert mit J4

BL2I: 8P i V4-1* 01 rearraagiert mit J3
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4.3 LOKALISATION DER BRUCHPUNKTE AUF 8g24

Die Bruchpunkte auf 8924 waren allesamt 3" Wb¥iC gelegen. lhre Aufzéhlung erfolgt in
5">3"-Richtung.

Die Angaben der Entfernung zMYC beziehen sich auf das 3’'Ende von Exon 3 der
Referenzsequenz GRCh37 ref NT_008046.16.

Mit einem Abstand von 1.315 bp 3'vaviYC war der Bruchpunkt von P47 d&fYC am
nachsten gelegene. Die Probe Nr.232 war 1.839\am3Y C gebrochen. Darauf folgte mit
einem Abstand von 10.199 bp der Bruchpunkt von &&.2Der Bruchpunkt von P37 lag in
einer Entfernung von 45.558 bp 3MYC.

Die beiden Zelllinien hatten ihre Bruchpunkte etwashr als 100 kb 3'voMYC.

BL64 in einer Distanz von 109.906 bp, BL21 115.8%33"'vonMYC,

In einem Abstand von 163.659 bp wurde der Bruchpdek Probe P33 lokalisiert.

Der Bruchpunkt der Probe Nr. 319 lag 336.349 bp3MYC.

P15 war mit einer Distanz von 532.463 bp am weste8tvonMY C gebrochen.

Abb. 4.12: Lokalisation Bruchpunkte 8924
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4.4 CHARAKTERISIERUNG DER BRUCHREGIONEN
(siehe auch 4.5 LEGENDE ZUR SEQUENZANALY}SE

4.4.1 t(2;8)-Zelllinien

44.1.1BL21

Der Bruchpunkt der Zelllinie BL21 auf der(8) lagharhalb des von mit J3 rearrangierten
V-Segments. Das V-Segment stimmte zu 95,95% mi4gk*01 Gberein. Die Analyse Uber
IMGT/V-QUEST ergab ein unproduktives Kappa-Reareangnt durch die V-J-Junktion. Der
Bruchpunkt auf 2p11 lag 359 bp 5°des 5°-Endes \BonDJie Distanz des Bruchpunktes zum
3’Ende vorMYCG-Exon 3 betrug 115.353 bp.

Das translozierte Fragment kam in einer knapp 4rkiden BamHI-Bande zur Darstellung.
Der Bruchpunkt wurde mit dem Primer_IgKJ5Richt erreicht. Unter Verwendung eines
weiteren (in 3’>5"-Richtung laufenden, an J3 areraddn) F-Primers_(IgKJ5F1segneu)

konnte der Bruchpunkt sequenziert werden.

Abb. 4.13: Bruchregion BL21 (Legende 4.5)

cpe 115000 n b Fickieg V-1 03 & 5 LK

-l -

or
o

5
B T/ GACGAAAGGATGAGTGTCCTTTTGGTGTGTGGAGAGCTIGGEGCATGTGATGTGTAG
GGCTTAGGGGGTATGCTGGGGTGGCTGGGAAAGGTGGTTGGGTGTCCAMBGGCTTTTATAGACACT
GCGTGGCAGGCCTAEM YCRegion/2IgK >TCCAACAATAAGAACTACCTAGCTTAATACCAGCAGA
AACCAGGACAGCCTCCTAAGTTGCTCATTTACTGGGCATCTACCCGGGAATCGGGGTCCCTGACC
GATTCAGTGGCAGCGGGTCtGGGACAGATTTCACTCTCACCATCagCAGAGCAGGCTGagGATGTG
GCAATTTATTACTGTCAGCCATGTTATAGTACTCCCTTTTTICAGAGGAGGGGAIATTGTTCCACAG
GACaCTAGCTTGTGGCTAATTTTTAAGATTTCTAAATCAgAATAACTTCATTGGGGGAAAGAGGCTT
GCTGAGCTTTCAGGGAGGTTTTTGTAAAGGGAAAAGTTAAGACGAATEARIGIGATTCACTTTCGG
CCCTGGGACCAAA GTGGATATCAAAC

>
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4.4.1.2 BL64

Der Bruchpunkt der Zelllinie BL64 auf der(8) konr&# bp in 5"-Richtung von J5, innerhalb
der zugehorigen Nonamersequenz detektiert werden,Ubereinstimmung mit den
Ergebnissen von Hartl und Lipp 1987 (43). Der AbdtauMYC betrug 109.906 bp. Da der
Bruchpunkt relativ nahe an J5 lag, konnte er ireeir8 kb BamHI-Fragment mit IgKJ5F1
sequenziert werden. In einem Bereich von 355 bgeS” Bruchpunktes innerhalb ddiy G
Region befanden sich drei heptameréahnliche Seqonembenso 449 bp und 733 bp 3'des
Bruchpunktes in der Wildtypsequenz von 8qg24. IreginBereich von knapp 1 kb um den
Bruchpunkt fanden sich also insgesamt funf Pseuelgidinere in deMY CG-Region.

Ferner konnte 62 bp 5° des Bruchpunktes eine Sequenl10 bp Lange identifiziert werden,
die sich innerhalb des Kappalokus auf der(8) wiedke: die letzten sieben Basenpaare von
J5 sowie die ersten drei Basenpaare des angreneeigggamers.

Der reziproke Bruchpunkt kam mit den Primern BL6&12ind BL64C8F1lin einem 1 kb

groRen Amplifikat zur Darstellung. Die ersten 17, bie auf der(8) 3"an den Bruchpunkt
grenzten, also das 5" Ende des Anteils des Kappsld&finierten, lagen als Duplikation auf
der(2) vor. Sie grenzten 5"an den Bruchpunkt, zymm also auch hier den Kappalokus
gegenuber deMYGC-Region ab. Zwischen den Bruchpunkten auf der(&) der(2) in 8924

waren 9 bp des urspringlichstY G-Lokus verloren gegangen.

Abb. 4.14: Bruchregion BL64 (Legende 4.5)

B+ <Mye 109 9068 n 5 Pichtng B oK

I
| E
¥ AL Reare /087
I s
I
der(8
5] GTTTGTATAGTAAGIEEEE T1GATGGTGTGGACCCATGCACAGCTTTGCAGATGTAAA

GAATAGCGACTTTGCCTGACATAATTGGTGTCTGCACATGGGATTAABTAAGATTGATGTGAATTTTA
TTCTTTCATTTTTTATGTAGACTCACTGATTGGGTAACTGTGGAAATHIIIEE:CCTTTTTAAGTTAA
GAACATGTAGTTGTGATCAGGAGCGGTGGCTCACGCCTGTAATCCCAGTRGGGAGGCTGAAGTGG
GTGGATCACTGAGGTCAGGAGTTCAAGACCAGCCTGGCCAACATGGCAAAACCCCGTATTAAAAA
TA<8M YCRegion/21gK >ETAAGGGGAAAGTAATTAAGTTAAGACTIIIGATCACC aTCGGCCAAGG
GACACGACTGGAGATTAA 3
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der(2)
5" CGGTCAGGTTAGTGATATTAACAGCGAAAAGABATTTTIGT TAAGGGGAAACTAATT< 2IgK/8MY
CRegion>GGTGGGCGCCTGTAATTCCAGCTACTGGGGAGGCTGAGGCAGGAGABTTBAACCCAG

3

4.4.2 Positivproben

4.4.2.1 Probe Nr. 232

Bei der Probe Nr. 232 war bereits zytogenetiscle €if2;8) diagnostiziert. Sie zeigte
folgendes Immunmarkerprofil: Positivitat fur CD169¢6), CD19 (83%), CD20 (83%) und
CD22 (54%), bei Negativitat fur CD5 (11%), CD23 (#und TdT (0%); ferner war die
Expression von Oberflachenimmunglobulin mit Kappaehtkettenrestriktion nachgewiesen.
Der Bruchpunkt auf der(8) wurde in einem 5,5 kb EeBragment mit dem Primer
23240segRZequenziert. Aufgrund seiner Lage 2.121 bp 5'dEsdes von J1 erfolgte die
Darstellung innerhalb des autoligierten Fragmeméseinem R-Primer. Die Region 3'des
Bruchpunktes war unverandert und entsprach der &&gidtypsequenz. Der Abstand des
Bruchpunktes zum 3'Ende vadYCExon 3 auf der(8) betrug 1.839 bp. Der reziproke
Bruchpunkt auf der(2) wurde mit dem Primer 23240C2R einem 1 kb Amplifikat
sequenziert. Die Bruchpunkte innerhalb der Kappadak der(8) und der(2) lagen in einer
Distanz von 429 bp (der(8) 2.121 bp 5von J1, de2&50 bp 5°von J1). Die reziproken
Bruchpunkte innerhalb deMYG-Region grenzten mit einer 14 bp-Duplikation direkt
aneinander beziehungsweise Uberlappten sich.

In Bruchpunktndhe innerhalb déMYCG-Region wurden keine RSS-ahnlichen Sequenzen

gefunden.

Abb. 4.15: Bruchregion Nr. 232 (Legende 4.5)

B My | 8386y in 5 Fichiog TR S S I

# e i _§

Happa V-Region

der(8)
5"CATGTGTATTAATTATAAGCCTCTGAAAACCTATGGCGEMY CReqion/2IgK>ACGCTTGTTGCTTC
CGTTGAGTGACTTTACTCCTGGAGTATAATCTGCATATAGTTCA 3
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der(2)

5"CAATTAGTACAGTTTTATTATTTCTAAAAACTATAAAATGAA <2IgK/8MYCReqiorrAACCTATGGC
CCAAAGCAGAAATGATGTTGAATATATAGGTAAATGAAGGATGCTATGGTITAATTACCTCATTGTCT
CAGTCTCAAAGTAGGTCTTCAGCTCCCTGTACTTTG 3

4.4.2.2 Probe Nr. 268

Bei Nr. 268 war zytogenetisch eine t(2;8) gesicHeas Immunmarkerprofil zeigte folgendes
Expressionsmuster: Positiv fur CD10 (30%), CD1I%33CD20 (96%) und CD22 (69%).

Es war negativ fur CD5 (1%), CD23 (11%) und TdT [D%ei kappa-restringierter
Leichtkettenexpression membranstandiger Immungioéul

Der Bruchpunkt auf der(8) konnte durch Sequenzgramnes 4 kb groRen BamHI-
Fragmentes mit dem Primer IgKJ5R45 bp in 5-Richtung von J5 lokalisiert werdererD
Bruchpunkt auf 8g24 lag 10.199 bp 3" VdiYC.

Eine CACTGTG-Sequenz lag unmittelbar 5°des Bruckfms) eine zweite 593 bp weiter in
5°-Richtung in deMYCGRegion der Wildtypsequenz. Ein Hexamer am 5 Enole 35 fand
sich 28 bp 5°des Bruchpunktes als Sequenzhomaddatgi®@q24 wieder.

Die 245 bp zwischen J5 und dem Bruchpunkt wurdear I8CBI-BLAST mit 83,3%
Ubereinstimmung der Region 5°von IgKJ5 zugeordaiet.V-Segment konnte tiber IMGT/V-
QUEST nicht zugeordnet werden.

Abb. 4.16: Bruchregion Nr. 268 (Legende 4.5)

<My 10,190k & 5 Mickting J5 K o

5°CCCTACCTGATCTCTACTTTCCTGGTTCCCCTTATCCATGGTTAGBTTARATAGCCAGCAATCGTT
AAJEEIEE- 8M YCRegion/21gK >SATTTAAATTTGGAGACAAACTGTTTGTGAGGTAAAAAGTCTG
GGCAATTCCAAAGAGTTCCAGGTTGTTTCAAAAAGTCACATGAGTAAGGGGTAGAAAGTGAGATC
ATCGTAAGGAATAGGCAAGTACCAGTTACTTAAGGGGGGCATCTCACCTTAAGATTTTCGCTGCA
TCGGTCAGGTGAGTGATTTGAACAGCGAAAAGAGATTTTTGTTAAGGGTCAGTTAGTAAATTAAA
AGTGTGGATCAC CTTCGGCCAAGGGACACGCCTGGAGATTAAAC 3

Rot: identische 6bp-Seque(auch bei P15 und BL64 ist diese Sequenz am 5 Zowld5
involviert)
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4.4.2.3 Probe Nr. 319

Die Probe Nr.319 war zytogenetisch als t(2,8) disgmiert. Das Immunmarkerprofil war
positiv fur CD10 (56%), CD19 (67%), CD20 (72%) u@id22 (39%), bei Negativitat fur
CD5 (11%), CD23 (7%) und TdT (2%), sowie Expressionembranstandiger
Immunglobuline mit Lambda-Leichtkettenrestriktidbie Sequenzierung eines 3 kb BamHI-
Fragmentes mit IgKJ5F4eigte ein mit J4 rearrangiertes V-Segment: V2El8ses war exakt
am 5°Ende von J4, der urspringlichen Position depthéimersequenz angefiigt. V2-28 wies
eine Deletion von 6 Nukleotiden in Codon 53 undeeiDeletion von 16 Nukleotiden
innerhalb von Codon 94 auf. Letztere fuhrte zu e\rerschiebung des Leserahmens.

Der Bruchpunkt lag 147 bp 5°des 5"Endes des regigdan J4 innerhalb Codon 45 von
V2-28. Die Entfernung des Bruchpunktes\¥ C betrug 336.349 bp.

Mit dem Primer_319C8FXkonnte in einem 1 kb-Amplifikat der reziproke Bhpuinkt auf

der(2) sequenziert werden. Die Sequenzen von den@)Xer(2) grenzten direkt aneinander.

Abb. 4.17: Bruchregion Nr. 319 (Legende 4.5)

<Mye 330. 3400 in 5 Richtng VZ-20.04 5 CK
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der(8)

5 CAGAACTTTGTTTTTTGCC R TGAGTTTCTGTTCCTGAACACTAGTTAAGTGTTCCCTGGTT
GA<8M YCRegion/2IgK >AGCCAGGGCAGTCTCCACAGCTCC (6bpATTTGGGTTCTAATCGGGCCT
CCGGGGTCCCTGACAGGTTCAGTGGCAGTGGATCAGGCACAGATTTTGCAC TGAAAATCAGC
AGAG (16bpTGGGGTTTATTACTGCATGGAAGTTCTAGAAACTCC GCTCACTTTCGGCGGAGG
GACCAAGGTGGAGATCAAAC GTAAGTGCACTTTCCTAATGCTTTTTCTTATAAGGTTTTAAATTTG
G3

der(2)

5’ACTCAGTCTCCACTCTCCCTGCCCGTCACCCCTGGAGAGCCGGCCTCCATC TCCTGCAGGT
CTAGTCAGAGCCTCCTGCATAGTAATGGATACAACTATTTGGATTGGTACC  TGCAGA<2lgK/
8MYCRegior?PAGCAGGTTTCTACCAAAGGAGACCAAAGCTCAGTGCTTTTCCGCTGCTBGBGCTGGG
GTAGGTGACTAACCCTCTCCTAGCATCTGCTTCCTAACCTGCTTGGGRFEGGGTGAAATGAGATTCT
GCAATAGGTGCTCAATCCACATTTCTTTTATTTCCCTTTTCCTGTTTIAGAAAAAAAACTCATAATTTTA
TAAGCACTGAATCTATAACTGAGCTTCCAAAAACCCACCCTGGGCATTTEA
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4.4.2.4 Probe P15

Das Immunmarkerprofil der Probe P15 zeigte folgenBefund: Positivitat fur CD19 (95%),
CD20 (98%) und CD22 (62%) bei Negativitat fur CD12%), CD5 (5%), CD23 (2%) und
TdT (2%). Die Zellen zeigten membranstandiges Imgholoulink mit Lambda-
Leichtkettenrestriktion. Morphologisch entsprachr defund einer B-ALL, die fehlende
Expression von CD10 war hierflr allerdings untypis®©urch die molekulargenetische
Untersuchung mit der inversen Long Distance PCRde@ine t(2;8) in einem 3 kb grofR3en
BamHI-Fragment identifiziert. Auf der(8) lag derughpunkt im Kappalokus innerhalb von
J5. Innerhalb der letzten 11 bp am 5 Ende von JEemwanter Berlcksichtigung einer
Deletion von zwei Nukleotiden 8 bp sequenzhomolagder den Bruchpunkt am 3"Ende
begrenzenden Sequenz d&Y C-Region.

Der Bruchpunkt innerhalb détYCG-Region auf der(8) befand sich 532.463 bp 3'MifC.

Der reziproke Bruchpunkt auf der(2) wurde mit denm@rn P15C2R1lund P15C8F1

innerhalb des Kappalokus 20 bp 5°des 5"Endes vaud@§emacht. Zwischen den reziproken

Bruchpunkten auf dem Kappalokus waren 28 bp ablmagdkommen.

Der MYC-Anteil der amplifizierten reziproken Bruchregionfader(2) war folgendermal3en
verandert: ein 150 bp- Abschnitt (gelb unterlegdy im Vergleich zur Wildtypsequenz 607
bp in 5°-Richtung verschoben und begrenzte miteseif”Ende den Bruchpunkt. Das 3"Ende

der verschobenen Sequenz war durch eine AAA-Sequaniert.

42



Abb. 4.18: Bruchregion P15 (Legende 4.5)
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Mye 53 463 i 5 Michtng <15
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& <N -Rzgin/ | -Regim/ V] -Rezrr
: at e
der(8)
5'GAATCTATAATTATTTCCAAATAATTTTTTTAAACTTTTTTTTTAGGBTCCCCTTCCAGCTTTATTAAA

CCTCATAGTCCATTTCAATTCCTTGAACATGCCAGGACCTCTCACCTGTIETGGCACAAACCACCTG
CAAAATTTTATCTCATAACTTCTGCTAAACCTAGCTAACTTCTGCTARICATTTTTTGGGGA
GGATGTGTTCTCTGAAACTCCAGACCTATAGGTCTCTAAGTGTAGTCGBTGAGCAACTTCAGEICA
CCCC<8MYCL okus/2IgK >GCCAAGGGACACGACTGGAGATTAAAC aTAtGTAATTTTTC 3

Ad J5-WT >GATCACC 11 CGGCCAAGGGACACGACTGGAGATTAAAC
P15-BP >CATCACC CGGCCAAGGGACACGACTGGAGATTAAAC

der(2)

5

GCGAAAAGAGATTTTTGTTAAGGGGAAAATA <2IgK/8MYCReqiorPATGAGTCAGGAATTGGGGCTGG
AGTGGGATCCCAGGCAAACAGGATCCATGAGATGCTTCCCAATTTGAGBGTGTTCTTCTTTCAGAAC
TCTAGGGACAGAGGGGCTATTGCATCTCTAGCTGGATTGGACCTACATOALTTTAAATCACAGGCC
CCACCTGGACCTTCTGAACCAGAAACTCTGGGTATGTGGCCCAGCTCTCA@GTGATTCTTTGCCTG
GTTAAGTTTGGAAGTTTACCAGGGT3’
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4.4.2.5 Probe P33

P33 zeigte folgendes Immunmarkerprofil: CD10 (9&dp19 (55%), CD20 (13%),

CD22 (0%), CD5 (7%) und TdT (3%); CD23 war nichstimmt worden. Die untersuchten
Zellen waren Uberwiegend B-Lymphozyten mit membi@mdiger Immunglobulinexpression
bei Kappa-Leichtkettenrestriktion und intrazytoptedischer IgM-Expression. Trotz des
Fehlens, beziehungsweise der geringen ExpressidatBuymphom-typischer Antigene war
die Probe immunzytologisch und klinisch als reiigels B-NHL, beziehungsweise als ein das
Knochenmark infiltrierendes Burkitt-Lymphom gewert@orden und wurde deshalb mit
untersucht.

Molekulargenetisch zeigte sich eine t(2;8), die gkJ5F1in einem 4 kb grol3en EcoRI-
Fragment sequenziert wurde. Der Bruchpunkt wurdbplB 5°-Richtung des 5"Endes von J4,
6 bp 5°der erhaltenen Heptamersequenz lokaliddet. Abstand des Bruchpunktes kY C
auf 8924 betrug 163.659 bp. Eine heptamerahnlickqué&z konnte 166 bp 5 des
Bruchpunktes in devYCG-Region identifiziert werden. Der Kappalokus washtirearrangiert,

zeigte aber sequentielle Abweichungen in Abgleidhder Referenzsequenz.

Abb. 4.19: Bruchregion P33 (Legende 4.5)

My B30T i ity J4 U5 CK

+— -

5 TGATGTGACCCATTCTGGGGCC R TGTTTTACAGTGATGAAGRGGRGATGATGATGATGAT
GATGTCAACATCCATCATTCTGAGGTGTGTGTCTATCTCTGGCCTCGYIBTGCAGAACATTCATGTG
GTAGCCAATACCTGGGAAAATAATCCCACTTGCCAGGCAGCAAACCGTUBECG8M YCRegion/21gK >
ATHtCTEACTETEGCTCACaaTtGGCGGAGGGACCAAGGTGGAGATCAAAC GTAAGTGCACTTTCC
TAATGCTTTTTCTTgTgAGGTTCTAAATTTGGAGCGTTTTTGTGTTTGAGAITTAGCTCAGGTCAATT
ccya
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4.4.2.6 Probe P37

P37 wies ein fur reifzellige B-NHL typisches Immuarkerprofil auf: Bei Nachweis einer
Kappa-Leichtkettenrestriktion der ImmunglobulineremCD10 (92%), CD19 (93%),

CD20 (93%) und CD22 (64%) positiv, wahrend CD5 (7%Ip23 (2%) und TdT (7%) nur
gering exprimiert waren und damit als negativ gegtevurden.

Der Bruchpunkt von P37 fand sich in einem 2,5 kbf3gn, VJ-rearrangierten EcoRI-
Fragment. Nach Verwendung von IgKJ5RKiurde er mit einem zweiten, weiter 5°

annealenden, fur die Probe individuell entworferfemmer (P37ecorsegnesg¢quenziert. Die

Sequenzierung zeigte ein Rearrangement zwischend4/2-26. Im codierenden Anteil von
V2-26 wurden zwei Insertionen detektiert: G-Ins@rtin Codon 52 und C-Insertion in Codon
83. Dies fluhrte zu einer Verschiebung des Leserabme

Die Probe war auf der(8) innerhalb des Kappalolasdp 5° des codierenden Anteils von
V2-26 gebrochen. Die Distanz des Bruchpunktes atB)l zuMY C betrug 45.558 bp.

Bei P37 gelang die Sequenzierung des reziprokeohpunktes auf der(2) mit den Primern
P37C2R1und P37C8F1Die Analyse der Bruchregionen beider beteiligtfiromosomen
zeigte eine 48 bp-Duplikation, die beide reziprolmchpunkte innerhalb des Kappalokus
begrenzte. Die Bruchpunkte innerhalb ¥ CG-Region auf der(8) und der(2) grenzten bis auf
die Deletion einer Base (im Vergleich zur Refereogenz) direkt aneinander. In ddiy G
Region auf der(8) fand sich eine Nonamer-ahnlickguénz 71 bp 5°des Bruchpunktes.
Dartber hinaus fand sich eine Sequenzhomologie 9oibp, die sich 40 bp 3'des
Bruchpunktes, innerhalb der duplizierten Sequers Kappa-Anteils wiederholte (rot und

unterstrichen).
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Abb. 4.20: Bruchregion P37 (Legende 4.5)

yc 45.5500p n 5 Micktn VD25 04 S X
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3 Region 5" vem VZ-70

-

der(8)

5" AGGAGCATCAATCAAAGCATGCCCTATAGCAGGTAAATGTGATCABEBABATAATGACTTTCIAAT
ATAAPAACCATAGGAATAAATAACAAATTAAATGACTGGTGAATATGAGTTTACAGTAAAGCAAATTTA
TAAAACGBM YCReqion/21IgK >TAGAATCCCCTTTGCGGCTTGCAAATTTGGAATATGTTTAGaaTATAA
A(ta)CACAAACAACAAAAAATTATATAGCCTGAAATAAAAAATGAAAATTTATGA TAAATGACACA

TGATATTTGTACATATCCTTCCACTTCTTTCTATTTATTTaAGGATCCAGTGCACAGACTCCICTCTC

CTTGTCTATCACCCCTGGAGAGCAGGCCTCCATGTCCTGCAGGTCTAGTCA GAGCCTCCTGC

ATAGTGATGGATACACCTATTTGTATTGGTTTCTGCAGAAAGCCAGGCCAG TCTCCACAGILTC

CTGATCTATGAAGTTTCCAACCGGTTCTCTGGAGTGCCAGATAGGTTCAGT GGCAGCGGGTC

AGGGACAGATTTCACACTGAAAATCAGCCGGGTGGAGGCTGAGGATGTTGG  AGTTTACTACT

GCATGCAAGATGCACAAGATCa CTCACTTTCGGCGGAGGGACCAAGGTGGAGATCAAACYS’

der(2)

5
CAAAAAGAAGCAAGGACCTGTGTGATGTGGTGAAGATTGTCACACAGAGAAAGGGAGGTGCTGTA
GGTGATTTCTAGAATCCCCTTTGCGGCTTGCAAATTTGGAATATGTTTAGaATATAAT<2IgK/

8MYCRegion> CTCATAAACAAAAGGAAAAGGCAAATAAGACATCAGGGATATATTTTAGURACATGG
CAAATAAAGTGTTAATATCTCATAAGTCACTTCTAAAAATTCACCTTAABTCATTAAGGTCATATGCAA
TGATTTA

3
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4.4.2.7 Probe P47

Die Probe P47 zeigte folgendes Immunmarkerprof@isifvitat fir CD10 (83%),

CD19 (77%), CD20 (89%) und CD22 (70%) sowie Negtitivilir CD5 (17%) und TdT (1%).
CD23 war nicht bestimmt worden. Es wurde eine Laanbeichtkettenrestriktion
nachgewiesen.

Die Translokation fand sich in einem 2 kb groReoMeFragment. Um den Bruchpunkt zu
sequenzieren wurde nach IgKJ5Eith an J3 annealender zweiter Primer mit

3>5"-Laufrichtung eingesetzt: IgKJ5F1segneu

Der Bruchpunkt auf 2p11 lag innerhalb der letztdap7am 5"Ende von J2. Die Entfernung zu
MYC betrug 1.315 bp. P47 war mit dieser Entfernungadnenachsten volYC gebrochene
Probe; auf der(8) konnte kein VJ-Rearrangemengésstllt werden. In Bruchpunktndhe
innerhalb desMYCG-Lokus konnte keine Rekombinationssignal-ahnliclegjugnz ausfindig
gemacht werden. Es bestand eine Homologie innedllersten sieben, die Translokation
auf 8924 in 3'-Richtung begrenzenden Basenpaare Wildtypsequenz des abhanden

gekommenen 5'Endes von J2. Der reziproke Bruchpuukde nicht detektiert.

Abb. 4.21: Bruchregion P47 (Legende 4.5)

Myc | HPbpm i fiching 2 J3 M4 A5 CK

SRR I

3¢

5 TTTTATCCCTAACTCTACATCAACCCCATGAAGGAGATACTGTTGRITTATATTAGAAGTAGAGAGG
GAAGCTGAGCACACL8M YCRegion/2IgK >TTTTGGCCAGGGGACCAAGCTGGAGATCAAAC GTAA
GTACTTTTTTCCACTGATTCTTCACTGTTGCTAATTAGTTTACTTTGTGTCCTTTGTGTGGATTTTCA
TTAGTCGGATGCCAGGGATCTAACAAACTTCATTCCCAGGTTAGGTACAGAGAGGGGAAATTGTT
CCACAGGACGCTAGCTTGTGGCTAATTTTTAAGATTTCTAAATCAAAATAACTTCATTGGGGGAAA
GAGGCTTGCTGAGCTTTCAGGGABBTIITIG TAAAGGGAAAAGTTAAGACRATEACTGTGATTCA
CTTTCGGCCCTGGGACCAAA GTGGATATCAAAC GTAAGT 3’

J2-Wildtyp: TGTACACTTTTGGCCAGGGGACCAAGCTGGAGAT
Bruchregion P47.GGCACAG>TTTTGGCCAGGGGACCAAGCTGGAGAT

a7



4.5LEGENDE ZUR SEQUENZANALYSE

Normal: Anteil Chromosom 2

Kursiv: Anteil Chromosom 8

Fett schwarz codierende J-Segmente
Fett blau: codierende V-Segmente
Rote Schrift Sequenzhomologien

Orange tnterlegt: Heptamersequenzen Kappalokus

BB ¢ Heptamer- bzw Heptamerahnliche 8egMY CG-Region

Gralllinterleyt: Nonamersequenzen

Gelb unterlegt: Duplikationen

Klein: Nukleotidabweichungen zur Referenzsequer:(Bunktmutation, sequenzierbedingt,
Polymorphismus)

In Klammern: Deletionen

Unterstrichen: Primersequenzen; einzelne Baseartloa
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5. DISKUSSION

5.1 DISKUSSION DER METHODE DER INVERSEN LONG-DISTAN CE-PCR

In dieser Arbeit konnten durch eine Kombination aus
Restriktionsfragmentlangenpolymorphismus (RFLP){$®& und inverser Long-Distance-
PCR insgesamt sieben t(2;8) translozierte Probenemer Population von n=51 B-ALLs
identifiziert und molekular charakterisiert werden.

Die Verwendung einer konventionellen Long-Distaf@@R hierzu ware in Hinblick auf
bisher ermittelte Bruchpunkte auf 824 unékonomigelesen (40):

Das Screening der Region, in welcher in der voeieten Arbeit Bruchpunkte gefunden
wurden, hatte mit konventioneller PCR nur unter wedung einer Vielzahl an Primern
funktioniert. Ausgehend von IgKJ5HRiatten pro Probe und Ansatz Uber finfzig BigC
Region abdeckende R-Primer verwendet werden mijsséb. 4.12).

Die Schnittstellen der in dieser Arbeit verwendd®astriktionsenzyme lagen auf 8g24, in der
Region 3’'vorMYCin hoher Dichte.

Auf diese Weise entstand pro Verdau eine Vielzainl Fragmenten der distaléfiy G-Region
(siehe 4.1.1).

Die Bruchpunktsituation auf dem Kappalokus machee \derwendung der inversen Long-
Distance-PCR sinnvoll: Bisher beschriebene Bruckfmifagen alle in einem Bereich 5 der
konstanten Region, innerhalb der J-Segmente, hazjshveise wenige Kilobasen 5von J1
(40), (42).

Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Restiikdéenzyme hatten auf dem Kappalokus
eine Schnittstelle 3"der konstanten Region und $ctmittstelle 5'von J1.

Mit der Methode wurden Bruchpunkte erfasst, diesziwen der distalen und der proximalen
Restriktionsschnittstelle auf dem Kappalokus lageime Translokation t(2;8) bewirkte eine
Veréanderung des Restriktionsschnittmusters im Saines RFLP.

Die verwendeten Primer wurden knapp vor den Sdieiten auf dem Kappalokus gewéhlt

(s. Abb. 4.1). Sie wurden voneinander fort laufenéntiert. Durch Autoligation erfolgte die
Orientierung aufeinander zu (s. Abb. 4.4). Je nddgationsprodukt entstanden
unterschiedliche PCR-Produkte.

Durch die so entwickelte Methode war es moglicke &egion 3" warts voiMYC mit

insgesamt fuinf Primern auf das Vorliegen eineB)(2u untersuchen.
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5.1.2 Diskussion der Methode zur Detektion reziproér Bruchpunkte

Die in dieser Arbeit verwendete Methode zur Suchehireziproken Translokationsprodukten
ermdglichte die Darstellung der Bruchpunkte auf(2)eei Vorliegen einer reziproken
Translokation (siehe 4.1.4). Durch flr jede posifetestete Probe individuell entworfene, an
den Bruchpunkten auf der(8) orientierte Primer kennin vier von sieben t(2;8)
translozierten Proben (mit BL64 in finf von neurléfd auch die reziproken Bruchpunkte
molekular charakterisiert werden. In den Fallen, denen kein reziproker Bruchpunkt
amplifiziert wurde kénnte die Ursache eine nichitsténdig reziproke Translokation sein.
Auch Sequenzabweichungen vom Wildtyp auf der(2)r digplikationen wie zum Beispiel
bei BL64, P37 und auch von Denny et al bei deRfBZelllinie KK124 beschrieben (51),

sind ein maglicher Grund fur eine ausgebliebene Wikation reziproker Bruchpunkte.

5.1.3 Limitationen der verwendeten Methode und mogthe Ansatzpunkte zur
Verbesserung

Die Grundannahme zur Methode war eine LokalisadienBruchpunkte auf dem Kappalokus
5" der konstanten Region bis unweit des 5"Endes)tomer Maximalabstand der gewéhlten
Restriktionsenzyme zum 5 Ende von J1 betrug 6.§06Xbal) (Hind IIl: 2.748 bp, BamHI:
3.129 bp, EcoRlI: 5.836 bp).

Weiter 5°gelegene Bruchpunkte wurden nicht erféssf\bb. 5.1). Dies kdnnte ein Grund flr
das Ausbleiben der Detektion der Translokationdeai Zelllinien JBL2 und Ci-1 sein.

Der Bruchpunkt von JBL2 auf 2p11 wurde bisher darsader J-Segmente beschrieben (45).
Bruchpunkte zwischen J5 und der IgKC-Region komedgenfalls nicht detektiert werden

(s. Abb. 5.1).

Auch eine unregelmafiige Verteilung der Restrikschsittstellen auf 8924, beziehungsweise
zu grolRe Schneideabstande in dieser Region sintiamédJrsachen fir die Nicht-Detektion
einer Translokation. Durch die Wahl der verwendeteer Restriktionsenzyme wurde
versucht, diesen Faktor zu minimieren (s. Tab. Akh. 4.2).

Eine weitere Limitation stellt die technische Aufwdigkeit der Methode dar; insbesondere

die Autoligation mehrerer Kilobasen grol3er Fragraent
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Abb. 5.1: zu Limitationen der Methode (Kappalokus)

Rbpra REdist

i i

Kz Datektina Keine Detektion

Eine Moglichkeit, die Sensitivitat zu steigern ktdle Verwendung zusatzlicher in
3’>5"-Richtung laufender F-Primer, die ndher amdgkokus annealen, dar. So kdnnten
auch weiter 3"'von J5 gelegene Bruchpunkte erfasgtilem. Auch die Verwendung weiter 5°
von J5 annealender F-Primer konnte die Amplifikatigro3er autoligierter Fragmente
verbessern.

Durch Verwendung von Restriktionsenzymen mit kometen Schnittsequenzen und
selteneren Schnittstellen im Genom konnten groffeegmente des Kappalokus erzeugt
werden. Auf diese Weise kdnnten auch weiter 5" ggaie Bruchpunkte erfasst werden.
Allerdings hatten solche Enzyme auch gréRere Sdeabstande in dédYC-Region, was die

Wahrscheinlichkeit einer Bruchpunktdetektion mirider
5.1.4 Fazit zur Methode

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen dass die Methaet inversen Long Distance PCR in
Kombination mit konventioneller Sequenzierung zuolekularen Charakterisierung der
varianten Translokation t(2;8) geeignet ist. Gedpemianderen zur Detektion einer
Translokation verwendeten Methoden wie konventiengjtogenetik oder FISH ermoglicht
diese Methode eine detaillierte Darstellung dercBragionen auf molekularer Ebene. Dieser
Aspekt ist Voraussetzung fur eine sinnvolle Diskuss zur Atiopathogenese und
entscheidend fur die weitere Erforschung und dassté¢ken des Zustandekommens der

Translokation.
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5.2 LOKALISATION DER BRUCHPUNKTE DER POSITIVPROBEN UND
IMMUNMARKERPROFIL

In der vorliegenden Arbeit konnten insgesamt sieteure Falle einer varianten Translokation
t(2;8) beschrieben werden. Alle gefundenen Bruckfuwaren 3'voiMYC gelegen.

Die Abstande der Bruchpunkte zueinander variiestark (siehe 4.3/ Abb. 4.12):

Der am nachsten 3" valYC gelegene Bruchpunkt lag in einer Distanz von 1.84%P47).
Der am weitesten voMY C entfernte Bruchpunkt lag 532.463 bp in 3"Richt(iAg5).

Das bisher bekannte Spektrum der Bruchpunktlok#disa&onnte damit um mehr als 200 kb
in 3’"Richtung erweitert werden (40), (42).

Von den sieben gefunden varianten Translokatior{@B)t waren zwei innerhalb eines
rearrangierten V-Segmentes gebrochen: Nr.319 i282nd P37 in V2-26.

In finf von sieben Fallen wurde der Bruchpunktén d-Region des Kappalokus gefunden
(siehe 4.2/ Abb. 4.11):

Zwei Bruchpunkte lagen direkt innerhalb codierenti&egmente: P15 innerhalb von J5 und
P47 innerhalb von J2. Am weitesten 5° auf dem Kigips lag der Bruchpunkt der Probe

Nr. 232: 2 kb 5'von J1, 3.715 bp 3" der proximaehnittstelle von EcoRlI.

Die Lokalisation der Bruchpunkte innerhalb der &i@e schliel3t ein bereits stattgefundenes
V-J-Rearrangement nicht aus. Die Zelllinien KOBK101d LY91 beispielsweise haben ihren
Bruchpunkt zwischen J4 und J5 beziehungsweise 3J8omwahrend J4 auf der(2) mit einem
V-Segment rearrangiert ist (52).

Ein VJ-Rearrangement weiter in 5° Richtung der Bpumkte auf der(2) wurde bei den hier
beschriebenen Translokationen nicht ausgeschlossen.
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Tab. 5.1: Immunmarkerprofile (Antigenexpressioian

Probe |VJrearr.| CD10 |CD19 |CD20 |CD22 |CD5 TdT CD23
Nr. 232 ? 69 83 83 54 11 0 4

Nr. 268 ? 30 83 96 69 1 0 11

Nr. 319 + 56 67 72 39 11 2 7
P15 ? 12 95 98 62 5 2 2
P33 ? 9 55 13 0 7 3 K.A.
P37 + 92 93 93 64 7 7 2
P47 ? 83 77 89 70 17 1 A. K

Die Analyse der Immunmarkerprofile aller t(2;8) rtséozierten Zellen zeigte in sechs von

sieben Fallen starke Positivitat fr CD20. CD10 waiiinf Fallen positiv (30-92%)
und einmal negativ (13%). CD5, TdT sowie CD23 watarchgehend negativ (<20%).

Das der beiden VJ-rearrangiertBnoben entsprach dem reifer
Keimzentrumslymphozyten: Positivitat fir CD10, CDTD20 und CD22 bei Negativitat fur
CD5, CD23 sowie TdT (2), (33).

Die Proben bei denen kein VJ-Rearrangement fesliffesturde zeigten ein heterogenes

Immunmarkerprofil

Immunmarkerprofil: Auffallig waren vor Allem Negattat fur CD10 bei P15, sowie
Negativitat fir CD10, CD20 und CD22 bei P33.
Dies zeigt, dass eine t(2;8) auch in Zellen mitk&thuntypischem Immunphanotyp vorliegen

kann.
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5.2.1 Bruchpunkte von BL21 und BL64 auf 8924 in Hiblick auf bisherige
Publikationen

In dieser Arbeit wurden die Bruchpunkte der beidatilinien BL21 und BL64 auf 8qg24
knapp 115 kb (BL21) beziehungsweise 110 kb (BL64pB MY C lokalisiert. Henglein et al
lokalisierten die Bruchpunkte dieser beiden Za#im1989 durch Chromosomenwalking mit
Hybridsonden und Pulsed Gel Field Electrophore§&H® in einer Entfernung von etwa 130
kb 3'vonMYC (42).

Sie definierten fur die Lokalisation dieser Bruchkie und des Bruchpunktes der Zelllinie
LY91 eine ungefahr 11 kb umfassende Region in ainarihnen angenommenen Entfernung
von 140 kb 3'voMYC. Burkitt's variant rearranging region-1 (bvr-12} (s. Abb. 5.2).

In dieser Region fand sich ebenso das proximaleeEgider Deletion bei der T-Zell-
Leukdmie-Linie MT-1, ferner das distale Ende eindY¥ CGAmplikons in der Colon-
Carzinom-Zelllinie COLO320-HSR (42), (53).

Die in dieser Arbeit verwendete Methode gestattéte Charakterisierung der Bruchpunkte
von BL21 und BL64 auf dem Kappalokus wie folgt: d&@muchpunkt von BL21 wurde
innerhalb eines mit J3 rearrangierten V-Segmentesn5J3 gefunden. Der Bruchpunkt der
Probe BL64 konnte 5'von J5 in der J-Region des Hhos ausgemacht werden. Diese
Ergebnisse und auch die Nukleotidsequenz der dieHpunkte flankierenden Basen sowohl
auf dem Kappalokus als auch in d&y G-Region stimmten exakt mit bereits zu den Zellimie
publizierten Ergebnissen Uberein (42), (43).

Im Rahmen dieser Arbeit konnten die Bruchpunkte deltlinien BL21 und BL64 exakt
115.353 bp und 109.906 bp 3 vbtY Clokalisiert werden. Damit liegt die Region bvrtiva

30 kb weiter 3" auf 8g24 als von Henglein et ald.B88schrieben (s. Abb. 5.2).

Abb. 5.2 (oben: publizierte Daten (42), (43); untérgebnisse dieser Arbeit)

” bvr-1 pvrl
C-MC Cr T KIRKIN S IR (kb
ez BLE4/B/1YS1 R LR
135-145 kb 750-260 kb 32k
\/ 100 ‘ 1 ‘ = s g
; I i - I : 1 ' :
— 0 9
| ‘ B2 é
Hir 263 ] Hr 313 5
- onn fr. 515 PIg
fir.232
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5.3MYC-DEREGULATION BEIM BURKITT-LYMPHOM

Fur alle drei bekannten Translokationsvarianten Bl@kitt-Lymphoms t(8;14), t(8;22) und
t(2;8) wurden folgende Gemeinsamkeiten bei der detion vonMY C beschrieben:

1) Bei allen Formen wird das translozierte Allehiseviel starker als das normale Allel
exprimiert (54).

2) Es lasst sich ein Wechsel der transkriptionggnénden Promotoren voMYC auf dem
translozierten Allel nachweisen: der unter phygidohen Bedingungen aktive Promotor P2
wird unterdrickt und der Promotor P1 dominiert (54)

3) Haufig weist das translozie&Y CG-Gen Mutationen an der Grenze von Exon 1 zu

Intron 1 auf (54). Strukturelle Alterationen deansloziertenMYC-Allels bei der t(2;8)
wurden bisher fur die Zelllinien BL64 und JBL2 ngelwiesen: Bei BL64 liegt eine
konstitutionelle Duplikation der codierenden Regiar. Bei JBL2 eine 2,5 kb-Duplikation
der Promotorregion (44), (45).

4) Ein aufgehobener Block der Transkriptionseloiogean der Grenze von Exon 1 zu

Intron 1 ist beschrieben (54) und

5) Es konnte gezeigt werden, dass sich die Exuneskgs translozierten Allels, im Gegensatz

zu der des normalen Allels, durch Natrium-Butynattewdriicken lasst (54), (55).

5.3.1 Die translokative Deregulation vorMYC geschieht durch Enhancer der

Immunglobuline

Fur die variante Translokation t(2;8) wurden dreider Deregulation voMYC beteiligte
Elemente beschrieben: Die Kappa Matrix AttachenRegion (KMAR), der Kappa-Intron-
Enhancer (KEi), und der Kappa 3"Enhancer (KE3"), @), (56) (s. Abb. 5.3).

KMAR ist 3"'von J5, zwischen den J-Segmenten undkdestanten Region des Kappa-Lokus
gelegen (46). Weiter 3" ebenfalls zwischen J5 werdkdnstanten Region ist KEi lokalisiert;
KEi beinhaltet eine Bindedomane fur NfKB am 5 Ermtevie drei E-Box-Elemente (46).
kE3 befindet sich 3"der konstanten Region und km@iaheine PU-Bindedoméne (46).

Alle in dieser Arbeit gefundenen Bruchpunkte lagéter Kappa-Enhancer und flhrten so zu

einer Translokation aller drei beschriebenen Endiglemente in ditY CG-Region.

55



Abb. 5.3: Kappaenhancer (modifiziert nach (46))
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Wittekind et al. veroffentlichten 2000 eine diffamerte Analyse zur Funktion der Kappa-
Enhancerelemente bei der Deregulation MdfC (46): Durch Transfektion der Enhancer mit
denMYG-Promotoren und gezielten Deletionen innerhalbEfgrancerelemente konnten sie
eine Hierarchie der verschiedenen UntereinheitédrePromotorbeeinflussung nachweisen:
Bei einer Assoziation aller Enhancer mit den Prarest und einer P1 Aktivitat von 100%
fihrten Mutationen in der PU-Bindedoméane von KE3ner Reduktion der P1-Aktivitat auf
64%. Eine mutierte Bindestelle fir NfKB in KEi badie eine Abnahme der P1-Aktivitat auf
17%. Mutationen beider Domanen flhrten zu einer getten Unterdriickung des
Enhancements von P1 und P2. Dagegen gingen Mugatidar E-Box-Elemente in kEi mit
einer Steigerung der P1-Aktivitat einher (46).

Auch fur die t(8;14) konnte eine Beteiligung vonKi#f an der Expression des translozierten
MY C-Allels nachgewiesen werden (57).

Die verschiedenen Enhancer-Elemente scheinen mhividuellen Zielsequenzen innerhalb
der Promotorregion volYC zu interagieren: Eine Aktivierung dbsY CG-Promotors P1 durch
NfKB geschieht tber eine Spl-Bindedoméne innertled Promotors (Spl interagiert als
ubiquitar exprimierter Transkriptionsfaktor funktigll mit NfKB (46)). Eine TATA-Box
innerhalb von P1 steht in Zusammenhang mit der gbrtan Expression des translozierten
Allels. E-Box-Elemente innerhalb von kEi (vor alleER) sind mit einer funktionellen
Supression von P2 assoziiert (46).

Die genauen Mechanismen der Deregulation sind bislehit verstanden. Fraglich bleibt
nach wie vor unter Anderem wie die zum Teil erngi®n Distanzen zwischen den Enhancern

und Promotoren Uberwunden werden.
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5.3.2 Mdéglichkeit der raumlichen Assoziation der Kapa-Enhancer mitMYC-
Promotoren: Die Loop-Hypothese

Eine Mdglichkeit der Annahrung von Enhancern undnidtoren zur Uberbriickung der teils
erheblichen linearen Distanzen stellt die raumlitimorganisation des Chromatins dar. Der
,Loop-Hypothese* nach werden die interagierendenhdficer und Promotoren unter
Ausbildung einer Schleife der dazwischen liegendBiA aneinander gelegt (46), (54).

In diesem Zusammenhang konnte vor Allem die Funktion kKMAR von Bedeutung sein.
Matrix-Attachment-Regions sind an der Regulation @enexpression durch Anderung der
chromosomalen Struktur beteiligt (58).

Ratsch et al. gelang es 2002 anhand von Halo-Ratgpader t(2;8)-Zelllinie LY66 eine
raumliche Annéhrung der Kappa-Enhancer und M&C-Region unter Ausbildung einer
Schleife der dazwischen gelegenen DNA im SinneLdep-Hypothese nachzuweisen (59).
Die lineare Entfernung der Kappa-Enhancer zu M&fC-Promotoren bei LY66 betragt 325
kb (59).

Ratsch et al. konnten auf dem translozierten Alleh LY66 eine Kumulation der
transkriptionellen Aktivitat in einer Region 30 &8 kb 3'vonMY C nachweisen (59).

Die transkriptionelle Aktivitat auf dem nicht-trdagierten Allel war in einem Bereich von

80 kb gleichméaRig umMYC verteilt (59). Sie postulierten eine durch die n&lakation
induzierte Relevanz der beschriebenen Region bel@dmskription des transloziertéY G
Allels (59).

Die in dieser Arbeit beschriebenen Bruchpunkte Rieben P47 und Nr. 232 lagen in einer
Entfernung von weniger als 2 kb 3'vdtiyC. Folglich enthielten sie die von Réatsch et al fir
LY66 beschriebenen transkriptionell aktiven RegioderMY G-Region nicht auf der(8).

Auch bei der Probe Nr.268, die ihren Bruchpunkkit® vonMY C hatte, fehlte die erwahnte
Region auf der(8). Es mussen bei den genannteneRralso zumindest teilweise andere
Mechanismen beziehungsweise Sequenzen an der DeregwonMY C beteiligt sein.

Fraglich ist, ob sich die deregulierenden Prozesssh der Lokalisation des Bruchpunktes

sowie der Reife der Zelle, also dem zellularen iklil) unterscheiden.
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5.3.3 Zellulares Milieu und lineare Distanz zwische Kappa-Enhancern undMYC-

Promotoren: Weitere Einflussfaktoren auf die Dereglation von MYC?

Spencer et al. gelang es 1990 durch TransfektianskozierterMYC-Allele aus Burkitt-
Zelllinien in murine pra-B-Zellen und Xenopus Oaayteinen Wechsel der Promotoraktivitat
von P1 nach P2 sowie einen Block der Transkripgtmrgation an der Grenze von Exon 1 zu
Intron 1 zu induzieren (60). Sie hoben damit eingkBt-typische Deregulation voMYC
durch Wechsel des zellularen Milieus bei PersistzZlranslokation auf.

Einen Hinweis auf die Relevanz der Lokalisation Beschpunktes bei der Deregulation von
MYC lieferten Eick und Bornkamm 1989: Sowohl in vatean Translokationen, als auch in
einem Fall einer t(8;14) mit einem Klasse Il Brpahnkt (Entfernung des Bruchpunktes tber
100 kb 5'vonMYC (22)) liel3 sich die Transkription des transloaamY C-Allels auf der(8)
nicht durch eine Kombination aus dem Phorbol-EERA und Cyclohexidin unterdricken. In
Fallen von t(8;14) mit einem Klasse | oder KladsBruchpunkt hingegen schon (61).

Fur eine Beteiligung weiterer Elemente und Mecharis an der onkogenen Deregulation
von MYC neben der Translokation in den Einflussbereich Eohancern der Immunglobuline
sprechen ferner auch die Beschreibung WWCIgH-Arrangements in B-Lymphozyten
gesunder Mause, sowie die 1995 von Mduller et aclreebene Préavalenz von 2 % solcher
Translokationen in B-Lymphozyten bei insgesamt 8@rtsuchten gesunden Menschen

(62), (63).
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5.4 MECHANISMEN DER MOLEKULAREN PATHOGENESE DER
TRANSLOKATION BEIM BURKITT-LYMPHOM

Im nun folgenden Teil der Arbeit sollen die Ursathend der Zeitpunkt des Entstehens der
beschriebenen Translokationen diskutiert werden:

Vor Allem drei lymphozytenspezifische Mechanismepielen bei der Entstehung der
Chromosomentranslokationen beim Burkitt-LymphonedRolle:

1) Fehler beim Antikorperklassenwechsel

2) Fehler bei der somatischen Rekombination der)3&egmente sowie

3) Fehler beim Prozess der somatischen Hypermatatio

5.4.1 Der Antikorperklassenwechsel

Der Prozess des Antikdrper-Klassenwechsels bdsine Relevanz fur das Entstehen einer
varianten Translokation t(2;8). Der Wechsel dergtanten schweren Ketten geschieht in den
Switchregionen des Immunglobulin-Schwerkettenlokwsuf 14932 und wird in
Zusammenhang mit der Pathogenese der t(8;14) geskbk (52).

5.4.2 Die V(D)J-Rekombination

Der Prozess der VDJ-Rekombination wird in Verbinglumit der Entstehung von
Chromosomentranslokationen bei verschiedenen Eentitdiskutiert:

Neben den Translokationsvarianten des Burkitt-Lyomps wird er auch mit der t(11;14)
CCND1/IgH beim Mantelzelllymphom, der t(14;18CL2/IgH beim follikularen Lymphom
und der t(1;14BCL10/IgHbei MALT-Lymphomen in Zusammenhang gebracht (523;66).
Die Rekombination der variablen Doméanen der Immoingline findet in Vorlaufer-B-Zellen
im Knochenmark zuerst auf dem Schwerkettenlokusugtér Beteiligung von RAG1, RAG2
sowie HMG1 und HMG2 statt. Die Zusammenfligung déntente erfolgt nach dem
Mechanismus deldon Homologous End Joinil®HEJ) (siehe 1.6.2.1), (31), (67).

Initial erfolgt die Assoziation von einem D- mineim J-Segment (frhe Pro-B-Zelle), danach
die Assoziation mit einem V-Segment (spéate Pro-BeX€33b).

Nach Rekombination der schweren Ketten werden mPda-B-Zelle die variablen leichten

Ketten auf dem Kappa- beziehungsweise Lambdalokussch rekombiniert (33b).
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Bei Translokationen, deren Entstehung auf fehléehe{D)J-Rekombination zurtick gefuhrt
wird ist der Bruchpunkt auf dem immunologisch coeilen Chromosom in der Nahe von
RSS beziehungsweise von V, D oder J-Segmentenage(d8), (52), (67).

An die Bruchpunkte erganzte N-Nukleotide, Deletionmd Sequenzduplikationen zwischen
den reziproken Bruchpunkten sind charakteristisicleine Beteiligung von TdT

(52), (67).

Wie und warum DNA-Briche auf dem nicht-immunologiscodierenden Chromosom
induziert werden ist nicht klar. Neben Pseudo- ddgptischen RSS (sequentiell &hnliche
Heptamer- oder Nonamersequenzen mit geringeremififi zu Rekombinasekomplexen)
werden Chi-Sequenzen (urspringlich detektiert ais$pot-Rekombinationssequenzen in

E. coli) als Targets des V(D)J-Rekombinase-Kompediskutiert (31), (52), (67).

Auch simple Desorientierung der Rekombinationsereyan mikrohomologen Sequenzen
beziehungsweise deresingle-strand annealindSSA) nach Doppelstrangbruch-Induktion
werden als Ursachen diskutiert (67).

Die V(D)J-Rekombination findet in unreifen B-Zelldes Knochenmarks statt (33b).
Burkitt-Lymphomzellen imponieren immunphanotypisch meist als reife
keimzentrumsassoziierte Zellen (6), (9).

Aufgrund dessen scheint fraglich ob die V(D)J-Rekoration Uberhaupt fur die Entstehung
von Translokationen beim Burkitt-Lymphom in Fragevimt.

Han et al. gelang es 1996 die Expression von RAGd RAG2 in B-Lymphozyten mit
Keimzentrumsphanotyp nachzuweisen (68). 1997 konsie nachweisen dass periphere
Keimzentrumslymphozyten unter RAG-Expression akhive Leichtketten rearrangierten:
sekundare V(D)J-Rekombination beziehungsweise Rez&evision (69). Auch Wilson et al.
gelang 2000 der Nachweis einer gleichzeitig statédhden somatischen Hypermutation und
Rezeptor-Revision in humanen tonsillaren B-Lymphezymit Keimzentrumsphéanotyp (70).
Eine Beteiligung des V(D)J-Rekombinase-Multienzymipbexes bei der Entstehung von
Translokationen, auch bei schon abgeschlossenenu\RBarrangement in Zellen mit einem
reifen Keimzentrumsphanotyp, ist also nicht ausigiessen.

Eine andere Mdoglichkeit stellt die Entstehung deamnElokation in einer Vorlaufer-B-Zelle

mit anschlieRender Reifung zum Keimzentrumslymphday.
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5.4.3 Die somatische Hypermutation

Die somatische Hypermutation geschieht in reifermpkiozyten des Keimzentrums mit
abgeschlossener somatischer Rekombination naclgekkibntakt. Ihr Zweck ist die weitere
Affinitatssteigerung des Antigenrezeptors zu seilgrstrat (33a).

Dies wird vor Allem durch Nukleotidsubstitutionamnearrangierten variablen Loki nach dem
Zufallsprinzip erreicht. Deletionen und Duplikateen machen etwa finf Prozent der
Ereignisse aus (36), (37).

Der molekulare Mechanismus der somatischen Hypettioat sowie die an ihm beteiligten
Elemente sind nur teilweise bekannt. Es bestetd Aiphangigkeit des Prozesses von der
Prasenz von Immunglobulinenhancern (71). Wahrend stematischen Hypermutation
entstehende DNA-Doppelstrangbriiche werden dAgtlvation-induced Cytidine Deaminase
(AID) induziert (4), (72).

Beim Burkitt-Lymphom werden vor Allem Translokatem mit Bruchpunkten innerhalb
bereits rekombinierter V-Segmente ohne nachvollmed rdumliche Assoziation zu
(kryptischen) RSS éatiopathogenetisch mit somatisdtigpermutation in Zusammenhang
gebracht (52).
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5.5 ANALYSE DER POSITIVPROBEN IN MOLEKULARPATHOGENE TISCHER
HINSICHT

Fur die in der vorliegenden Arbeit beschriebeneans$loaktionen kommen dem heutigen
Wissensstand nach pathogenetisch die drei obehfigsenen Mechanismen in Frage.

Fur die jeweilige Zuordnung einer Translokation eéaaem der Mechanismen wurden hier
folgende Kriterien bertcksichtigt:

-Immunphanotyp

-nachgewiesenes VJ-Rearrangement

-Zeichen stattgehabter Hypermutation

-Assoziation der Bruchregion mit potentiellen (RE&IRSS

-Prasenz von Sequenzhomologien

-den Bruchpunkt flankierende Sequenzduplikatiorsda Hinweis auf V(D)J-Rekombinase-

Komplex-Beteiligung: durch eine nach endonuklesbtier Spaltung erfolgte komplementéare
Erganzung einzelstrangig uberlappender DNA).

5.5.1 BL21 (siehe auch 4.4.1.1):

Die Zelllinie BL21 zeigte ein abgeschlossenes VarRegement zwischen J3 und V4-1.

Der Kappalokus auf der(8) wies sequenzielle Abwangfen vom Wildtyp auf. V4-1 lag 146
bp 5'von J3, die Heptamersequenz war erhalten uesl@ne Punktmutation auf (CAtTGTG).
147 bp 5°des Bruchpunktes auf der(8) in M&fC-Region konnte ein mdgliches Pseudo-RSS
(CAATGTG) identifiziert werden.

Die Lage des Bruchpunktes innerhalb eines (unpribduiit J3 rearrangierten V-Segments
spricht fur ein Entstehen der Translokation na¢blgter VJ-Rekombination.

Die Translokation bei BL21 kdnnte demnach durch aisuohe Hypermutation oder durch
Rezeptor-Revision entstanden sein.
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5.5.2 BL64 (siehe auch 4.4.1.2):

Der Bruchpunkt der Zelllinie BL64 befand sich 31 Bpvon J5, innerhalb der zu J5
gehdrenden Nonamersequenz. Eine 17 bp-Sequenz nbegralen Bruchpunkt des
Kappaanteils auf der(8). Das letzte Nukleotid débgtSequenz am 5 Ende entsprach dem
3’Ende der Nonamersequenz, innerhalb der der Bamith@uf der(8) lag.

der(8): 5'<8MYCRegiof2IgK>FTAAGGGGAAAGTAATT 3’

Die 17 bp-Sequenz begrenzte als Duplikation demligrunkt am 3"Ende des Kappalokus auf
der(2): 5TGATTITTGT TAAGGGGAAACTAATT<2IgK/8MY CRegion>3"

(Duplikation gelb, Nonamersequenz grau)

Folgende Sequenzhomologie auf der(8) konnte ideietift werden: eine 10 bp-Sequenz die
Teil des 5"Endes von J5 und der HeptamersequenZamal sich in einem Abstand von 62 bp
5°des Bruchpunktes in d&tY G-Region wieder.

Ferner konnte eine Akkumulation dreier Heptamersagen in einem Bereich von 355 bp
5°des Bruchpunktes auf der(8) in d&Y C-Region festgestellt werden.

Die Lokalisation des Bruchpunktes innerhalb eineonémersequenz, sowie das
Vorhandensein mehrerer Heptamersequenzen inV¥Z-Region in Bruchpunktnahe sind
Indizien fUr eine Beteiligung von RSS am Zustandek®n der Translokation. Ferner kbnnte
die 10 bp-Sequenzhomologie zwischen 2pll und 8d24Rekombinationssubstrat vom
V(D)J-Rekombinasekomplex fehlinterpretiert wordems

Die die Bruchpunkte begrenzende Duplikation konméeh endonukleolytischer Spaltung
durch komplementare Ergédnzung einzelstrangig Umeelader DNA bei der Translokation
entstanden sein.

Die beschriebenen Aspekte sprechen fur eine Adsmzider Translokationsentstehung mit
RAG-Proteinen beziehungsweise mit dem V(D)J-Rekowedekomplex, am ehesten im
Rahmen fehlerhafter V(D)J-Rekombination. Auch Hartl Lipp diskutierten 1987 bei dieser
Zelllinie eine fehlerhafte V(D)J-Rekombination atahrscheinlichste Ursache (43).
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5.5.3 Nr. 232 (siehe auch 4.4.2.1):

Der Immunphéanotyp dieser Probe entsprach dem edanzentrumslymphozyten.

Der Bruchpunkt lag Gber 2,1 kb 5" von J1. Die JiBe@® des Bruchpunktes war

nicht rearrangiert und wies keine Anzeichen statiter Hypermutation auf. In der
Umgebung des Bruchpunktes in dé¥ C-Region konnten keine Pseudo-RSS oder kryptische
RSS ausgemacht werden (am nachsten gelegen war€AGRG in einer Entfernung von
4,3 kb 3" sowie CACTGTG etwas mehr als 8 kb 3" Blrgchpunktes). Sequenzhomologien
zwischen den Translokationspartnern konnten nadntifiziert werden.

Zwischen den reziproken Bruchpunkten innerhalb Kigppaloki auf der(8) und der(2) war
eine Sequenz von 429 bp Lange deletiert. Zwisclenrdziproken Bruchpunkten dery G
Region lag eine 14 bp-Duplikation.

Die Translokation der Probe Nr. 232 weist keinadgpen Charakteristika fir einen der oben
genannten Mechanismen auf:

Gegen eine Assoziation mit dem Prozess des V(Jr&egements spricht, dass der
Bruchpunkt weder in der Nahe eines J-Segmenteg@glenoch nachvollziehbar mit einem
RSS, oder mit Sequenzhomologien assoziiert war.larunphanotyp der Probe entsprach
dem eines reifen, keimzentrumsassoziierten Lympieozyuntypisch waren allerdings
fehlende Anzeichen eines stattgehabten Leichtke&tiderangements, zumindest auf der(8).

5.5.4 Nr. 268 (siehe auch 4.4.2.2):

Der Immunphénotyp der Probe war wegen der relanngen Expression von CD10 (30%)
untypisch fiir einen Keimzentrumslymphozyten.

Der Bruchpunkt der Probe lag 245 bp 5° von J5memi nicht VJ-rearrangierten Kappalokus.
Die 245 bp zwischen J5 und dem Bruchpunkt stimmte83,3% mit der Wildtypsequenz des
Kappalokus uberein. Die an J5 grenzende Heptamezsegvar deletiert.

Eine potentielle Pseudo-RSS grenzte mit nur einemklédtid Abstand direkt 5'an den
Bruchpunkt (CACTGTG). Eine 6 bp-Sequenzhomologistdoed zwischen dem 5 Ende von
J5 und der translozierteWlYG-Region (28 bp 5° des Bruchpunktes). Auch bei Bléten
diese Nukleotide Teil der Sequenzhomologie (bei 268 die letzten 6 bp, bei BL64 die
letzten 7 bp und zusatzlich 3 bp des angrenzen@gtakhers).

Das Vorliegen eines nicht VJ-rearrangierten Kappado die Lage eines Pseudo-RSS in

unmittelbarer Bruchpunktndhe, sowie eine J-assteii&equenzhomologie in déMYC
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Region sind Indizien die fur eine ursachliche Begjeng des Prozesses der somatischen

Rekombination an der Translokationsentstehung bprec

5.5.5 Nr. 319 (siehe auch 4.4.2.3):

Die Probe Nr. 319 wies immunphanotypisch Charasti&a reifer
Keimzentrumslymphozyten auf und zeigte ein abgessignes VJ-Rearrangement zwischen
J4 und V2-28. Die VJ-Fusion erfolgte exakt am 5'&mdn J4 an der urspringlichen Position
des Heptamers. V2-28 wies zwei Deletionen auf: €liée bp-Deletion 111 bp 3'des
Bruchpunktes sowie eine 6 bp-Deletion 24 bp 3 despunktes. Die Bruchpunkte auf der(8)
und der(2) grenzten sowohl innerhalb vonV2-28 aishainnerhalb deMYCGRegion direkt
aneinander.

Das abgeschlossene VJ-Rearrangement mit Zeichesitdestattgehabter Hypermutation
(zwei Deletionen), das Fehlen einer Assoziation RBS sowie der Keimzentrumphanotyp
der Probe sind Argumente fur somatische Hypernarials Translokationsursache bei dieser
Probe. Ein plausibles Szenario ware eine missgiigktitere Deletion als Ursache eines
Doppelstrangbruches mit Verlust des physiologischagationspartners und konsekutiver

Translokation.

5.5.6 P15 (siehe auch 4.4.2.4):

Das Immunprofil der Probe P15 war mit NegativitdhvCD10 untypisch fir einen reifen
Keimzentrumsphanotyp. Der Bruchpunkt lag innerhadh J5, in einem auf der(8) nicht VJ-
rearrangierten Kappalokus. Eine mogliche Pseudo-R8& sich 88 bp 5° des Bruchpunktes
in derMYG-Region. Die unmittelbar in die Translokation invieiten Sequenzen beider Loci
auf der(8) waren sequenzhomolog:

Die letzten 11 bp des 5 Endes der Wildtypsequemn 5 entsprachen unter
Bertcksichtigung einer 2 bp-Deletion exakt den ezrs8 bp des 3° Endes der an sie
translozierten Sequenz ddiY G-Region:

J5-Wildtyp: GATCACC | I CGGCCAAGGGACACGACTGGAGA
P15-BruchregionCATCACC CG<>GCCAAGGGACACGACTGGAGA

Der reziproke Bruchpunkt auf der(2) lag 28 bp wetauf dem Kappalokus.
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In der MYCG-Region auf der(2) wurde der Bruchpunkt am 5"Endie &iner 150 bp-Sequenz
begrenzt. Diese 150 bp-Sequenz befand sich 607 bped urspriinglichen Position auf dem
MY G-Wildtyplokus.

Der Mechanismus der Entstehung dieser Transpoditieibt unklar. Theoretisch kdnnte es
sich auch um einen Polymorphismus handeln.

Die Sequenzhomologie der Bruchpunktumgebung a8yand die negative Expression des
Keimzentrumsantigens CD10 sind Argumente die anstehefir fehlerhafte somatische

Rekombination als Translokationsursache sprechen.

5.5.7 P33 (siehe auch 4.4.2.5):

Untypisch fur ein reifzelliges B-NHL war hier die iedrige Expression der
keimzentrumsassoziierten Antigene CD10 (9%) und @Q3%). Der Bruchpunkt der Probe
auf der(8) lag in einem (soweit nachvollzogen) higarrangierten Kappalokus, 13 bp 5 von
J4. Sequenzalterationen fanden sich 5°von J4, hattervon J4 und 3’von J4. Die
Heptamersequenz am 5"Ende von J4 war vorhandesaequentiell unverandert. 166 bp 5
des Bruchpunktes in deMYGCRegion konnte eine Pseudo-RSS im Sinne einer
heptamerahnlichen  Sequenz ausgemacht werden (CTGAGTHinweise auf
Sequenzhomologien zwischen den Translokationsparfaaden sich nicht.

Die Lokalisation des Bruchpunktes nahe von J4, &lseudo-RSS 5  des Bruches in der
MYC-Region sowie der unreife Immunphanotyp der Prgirechen fur fehlerhafte V(D)J-
Rekombination als Ursache der Translokation. Digngerte Sequenz in und um J4 kdnnte
wéahrend der Translokation durch TdT Uber Deletiormowie P- und N-Nukleotid-
Substitutionen zustande gekommen sein.

Auf der anderen Seite konnten die Abweichungen wam Wildtypsequenz Ursache
somatischer Hypermutation sein. Ein bereits sthttglenes VJ-Rearrangement 5° des
Bruchpunktes auf dem Kappalokus (also auf der(2)ype nicht ausgeschlossen.

Die Translokation kénnte also auch wéhrend sontatisélypermutation eines V-J1/J2/J3-
rearrangierten Kappalokus entstanden sein. Einhdsmmatische Hypermutation veranderter
reziproker Bruchpartner ware auch eine Erklarungdén nicht gegliickten Nachweis des
reziproken Bruchpunktes auf der(2). Gegen ein sl@rzenario spricht allerdings der unreife,
keimzentrumsuntypische Phénotyp der Probe.
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5.5.8 P37 (siehe auch 4.4.2.6):

Der Immunphéanotyp von P37 war typisch fur den raffeimzentrumslymphozyten.

Die Probe zeigte ein abgeschlossenes VJ-Rearramgeméschen J4 und V2-26. Der
Bruchpunkt lag 165 bp 5” der codierenden Sequen¥2iR6, beziehungsweise 452 bp 5” des
5" Endes von J4. In V2-26 fanden sich Anzeichendiigelaufene Hypermutation: zwei
Nukleotidinsertionen, eine 2 bp-Deletion sowie gt sieben Nukleotidabweichungen von
der Wildtypsequenz.

Zwischen den Translokationspartnern auf der(8) fsiod eine Sequenzhomologie von 9 bp
Lange in unmittelbarer Bruchpunktumgebung. Diese imader MYC-Region Bestandtell
einer Nonamer-dhnlichen SequenZAATATAAAACC. (Rot: Sequenzhomologie, grau
unterlegt: Pseudo-RSS).

Auf dem Kappalokus von der(8) bildete die Sequenmblogie das 3° Ende einer die
reziproken Bruchpunkte flankierenden Duplikatiomw8 bp Lange.

der(8):
5'<8BMYCRegior2IgKk>TAGAATCCCCTTTGCGGCTTGCAAATTTGGAATATGTTTAGa
aTATAAA 3

der(2):

5 TAGAATCCCCTTTGCGGCTTGCAAATTTGGAATATGTTTAGaaTATAAK2IgK/
8MYCRegion>3"

Bei dieser Probe stellt aufgrund der aufgefuhrtdrar@kteristika (Keimzentrumsphanotyp,
stattgehabtes VJ-Rearrangement mit Zeichen abgelaufHypermutation sowie Pseudo-
RSS-Assoziation, Sequenzhomologie und Duplikatiorder Mechanismus der
Rezeptorrevision nach abgeschlossenem VJ-Rearramjexime wahrscheinliche Ursache fur

die Entstehung der Translokation dar.
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5.5.9 P47 (siehe auch 4.4.2.7)

Der Immunphénotyp der Probe P47 war keimzentrunsthip Der Bruchpunkt auf der(8) lag
am 5 Ende von J2, in einem nicht VJ-rearrangiert@appalokus. Die J-Region des
Kappalokus zeigte keine Abweichung von der Refesegaenz. (Pseudo-)RSS konnten nicht
als an der Translokation beteiligt ermittelt werden

Eine Sequenzhomologie bestand zwischen dem 5" &md®Vildtypsequenz von J2 und der
den Bruchpunkt demarkierenden SequenzM¥C-Region: Am 5° Ende von J2 waren funf
von sieben Nukleotiden identisch zu der an siestaamertenMY G-Sequenz (rot).

J2-Wildtyp: TGTACACTTTTGGCCAGGGGACCAAGCTGGAG

P47 Bruchregion.GGCACAG>TTTTGGCCAGGGGACCAAGCTGGAG

Untypisch fur den Prozess des V(D)J-Rearrangemsiate ein Schnitt innerhalb eines zu
rearrangierenden J-Segments und nicht an seindamdeé zwischen Heptamer und J-Exon.
Andererseits kénnte der Bruchpunkt auch direkt afarigle von J2, zwischen codierendem J-
Exon und zugehérigem Heptamer gelegen sein undoeiigen abweichenden Nukleotide
(T>G, T>C) im Rahmen der Doppelstrangbruchreparatier durch TdT als N-Nukleotide
nach der Translokation substituiert worden sein.

Auch bei dieser Probe konnte ein bereits stattgekaldJ-Rearrangement zwischen J1 und
einem V-Segment 3" des Bruchpunktes auf der(2)trecisgeschlossen werden, da kein
reziproker Bruchpunkt detektiert wurde.
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5.6 FAZIT ZUR MOLEKULAREN CHARAKTERISIERUNG UND AUS BLICK

Die Ergebnisse dieser Arbeit geben Einblick in brsivenig erforschte molekulare Strukturen.
Zur gleichen Zeit werfen sie neue Fragen auf:

Die gefundenen Bruchpunkte variierten stark inritimetfernung ziMYC.

Diese Tatsache macht ein allen t(2;8) zugrundeelidgs identisches Zusammenspiel an
Mechanismen der Deregulation unwahrscheinlich. ZBeispiel ist fragwirdig ob eine
raumliche Umorganisation im Sinne des Loop-Mecsranis bei geringen Entfernungen der
Kappa-Enhancer zMYC (wie bei P47, Nr. 232 und Nr. 268) eine Rolle Kpie

Ferner ware zu klaren ob bei groReren Entfernurfgem bei der Probe P15) noch weitere
Mechanismen zur r&umlichen  Annédherung der  Strukturebeziehungsweise
Distanzlberbriickung beitragen.

Durch die Technik der inversen Long Distance PCRarge eine Beschreibung der
Bruchregionen auf molekularer Ebene. Es wurde &itigehabtes, abgeschlossenes Ereignis
dargestellt. Ruckschlisse auf individuell zugruhidgende Mechanismen der Pathogenese
und den Zeitpunkt der Translokationsentstehung simadit hypothetisch.

Fur die Proben schienen durch Abgleich der idemgifien Sequenzen mit erhobenen,
publizierten Daten und Hypothesen unterschiedlRagomechanismen plausibel:

Demnach sind die Proben BL64, Nr. 268 und P15 rliglweise im Rahmen der
VJ-Rekombination transloziert. Ein Szenario fir @iranslokationsentstehung bei der Probe
Nr. 319 stellt die somatische Hypermutation dari Ber Probe P37 koénnte fehlerhafte
Rezeptorrevision Ursache der Translokation sein.

Bei den Proben BL21, Nr. 232, P33 und P47 konnteath der in 5.5 aufgefiuihrten Kriterien
keiner der genannten Mechanismen als wahrschestdidbrsache der Translokation gewertet
werden.

Die hier praktizierte Methode der inversen Long tBnge PCR konnte bei der
Charakterisierung weiterer, den Kappalokus betnelée Chromosomentranslokationen
Anwendung finden. Eine Voraussetzung hierfir wéiree eBruchpunktlokalisation in der
Néahe der J-Segmente.

Ein auf diese Weise isolierter Chromosomenbruchputknte dann zum Beispiel auch als

klonaler Marker fir die Diagnostik Minimaler Resteankung (MRD) genutzt werden.
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Insgesamt stellen die hier gewonnenen Daten nuanekheinen Ausschnitt der komplexen
Pathologie der varianten Translokation t(2;8) bBumkitt-Lymphom dar.

Fur ein umfassendes Verstandnis ihrer Entstehumy, Reregulation vonMYC und
letztendlich der Erkrankung ist weitere Forschungtwendig, nicht zuletzt um

maoglicherweise den Grundstein fur die Entwickluniffedenzierterer Therapieoptionen zu

legen.
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6. ZUSAMMENFASSUNG

Die seltene variante Translokation t(2;8)(p11;gb4)m Burkitt-Lymphom ist nur wenig
erforscht und molekular unvollstandig verstandemnDvenigen bisher bekannten Fallen
gemeinsam ist die Translokation der Immunglobulvater des Kappalokus in die

MY C-Region auf 8924. Dies fiihrt zur Deregulation urimetéxpression vomYC.

In allen beschriebenen Fallen liegt der Bruchpumktunterschiedlicher Entfernung 3" von
MYC.

In der vorliegenden Arbeit wurde die Methode deremsen Long Distance PCR auf ihre
Eignung zur Detektion und Charakterisierung deB)(auf molekularer Ebene verwendet.
Nach Erprobung der Methode an den t(2;8) Zellliri¢r21 und BL64

wurde eine Population von n=51 t(8;14)-negativeAlR-Proben untersucht.

Insgesamt konnten mit der Methode sieben neue Fgiller t(2;8) detektiert und
charakterisiert werden.

Innerhalb deMYC-Region lagen alle dargestellten Bruchpunkte 3" MfC.

Die jeweiligen Abstande variierten stark: der amhsien vonMY C gelegene Bruchpunkt lag
in einer Entfernung von 1.315 bp, der am weitestgfernte lag tber 530 kb in 3" Richtung.
Auf dem Kappalokus lagen die gefundenen Bruchpumkt@iner Probe innerhalb eines
rearrangierten V-Segments. In den restlichen Fadlgrder Bruchpunkt innerhalb der
J-Region des Kappalokus.

Bei vier von sieben Proben konnte zusatzlich digoreke Bruchregion auf der(2) dargestellt

werden.

Die mit der Translokation einhergehende Deregutaties TranskriptionsfaktoMdY C als ein
entscheidender Mechanismus der malignen Transfamatlier Zelle ist Gegenstand
intensiver Forschung. Die Einheitlichkeit der dedegrenden Mechanismen erscheint vor
dem Hintergrund der vorliegenden Arbeit fragwirdigesonders in Hinblick auf die
ermittelten teils erheblichen Distanzen zwischenmd@&ruchpunkt (und damit den
Kappaenhancern) uridYC.

Ferner herrscht tGber den Zeitpunkt und die Mechaamsder Translokationsentstehung in der
Zelle Unklarheit: diskutiert werden Fehler beim R@arrangement des Kappalokus, Fehler
bei der somatischen Hypermutation sowie bei derepezrevision nach somatischer

Hypermutation.
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Die in dieser Arbeit dargestellten molekularen Kiuen der Bruchregionen der Proben
gestatteten in vier Féllen eine pathogenetischedfumg zu einem der Mechanismen. In den

restlichen Fallen war keine eindeutige Zuordnungjliob.

Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden dissMethode der inversen Long
Distance PCR zur Detektion und Darstellung derarden t(2;8) auf molekularer Ebene
geeignet ist. Die wenigen bekannten Daten zur ntatat(2;8) konnten um sieben neue Falle
erganzt werden.

Die Ergebnisse dieser Arbeit geben Einblick in 8teukturen der Translokation auf DNA-
Ebene und ermoglichen Riickschlisse und Uberlegungémer molekularen Pathogenese.
Gleichzeitig werfen die Ergebnisse neue Fragen waud zeigen dass zum besseren
Verstandnis des komplexen Zusammenspiels der itigkse pathogenetischen Mechanismen

weiterfiihrende Forschung notwendig ist.
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8. ABKURZUNGSVERZEICHNIS

AID
ALL
bvr-1
CML
eBL
EBV
FAB-Klassifikation
FISH
GMALL
HMG
IgH
IgK
IgL
KE3’
KEi
kKMAR
NHEJ
NHL
RAG
RFLP
RSS
sBL
slg
SSA
TdT

Activation induced Cytidine Deaminase
Akute Lymphatische Leukamie

Burkitt's variant rearranging region-1
Chronisch myeloische Leukadmie
endemisches Burkitt-Lymphom

Epstein Barr-Virus
French-American-British

Fluoreszenz In Situ Hybridisierung
German Multicenter ALL

High Mobility Group Proteins
Immunglobulin-Schwerkettenlokus
Immunglobulin-Leichtkettenlokus Kappa
Immunglobulin-Leichtkettenlokus Lambda
Kappa 3"Enhancer
Kappa-Intron-Enhancer

Kappa Matrix Attachement Region

Non Homologous End Joining

Non Hodgkin Lymphom

Recombination Activating Genes
Restriktionsfragment-Langenpolymorphismus
Rekombinationssignalsequenzen
sporadisches Burkitt-Lymphom
Oberflachenimmunglobulin
single-strand annealing

terminale Desoxynukleotidtransferase
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