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1. EINLEITUNG

1.1 Grundlagen der Chromosomenphysiologie

Die Entwicklung der Mikroskopie, beginnend Ende des 16. / Anfang des 17. Jahrhunderts,
unterstreicht, wie methodischer Fortschritt den wissenschaftlichen Erkenntnisgewinn
bestimmt. Dank der Lichtmikroskopie konnten der Botaniker (und Rechtsanwalt)
Schleiden und der Anatom Schwann 1838/39 die Zelltheorie begriinden und damit den
einheitlichen Aufbau von Tieren und Pflanzen, einschliellich des Menschen aus einzelnen
Bausteinen, den Zellen, postulieren (Schleiden 1838; Schwann 1839). Hinsichtlich ihrer
Erklarung, wie es zur Bildung neuer Zellen kommt, irrten sie sich jedoch grundlegend und
haben auch die damals verbreitete Vorstellung einer Urzeugung nicht ausgeschlossen. In
seinem beriihmten Aphorismus von 1855 stellte Virchow indes klar: "Omnis cellula e
cellula™ und legt mit seinem Hauptwerk der "Cellularpathologie” die Grundlage fur die
moderne naturwissenschaftliche Medizin (Virchow 1855; Virchow 1858).

Durch Zellteilung entstehen aus einer Zelle zwei Tochterzellen. Es dauerte aber noch bis
1875, bis der Botaniker Strasburger und der Zoologe Biitschli den vollstandigen Ablauf der
Kernteilung (Mitose) beschrieben und weitere 10 Jahre bis zur Feststellung Rabls, dass die
hierbei beobachteten Chromosomen offensichtlich fiir jede Art konstant sind (Strasburger
1875; Butschli 1876; Rabl 1885). Die mitotische Teilung macht daher verstandlich,
weshalb praktisch alle Korperzellen die gleiche Anzahl von Chromosomen und damit auch
von Erbanlagen aufweisen.

In diese Zeit hinein fallt auch die zutreffende Beschreibung des Befruchtungsvorganges
durch O. Hertwig, wonach sich der Eikern und der aus dem Kopf des eingedrungenen
Spermiums gebildete Kern zu einem neuen Kern vereinigen (Hertwig 1876). Am Beginn
der Entwicklung eines jeden Individuums steht danach die kernhaltige Zygote, im
Gegensatz zu Haeckels Annahme, dass es sich bei dem Ei um eine kernlose "Monerula”
handele. Unklar blieb, weshalb es nicht mit jeder neuen Generation zu einer Verdoppelung
des Kernmaterials, der Chromosomen, kommt. Die Antwort lieferten E. van Beneden und
T. Boveri mit dem Nachweis der Reduktionsteilung (Meiose) (Beneden van and Neyt
1887; Boveri 1888). Als deren Folge weisen die Keimzellen nur einen einfachen,
haploiden Chromosomensatz (n) auf, die Kdrperzellen hingegen einen doppelten, diploiden
Chromosomensatz (2n). Nach Wiederentdeckung der Mendelschen Regel stellten Sutton
(1902) und Boveri (1904) erleuchtend fest, dass die im Kreuzungsexperiment erschlossene

Weitergabe der Erbanlagen ihr sichtbares cytologisches Korrelat im Verhalten der
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Chromosomen bei Meiose und Befruchtung haben und begrindeten damit die
Chromosomentheorie der Vererbung (Ubersicht siehe Cremer 1985). Damit ist, entgegen
manchem Vorurteil, zugleich belegt, dass die Zytogenetik keine rein deskriptive Disziplin
ist, da sie auf einem hoheren Niveau biologischer Organisation als der DNA entscheidende
biologisch-medizinische Sachverhalte in einem logischen Zusammenhang darzustellen
vermag. Heute kommt hinzu, dass sie durch ihren neuen Zweig, die molekulare
Zytogenetik, unmittelbar Anschluss an die molekulare Genetik und damit auch die
molekulare Medizin gefunden hat. So konnen strukturelle Veranderungen der
Chromosomen, die die Keimbahn betreffen und mit klinischen Auffalligkeiten einhergehen
oder die maligne Zellen auszeichnen, den Weg zu den jeweils betroffenen Genen weisen.
Dartiber hinaus hat die Zuordnung der verschiedenen Gene und nicht-kodierender
Abschnitte zu den  chromosomalen  Bereichen, die sich  mittels der
Chromosomenbénderungstechniken unterscheiden lassen, zudem eine funktionelle
Gliederung der Chromosomen belegt, die von grundsétzlicher medizinischer Relevanz ist
(Ubersicht: Sperling and Neitzel 2003).

Mittels der G-Banderung lassen sich, z.B. an Prometaphasechromosomen, bis zu 850
dunkle (G-Banden) und helle (R-Banden) Chromosomenbanden pro haploidem
Chromosomensatz unterscheiden. Dabei weisen die G-Banden eine geringe Dichte von
Genen auf, die gewebs- und entwicklungsspezifisch reguliert werden. Die R-Banden
zeigen einen hoheren Gengehalt, wobei auch die sog. ,house keeping genes*
eingeschlossen sind, die den Grundmetabolismus der Zellen steuern und praktisch in jedem

Gewebe exprimiert werden (Abb. 1).

Name GC-Gehalt Gengehalt Genfunktionen repet. DNA
7 T-Bande Hach ++++ Jhouse keeping
gernes” und
entwicklungs- SINES
spezifische
P Gene
R-Bande Hach ++
G-Bande Gering + Entwicklungs- LINES
und Gewebs-
spez. Gene
C-Bande Gering Genlaer Keine Satelliten DA,

Abb. 1: Molekulare und genetische Organisation der menschlichen Chromosomen. Die chromosomalen
Banden unterscheiden sich neben dem GC-Gehalt auch in der relativen Anzahl der Gene sowie deren
Hauptfunktionen. In G-Banden befinden sich langere, etwa 1000bp lange repetitive Elemente (LINES, ,,long
interspersed nucleotide elements*), wahrend in T- und R-Banden hauptsachlich die nur 300bp langen SINES
(,short interspersed nucleotide elements*) vorliegen.
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Neben dem Gengehalt unterscheiden sich die G- und R-Banden zudem im GC-Gehalt
sowie in den vorherrschenden repetitiven Elementen (Abb.1). In den chromosomen-
endstandigen Bereichen, den T-Banden, ist die Gendichte am hochsten. Das C-Banden
positive Material, welches mittels der C-Bénderung vorwiegend im Bereich der
Zentromere nachweisbar ist, besteht aus repetitiven Satelliten-DNAs und wird als genleer
angesehen (Holmquist 1992).

Die funktionelle Gliederung der Chromosomen ist auch aus Klinischer Sicht von
Bedeutung, da eine Imbalance von R-Bandenmaterial grofiere Auswirkungen hat, als die
von G-Banden. Mengenverdnderungen des C-Bandenmaterials, sog. chromosomale
Heteromorphismen, haben nach heutigem Wissensstand keine klinische Relevanz.

Die Darstellung von Metaphasechromosomen setzt das Vorliegen proliferierender Zellen
voraus. Im gesamten Zellzyklus dauert die Mitose etwa eine Stunde. Wahrend der
Interphase (Gi-Phase, S-Phase und G, Phase) hingegen liegen die Chromosomen
»dekondensiert* vor. Sie nehmen distinkte Territorien im Interphasekern ein, deren Fléche
(Volumen) allerdings kaum uber der von Metaphasechromosomen liegt (z. B. Lemke et al.
2002).

Der ordnungsgemale Zellzyklusablauf wird von verschiedenen Kontrollmechanismen
(,,checkpoints®) Uberwacht, die direkt mit den Regulatoren des Zellzyklus kooperieren
(Ubersichten: Pihan and Doxsey 2003; Lengauer 2005). Mutationen in den zugrunde
liegenden Genen, insbesondere denen, die Spindel, Zentrosom und Kinetochor betreffen,
aber auch die Cohesine, konnen chromosomale Fehlverteilungen und damit Aneuploidien
hervorrufen (Abb. 2).

Als ein Beispiel fur einen Cohesionsdefekt sei hier die autosomal rezessive “mosaic
variegated aneuploidy” mit Tumorpradisposition angefuhrt. Dies ist eine Krankheit, die auf
Mutationen im BUB1B-Gen basiert, welches spezifische Aufgaben im Spindel-Checkpoint
sowie in der Schwesterchromatidcohesion wahrnimmt. Die betroffenen Patienten zeigen in
ihren somatischen Zellen gehauft Mosaike chromosomaler Aneuploidien und haben ein
erhohtes Risiko fir Tumoren, wie Rhabdomyosarkome, Wilms Tumoren und Leukamien
(Hanks et al. 2004).

Die Checkpoint-Kontrollen der Interphase sprechen auf das VVorliegen von DNA-L&sionen
an. Die DNA wird, im Gegensatz zu anderen Molekilen der Zelle, nach einer Schadigung
nicht eliminiert sondern repariert, was generell mit der Arretierung des Zellzyklus

einhergeht.
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o . G1/S Checkpoint-Defekt
Mitotischer Checkpoint-Defekt ol
T

Spindeldefekte
\ “— DNA Reparatur-Defekte

<— Zentrosomenduplikation

Kinetochordysfunktion

T Telomerfusionen
Cohesionsdefekte

Abb. 2: Schematische Darstellung einiger fiir Aneuploidien verantwortlicher Defekte. Multipolare
Mitosespindeln und Chromosomenfehlverteilungen kénnen durch eine fehlerhafte Zentrosomenzahl bedingt
sein.  Cohesionsdefekte  fihren  durch  vorzeitige = Schwesterchromatidtrennung  ebenso  zu
Chromosomenfehlverteilungen, wie eine fehlerhafte Bindung von Spindelfasern beider Pole an das
Kinetochor. Zu verschiedenen Zeitpunkten des Zellzyklus kdnnen zusétzlich ,,checkpoint*- und DNA-
Reparatur-Defekte das Aneuploidierisiko erhghen.

1.2 DNA-Reparatur

Der DNA-Reparatur kommt aufgrund der vielfaltigen endogen und exogen bedingten
Schéadigungen der DNA eine sehr grofie Bedeutung zu. Die DNA-Reparaturmechanismen
sind demgemal evolutiondr hoch konserviert (Jefford and Irminger-Finger 2006). Sie
lassen sich grob in drei verschiedene Kategorien einteilen (Hoeijmakers 2001). Mittels
Exzisions-Reparatur werden defekte Basen (Basen-Exzisions-Reparatur; BER) bzw.
Nukleotide (Nukleotid-Exzisions-Reparatur; NER) unter Verwendung des intakten
komplementaren Stranges als Matrize ersetzt. Die Mismatch-Reparatur (MMR) hingegen
korrigiert unter Zuhilfenahme des intakten parentalen Stranges als VVorlage Fehler, die bei
der DNA-Replikation auftreten. Mutationen in den Mismatch-Reparatur-Genen fulhren zu
einer so genannten Mikrosatelliten-Instabilitdt (MSI), die beispielhaft bei Patienten mit
hereditarem kolorektalem Karzinom ohne Polyposis (HNPCC) beschrieben wurde
(Thibodeau et al. 1993; Aaltonen et al. 1994). Zur DNA-Doppelstrangbruchreparatur und
zur Reparatur von DNA-Strangvernetzungen (,,cross-links*) besitzen eukaryotische Zellen
zwei verschiedene Rekombinations-Reparaturmechanismen (Hoeijmakers 2001). Bei der
homologen Rekombination (HR) wird der homologe Chromosomenabschnitt der
Schwesterchromatide als Matrize zur Reparatur herangezogen, wodurch dieser auf die S-

und G,-Phase beschrankte Mechanismus weitgehend fehlerfrei ablauft. VVon groRerer
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Bedeutung beim Menschen ist die Reparatur auch mittels ,,non-homologous end joining*
(NHEJ), wobei es regelméBig zum WVerlust von Basen kommt. Als Folge eines
fehleranfalligen NHEJ zwischen unterschiedlichen Chromosomen kann es zu
tumorrelevanten somatischen Chromosomenverénderungen kommen (Aten et al. 2004), die
in der nachfolgenden Mitose als Chromosomenaberration (z.B. unbalancierte
Translokation) erkennbar werden.

DNA-Schadigungen missen jedoch vor der Einleitung der Reparaturprozesse zunéchst
erkannt werden. Hierzu dienen sog. ,,Sensor-Proteine® (Weinert 1998). Diese aktivieren
»rransducer-Proteine”, die die eigentlichen , Effektor-Proteine” steuern. Zu diesen
»Effektor-Proteinen” zahlen neben den eigentlichen DNA-Reparaturproteinen auch die
Proteine, die die Arretierung des Zellzyklus bewirken. Nach Kinzler und Vogelstein
gehoren diese Proteine der Gruppe der ,,caretaker” an (Kinzler and VVogelstein 1997). lhre
biallelische Inaktivierung fiihrt zu genomischer Instabilitdt infolge fehlerhafter bzw.
ausbleibender DNA-Reparatur und somit zu einer Akkumulation mdglicher
tumorausldsender Mutationen.

Zu den ,,gatekeeper“-Genen zahlt die Mehrzahl der Tumorsuppressorgene, die z.B. die
Zellteilung regulieren und bei besonders schwerer Schadigung des Genoms den Zelltod
durch Apoptose einleiten. Tumorsuppressorgene kodieren flr negative Regulatoren der
Zellproliferation und wirken rezessiv (Ubersicht siehe Weinberg 1994). Die in
Tumorzellen hdufig beobachtbare Inaktivierung von Tumorsuppressorgenen durch ,,loss of
function“-Mutationen kann uber einen Funktionsverlust beider Allele (Knudson 1971),
z.B. durch Deletionen und Genmutationen, oder auch durch funktionelle Inaktivierung
mittels Promotormethylierung bedingt sein. Protoonkogene, die ebenfalls den
»gatekeepern“ zugeordnet werden konnen, regulieren oftmals die Zellproliferation positiv.
Ihre Mutationen, in der Regel ,,gain of function*-Mutationen, wirken sich dominant aus.

1.3 Chromosomenaberrationen

Chromosomenaberrationen kénnen in numerische und strukturelle Aberrationen
unterschieden werden (Abb. 3). Etwa 8% aller klinisch erkannten Schwangerschaften
zeigen zytogenetisch erkennbare numerische (7%) bzw. strukturelle (1%) Veranderungen
(Templado et al. 2005). Zahlenmé&Rig sind Aneuploidien ebenfalls die hdufigste Ursache

aller Chromosomenanomalien bei Neugeborenen (Tabelle 1).
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Numerische Imbalancen

i 1T i 8.

Trisomie Monosomie Markerchromosom Ringchromosom

Intrachromosomale Imbalancen

i) L) ) VA

Deletion Mikrodeletion Duplikation Microduplikation

Interchromosomale Imbalancen

000 ffgy Lo

Insertion Unbalancierte Robertsonsche Translokation Unbalancierte Translokation

Abb. 3: Schematische Darstellung verschiedener Chromosomenaberrationen, die chromosomale Imbalancen
hervorrufen (Erlauterungen siehe Text).

Hierbei dominieren in ihrer Gesamtheit die gonosomalen Anomalien. Nur eine
Monosomie, die XO-Konstitution, ist mit dem Leben vereinbar. Unter den autosomalen
Trisomien finden sich nur solche der Chromosomen 13, 18 und 21 unter Neugeborenen.
Diese Elemente weisen auch zugleich die geringste Zahl an Genen auf. Wie vor allem
molekularzytogenetische Studien zeigen (Delhanty 1997), liegt beim Menschen zum
Zeitpunkt der Befruchtung eine wesentlich héhere Zahl aneuploider Chromosomensatze
vor. Diese gehen Uberwiegend auf ein ,,non-disjunction® in der Oogenese zuriick. Nach
Angell kommt ein weiterer Mechanismus hinzu, der auf der frihzeitigen Trennung der
Schwesterchromatiden mit nachfolgender Chromatidfehlverteilung in der Meiose | beruht
(Angell 1997). Das haufige Auftreten all dieser Fehlverteilungen spricht dafir, dass die
Checkpoint-Kontrolle zur Erkennung dieser Schaden in den Reifeteilungen der Oozyten
und den ersten Furchungsteilungen noch nicht wirkt (Handyside and Delhanty 1997).
Ausdruck davon sind auch die grofie Anzahl von Mosaiken unter Blastomeren (Baart et al.
2006).
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Tabelle 1: Haufigkeiten verschiedener Chromosomenanomalien bei Neugeborenen
(aus Gardner und Sutherland, 2003)

Definition o/oo Gesamt o/oo

Chromosomenverinderungen {(unbalanciert)
Autosomale Trizsomien

12 0,08

12 0,15 14

21 1.2

Triploidien 0.0z
Gonesomale Aneuploidien (m)

Y 1.2

XYY 1.2 2.5

Andere 0,15

Gonosotnale Aneuploidien (w)

0 und X0/ 0,3

HHX 1.1 1.4
Unbalancierte strukturelle Veranderungen (2n=46) 0,
Zuzatzliche struldturell weranderte Chromozomen 0.4

(2n=47)

Tnkalancierte Imbalancen (sex matched) 4 (1 auf 250)
sStrukturelle Veranderungen (halanciert)

rcp 2,5

rob 1.0 4.3

v (perizentrisch) 0,8

Insgesamt 8,201 auf 120

Liegt in der befruchteten Zygote eine Trisomie oder eine Monosomie vor, kdnnen in den
nachsten Zellteilungen sog. ,,rescue” Mechanismen einsetzen und zu einer uniparentalen
Disomie (UPD) fiihren. Es kann durch sekundaren Verlust eines (berzédhligen
Chromosoms eine Disomie, bzw. durch ,,non-disjunction“ oder Reduplikation aus einer
monosomen Zelle eine disome entstehen (Ubersicht: Gardner and Sutherland 2003). Dabei
kdnnen uniparentale (Hetero-) Disomien (z.B. bei ,trisomy rescue*) oder auch parentale
Isodisomien (z.B. bei ,,monosomy rescue®) entstehen (Engel 1998). Da die Expression
einer Reihe von Genen von der elterlichen Herkunft abhé&ngt, kann eine uniparentale
Disomie auch krankheitsrelevant sein. So fiihrt eine uniparentale maternale Disomie des
Chromosom 15 zum Prader-Willi-Syndrom, eine paternale zum Angelman-Syndrom
(Brannan and Bartolomei 1999) Abb. 4B).
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A B

Dosiseffekt; del, dup - _, Imprintingeffekt (funktionale
euchromatischer Chromosomen- Imbalance); vollstandige
anteile; komplette Aneuploidien a oder partielle uniparentale

Hetero- oder Isodisomie

C D
Disruption eines Gens am - — Positionseffekt; Gen unter
Bruchpunkt einer Translokation — = neuer Kontrolle

Abb. 4: Zusammenstellung verschiedener grundlegender, durch Chromosomenverénderungen hervor-
gerufener, Effekte.

Die strukturellen Chromosomenverédnderungen beim Menschen lassen sich in zwei
Kategorien einteilen. Zum einen in die Gruppe der recht h&ufigen balancierten
strukturellen  Verdnderungen, wie reziproke Translokationen,  Robertsonsche
Translokationen und Inversionen (Tabelle 1). Dem gegenlber stehen die unbalancierten
Verénderungen, wie unbalancierte Translokationen, Duplikationen, Deletionen, Insertionen
sowie Uberzéhlige Marker- und Ringchromosomen (Tabelle 1; Abb. 3).

Den strukturellen  Chromosomenaberrationen liegen  verschiedene Entstehungs-
mechanismen zugrunde. Reziproke Translokationen setzen eine Lagebeziehung der
Chromosomen voraus und kénnen zwischen allen menschlichen Chromosomen eintreten.
Die Haufigkeit ihrer de novo Entstehung in der Keimbahn wurde von Jacobs mit 1,6 x 10
ermittelt (Jacobs 1981). Sie gehen auf eine illegitime meiotische Rekombination zweier
nicht homologer Chromosomen zuriick. Kommt es zu einer illegitimen Rekombination
innerhalb eines Chromosoms, so kann die Folge eine Inversion sein. Die hierbei beteiligen
Segmente konnen sog. ,,duplicons” mit hoher Homologie sein, die derartige illegitime
Rekombinationsereignisse begiinstigen (Peoples et al. 2000). Zusétzlich scheinen auch
palindromische AT-reiche Sequenzen die Haufigkeit von Translokationsereignissen zu
erhbhen (Kurahashi et al. 2003). Die Entstehung der h&ufigeren Robertsonschen
Translokationen, also der ,,Fusion“ zweier akrozentrischer Chromosomen, sind offenbar
ebenfalls auf repetitive Sequenzen, die in diesem Fall invertiert vorliegen, zurlickzufuihren
(Sullivan et al. 1996). Wahrend es bei Robertsonschen Translokationen zu keinem
nennenswerten Genverlust kommt, zeigen 6% aller Tréger von reziproken de novo
Translokationen kongenitale Auffalligkeiten. Diese kdnnen sowohl durch das Vorliegen

submikroskopischer Deletionen, als auch durch direkte Disruption eines Gens bedingt sein
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(Abb. 4A+C). Ebenso kann die Bruchstelle nicht das Gen selbst, sondern dessen
regulatorische Sequenzen zerstdren, oder aber ein Gen kann aufgrund der Translokation
unter Kontrolle eines anderen Promotors geraten und somit einer aberranten Expression
unterliegen (Abb. 4D). Derartige Translokationen als Folge illegitimer mitotischer
Rekombination spielen eine wichtige Rolle in der Tumorgenese.

Neuere Daten zeigen, dass strukturelle Chromosomenaberrationen offenbar haufiger in der
mannlichen Keimbahn de novo entstehen (Shaffer and Lupski 2000; Thomas et al. 2006b),
wéhrend die meisten konstitutiven Aneuploidien auf maternale Meiose I-Fehlverteilungen
zuruckzufihren sind (Hassold and Hunt 2001; Pellestor et al. 2006).

Tréger balancierter Translokationen haben aufgrund der verschiedenen mdglichen
meiotischen Segregationsarten bei der Gametenbildung (alternierende Segregation,
Adjacent-Segregation, 3:1-Segregation) ein erhohtes Risiko fur die Entstehung
unbalancierter Keimzellen. Abhé&ngig von den betroffenen Chromosomen und der Lage der
Bruchpunkte ergeben sich verschiedene Risiken fiir die Geburt von Nachkommen mit
unbalanciertem Chromosomensatz (geringe Imbalance) bzw. einen friilhen Abort (groRe
Imbalance).

Konventionell-zytogenetisch sichtbare Duplikationen, Deletionen und Insertionen sind
unter Neugeborenen selten (Tabelle 1). Sie entstehen durch ungleiches ,,cross-over
zwischen Schwesterchromatiden bzw. homologen Chromosomen.

Eine besondere Gruppe stellen die sog. Mikrodeletionen und Mikroduplikationen dar.
Diese sind aufgrund ihrer geringen Grofle nur mittels molekularzytogenetischer bzw.
molekulargenetischer Techniken darstellbar (Tonnies 2002). Kommt es bei der Entstehung
der Imbalance zum Verlust mehrerer Gene, spricht man von einem ,,contiguous gene
syndrome* (Ubersichten Emanuel and Shaikh 2001; Tonnies 2005). Sie entstehen
ebenfalls aufgrund ungleicher ,cross-over* (nicht-allelische homologe Rekombination,
NAHR). Diese findet zwischen repetitiven Elementen, den so genannten ,low copy
repeats” (LCR), statt (Lupski 1998; Stankiewicz and Lupski 2002). In den LCR selbst
liegen Signalstrukturen vor, die bei der Rekombination eine wichtige Rolle spielen (Lander
et al. 2001; Bailey et al. 2002; Lupski and Stankiewicz 2005; Thomas et al. 2006a).
Subtelomerische Imbalancen finden sich bei bis zu 10% aller Kinder mit idiopatischer
mentaler Retardierung (Knight and Flint 2000). Sie gehen auf Rekombinationen zwischen
repetitiven Sequenzen im Bereich der Subtelomere nicht-homologer Chromosomen zurtick
(Flint et al. 1995).
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Diese chromosomalen Imbalancen mit klinischem Phénotyp sind abzugrenzen von solchen,
die offenbar auch bei unauffalligem Phanotyp vorliegen kénnen und teilweise schon bei
lichtmikroskopischer Auflosung nachweisbar sind. Diese euchromatischen Varianten
kdnnen durchaus mehrere Gene umfassen (Barber 2005; Barber et al. 2005; Barber et al.
2007).

Durch neuere hochauflésende CHIP-basierende Analysemethoden werden heute zusatzlich
so genannte ,,copy number variants* (CNV) (Carter 2004; lafrate et al. 2004; Lee 2005;
Lupski and Stankiewicz 2005; Cho et al. 2006; Conrad et al. 2006; Hinds et al. 2006;
McCarroll et al. 2006; Shaffer et al. 2006) nachgewiesen, die offenbar ebenfalls keine
direkten pathogenetischen Auswirkungen haben. Diese zeigen eine GroRe von 1kb und
darliber und reprasentieren nach vorsichtigen Schatzungen bis zu 12% des gesamten
menschlichen Genoms (Cho et al. 2006). lhre genaue Bedeutung ist jedoch noch
weitgehend ungeklart (Lupski and Stankiewicz 2005; Shaffer et al. 2006).

Telomerische Deletionen liegen der Entstehung von Ringchromosomen zugrunde. Haufig
liegen kleine Ringchromosomen auch (berzahlig vor. Diese koénnen aufgrund von
Schwesterchromatidaustauschen (SCE) dizentrisch und damit instabil werden (Henegariu
et al. 1997). Folge davon ist ein sekundarer Verlust des uberzahligen Chromosoms
wahrend postzygotischer Teilungen und Mosaizismus (Chen et al. 1995).
Ringchromosomen und kleine (berzahlige aberrante Chromosomen kénnen auch als
Markerchromosomen vorliegen. DefinitionsgeméalR handelt es sich hierbei um Elemente,
deren Ursprung konventionell- zytogenetisch nicht abklarbar ist. Dies ist jedoch mittels
molekularzytogenetischer Methoden mdglich. Hierbei wird auch gleichzeitig die klinisch
wichtige Frage abgeklart, ob dem tberzahligen Chromosom ein Krankheitswert zukommt
(Eigene Fallberichte siehe: Stumm et al. 1999c; Tonnies 2002; Liehr et al. 2003; Tonnies
et al. 2007b; Varon et al. 2007). Wie auch durch eigene Arbeiten belegt wird, lassen sich
bestimmten kleineren Imbalancen auch definierte klinische Phanotypen zuordnen (Stumm
et al. 1999c; Schinzel 2001; Tonnies et al. 2001b; Stumm et al. 2002; Horn et al. 2004;
Gadzicki et al. 2006; Klopocki et al. 2006a; Klopocki et al. 2006b; Stumm et al. 2007).
Insgesamt sind aber noch eine grofe Anzahl empirischer Daten notwendig, um die
Klinische Variabilitat segmentaler Imbalancen zu verstehen und damit exaktere Karyotyp-
Phanotyp-Korrelationen sowie prognostische  Aussagen hinsichtlich des

Krankheitsverlaufes zu ermdglichen (de Ravel et al. 2006).
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1.4 Chromosomenaberrationen in der Tumorgenetik

Krebs ist eine komplexe Krankheit. Dabei ist heute unbestritten, dass Verénderungen in
Genen als Ursache der Tumorgenese angesehen werden missen. Demnach handelt es sich
bei Krebs um eine genetisch bedingte Krankheit. In der Regel treten die
Tumorerkrankungen sporadisch auf, d.h. die ursdchlichen genetischen Verénderungen
liegen nur in den betroffenen somatischen Zellen vor.

Nach heutigen Erkenntnissen sind mehrere Mutationsereignisse auf Gen- oder
Chromosomenniveau notwendig, damit die Transformation von einer normalen
Gewebszelle in eine metastasierende Tumorzelle stattfindet (Ubersicht siehe Jefford et al.
2006). Begulnstigt wird dies, wenn die prékanzerése Ausgangszelle eine
genomische/chromosomale Instabilitat aufweist. Als Folge davon kann es zu
verschiedenen, genetisch heterogenen Zellklonen kommen. Dabei weisen die Klone mit

rascherer Vermehrung einen Selektionsvorteil auf (Abb. 5).

Normale Zelle Chromosomeninstabilitdtssyndrome
l (z.B. konstitutionelle Caretaker Mutation)

Somatische Chromosomen-
und Genmutationen

!

Genetische Instabilitat / Chromosomeninstabilitét
NIN/MIN CIN

Mutationsakkumulation

}

Klonales Wachstum/Selektion

!

Neoplasie ---—-- » . Chemo-und

Thermoresistenz

Abb. 5: Vereinfachtes Mehrschrittmodell der Tumorentstehung unter Einbeziehung der Chromosomen-
instabilitatssyndrome (Erldauterung siehe Text).

Die Mutationen, welche zu einem unkontrollierten Wachstum von Zellen beitragen,
konnen Gene betreffen, die an der Zellzykluskontrolle, der Zelladh&sion, der
transmembranen Signalubertragung, der Telomerstabilitit, der Chromosomensegregation
oder der DNA-Reparatur beteiligt sind (Abb. 2). Auf molekularem Niveau stellen sie sich

diese Mutationen z.B. als Basensubstitutionen, Deletionen oder Insertionen von
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Nukleotiden dar. So liegen in nahezu allen Pankreaskarzinomen Missense-Mutationen im
K-RAS-Gen vor, dessen Genprodukt eine wichtige Aufgabe in der Regulation der
Zellteilung wahrnimmt (Bos 1989). Der Funktionsverlust der bereits erwéhnten
Tumorsuppressorgene erfolgt, z.B. in sporadischen Neoplasien, haufig in einem der beiden
Allele durch Genmutationen, wahrend z.B. der ,,second hit*, d.h. der Funktionsverlust des
zweiten Allels, eine chromosomalen Mikrodeletion oder eine epigenetische Verénderung,

z. B. eine Methylierung der Promotorregion, darstellen kann (Abb. 4).

Genmutationen liegen haufig der Aktivierung von Protoonkogenen zugrunde (,,gain of
function”). Die Aktivierung von Protoonkogenen kann jedoch auch Folge einer
lichtmikroskopisch  balancierten Chromosomentranslokation sein, die haufig in
hamatopoetischen Zellen und in Sarkomen zu beobachten ist. Aufgrund der Translokation
kann es aber auch zur Bildung von Fusionsgenen und damit von Proteinen mit veranderten,
neuen Eigenschaften (z. B. einer neomorphen Tyrosinkinase bei der t(9:22) der chronisch
myeloischen Leukamie, CML) oder auch zur Uberexpression eines Onkogens kommen
(z.B. c-MYC, Bouchard et al. 1998). Als weiterer Mechanismus zahlt die Amplifikation
von Onkogenen, welche als intrachromosomale homogen anférbbare Bereiche (HSR,
»,homogeneously staining regions*) oder als extrachromosomale ,,double minutes” in
Tumorzellen nachweisbar sind (Cowell 1982). Der Vollstandigkeit halber sei noch darauf
hingewiesen, dass auch die Integration viraler Sequenzen in das Genom einer Zelle einen

tumorigenen Prozess initiieren kann.

Viele zytogenetische und molekularzytogenetische Tumorstudien konnten belegen, dass
ein  Grofdteil der Zellen solider Tumoren aberrante Karyotypen mit komplexen
chromosomalen Verénderungen, wie Translokationen oder Aneuploidien, aufweisen
(Ubersichten: Heim and Mitelman 1995; Lengauer et al. 1998).
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1.5 Genetische Instabilitat

Eines der Hauptmerkmale von Tumorzellen ist eine erworbene genomische/chromosomale
Instabilitat. Diese kann z.B. durch Mutationen in ,caretaker- und ,,gatekeeper“-Genen
oder auf Chromosomenniveau durch partielle bzw. vollstdndige Aneuploidien bedingt sein
(Ubersichten: Hoeijmakers 2001; Schwab 2001; Emmert et al. 2006; Murnane 2006).

Die genomische Instabilitiat lasst sich auf zwei Mechanismen zurlckfuhren: (1) die
Mikrosatelliteninstabilitdt (MIN) basierend auf Mutationen in Mismatch-Reparatur-Genen,
und (1) die chromosomale Instabilitait (CIN) (Ubersicht siehe Weaver and Cleveland
2006). Als Ursache der Chromosomeninstabilitdt kommen u. a. eine Telomerase-
dysfunktion und mitotische Spindeldefekte infrage, aber auch eine fehlerhafte DNA-
Doppelstrangbruchreparatur (siehe auch Abb. 2).

Es ist allgemein anerkannt, dass die maligne Transformation ein Mehrschrittprozess ist, der
auf der Akkumulation verschiedener Mutationen beruht (Ubersichten: Balmain 2001;
Hahn and Weinberg 2002; Balmain et al. 2003; Pihan and Doxsey 2003; Jefford and
Irminger-Finger 2006). Eine chromosomale Instabilitat wird diesen Prozess beschleunigen
(Ubersicht siehe Lengauer et al. 1998). CIN fihrt zu kontinuierlichen Chromosomen-
verédnderungen in Tumorzellen, die sich in Form vollstdndiger und segmentaler
Aneuploidien widerspiegeln, und bereits von Boveri als ,,Prinziplosigkeit als Prinzip der
Krebszellen* beschrieben wurde (Boveri 1914; Balmain 2001).

Die chromosomale Instabilitat fiihrt auch zur Heterogenitét der Karyotypen innerhalb eines
Tumors. Dabei unterliegen die Tumorzellen einem selektiven Prozess, der jene Zellen
begunstigt, die einen Proliferationsvorteil haben und somit einen aggressiveren Phénotyp
aufweisen (Nowell 1976; Fearon and Vogelstein 1990; Tomlinson et al. 1996; Cahill et al.
1999). Dies zeigt sich auch daran, dass fortgeschrittene Tumoren zumeist einen hoheren
Anteil an Chromosomenaberrationen zeigen als Tumoren im Frihstadium.

Die Mindestanzahl an Mutationen, die fur eine Tumorinitiation und -progression
notwendig sind ist nicht bekannt und durfte von dem jeweiligen Tumor abhéngen. Aktuell
wird diskutiert, dass die Akkumulation von 3 bis 12 Einzelmutationen fiir einzelne

Tumorentitaten ausreichend zu sein scheint (Merlo et al. 2006).

Partielle und vollstandige Aneuploidien beeinflussen direkt auch das Transkriptom der
Zelle, d.h. die Expression einer groBen Anzahl von Genen und konnen dariiber die
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Tumorgenese fordern (,,saltatorische Tumorevolution*)(Golub et al. 1999; Teixeira and
Heim 2005).

Obwohl bis heute die Resistenzmechanismen gegenuber Chemotherapeutika noch immer
zum grofiten Teil unbekannt sind, zeigen vereinzelte Beschreibungen, dass die
chromosomale Instabilitdt ebenfalls eine wichtige Rolle bei der Resistenzbildung zu

spielen scheint (Rajagopalan and Lengauer 2004).

Fur alle Tumoren gilt, dass der Nachweis charakteristischer genetischer Veranderungen
differentialdiagnostische und prognostische Informationen liefern kann, welche schon
heute in vielen Therapieprotokollen Beriicksichtigung finden. Das Ziel einer umfassenden
Tumorgenomanalyse ist letztlich die Entwicklung einer genetischen Klassifikation. Diese
sollte Hinweise auf das biologische Verhalten (Metastaserisiko/Resistenzentwicklung)

eines Tumors liefern und die Zuordnung zu spezifischen Tumorstadien ermdglichen.

1.6 Chromosomeninstabilitatssyndrome

Patienten mit Chromosomeninstabilitdtssyndromen (Tabelle 2) zeigen neben multiplen
Fehlbildungen  als  charakteristische  Eigenschaft eine  erhOhte  spontane
Chromosomeninstabilitat. Zusatzlich weisen die Zellen der Patienten oftmals eine
Empfindlichkeit gegeniber spezifischen Mutagenen auf. So zeichnen sich Zellen von
Ataxia telangiectasia (AT)- und Nijmegen Breakage Syndrom (NBS)- Patienten durch eine
Uberempfindlichkeit gegeniiber ionisierende Strahlen aus, wahrend Zellen von Fanconi
Anédmie (FA)- Patienten empfindlich gegeniiber DNA-strangvernetzende Agenzien
(,,cross-linker) sind. Allen Chromosomeninstabilitdtssyndromen gemeinsam ist die
deutlich erhdhte Disposition fiir hdmatologische und solide Tumoren (siehe Tabelle 2)
(Ubersichten: Duker 2002; Siebert 2003). Molekulargenetische Studien haben gezeigt,
dass die jeweiligen Proteine (Tabelle 2) in einen gemeinsamen Signalweg zur Erkennung
und Reparatur von DNA-Doppelstrangbriichen (DSB) sowie der Checkpoint-Kontrolle
eingebunden sind (Ubersichten: Charames and Bapat 2003; Wang and D'Andrea 2004).
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Tabelle 2: Verantwortliche Gene und haufigste Tumorpradispositionen bei Chromosomen-
instabilitatssyndromen

Syndrom OMIMNr. Gen Tumorpriidispositionen

Ataxia Telangiecatasia #208900 ATM T- und B-Zell
Lymphome

IMiyymegen Breakage Syndrom #251260 MBS T-und B-Zell
Lymphome
Ehabdomyosarkome

Atazia Telangiecatasia ahnliche  #6043291 MEE]] unbekannt

Erkrankung

Bloom Syndrom #210900 BLA Generelle Tumorpradis-
position

Multiple Tumaoren
Mon-Heodgkin Lymph.

Leukamien
Cisteosarlome
Werner Syndrotn #277700 WEN Weichteilsarkoome
Osteosatkome
Idelanome
Eeothmund-Thompson Syndrom  #268400 RTH Cisteosarlome
Hauttumoren
Fancom Animie *E07139 FANCA ™
#300514 FANCE
+227645 FANCC
#605724 FANCDIFBRCAZ
+227646 FANCDZ Aloute myeloische
+&00801 FANCE Leukamie { AWL)
+603467 FANCE > Plattenepithel-
+H02856 FANCG karzinome
#609054 FANCIBRIF]
+608111 FANCL
+508644 FANCMHef
#610832 FANCNFALEZ

vy

Die Fanconi Andmie ist ein autosomal- und X-chromosomal-rezessives Chromosomen-
instabilitatssyndrom, welches durch das Auftreten von Fehlbildungen, Knochenmark-
versagen und einer hohen Inzidenz fir ein myelodysplastisches Syndrom (MDS) sowie

einer akuten myeloischen Leukamie (AML) gekennzeichnet ist.

Ein Zusammenhang zwischen der Chromosomeninstabilitit und dem Auftreten einer
Leukamie bei der FA wurde bereits vor mehr als 30 Jahren von Schroeder postuliert
(Schroeder and Kurth 1971; Schroeder 1974).
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Bis zum Alter von 25 Jahren entwickeln 10% der FA-Patienten eine AML. Danach ist das
Risiko fiir solide Tumoren, vor allem des Kopf- und Halsbereichs, des Osophagus, der
Vulva, des Anus und der Zervix, stark erhoht (Alter et al. 2003; Rosenberg et al. 2003).

Wie bereits von Schroeder postuliert , konnten Zakrzewski und Sperling 1980 anhand von
Komplementationsanalysen zeigen, dass fur die FA genetisch heterogen ist (Zakrzewski
and Sperling 1980). Neueste Daten zeigen, dass mindestens 13 unabhéngige
Komplementationsgruppen existieren, wobei 12 Gene bereits identifiziert wurden (Tabelle
2) (Ubersichten: Niedernhofer et al. 2005; Taniguchi and D'Andrea 2006; Reid et al.
2007).

Klinisch lassen sich die Patienten der einzelnen Komplementationsgruppen nicht
voneinander abgrenzen. Eine Ausnahme bilden Patienten mit Mutationen im FANCD1
(=BRCA2) Gen, die einen extrem schweren klinischen Verlauf zeigen (Tischkowitz and
Dokal 2004; Meyer et al. 2005). Die chromosomale Instabilitat wird als ursachlich flr die
erhdhte Krebsdisposition angesehen. Durch die Identifikation und Analyse der zugrunde
liegenden Gene wurde zunehmend deutlich, dass die FA-Proteine eine wichtige Rolle vor
allem im ,,FA/BRCA-DNA-Reparatur-Pathway* spielen (Abb. 6).

FA “core complex”

ONA-Doppelstranghbruch

4

1TRNONGT LTI

BRIP11J

PALB2IN

Coz
=

DMA Reparaturfoci

Abb. 6: Schematische Darstellung des ,,FA/BRCA-DNA-Reparatur-Pathways“. Bei Vorliegen einer DNA-
Lasion (DNA-Dopplestrangbruch) wird der FA ,,core-complex* unter Beteiligung von mindestens acht FA-
Proteinen aktiviert und ermdglicht die Monoubiquitinilierung des FANCD2-Proteins. Die aktive
ubiquitinilierte Form des FANCD2-Proteins bildet in Interaktion mit weiteren FA-Proteinen (BRCA2/D1,
PALB2/N und BRIP1/J) an dem DNA-Lasionsort einen Komplex zur DNA-Reparatur aus, der als
Reparaturfoci nachweisbar ist (Wang et al. 2004). Das FANCI-Protein ist bisher noch unbekannt und daher

hier nicht dargestellt.
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Zytogenetisch sichtbarer Ausdruck der Chromosomeninstabilitat bei der Fanconi Anédmie
ist das Vorliegen von Chromatidbriichen und chromosomalen Reunionsfiguren (Schroeder
et al. 1964). Diese deuten auf einen Defekt in der Rekombinationsreparatur mittels
homologer Rekombination bzw. NHEJ von Doppelstrangbriichen wahrend der S-Phase des
Zellzyklus hin (Ubersichten siehe Digweed et al. 2002; D'Andrea and Grompe 2003).
Unbalancierte Translokationen stellen auch die haufigste Chromosomenaberration in
Knochenmarkzellen von Fanconi Andmie Patienten mit MDS bzw. einer AML dar. Diese
Patienten unterscheiden sich daher hinsichtlich der Chromosomenaberrationen deutlich
von denen anderer Patienten mit MDS und AML (Tischkowitz and Dokal 2004). Bei der
AML von Non-FA-Patienten sind die haufigsten bekannten Aberrationen in Zellen des
Knochenmarks balancierte Translokationen unter Bildung chimarischer Genprodukte [z.B.
t(15;17) PML;RARA (M3) oder inv(16)(p13g22) MYH11;CBFB (M4eo)] (Mrozek et al.
2004). Bei FA-Patienten mit MDS und AML hingegen wurden balancierte Translokationen
bisher nicht nachgewiesen. FA-Patienten mit einer zytogenetischen Aberration im
Knochenmark weisen ein 5-Jahres Uberleben von nur 0,40 auf im Vergleich zu FA-
Patienten ohne Klon mit 0,94 (Alter et al. 2000). Es handelt sich hierbei in der Regel um
unbalancierte Aberrationen wie die partielle oder vollstdndige Monosomie 7, die auch bei
Non-FA-Patienten mit MDS und AML ein negativer Préadiktor ist. AuBerdem wurden bei
der FA partielle Trisomien fur den langen Arm von Chromosom 1, Deletionen von
Chromosom 5q und Aberrationen in 11q beschrieben (Auerbach and Allen 1991; Butturini
et al. 1994; Alter 1996).

Die Fanconi Andamie stellt ein wichtiges ,,Krankheitsmodell“ fir das Verstandnis des
Zusammenhanges zwischen chromosomaler Instabilitst und Tumorgenese dar. Eine
zentrale Frage dabei ist, ob eine direkte Korrelation zwischen dem Vorliegen spezifischer
nicht-homologer Chromosomenumbauten in den Knochenmarkzellen der Patienten und der
Leukamieentstehung besteht (Callen et al. 2002). Die genaue Charakterisierung
chromosomaler Aberrationen bei der FA ist fur das Verstandnis der neoplastischen
Transformation von hoher praktischer Konsequenz, sowohl zur Definition prognostischer
Marker, die die Wahl der Therapieform beeinflussen kdnnen, als auch hinsichtlich des

Zusammenhangs zwischen chromosomaler Instabilitat und Tumorinitiation (Meijer 2005).
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1.7 Methodische Aspekte zur molekularzytogenetischen Charakterisierung
chromosomaler Imbalancen

Die exakte Analyse von Chromosomenaberrationen ist in der klinischen Genetik fir die
Diagnosestellung, die syndromologische Zuordnung, sowie fur umfassende Karyotyp-
Phanotyp-Korrelation unerlasslich (Tonnies 2005). In der Tumorgenetik ermdglichen
haufig erst der Nachweis und die Charakterisierung von chromosomalen Tumormarkern
differentialdiagnostische und prognostische Aussagen. Dariber hinaus ergeben sich in der
experimentellen Zytogenetik zahlreiche Fragestellungen, die die genaue Kenntnis der
chromosomalen Konstitution, z.B. einer Zelllinie, voraussetzen, um weitergehende
Fragestellungen im Bereich der Zell- oder Chromosomenphysiologie zu bearbeiten (Clarke
et al. 1998).

Um einen Gesamtuberblick uber das Vorliegen von Verénderungen auf chromosomaler
Ebene zu erlangen, werden initial klassische zytogenetische Verfahren, wie die
Karyotypisierung nach Chromosomenbéanderung, in der Routinediagnostik und
Grundlagenforschung angewandt. Mittels der Banderungstechniken ist jedoch eine
umfassende Charakterisierung chromosomaler Aberrationen aufgrund der geringen
Auflésung nur bedingt mdoglich. Eine weitere Limitation konventionell-zytogenetischer
Techniken liegt in der Tatsache, dass zytogenetische Analysen nur an
Metaphasechromosomen durchgefiihrt werden kénnen und somit von der Verfuigbarkeit
proliferierender Zellen abh&ngig sind. Teilungsinaktives oder fixiertes Material entzieht

sich somit der konventionell-zytogenetischen Analyse.

Seit den 90er Jahren des letzten Jahrhunderts ist die Fluoreszenz in situ Hybridisierung als
molekularzytogenetische  Technik ein wichtiger methodischer Ansatz in der
zytogenetischen Diagnostik und Forschung geworden und hat die zytogenetische Analyse
in der Human- und Tumorgenetik revolutioniert (Ubersichten siehe Stumm et al. 1999c;
Tonnies 2002; Tonnies 2005).

Die molekulare Zytogenetik stellt methodisch eine Kombination aus molekulargenetischen
und zytogenetischen Arbeitsmethoden dar und schlieft somit die Licke zwischen
konventioneller  Zytogenetik und molekularer Genetik. Sémtliche molekular-
zytogenetischen Techniken beruhen auf dem Prinzip der Hybridisierung komplementarer,
einzelstrangiger Nukleinsduren aufgrund ihrer wechselseitigen Bindungseigenschaften.
Dabei dienen ausgewahlte, mit Reportermolekiilen markierte Nukleinsduren als Sonden

und denaturierte Chromosomen oder auch Interphasekerne als Zielsequenzen. Dies
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ermoglicht den Nachweis der komplementaren Sequenzen in situ, d.h. in ihrer naturlichen
Lagebeziehung auf dem Metaphasechromosom bzw. im Interphasekern.

Eine Ubersicht uber die gangigsten molekularzytogenetischen Methoden sowie deren
zugrunde liegenden Prinzipen und Validierungsmethoden ist in den folgenden eigenen
Publikationen ausfiihrlich dargestellt (Tonnies 2002; Tonnies 2005). Generell lassen sich
in der molekularen Zytogenetik Techniken zur Charakterisierung einzelner
Chromosomenveranderungen sowie gesamtgenomische Analysemethoden voneinander
abgrenzen. Welche der vielfaltigen Methoden ihre Anwendung findet, hdngt zunéchst von
der Fragestellung ab. Zum gezielten Nachweis kleiner, zuvor definierter bzw. bekannter
Aberrationen werden andere Methoden gewahlt, als fur die gesamtgenomische Analyse
ohne genaue Kenntnis der vorliegenden Aberrationen. Zudem mussen zuvor alle
methodischen Vor- und Nachteile genau abgewogen werden, um eine moglichst
zielfihrende Analyse mit hochstmoglicher Sensitivitat durchftihren zu kdnnen.

Ist die chromosomale Region, bzw. ein Gen das analysiert werden soll, genau bekannt,
kann der Nachweis unter Verwendung klonierter DNA-Sequenzen (YAC, BAC, Plasmide)
direkt an Metaphasechromosomen des Patienten bzw. des Tumors als Fluoreszenz in situ
Hybridisierung (FISH) durchgefiihrt werden (eigene beispielhafte Publikationen:
Hillgenberg et al. 2001; Musebeck et al. 2001; Burger et al. 2002; Krude et al. 2002; Horn
et al. 2003; Horn et al. 2004). Die FISH als Basismethode der molekularen Zytogenetik
steht in dieser Form zusétzlich als Validierungsmethode nach gesamtgenomischen
Analysen zur Verfligung. In vielen Fallen ist jedoch uber die Zusammensetzung von
Chromosomenaberrationen oder ganzer aberranter Genome wenig bzw. nichts bekannt. In
diesem Fall ist die Anwendung gesamtgenomischer Analysemethoden angezeigt (Tabelle
3). Gesamtgenomische Analysemethoden ermdglichen den Nachweis genomischer
Veranderungen entweder auf Einzelzellniveau oder in der Gesamtheit der DNA

ausgewahlter Gewebe.
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Tabelle 3: Zusammenstellung gesamtgenomischer molekularzytogenetischer Analyse-

methoden
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Eine Ubersicht tiber die gesamtgenomischen molekularzytogenetischen Methoden, die
heute in der Human- und Tumorgenetik ihre Anwendung finden, deren
Einsatzmdglichkeiten, sowie deren spezifischen Vor- und Nachteile sind in Tabelle 3
dargestellt.

Die vergleichende genomische Hybridisierung (,,Comparative Genomic Hybridization*;
CGH) ist eine gesamtgenomische molekularzytogenetische Methode zum Nachweis
genomischer Imbalancen (Kallioniemi et al. 1992; Tonnies et al. 2001b; Tonnies 2002;
Tonnies 2005). Hierbei werden die zu untersuchende DNA-Probe sowie eine normale
Kontroll-DNA mit unterschiedlichen Fluoreszenzfarbstoffen markiert, auf gespreitete
normale Metaphasechromosomen unter Suppressionsbedingungen co-hybridisiert und
jeweils (Ober ihre spezifische Fluoreszenz detektiert (siehe Abb. 7). Das
Intensitatsverhdltnis  von  Test-  zu Kontroll-DNA-Fluoreszenz ~ (d.h.  die
Fluoreszenzintensitdt von Griin zu Rot) entlang eines jeden Chromosoms reflektiert die
relative Kopienzahl eines Chromosomensegments im Testgenom. Nach Hybridisierung
erfolgt ~ durch ~ computergestitzte Bildanalyse  die  Quantifizierung der
Fluoreszenzintensitaten Uber die L&nge eines jeden Chromosoms. Die ermittelten Werte
werden als so genannte Ratioprofile dargestellt, die das Verhéaltnis von Test-DNA zu
Kontroll-DNA widerspiegeln. Als Bezugsgrofle zur Fluoreszenzintensitiat der Test-DNA
(i.d.R. grun) dient die ebenfalls farbig markierte Kontroll-DNA (i.d.R. rot). Die so
erstellten ,,copy number karyotypes® zeigen direkt chromosomale Imbalancen an den
entsprechenden Chromosomenabschnitten durch Uberschreiten der selbst ermittelten
Schwellenwerte an. Im Bereich der Tumorgenetik, in dem diese Methode etabliert wurde,
wird die CGH regelméBig zur Klarung chromosomaler Imbalancen herangezogen
(Knuutila et al. 1998; Knuutila et al. 1999; Ried et al. 1999; Stumm et al. 1999a). Mittels
CGH st es ebenfalls moglich, eine ganze Gruppe von Tumoren vergleichend zu
analysieren und somit spezifische Chromosomenregionen ndher zu charakterisieren, die
mogliche Onko- bzw. Tumorsuppressorgene beinhalten. Zudem ermdglicht die
sequentielle Analyse von z.B. Knochenmarkproben desselben Patienten ber die Zeit die
Verfolgung einer klonalen Evolution von Aberrationen. Aber auch Genamplifikationen
(HSR, DM) kdénnen mittels CGH direkt an den korrespondierenden chromosomalen
Bereichen dargestellt und damit erfolgreich detektiert werden (Schwab 1999). Diese
Abschnitte kdnnen als Ausgangspunkte fur die Isolierung pathogenetisch relevanter Gene,

wie z.B. Onkogene, herangezogen werden.
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Abb. 7: Schematische Darstellung der Methode der Comparative Genomic Hybridization (Erl&uterung siehe
Text) (nach Tonnies 2002).

Intrachromosomale Chromosomenaberrationen (eigene Arbeiten: Stumm et al. 1999b;
Stumm et al. 2002; Weise et al. 2002; Zumkeller et al. 2004; Jakubiczka et al. 2006;
Trimborn et al. 2006; Tzschach et al. 2006a; Tzschach et al. 2006b; Stumm et al. 2007)
und komplexe interchromosomale Aberrationen stellen in der Routinediagnostik eine
haufige Fragestellung bezlglich vorliegender Imbalancen dar, die mittels CGH erfolgreich
bearbeitet werden kann (eigene Arbeiten: Weimer et al. 2000; Borck et al. 2001; Seidel et
al. 2003; Trimborn et al. 2005b).

Die CGH basiert allein auf der Verfiigbarkeit von ausreichend DNA des zu untersuchenden
Gewebes und ermoglicht somit auch die chromosomenspezifische Analyse nicht
proliferierender Zellen. Eigene Analysen an archiviertem Material, wie in Paraffin
eingebetteten Gewebsschnitten, konnten dies belegen (Guschmann et al. 2002; Guschmann
et al. 2005). Dabei kann es bei geringer DNA-Menge notwendig sein, die DNA mittels
DOP-PCR (Telenius et al. 1992) zu amplifizieren. In weiteren eigenen experimentellen
Arbeiten konnte erstmals gezeigt werden, dass auch mehrere hundert Jahre alte DNA
(aDNA) mittels CGH analysiert werden kann. Der Begriff aDNA wird fir genetisches
Material verwendet, das aus unterschiedlich konservierten, toten biologischen Organismen
oder Geweben gewonnen werden kann. Unsere Analysen, auf die im Rahmen dieser Arbeit
nicht n&her eingegangen wird, haben gezeigt, dass der gezielte Einsatz alter DNA zum
Nachweis chromosomaler Imbalancen mittels CGH maglich ist (eigene Arbeiten: Hummel
et al. 1999; Klunker et al. 2002; Tonnies et al. 2002; Gobbel et al. 2005; Tonnies et al.
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2005; Gobbel et al. 2007).

Insgesamt ist jedoch zu berticksichtigen, dass Aberrationen, die nur in Einzelzellen oder
nur in einem sehr geringen Anteil des untersuchten Gewebes vorliegen, mittels der CGH-
Methode nicht sensitiv erfasst werden. Um sehr geringe Mosaike nachzuweisen, ist
wiederum die Anwendung der Interphase-FISH (I-FISH) auf Einzelzellniveau hilfreich.
Hierbei lassen sich auch kleinste Zellpopulationen mit Chromosomenaberrationen
nachweisen, vorausgesetzt, die zu analysierende Aberration ist bekannt und eine
entsprechende Sonde kann eingesetzt werden. Weitere Validierungsmethoden und
methodische Ansdtze werden ausfihrlich in den dargestellten Arbeiten behandelt und

bewertet.

1.8 Zielstellungen der Arbeit

In der vorliegenden Habilitationsschrift werden eigene Arbeiten zu drei Themenkomplexen
zusammengefasst, die auf der  Verwendung eines  breiten  Spektrums
molekularzytogenetischer Methoden basieren. Sie zielen darauf ab

1. chromosomale Imbalancen unter klinisch auffalligen Neugebornen nachzuweisen
und deren pathogenetische Relevanz zu ermitteln,

2. chromosomale Imbalancen sporadischer Tumoren im Hinblick auf ihren
differentialdiagnostischen Wert zu Uberprifen und ihre Rolle bei der
Tumorprogression zu bestimmen und

3. am Beispiel der Fanconi Anadmie, einer genetischen bedingten Krankheit mit
Chromosomeninstabilitdt und einem extrem erhéhten Risiko fur Leuk&mien, die
Rolle chromosomaler Imbalancen in prékanzerdsen Zellen im Hinblick auf ihre
prognostische Aussagekraft zu ermitteln und in Bezug zu den betreffenden

molekularen Veranderungen zu setzen.
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2. EIGENE ARBEITEN

2.1 CGH-basierte Analyse chromosomaler Imbalancen

In der humangenetischen Routinediagnostik ist die konventionelle Zytogenetik auch heute
noch der wichtigste methodische Ansatz zum Nachweis chromosomaler Aberrationen.
Allerdings stoRt diese VVorgehensweise an ihre Grenzen, wenn es um die Aufklarung von
de novo Aberrationen und Markerchromosomen geht. In diesen Fallen bietet sich die
vergleichende genomische Hybridisierung (engl. comparative genomic hybridization,
CGH) an, da hiermit das gesamte Genom auf Imbalancen untersucht und zugleich die

jeweilige Deletion oder Duplikation identifiziert werden kann.
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2.1.1 Analyse chromosomaler Imbalancen bei diploidem Chromosomensatz

Tonnies H, Stumm M, Wegner RD, Chudoba I, Kalscheuer V, Neitzel H (2001)
Comparative genomic hybridization based strategy for the analysis of different
chromosome imbalances detected in conventional cytogenetic diagnostics. Cytogenet
Cell Genet 93(3-4):188-94.

Die Anwendungsbreite der CGH wird in dieser methodischen Arbeit an acht
reprasentativen Féllen illustriert, die intrachromosomale und interchromosomale de novo
Aberrationen betreffen (Tonnies et al. 2001c). Mittels CGH-Analyse konnten wir
exemplarisch darstellen, dass es neben der, im Vergleich zur konventionellen Auswertung
genaueren Charakterisierung der Aberrationen bezuglich der chromosomalen Beteiligung
ebenso maoglich war, eine von Patientenchromosomen unabhéngige
Aberrationsgrofienbestimmung durchzufiihren. Es wird auf die Spezifitdt und die
Sensitivitat dieser Methode eingegangen und die Bedeutung spezifischer FISH-Sonden zur

Validierung der Befunde herausgestellt.
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Tonnies H, Schulze I, Hennies HC, Neumann LM, Keitzer R, Neitzel H (2001) De
novo terminal deletion of chromosome 15g26.1 characterised by comparative

genomic hybridisation and FISH with locus specific probes. J Med Genet 38: 617-620.

Am Beispiel eines sehr seltenen Falles mit einer terminalen de novo Deletion von
Chromosom 15 konnte durch Kombination von CGH, FISH- und Microsatelliten-Analyse
eine genaue GroRenbestimmung durchgefihrt und gezeigt werden, dass hierbei das
»insulin-like growth factor 1 receptor gene* (IGF1R) verloren gegangen ist (Tonnies et al.
2001a). Die Hybridisierung einer ,All Telomere Probe“, die den Nachweis der
telomerspezifischen TTAGGGnN-Sequenz ermdglicht, ergab fir beide Chromosomen 15 ein
positives Signal, d. h. das deletierte Chromosom weist ein intaktes Telomerrepeat auf. Bei
der Patientin liegt somit eine Haploinsuffizienz des IGF1R Gens vor. Dieser Rezeptor
gehort zur Gruppe der Transmembranproteine. Das verminderte Vorliegen von IGF1-
Rezeptoren erklart einerseits den Phanotyp der Wachstumsverzdgerung der Patientin, da
IGF1 als essentieller Regulator der Wachstumskontrolle gilt. Da IGF1R auch in die
kardiovaskulare Entwicklung einbezogen ist, kénnte dies auch den komplexen Herzfehler

der Patientin erklaren.
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Tonnies H (2004) ""Congenital Diaphragmatic Hernia: Is 15026.1-26.2 a Candidate
Locus?"™ Am J Med Genet 131A(2):224.

Biggio und Kollegen warfen die Frage auf, ob eine Deletion 15926.1926.2 ursachlich fur
den klinischen Befund einer Zwerchfellhernie sein kann (Biggio et al. 2004). In dem hier
vorliegenden Kommentar (Tonnies 2004) werden drei zytogenetisch vergleichbare Falle
zitiert, die keinen Hinweis auf das Vorliegen einer Zwerchfellhernie ergaben (Roback et al.
1991; Siebler et al. 1995; Tonnies et al. 2001a) und daher eine interstitielle Deletion in der
angegebenen Chromosomenregion als alleinige Ursache unwahrscheinlich erscheint.

Dies wird noch durch neuere Daten erhartet, die mittels Array-CGH und
Kandidatengenanalyse gewonnen wurden (Slavotinek et al. 2006). Insgesamt scheint daher
eine chromosomale Ursache aufgrund einer 15q26.1926.2-Deletion fiir das Auftreten einer

Zwerchfellhernie eher unwahrscheinlich.
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Tonnies H, Stumm M, Neumann L, Volleth M, Grumpelt U, Musebeck J, Annuss G,
Neitzel H (2001) Two further cases of WHS with unbalanced de novo translocation
t(4;8) characterised by CGH and FISH. J Med Genet 38(6):E21.

Im Jahr 2000 wiesen Wieczorek et al. erstmalig nach, dass einige Patienten mit Wolf-
Hirschhorn Syndrom nicht auf singuldren terminalen Deletionen von Chromosom 4p
beruhen, sondern vielmehr auf komplexe interchromosomale Aberrationen unter
Beteiligung von Chromosom 8p zuriickzufuhren sind (Wieczorek et al. 2000). In dieser
Arbeit konnten wir zwei weitere Félle mit identischer unbalancierter Translokation t(4;8)
vorstellen, die mittels konventioneller Zytogenetik nicht hinreichend abgeklart werden
konnten (Tonnies et al. 2001b). Mittels CGH lie3en sich eine Deletion von Chromosom 4p,
sowie eine partielle Duplikation von Chromosom 8p nachweisen und durch FISH
verifizieren. Beide Publikationen zeigten, dass die klinischen Aspekte der Patienten mit
unbalancierter Translokation t(4;8) unspezifisch sind und somit eine phanotypische
Unterscheidung zu den klassischen Deletion 4p Féallen nicht méglich ist. Der Frage des
Entstehungsmechanismus wurde im Rahmen eines Kooperationsprojektes nachgegangen
(s. folgende Arbeit von Giglio et al. 2002).
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Giglio S, Calvari V, Gregato G, Gimelli G, Camanini S, Giorda R, Ragusa A,
Guerneri S, Selicorni A, Stumm M, Tonnies H, Ventura M, Zollino M, Neri G,
Barber J, Wieczorek D, Rocchi M, Zuffardi O (2002) Heterozygous Submicroscopic
Inversions Involving Olfactory Receptor-Gene Clusters Mediate the Recurrent
t(4;8)(p16;p23) Translocation. Am J Hum Genet 71(2):276-85.

Die Translokation t(4;8) scheint die zweithdufigste reziproke Translokation beim
Menschen zu sein. Daher stellt sich die Frage nach dem zugrunde liegenden Mechanismus
der h&ufigen de novo-Entstehung. Im Rahmen dieses Kooperationsprojektes konnte gezeigt
werden, dass die Bruchstellen der Translokation innerhalb der olfaktorischen Rezeptor
(OR)-Gencluster auf Chromosom 8p23 und Chromosom 4p liegen (Giglio et al. 2001).
Mittels molekularzytogenetischer Analyse unter Verwendung von BAC-Klonen an
Metaphasen der Mitter von flnf dieser Patienten, konnte erstmalig gezeigt werden, dass
diese heterozygote, submikroskopische Inversionen der beiden chromosomalen OR-
Gencluster aufweisen. Unter den Kontrollen sind diese heterozygoten Inversionen in
12,5% (4pl6) bzw. 26% (8p23) nachweisbar. Dies spricht dafiir, dass ein doppelt-
heterozygoter Inversionspolymorphismus in nicht-homologen Chromosomen eine
interchromosomale Aberration bedingen kann. Somit liegt bei Inversions-Heterozygoten
eine Pradisposition fir chromosomale Rearrangements vor, welche das Risiko fir

Nachkommen mit einer de novo Chromosomenaberration erhoht.
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2.1.2 Analyse euchromatischer Imbalancen bei Giberzahligem Markerchromosomen

In den folgenden Arbeiten stand die Analyse kleiner Gberzahliger Markerchromosomen
(sSMC), die auch in seltenen Féllen als Ringchromosomen vorliegen koénnen, im
Vordergrund. Diese findet man als de novo Aberrationen in etwa 0,05% aller
Neugeborenen. Markerchromosomen ist grundsétzlich eines gemeinsam: ihre Herkunft ist
konventionell-zytogenetisch nicht abklarbar (Tonnies 2005). Erschwerend kommt hinzu,
dass haufig nur ein kleiner Teil der Zellen betroffen ist, so dass eine Analyse auf
Einzelzellniveau erfolgen muss. Die Kenntnis der Natur des Markerchromosoms ist
Voraussetzung flr das Verstandnis des Entstehungsmechanismus aber auch Grundlage fir

eine Karyotyp-Phanotyp-Korrelation.
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Tonnies H, Neumann LM, Gruneberg B, Neitzel H (2003) Characterization of a
supernumerary ring chromosome 1 mosaicism in two cell systems by molecular

cytogenetic techniques and review of the literature. Am J Med Genet 121A:163-167.

In dieser Ubersichtsarbeit wurden, unter Einbeziehung eines eigenen neuen Falles, alle
bisher in der Literatur beschriebenen Kasuistiken mit iberzdhligem Ringchromosomen 1
miteinander verglichen (Tonnies et al. 2003c). Anhand des eigenen Falles wurde
exemplarisch dargestellt, wie mittels konventionell-zytogenetischer ~ und
molekularzytogenetischer Techniken, sowie unter Einbeziehung der Mikrodissektion, der
Marker als Ringchromosom 1 charakterisiert werden konnte. Zudem konnte das
Uberzahlige Ringchromosom in zwei verschiedenen Zellsystemen (peripheres Blut,
Mundschleimhautzellen) in unterschiedlicher Verteilung nachgewiesen werden. Ein
eingehender Karyotyp-Phanotyp-Vergleich ist aufgrund der in der Literatur vorliegenden
Datenlage jedoch kaum mdglich, da die molekularzytogenetischen Charakterisierungen der
Chromosomen unvollstédndig sind und keine Daten zu ihrer gewebsspezifischen Verteilung

vorliegen.
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Trimborn M, Grueters A, Neitzel H, Toénnies H (2005) First small supernumerary
ring chromosome carrying 10q euchromatin in a patient with mild phenotype
characterized by molecular cytogenetic techniques and review of the literature.
Cytogenet Genome Res 108(4):278-82.

Zytogenetische und phédnotypische Beschreibungen von Patienten mit Kkleinen
Markerchromosomen, die sich von Chromosom 10 ableiten, sind sehr selten.
Ringchromosomen 10 wurden bisher nur fiir drei Félle beschrieben. Keiner der bekannten
Falle wies euchromatisches Material aus dem proximalen Bereich des langen Arms von
Chromosom 10 auf, wie es in unserem Fall mittels chromosomaler Mikrodissektion und
FISH nachgewiesen werden konnte (Trimborn et al. 2005). Das de novo entstandene
Ringchromosom konnte in etwa gleichem Anteil in peripheren Blutzellen und
Mundschleimhautzellen nachgewiesen werden. Der Vergleich mit den in der Literatur
beschriebenen ahnlichen Kasuistiken ergab nur geringe Hinweise (Entwicklungs- und
Wachstumsverzogerung, Hypotonie) auf eine Korrelation des Phédnotyps mit der
chromosomalen Zusammensetzung des kleinen Ringchromosoms und dem Grad des

Mosaiks in den untersuchten Geweben.
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Tonnies H, Gerlach A, Heineking B, Starke H, Neitzel H, Neumann LM (2006).
Molecular cytogenetic identification and characterization of a de novo
supernumerary neocentromeric derivative chromosome 13. Cytogenet Genome Res
114(3-4):325-29.

Uberzahlige Markerchromosomen miissen ein funktionelles Zentromer aufweisen, um
mitotisch stabil zu sein. C-Banden negative Markerchromosomen ohne zentromerische
alphoide Sequenzen sind selten. Sie weisen jedoch eine primare Konstriktion auf, die die
Lage eines aktiven Kinetochors anzeigt. Der Nachweis aktiver Kinetochoren in diesen
Fallen und somit der Nachweis sog. Neozentromeren (neo), kann unter Verwendung von

spezifischen Antikorpern gegen einzelne zentromerische Proteine (CENP) erfolgen.

In der hier vorgestellten Arbeit wurde ein Uberzdhliges Derivativchromosom 13 unter
Anwendung verschiedener molekularzytogenetischer Analysemethoden wie chromosomale
Mikrodissektion, FISH, cenM-FISH und Multicolor-Banding bezlglich seiner
euchromatischen Zusammensetzung und der Lage des Neozentromers charakterisiert
(Tonnies et al. 2006). Die Analyse ergab, dass das Derivativchromosom 13 als invertierte
partielle Duplikation vorliegt. Demnach lag in einem Teil der Zellen der Patientin eine
partielle Tetrasomie fir den distalen Bereich von Chromosom 13 bei gleichzeitigem
Verlust des konstitutionellen Zentromers vor. Zusatzlich konnte, unter Verwendung eines
Kombinationsprotokolls aus Antikérpernachweis und FISH, die genaue Lage des
Neozentromers bestimmt werden. Dieses Kkartierte (berraschenderweise nicht im
Inversionsbruchpunkt, wie fir andere Félle beschrieben, sondern in der weiter distal
gelegenen Region 13g31.3. Diese Arbeit eroffnet damit die Maoglichkeit, genauere
Analysen beziiglich der Entstehung von Neozentromeren durchzufiihren (laufendes

Kooperationsprojekt mit M Rocchi, Bari, Italien).
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2.2. CGH-basierte Analyse chromosomaler Imbalancen in sporadischen Tumoren

Ein Ziel genetischer Analysen sporadischer Tumoren ist die Tumorklassifikation, um einen
Bezug zu dem Metastaserisiko, dem Krankheitsverlauf insgesamt aber auch beziiglich der
Abgrenzbarkeit gegenliber histologisch &hnlichen Tumoren herzustellen. Unter
Verwendung gesamtgenomischer Analysemethoden werden zudem Informationen
gewonnen, die Rickschlisse auf den Verlust von Tumorsuppressorgenen bzw. den
Zugewinn von Onkogenen ermdglichen. Die Kombination genomischer Informationen mit
denen der Genexpressionsanalyse an asserviertem Tumormaterial kann daruber hinaus

neue Einsichten in die Tumorgenese vermitteln.
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2.2.1 Analyse charakteristischer chromosomaler Imbalancen verschiedener
Tumorentitaten und deren Bedeutung fir die Tumorklassifikation

Tonnies H, Toliat MR, Ramel C, Pape UF, Neitzel H, Berger W, Wiedenmann B
(2001) Analysis of sporadic neuroendocrine tumors of the enteropancreatic system by

comparative genomic hybridization. Gut 48(4):536-41.

Midgut-Tumoren sind neuroendokrine Tumore (NET) des Duinndarms, Appendix und
Coecum. Zu den Foregut-Tumoren hingegen zahlen z.B. die NET des Magens und des
Thymus. Insgesamt wurden in dieser Studie 26 sporadische neuroendokrine Tumoren
mittels CGH analysiert (12 Foregut; 14 Midgut), um einen umfassenden Uberblick tber
Gemeinsamkeiten und Unterschiede im Auftreten chromosomaler Imbalancen zu erfassen
(Tonnies et al. 2001d).

Die Analysen zeigten, dass nahezu alle Tumoren chromosomale Imbalancen aufwiesen
(96%). Hierzu zahlten neben vollstdandigen chromosomalen Aneuploidien (Monosomien,
Trisomien) auch partielle Aberrationen wie Deletionen und Amplifikationen kleinerer
chromosomaler Bereiche. Midgut-Tumoren zeigten insgesamt  weniger
Kopienzahlveranderungen (,,copy humber aberrations®, CNA).

Insgesamt definierten die Analysen sowohl gemeinsame, als auch neue, distinkte
chromosomale Kandidatenregionen, die genetische Unterschiede in den beiden
Tumorentitaten aufzeigen. Ein Grund fir das Vorkommen chromosomaler Instabilitat in
Tumorzellen kann durch Alterationen in Genen hervorgerufen werden, deren Expression
direkt in die Chromosomensegregation einbezogen ist. Hier seien nur STK15/BTAK und
BRCA1 zu nennen, deren Genprodukte das Vorhandensein einer regelrechten
Zentrosomenanzahl gewiahrleisten. Es ist bekannt, dass eine Uberexpression von STK15,
welches in der chromosomalen Bande 20g13 lokalisiert ist, die nach unseren Analysen in
58% der Foregut-Tumoren Zugewinne zeigte, zu multiplen funktionalen Zentrosomen in
einem Nukleus fuhren kann. Als Konsequenz kommt es zu einer fehlerhaften

Chromosomensegregation und somit zu Aneuploidien.
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Fischer TC, Gellrich S, Muche M, Sherev T, Audring H, Neitzel H, Walden P, Sterry
W, Tonnies H (2004) Genomic Aberrations and Survival in Cutaneous T Cell
Lymphomas. J Invest Dermatol 122(3):579-86.

Kutane T-Zell Lymphome (CTCL) gehéren der Gruppe der extranodalen Non-Hodgkin
Lymphome an. CTCL werden klassischerweise aufgrund klinischer, histologischer und
immunhistochemischer Charakteristika in die Untergruppen indolent und aggressiv
untereilt (European Organization for Research and Treatment of Cancer, EORTC).
Tumormaterial von 32 CTCL-Patienten (Tumorstadien la-1Vb) vor Tumortherapie wurde
in die Analysen einbezogen (Fischer et al. 2004).

21 Tumorproben zeigten nach CGH-Analyse chromosomale Imbalancen (66%). Die
Gesamtanzahl der Imbalancen pro Tumorprobe variierte von 0-19 und korrelierte mit dem
Klinischen Tumorstadium: so zeigten Patientenproben des Stadiums Ila Kkeine
nachweisbaren Aberrationen, wéhrend Proben im Spatstadium IVa durchschnittlich 8,75
Aberrationen aufwiesen. Ebenso wurde ermittelt, dass die aggressiven Subtypen mit 9,33
Aberrationen deutlich hdufiger chromosomale Imbalancen aufwiesen, als die indolenten
Formen mit durchschnittlich nur 2,88 Aberrationen. Es konnte gezeigt werden, dass eine
hohe Anzahl von Imbalancen eindeutig mit einem kiirzeren Uberleben korreliert. Speziell
die Kombination aus Zugewinnen von Chromosom 8q und Verlust von 6g sowie 13g-
Material stellten eine signifikant schlechtere Uberlebensprognose dar.

Insgesamt konnten charakteristische Muster chromosomaler Imbalancen flr die
Subklassifizierungen der CTCL nachgewiesen werden. Die Assoziation der detektierten
chromosomalen Imbalancen mit den klinischen Verlaufen der Erkrankung weisen darauf
hin, dass in den betroffenen chromosomalen Loci Gene vorliegen, die vermutlich die

Tumorentwicklung und Progression direkt beeinflussen.
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Petrausch U, Martus P, Tonnies H, Bechrakis NE, Lenze D, Wansel S, Hummel M,
Bornfeld N, Thiel E, Foerster MH, Keilholz U (2007) Significance of gene expression
analysis in uveal melanoma in comparison to standard risk factors for risk
assessment of subsequent metastases. Eye [Epub ahead of print].
* U Petrausch hat die Expressionsanalysen durchgefiihrt. H Tonnies hat die CGH-
Analysen durchgefiihrt und bewertet.
Einige Patienten mit uvealem Melanom entwickeln nach Tumorentfernung bzw.
Entfernung des gesamten betroffenen Auges Metastasen, bevorzugt in der Leber. Da es
keine Hinweise dahingehend gibt, dass die Entfernung des Tumors selbst ursachlich fir die
Metastasenbildung ist, wurden vergleichende klinische und genetische Analysen an 28
Tumorproben von Patienten mit und ohne Metastasenbildung nach Tumorentfernung bzw.
Enukleation durchgefihrt, um gezielt die verlasslichsten Prédiktoren fir ein
Metastaserisiko zu identifizieren (Petrausch et al. 2007).
Seit mehr als 30 Jahren werden rein Kklinische Risikofaktoren fiir die Metastasenbildung
herangezogen. Als weiterer zuverlassigerer Faktor konnte vor mehr als 10 Jahren der
Nachweis einer Monosomie 3 im Tumorgewebe fiir eine folgende Metastasierung definiert
werden. Anhand unserer Studie sollte ermittelt werden, welche der drei Analysemethoden:
die Klinisch-histologische Analyse, die CGH, oder die Genexpression die préaziseren Daten
zur Metastaserisikobestimmung hervorbringt.
Insgesamt konnten 28 Tumoren in zwei Gruppen unterteilt werden:

1. Metastasenbildung im Median von 68 Monaten (n=12)

2. keine Metastasen (n=16)
Die Klinisch-histologische Analyse lieR im Vergleich zu den CGH- und
Expressionsanalysen keine valide Risikostratifizierung zur Metastaseentstehung zu. Die
CGH-Daten zeigten einen kompletten Verlust von Chromosom 3 in 11 der 28 Falle. Neun
dieser Falle zeigten im Nachuntersuchungszeitraum eine Metastasenbildung. Diese Daten
unterstutzen zwar die Rolle der Monosomie 3 fiur die Metastasenbildung, jedoch konnten
auch Falle mit Metastasenbildung ohne Monosomie 3 im Tumor ermittelt werden.
Mittels der in der Publikation detailliert beschriebenen Genexpressionsanalysen konnten
hingegen nahezu alle Tumoren ihrer jeweiligen Gruppe (Metastasenbildung, keine
Metastasenbildung) zugeordnet werden. Es konnte ein Set von 42 ,Klassifikatorgenen*
definiert werden, die offenbar eine grundlegende Rolle in der Metastasenbildung des

uvealen Melanoms wahrnehmen.
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2.2.2 Analyse der Assoziation genomischer Imbalancen mit Therapeutika- und
Thermoresistenz

Therapieresistente  Tumorzellen stellen ein spezielles Problem in der Entwicklung
erfolgreicher Behandlungsprotokolle dar. Konsequenterweise ist das Verstandnis der
genetischen Mechanismen, die Grundlage fur die Entstehung von Chemo- und
Thermoresistenzen in Tumoren sind, fur die Entwicklung neuer Erfolg versprechender
Behandlungskonzepte zur Verhinderung bzw. Uberwindung dieser Resistenzen von
grundlegender Bedeutung. Da eine gezielte und reproduzierbare Untersuchung der
Resistenzmechanismen am Patientenmaterial selbst nur schwer bzw. berhaupt nicht zu

realisieren ist, werden in der Regel Zellkulturmodelle zur ndheren Analyse herangezogen.
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Tonnies H, Poland J, Sinha P, Lage H (2003) Association of genomic imbalances with
drug resistance and thermoresistance in human gastric carcinoma cells. Int J Cancer
103(6);752-758.

Magenkarzinomzellen besitzen hdufig pleiotrope oder auch Multidrug-Resistenzen (MDR)
gegenliber Chemotherapeutika. Da Verdnderungen in der Expression von Genen der
Chemo- und Thermoresistenz bzw. -senisitivitat aufgrund chromosomaler Imbalancen
urséchlich flir den Phanotyp der betroffenen Tumorzellen sein kénnen, wurden in diesem
Projekt gesamtgenomische CGH-Analysen an Zelllinien mit verschiedenen Typen
erworbener MDR und Thermoresistenz durchgefihrt (Tonnies et al. 2003d). Hierflr wurde

ein zuvor etabliertes in vitro Modell gastrointestinaler Zelllinien herangezogen.

Die Parentallinie EPG85-257P zeigte die klassischen chromosomalen Imbalancen von
Magenkarzinomzellen. Somit wurden diese Basisimbalancen nicht als urséchlich flr die
spater auftretenden Resistenzen angenommen. In dieser Studie konnte erstmalig in den
abgeleiteten, resistenten Sublinien eine grofRere Anzahl zusatzlicher genomischer
Imbalancen detektiert und ihren chromosomalen Loci zugeordnet werden. Inwiefern diese
Veranderungen urséchlich fur die Entstehung der Resistenzmechanismen sein kénnen, wir
in der Arbeit eingehend diskutiert. Die Vielfalt zusétzlicher Aberrationen in den resistenten
Sublinien machte einmal mehr deutlich, dass die Resistenz der Tumorzellen gegeniber
antineoplastischen Therapeutika und Hyperthermie nicht das Ergebnis eines einzelner
Mutationen sein kann. Obwohl aus generellen Uberlegungen nicht ausgeschlossen werden
kann, dass die genomischen Imbalancen nur eine Konsequenz der zugrunde liegenden
genomischen Instabilitat dieser Tumorzellen sind, weist die charakteristische Assoziation
bestimmter betroffener chromosomaler Loci, welche mit Chemo- und Thermoresistenz
assoziierte Gene enthalten, auf einen chemo- und hyperthermieinduzierten Selektionsdruck

in diesen Zellen hin.
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Tonnies H, Lage H (2004) Chromosomal imbalances associated with drug resistance
and thermoresistance in human pancreatic carcinoma cells. Europ J Cell Biol
83(10):591-601.

Auch in diesem Projekt wurden gezielt segmentale Aneuploidien, die mdoglicherweise
Gene beinhalten, welche eine Chemo- bzw. Thermoresistenz verursachen kdnnen, genauer
analysiert (Tonnies and Lage 2004). Resistenzen gegeniber einer chemotherapeutischen
Behandlung sind der Hauptgrund fur einen Therapieversagen beim Pankreaskarzinom.
Dies ist darauf zu begrinden, dass pankreatische Tumorzellen intrinsisch Resistenzen
gegenlber verschiedene antineoplastische Agenzien zeigen. Um einen hdoheren
Behandlungserfolg bei diesen Patienten zu erreichen, wird hdufig eine
Kombinationstherapie aus Chemo- und Hyperthermiebehandlung angewendet. Diese flihrt
jedoch nicht selten zusétzlich zur Induktion bzw. Verstarkung eines Chemo- bzw.
Thermoresistenz-Phanotyps.

Wie in der vorgenannten CGH-Studie, wurden die detektierten chromosomale Imbalancen
als Zielregionen fur mdgliche Resistenzgene definiert, die nicht auch in der Parentallinie
nachgewiesen wurden. Uberraschenderweise zeigten die Pankreaskarzinomlinien
Aberrationen in &hnlichen chromosomalen Loci, wie die zuvor analysierten
Magenkarzinomzelllinien (Tonnies et al. 2003d). Beide Modellsysteme lieBen auf die
Beteiligung von Zielgenen schlielen, die den Gruppen der ABC-Transporter, molekularen
Chaperonen und der DNA-Reparatur zuzuordnen sind.

Zusammenfassend kann flr die beiden 0.g. Studien festgehalten werden, dass die CGH ein
hervorragendes Instrument darstellt, verschiedenste therapieresistente Tumorzellgenome
bezlglich chromosomaler Kandidatenregionen und darin enthaltener relevanter

Resistenzgene vergleichend zu analysieren.
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2.3 Charakterisierung und Bedeutung genomischer Imbalancen am Beispiel des

Chromosomeninstabilitatssyndroms Fanconi Andmie

Die chromosomale Instabilitat ist eines der Hauptmerkmale von Tumorzellen und ebenfalls
charakteristisch fir Chromosomeninstabilitatssyndrome, die ein hohes Krebsrisiko sowie
eine hohe Sensitivitat gegenlber spezifische Klastogene zeigen. Es ist heute unbestritten,
dass ein Zusammenhang zwischen einer fehlerhaften Reparatur von DNA-
Doppelstrangbriichen und der Initiation von Tumoren besteht.

Die Fanconi Anadmie (FA) ist ein genetisch heterogenes Chromosomeninstabilitatssyndrom
mit einem extrem hohen Risiko flr ein Knochenmarkversagen. Bereits in der ersten
Lebensdekade setzen bei FA-Patienten in der Regel die ersten h&matologischen
Komplikationen ein. Viele FA-Patienten mit aplastischer Andmie, myelodysplastischem
Syndrom (MDS) und akuter myeloischer Leukamie (AML) entwickeln frihzeitig klonale
Chromosomenaberrationen in ihren Knochenmarkzellen. Uber die genauen genetischen
Veranderungen, welche sich wéhrend der malignen Transformation in FA-
Knochenmarkzellen manifestieren, als auch (ber die Biologie der FA-assoziierten AML,

war zum Zeitpunkt der im Folgenden dargestellten Publikationen nur wenig bekannt.
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Tonnies H, Huber S, Kuhl JS, Gerlach A, Ebell W, Neitzel H (2003) Clonal
chromosome aberrations in bone marrow cells of Fanconi anemia patients: gains of

the chromosomal segment 3926929 as an adverse risk factor. Blood 101(10):3872-4.

Die hier vorgestellte Prospektivstudie wurde mit der Zielstellung durchgefuhrt,
prognostisch relevante FA-spezifische chromosomale Aberrationen in Knochenmarkzellen
zu erfassen und genau zu charakterisieren (Tonnies et al. 2003b). In dieser erstmalig unter
Verwendung der CGH durchgefiihrten Studie an 53 FA-Patienten konnten wir zeigen, dass
25 der untersuchten Patienten nachweisbare klonale Chromosomenaberrationen in ihren
Knochenmarkzellen aufwiesen. 18 der 25 Patienten zeigten als spezifische gemeinsame
Veranderung einen partiellen Zugewinn von Chromosom 3q. Diese wurde bei FA-
Patienten mit aplastischer Anamie, MDS oder AML, sowie bei Non-FA-Patienten mit
MDS und AML, nicht zuvor in der Literatur beschrieben.

Um die klinische und prognostische Relevanz dieser haufigsten Aberration in FA-Zellen
zu bestimmen, wurden die zytogenetischen und morphologischen Daten des
Knochenmarks und der klinische Verlauf der Patienten mit und ohne Aberration in 3q in
dieser Arbeit gegentibergestellt. Die Datenanalyse zeigte deutlich, dass Patienten ohne 3g-
Aberration eine wesentlich geringere Wahrscheinlichkeit fir die Progression in ein MDS
oder eine AML zeigten, als die Patienten, welche eine unbalancierte Translokation unter
Beteiligung von Chromosom 3q trugen. Eine sekundar auftretende Monosomie 7 erhéhte
zusétzlich das Risiko fur das Auftreten eines MDS bzw. einer AML.

Die Ergebnisse dieser Studie haben Eingang in die ,,Standards for Clinical Care” des
Fanconi Anemia Research Funds (USA) gefunden und somit die Basisdiagnostik um einen
molekularzytogenetischen Ansatz erweitert, um friihzeitig und gezielt diese prognostisch

hochrelevante Aberration zu erfassen (Alter 2003).
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Neitzel H, Kuhl JS, Gerlach A, Ebell W, Ténnies H (2007) Clonal chromosomal
aberrations in bone marrow cells of Fanconi anemia patients: results and

implications. Monogr Hum Genet, [im Druck].

In dieser aktuellen Ubersichtsarbeit wurden die bisherigen Literaturdaten den eigenen,
neuen Daten molekularzytogenetischer Studien an Knochenmarkzellen von Fanconi
Anémie Patienten gegenubergestellt und bezlglich ihrer prognostischen Relevanz
umfassend bewertet (Neitzel et al. 2007). Im Rahmen dieser Arbeit konnten die eigenen
Daten von 2003 um zusatzliche funf Patienten mit Aberrationen in Chromosom 3q
erweitert werden. Zugleich konnte verifiziert werden, dass ein deutlicher Trend zum
mannlichen Geschlecht in der Gruppe der 3g-Patienten vorzuliegen scheint. Im Jahr 2004
wurden unsere Daten bezlglich der hdufigsten chromosomalen Imbalance von Chromosom
3g von der University of Minnesota an einem Kollektiv von 99 FA-Patienten bestatigt
(Hirsch, unpubliziert). Beide Studien sind bis heute die Einzigen, die
molekularzytogenetische Analysen zur Detektion chromosomaler Aberrationen bei FA
ginsetzten. In der vorliegenden Arbeit wurde die strukturelle Ahnlichkeit der FA-KM
Aberrationen zu denen der sekundaren AML bei Non-FA Patienten ebenso diskutiert, wie
das Auftreten und die mogliche Bedeutung unipartentaler Disomien durch Reduplikationen
komplex aberranter Chromosomen im Rahmen der Karyotypevolution. Unter
Beriicksichtigung der o.g. Daten kann zusammenfassend festgestellt werden, dass
spezifische klonale Chromosomenaberrationen offenbar, auch in Knochenmarkzellen von
Fanconi Andmie Patienten, einen wichtigen Schritt hin zur Leukamieinitiation darstellen
und somit ihrem frihzeitigen sensitiven Nachweis eine hohe prognostische Bedeutung

zukommt.
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Tonnies H, Huber S, Volarikova E, Gerlach A, Neitzel H (2007) Interphase FISH-
Assay for the Detection of MDS- and AML-Associated Chromosomal Imbalances in

Native Bone Marrow and Blood Cells. Monogr Hum Genet, [im Druck].

Diese vorgestellten Ergebnisse lieferten die Grundlage zur Entwicklung einer sensitiven
molekularzytogenetischen Analysestrategie zum frihzeitigen Nachweis prognostisch
relevanter und FA-spezifischer Aberrationen auf Einzelzellniveau (Tonnies et al. 2007). In
dieser aktuellen Arbeit wird die Etablierung und Validierung dieses FA-spezifischen
Interphase FISH-Assays (I-FISH-Assay) ausfuhrlich dargestellt. Die zuvor vorgestellten
klonalen Chromosomenaberrationen wurden primér in Knochenmarkpraparationen von
FA-Patienten nachgewiesen. Erste Hinweise auf das VVorhandensein der 3g-Aberrationen
auch in Zellen des peripheren Blutes ergaben sich aus CGH-Analysen an DNA aus
peripherem  Blut. Um eine schnellere und  sensitivere  Detektion  der
Chromosomenaberrationen zu gewabhrleisten, etablierten wir einen YAC-basierenden FA-
spezifischen Interphase FISH-Assay. Diesen wendeten wir zur Analyse von
Direktpréparationen der mononukleéren Zellen des peripheren Blutes (PBD) an, die zum
gleichen Zeitpunkt wie die Zellen des Knochenmarks gewonnen wurden. Der Einsatz der
Interphase FISH ermdglicht somit Analysen in einem engeren Zeitraster, ohne haufigere
Knochenmarkentnahmen. Zudem er6ffnet dieser Ansatz die Mdglichkeit, eine in vivo
Quantifizierung klonaler Aberrationen sensitiv und spezifisch durchzufiihren. Dieser neu
etablierte diagnostische Ansatz ermdglichte zusétzlich eine weitgehend automatisierbare
zytogenetische Analytik unter Einsatz eines Scanningmikroskops und somit die
Durchfiihrung einer internationalen Prospektivstudie an Zellen des peripheren Blutes von

Fanconi Andamie Patienten in unserem Labor.
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Meyer S, Fergusson WD, Whetton AD, Moreira-Leite F, Pepper SD, Miller C,
Saunders EK, White DJ, Will AM, Eden T, lkeda H, Ullmann R, Tuerkmen S,
Gerlach A, Klopocki E, Ténnies H (2007) Amplification and translocation of 3g26
with overexpression of EVI1 in Fanconi anemia derived childhood acute myeloid
leukemia with biallelic FANCD1/BRCAZ2 disruption. Genes Chromosomes Cancer.
46(4):359-72.

Um die Bedeutung der haufigen Aberration von Chromosom 3gq im
Transformationsprozess zur Leuk&mie naher zu charakterisieren, wurden seltene FA-
AML-Zelllinien eingehend analysiert (Meyer et al. 2007). Von den bisher weniger als 30
weltweit beschriebenen Patienten mit biallelischen Mutation in FANCD1/BRCA2,
existieren bisher nur von zwei Patienten AML-Zelllinien (Ikeda et al. 2003; Meyer et al.
2005). In diesem internationalen Kooperationsprojekt standen uns alle bisher
beschriebenen FA-AML-Zelllinien fir eingehende molekularzytogenetische und
molekulargenetische Analysen zur Verfugung. Hierzu zéhlten auch die bisher nur
zytogenetisch charakterisierten Zelllinien SB1685CB, welche aus Knochenmarkzellen zum
Zeitpunkt der AML-Diagnose von einem FA-Patienten der Komplementationsgruppe FA-
D1 etabliert wurde, und die Linie SB1690CB aus peripheren Blasten des selben Patienten
(Meyer et al. 2005). Diese Linien, immunophanotypisch CD34 positiv, zeigten sowohl die
FA-charakteristische chromosomale Instabilitat als auch die charakteristische induzierbare
MMC-Hypersensitivitat. Nach initialen CGH-Analysen konnte gezeigt werden, dass beide
Zelllinien desselben Patienten zytogenetisch voneinander abwichen. Hieraus konnte
geschlussfolgert werden, dass diese Unterschiede verschiedene Stadien der malignen
Progression (Karyotypevolution) darstellen. Eingehende molekularzytogenetische SKY-,
FISH- und Array-CGH Studien fuhrten zur Eingrenzung einer nur 3,7Mb grof3en kritischen
chromosomalen Region in 3926.2026.31. Als Kandidatengen in der Region identifizierten
wir den onkogenischen Transkriptionsfaktor EVI1, welcher in den betroffenen Linien,
aufgrund drei- bzw. vierfachen Vorhandenseins im Vergleich zu ausgewahlten
Kontrollzelllinien, massiv berexprimiert wurde. Anhand dieser Daten konnte erstmalig
bei der FA eine direkte Verknupfung zytogenetischer Daten und molekulargenetisch
nachweisbarer Uberexpression von EVI1 hergestellt werden. Rearrangements von
Chromosom 3q, welche sehr selten in kindlichen Non-FA-AMLs gefunden werden,
resultierten nach Literaturangaben ebenso in einer Uberexpression von EVI1 und sind
zudem ein genetischer Marker fir eine schlechte Prognose.
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3. ZUSAMMENFASSENDE BETRACHTUNG UND AUSBLICK

Die Zytogenetik tragt als Grundlagenwissenschaft der Humangenetik und der molekularen
Medizin dazu bei, entscheidende biologisch-medizinische Sachverhalte in einen logischen
Zusammenhang zu stellen. So ist die exakte Charakterisierung chromosomaler
Aberrationen Grundvoraussetzung zum Verstandnis Klinischer und tumorbiologischer

Fragestellungen.

Im Rahmen dieser Habilitationsschrift wird an drei Themengebieten illustriert, wie durch
Anwendung eines breiten molekularzytogenetischen Methodenspektrums chromosomale
Imbalancen charakterisiert und neue Erkenntnisse bezuglich ihrer pathogenetischen
Relevanz und der zugrunde liegenden Entstehungsmechanismen gewonnen werden

konnten.

1. Auf der Basis vergleichender genomischer Hybridisierungen (CGH) und unter
Anwendung  molekulargenetischer und  immunologischer  Methoden  konnten
unterschiedliche intra- und interchromosomale Aberrationen, die de novo entstanden
waren, eingehend charakterisiert werden. Aus der GroRe und den jeweils betroffenen
Genen, im Falle von Mosaizismus auch aus der Verteilung in verschiedenen Geweben,
konnten aussagefahige Karyotyp-Phénotyp-Korrelationen erstellt und Aussagen zum
Wiederholungsrisiko getroffen werden. Dies sind wichtige Informationen fur die

genetische Beratung der betroffenen Familien.

Heute ist die Chip-basierte Array-CGH, als direkte Weiterentwicklung der konventionellen
CGH, dabei, diese weitgehend zu ersetzen, da sie einige deutliche Vorteile bietet. Unter
der Verwendung tausender BAC-Klone (BAC-Array) bzw. Oligonukleotide (Oligo-Array),
welche nahezu liickenlos das gesamte menschliche Genom gleichmaRig abdecken, ist es
heute mdglich, hochaufldsend genetische Imbalancen effizient nachzuweisen (Lockwood
et al. 2006; Ylstra et al. 2006; Coe et al. 2007). Erste eigene Arbeiten unter Verwendung
von BAC-Arrays konnten dies bestatigen (Klopocki et al. 2006a; Klopocki et al. 2006b;
Stumm et al. 2007). Allerdings treten dabei auch neue Probleme auf. Mittels Array-CGH
werden, gerade auch unter Kontrollpersonen, regelmalig ,,copy number variants*
gefunden, bei denen es durchaus zum Verlust mehrerer Gene gekommen sein kann. Nach
bisheriger Kenntnis scheinen sie keine direkte klinische Relevanz zu haben. Was aber ist

der Fall, wenn der betreffende Abschnitt des homologen Chromosoms eine Mutation bzw.
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epigenetische Veranderung aufweist oder ebenfalls deletiert ist? Vor dem Einsatz dieser

neuen Analysemethode in der Routinediagnostik mussen diese Fragen erst geklart werden.

2. Die Analysen verschiedener sporadischer Tumorentitdten fihrten zum Nachweis
spezifischer chromosomaler Imbalancen, die eine bessere Klassifikation der Tumoren und
eine genauere Aussage zum Metastaserisiko ermdglichten. Zudem konnten anhand der
Charakterisierung zweier Tumorzelllinien erstmalig chromosomale Abschnitte ermittelt
werden, die offensichtlich Gene beinhalten, die fur die Entwicklung von Resistenzen
verantwortlich sein kénnen. Aufgrund dieser Daten konnte unter Verwendung von RNA-
Interferenz-Techniken gezeigt werden, dass einzelne Resistenzen wieder aufgehoben
werden kdnnen, was die Mdglichkeit eines gentherapeutischen Ansatzes er6ffnet (Priebsch
et al. 2006). Weiterfuhrende Analysen, auch mittels Expressionsstudien, werden
zusétzliche Einblicke in die komplexen Prozesse der Resistenzentstehung von Tumorzellen
ermoglichen.  Die  Lokalisierung und Identifizierung  tumorinitiierender  und
resistenzrelevanter Gene ist sowohl fir die Aufklarung der Atiologie als auch fiir das
Verstandnis der Progression maligner Tumoren unerlasslich und eréffnet neue Wege in der
Diagnostik und der spezifischen, personalisierten Tumortherapie.

3. Anhand einer langjahrigen Verlaufsstudie an Fanconi Andmie-Patienten konnten
erstmals unter Verwendung molekularzytogenetischer ~ Methoden  spezifische
chromosomale Imbalancen in prdkanzergsen hdmatopoetischen FA-Zellen nachgewiesen
werden, die von erheblicher prognostischer Bedeutung sind und Eingang in die
internationalen Leitlinien zur FA-Diagnostik gefunden haben. Dies belegt, wie die
Ergebnisse zytogenetischer Grundlagenforschung in die klinische Praxis tGberflihrt werden
kdnnen. Heute werden FA-Patienten mit Imbalancen von Chromosom 3q, aufgrund ihres
extrem erhohten Leuk&mierisikos, umgehend knochenmarktransplantiert. Unabdingbar in
diesem Zusammenhang ist der friihzeitige Nachweis erster klonaler Verénderungen, der
mittels Interphase-FISH auch an Zellen des peripheren Blutes moglich ist. Derzeit fiihren
wir eine internationale Prospektivstudie unter Einbeziehung von FA-Patienten durch, die
zeigen soll, wie wirkungsvoll diese FA-spezifische, automatisierte Analysemethode fir

FA-Patienten der verschiedenen Komplementationsgruppen ist.

Aufgrund des erstmaligen Nachweises der Uberexpression des EVI1-Gens in Zelllinien

eines FA-Patienten mit einer Duplikation von Chromosom 3q, untersuchen wir derzeit
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weitere FA-Proben mittels Expressions- und Array-CGH-Analysen, um tiefere Kenntnisse
Uber diese neue leukdmierelevante Aberration und die zugrunde liegenden Entstehungs-

und Wirkmechanismen zu erlangen.

Die wissenschaftlichen Ergebnisse der letzen Jahre haben die Fanconi Andmie aus der
Nische einer seltenen Andmieform ins Zentrum der Forschung geriickt, da hier
grundlegende Einsichten in die DNA-Reparaturmechanismen und die Pathogenese
verschiedener hamatologischer und solider Tumoren gewonnen werden kénnen. Es bleibt
zu hoffen, dass hieraus auch eine verbesserte Therapie fur die Fanconi Anédmie-Patienten

resultiert.

In den nachsten Jahren wird noch ein groes Mall an patientenorientierter
Grundlagenforschung zu leisten sein, um mehr Einsicht in die Entstehung und Folgen
chromosomaler Imbalancen zu gewinnen. Den neuen Chip-basierten Analysemethoden
wird dabei eine zentrale Bedeutung in einer personalisierten, modernen Medizin

zukommen.
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