Entwicklung einer computerlesbaren
zytogenetischen Notation zur Detektion
minimal rekurrenter Aberrationen bei Patienten

mit hamatologischen Neoplasien

Inauguraldissertation
zur Erlangung des Doktorgrades
der Naturwissenschaften

(Dr. rer. nat.)

dem Fachbereich Biologie
der Philipps-Universitat Marburg

vorgelegt von

Jutta Bradtke

aus Kirchhain/Hessen

Marburg/Lahn 2008



Vom Fachbereich Biologie der Philipps-Universitéamidurg als Dissertation

am 25.03.2003 angenommen.

Erstgutachter: Prof. Dr. Michael Bolker, Philippsildersitat Marburg
Zweitgutachter: Prof. Dr. Harald Rieder, Universifdisseldorf

Tag der mindlichen Prifung am: 21.01.2009



Die Untersuchungen zur vorliegenden Arbeit wurden April 2001 bis Dezember 2004 in
der Arbeitsgruppe Tumorgenetik am Institut fur kdiche Genetik/ Fachbereich Medizin der
Philipps-Universitat Marburg (Leitung Frau Prof.Heler) unter der Betreuung von Prof. Dr.
Harald Rieder durchgefuhrt.



Erklarung

Ich versichere, dass ich meine Dissertation mit dénmtel: ,Entwicklung einer
computerlesbaren zytogenetischen Notation zur Dietekninimal rekurrenter Aberrationen
bei Patienten mit hamatologischen Neoplasien“ ssifrsdig und ohne unerlaubte Hilfe
angefertigt und mich dabei keiner anderen als darmir ausdricklich bezeichneten Quellen
und Hilfen bedient habe

(Ort/Datum) (Unterschrift mit Vor- und Zuname)

Die Dissertation wurde in seiner jetzigen oder @mein Form noch bei keiner anderen
Hochschule eingereicht und hat noch keinen soms®géfungszwecken gedient. Teile dieser
Dissertation wurden im Jahr 2003 in der ZeitsclBNMC Bioinformatics verdffentlicht.



Zusammenfassung

Zusammenfassung

Zur Beschreibung menschlicher Karyotypen wird atigen die ISCN (An International
System for Human Cytogenetic Nomenclature) in sejaeeils aktuell gultigen Fassung
verwendet. Mit Hilfe der ISCN kdnnen nicht nur kongionelle Karyotypen, sondern auch
die bei vielen Krebserkrankungen vorkommenden ab&zn Karyotypen beschrieben
werden. Die Karyotypen von Krebspatienten sind igaumfangreich und nur mit Hilfe einer
genauen Kenntnis der ISCN-Regeln zu interpretiefen.Rahmen der Erforschung von
Mechanismen der Krankheitsentstehung und -prognes&iei Neoplasien werden die
Chromosomenbefunde von erkrankten Patienten intrelekchen Datenbanken gesammelt.
Durch die Auswertung der Chromosomenbefunde viBlatienten kénnen chromosomale
Verénderungen entdeckt werden, die flr bestimmtgemangruppen rekurrent sind und
somit nicht zufallig auftreten. Viele der auf died¥eise aufgedeckten rekurrenten
Veranderungen haben eine prognostische Bedeutungetfii Patienten und die An- oder
Abwesenheit einer spezifischen chromosomalen Verémgy kann zur Einordnung eines
Patienten in ein bestimmtes Therapieschema flihkaryotypen, die mit der ISCN
beschrieben werden, sind aufgrund der KomplexgatlfSCN-Regeln nur sehr eingeschrankt
computerlesbar. Insbesondere die vollstdndige &irfag aller chromosomalen Imbalancen
infolge von unbalancierten chromosomalen Rearraegésn sowie von samtlichen
betroffenen chromosomalen Bruchpunkten ist nichglob. Programme, mit deren Hilfe
eine Interpretation von Karyotypen erfolgen konmstanden zum Beginn dieser Arbeit nicht
zur Verfigung. Aus diesem Grund musste eine umfagsénalyse grolder zytogenetischer
Datensammlungen manuell erfolgen und war dadureh sshr zeitaufwandiges und
fehleranfalliges Unterfangen.

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass elesténdig automatisierte Analyse einer
Sammlung nach ISCN 1995 dokumentierter tumorzytetiether Chromosomenbefunde
unter Verwendung einer neu entwickelten zytogede#is Notation (SCCN) moglich ist. Bei
der vollstéandig automatisierten Analyse einer Beisammlung tumorzytogenetischer Daten
wurde das gesamte Spektrum an Rearrangements, @niden und chromosomalen
Imbalancen innerhalb einer selektierten Patientgnue abgebildet. Anhand einer Datenbank
mit den Chromosomenbefunden von 94 Patienten mgrephiladelphia-positiven akuten
lymphatischen Leukamie sowie zusatzlichen Sekumégirationen konnte die Effektivitat
und Effizienz der SCCN nachgewiesen werden. Mitteiseier Software-Tools zur

guantitativen (chromosomale Imbalancen) und qualéa Analyse (Bruchpunktanalyse)
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erfolgte eine Prasentation der Analyseergebnisséaliellarischer und grafischer Form.
Fehlerhafte oder unplausible Datensatze wurden eméhr des Analyseprozesses
herausgefiltert und in separaten Tabellen dokuregntDie bei der Analyse gefundenen
Sekundaraberrationen zur Philadelphia-Translokatioi ihre Haufigkeiten entsprachen
weitgehend den bekannten Literaturwerten. Bishebekannte, minimal rekurrente

Veranderungen wurden nicht nachgewiesen.
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Einleitung

1. Einleitung

1.1 Die ISCN-Nomenklatur
1.1.1 Von der Denver-Konferenz zur ISCN 2005

Nachdem im Jahre 1956 Tijo und Levan die genaue anzmenschlicher
Chromosomen von 48 auf 46 festgelegt hatten, setden Folgejahren ein verstéarktes
Interesse an der Humangenetik ein. Im Zuge dessedew viele Klassifikations- und
Nomenklatursysteme zur Beschreibung des menschlickaryotyps und seiner
Variabilitdt sowie von chromosomalen Aberrationeorgeschlagen. Zu diesem
Zeitpunkt war nur die Beschreibung von numerischend grobstrukturellen
Veranderungen der Chromosomen mdglich. Im Jahr 18%@eckte Lejeune die
Trisomie 21 bei Patienten mit dem Down-Syndrom €Leget al. 1959). Im gleichen
Jahr erfolgte die Erstbeschreibung der gonosom@temrationen beim Ullrich-Turner-
Syndrom (Monosomie X) (FORDet al. 1959) und beim Klinefelter-Syndrom
(zusatzliches X-Chromosom beim mannlichen GeschleGlFACOBS & STRONG
1959). Im Jahr 1960 wurden die beiden konstitutieneautosomalen Trisomien 13
(PATAU et al. 1960) und 18 (Edwardst al. 1960) und die erste klinisch bedeutsame,
nicht konstitutionelle strukturelle Veranderungsdhiladelphia-Chromosom (benannt
nach ihrem Entdeckungsort) bei der chronischen omaten Leukdmie (Nowell &
Hungerford 1960), entdeckt. Durch diese Entwickksuritte wurde eine
Vereinheitlichung der bisher gebrauchlichen Klakatfons- und Nomenklatursysteme
notwendig. Noch im gleichen Jahr einigte man siahed auf ,A Proposed Standard
System of Nomenclature of Human Mitotic Chromosdoh{Benver Conference 1960)
— diese bildete die Basis fur alle zukinftigen Naokiaturen.

Im Jahre 1963 erhielt diese Nomenklatur offizielleharakter (London Conference
1963); nach Patau (PATAU 1960) wurden sieben vezdelmne Chromosomengruppen
(A — G) eingefiihrt. Auf der 1966 nachfolgenden ,€igo Conference* wurde ein
.Standard System of Nomenclature® fur eine KurzdtiBeschreibung der
Chromosomenanzahl und seiner Abnormalitdten (im ebagderten Zustand)
vorgeschlagen.

Kurz darauf, im Jahre 1970, konnte erstmals die dBamg menschlicher

Chromosomen mit Hilfe des Fluoreszenz-Farbstoffangurin dargestellt werden
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(Casperssoret al. 1970). Diese revolutionare Entdeckung ermdglichitgtmals eine
genaue Unterscheidung und Kategorisierung der figpedren Merkmale der einzelnen
Chromosomen innerhalb der sieben Chromosomen-Gnupper hierdurch
stattfindende enorme Erkenntniszuwachs hatte zlgeFdass die Nomenklatur erneut
angepasst werden musste. Im Jahre 1971 fand dmsted€onferenz in Paris statt, hier
wurde eine Regel zur Beschreibung von Chromosorgemren und —banden sowie
struktureller Rearrangements durch die Angabe dectpunkte eingefiihrt und in den
Folgejahren noch einmal angepasst (N.N. 1972). R@wley konnte 1973 mittels
Quinacrin-Banderung nachweisen, dass es sich bdPliiéadelphia-Translokation um
eine Translokation zwischen den langen Armen jesi@hromosom 9 und 22 handelt
(Rowley 1973). Im Jahr 1978 wurden dann alle vagesr Versionen der Nomenklatur
unter der ISCNL978 (Standing Committee on Human Cytogenetic Natature 1978)
zusammengefasst. Doch die technische Entwicklung gieiter; die Autoren Francke
und Oliver entwickelten ein hochauflésendes Banagsuerfahren an Trypsin-Giemsa
gebanderteten Prometaphase-Chromosomen (high tiesolbanding) (Francke &
Oliver 1978), so dass schon 1980 eine Erweiterterg 3CN um neue (Sub-) Banden
aus Prophase- und Prometaphasechromosomen stttfintusste (ISCN 1981)
(Standing Committee on Human Cytogenetic Nomenaaif81). In der Folgezeit
(1984) erfolgte eine weitere Uberarbeitung und &edarrektur der ISCN, eine
Terminologie zur Beschreibung erworbener Aberraiofz.B. aus Neoplasien) wurde
eingefuhrt. Hieraus resultierte anschliefend diENSL985 (Standing Committee on
Human Cytogenetic Nomenclature 1985). Im Jahr 19@irde zusatzlich eine
Nomenklatur fur die Zytogenetik bei Krebserkrankemgeingefihrt (ISCN 1992). Ein
weiterer Meilenstein in der Erforschung chromos@na@nomalien war bereits 1988
die Entwicklung der Chromosomalen-in-situ-Supp@ssiHybridisierung bzw. der
Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) (Warfod®88). Die Identifizierung von
Verdnderungen erstmals auch im Interphasekern uad submikroskopischen
Deletionen, so genannter Mikrodeletionen wurdecush mdoglich. Demzufolge war
es notwendig auch hierfir eine entsprechende Nolaemkzu entwickeln. So wurde
1995 erneut beraten und als Ergebnis die ISCN 188&ffentlicht (ISCN 1995 1995).
Eine Terminologie zur Beschreibung zytogenetisélrgebnisse aus FISH und revFISH
wurde entwickelt. Der intensive Gebrauch der IS®95Lund die weitere Entwicklung

neuer, feinerer molekularzytogenetischer Methodeth deren Implementierung in die
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Routinediagnostik zeigte auf, dass weiterhin eildgéizite und Unklarheiten innerhalb
der ISCN bestanden. Bei diesen Methoden handeltsiobs beispielsweise um die
Vergleichende Genomische Hybridisierung (CGH), 24blen FISH (Multicolor-FISH)
und SKY (Spectral Karyotyping), Vielfarben-BandeguiiMulticolor-Banding) und
nicht zuletzt die an Mikrochips durchgefiihrte Ar@GH. Eine Uberarbeitung und
Erweiterung des Standardwerkes ISCN 1995 wurdeutesk und im Dezember 2004 in
Vancouver erarbeitet. Seit Oktober 2005 ist nunl8eN 2005 (Shaffer & Tommerup
2006) zur Beschreibung zytogenetischer Veranderungerbindlich. Neben der
Einfihrung eines 300 bphs und 700 bphs Karyorammesde die vorher haufig
mifRverstandliche Nomenklatur fur die in-situ-Hylsidrung modernisiert, vereinfacht
und erweitert. AuRerdem wurde eine Basis-NomenkRitudie Array-CGH eingefihrt,
welche madoglicherweise bei einer zuklnftigen routid®igen Anwendung dieser
Methode erweitert werden muss. FUr den Bereich @@omosomenbandenanalyse
wurde zusatzlich die Abkirzung ,rob* fir die Rolsem’schen Translokationen

eingefuhrt.

1.1.2 Beschreibung der ISCN-Nomenklatur

Ein Karyotyp nach ISCN 1995 bzw. der inzwischenuaken ISCN 2005 besteht aus
mehreren Elementen, die nach einem fest definiéviester sortiert sind. Strukturelle
Aberrationen innerhalb eines Karyotyps konnen irCNSKurzschrift oder der
detaillierteren ISCN-Langschrift beschrieben werd@ei Verwendung der Langschrift
werden im Gegensatz zur Kurzform die Bruchpunkted whe Herkunft und
Orientierung des chromosomalen Materials im dekeat Chromosom genau
angegeben. Im praktischen Gebrauch wird jedoch en KRegel die Kurzschrift
verwendet, welche zur Beschreibung der meisten rRegements vollkommen
ausreicht.

Grundsétzlich beginnt ein Karyotyp mit der Angale €hromosomenanzahl, danach
folgt nach einem trennenden Komma die vorliegendmdSomenkonstellation. Ein
normal mannlicher oder weiblicher Chromosomensaitzl wit 46,XY bzw. 46,XX
beschrieben. Falls ein aberranter Karyotyp vorligggen nach einem weiteren Komma
im Anschluss an die Gonosomen die Beschreibungeberrationen. Hierbei muss
die Reihenfolge beginnend vom Chromosom 1 bis Chemm 22 eingehalten werden.

Falls jedoch ein Gonosom in eine Aberration invetviist, wird dieses vor den



Einleitung

Autosomen beschrieben und dafiir bei der Gonosonmstddtation weggelassen.
Einzelne Aberrationen werden durch ein Komma undeotrennendes Leerzeichen
nacheinander aufgelistet. Bei numerischen Abematiowird dem entsprechenden
Chromosom ein Plus- (Zugewinn) oder Minuszeicherri{yst) vorangestellt (z.B.

45,XY,-7 oder 47,XX,+8 bzw. 46,X,-X,+8). Bei strukellen Aberrationen folgt auf die
der Aberration entsprechenden ISCN-Abkirzung dasofiene Chromosom, welches
von Klammern eingefasst wird. Im Anschluss daranrdee die betroffenen

Bruchpunkte in Klammern aufgefuhrt [z.B. 45,XY,-&l@®)(p21)]. Ein feststehendes
Prinzip bei Gebrauch der Kurzschrift ist:

Bei (reziproken) Rearrangements mit mindestens @vechpunkten werden (nach
Angabe des Aberrationskirzels), jeweils durch e@miRolon getrennt, die betroffenen
Chromosomen innerhalb eines ersten Klammernpaare@glie Bruchpunkte innerhalb
eines zweiten Klammernpaares beschrieben [z.B.4,A&%9;22)(934;q11)]. Analog

dazu erfolgt die Beschreibung von Drei- und Viedbpunkt-Rearrangements. Die
Reihenfolge der Bruchpunkte im zweiten Klammerngadspricht der Reihenfolge der
involvierten Chromosomen im ersten Klammenpaar.

Die ISCN-Langschrift wird hauptsachlich dann gelotday wenn sehr komplexe
Bruchereignisse innerhalb eines Chromosoms std#fabzw. dabei Material mehrerer
verschiedener Chromosomen auf ein Chromosom traesiavurde. Hierbei wird die

Orientierung des Materials innerhalb eines Chromwsodurch Pfeile und ein
Bruchereignis durch ein Paar Doppelpunkte dardestddie Herkunft des

chromosomalen Materials wird durch Angabe des Hd#tkohromosoms und der
involvierten Banden definiert.

In kurzer Schreibweise wird ein Isochromosom eitesvativen Chromosom 22 nach
vorangegangener Philadelphia-Translokation demestbpnd durch den Ausdruck
ider(22)(q10)t(9;22)(g34;q11) beschrieben. In ISCihgschrift stellt sich diese
Aberration deutlich komplexer dar. Der entsprecleendusdruck lautet dann
ider(22)(9qter->9q34::220q11->22q10::22910->22q1d38>9qter).

Liegt eine Aberration konstitutionell d.h. im angeénen Chromosomensatz vor, wird
die entsprechende Aberration mit einem ,c" versehen
Ein aberranter Karyotyp kann im Falle einer Neaplasus einem oder mehreren

Klonen bestehen. Diese konnen durch eine klonalelufien aus einer Zelllinie
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entstanden sein und somit identische AberratioReim@raberration) gemeinsam haben
(in diesem Fall spricht man von Subklonen) oder sied aus verschiedenen
Stammzellen entstanden und daher unabhéngig vaomEnaund haben keine

Aberration gemeinsam.

Unter dem Begriff Modalzahl versteht man die Anzéddt Chromosomen im aberranten
Klon, die bei der Chromosomenbandenanalyse am dsiefi gefunden wurde. Beim

Vorliegen mehrerer aberranter Klone mit untersditkdr Chromosomenzahl

entspricht die Modalzahl dem Klon mit den meistasgewerteten Mitosen.

An der Modalzahl eines aberranten Karyotyps orghtsich auch die Einteilung in

verschiedene Ploidiegruppen (s. Tabelle 1).

Tabelle 1: Ploidiegruppen nach ISCN

Ploidiegruppe Modalzahl
nahezu haploid +/- 23 </=34
hypohaploid <23
hyperhaploid 24-34
nahezu diploid +/- 46 35-57
hypodiploid 35-45
hyperdiploid 47-57
nahezu triploid +/- 69 58-80
hypotriploid 58-68
ypertriploid 70-80
nahezu tetraploid +/- 92 81-103
hypotetraploid 81-91
hypertetraploid 93-103

Die Ploidiegruppen werden durch die Zahl 23 (Anzddil Chromosomen im haploiden
Satz) und ihre Vielfachen festgelegt. Ob es siahebeer numerischen Aberration um
einen Zugewinn oder Verlust handelt, hangt davonzabwelcher Ploidiegruppe ein
aberranter Klon gezahlt wird. Wenn beispielsweigeModalzahl 57 betragt, fallt der
Klon in die nahezu diploide Gruppe (hyperdiploidjduTrisomien von Chromosomen
werden als Zugewinne gezahlt. Wenn dagegen mod&hs8mosomen vorliegen, fallt
der Klon in die nahezu triploide Gruppe (= hypdtigd) und Trisomien werden nicht
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im Karyotyp aufgefuhrt, wohingegen bei allen Chrammen, die nur disom vorliegen,
davon ausgegangen wird, dass ein Verlust vorliegicher dann auch im ISCN-

Karyotyp aufgefiuihrt wird. Zwei Beispiele zur Verdighung:
hyperdiploid:57,XX,+X,+4,+6,+8,+10,+11,+14,+17,+18]1,+21
hypotriploid:58,XXX,-1,-2,-3,-5,-7,-9,-13,-15,-19,-20,+21,-22

Die Beispiele zeigen wie unterschiedlich zwei Kaypen aussehen kbnnen, wenn sie
in der Anzahl der einzelnen Chromosomen zwar sehnlich sind, jedoch
unterschiedlichen Ploidiegruppen zugeordnet weldérterschied: im hypotriploiden
Klon liegt auch das Chromosom 12 in dreifacher l€ogmr).

Eine auszugsweise Auflistung der in der ISCN 1996%verwendeten Zeichen und

Abklrzungen ist im Anhang aufgefihrt.

1.2 Analyse tumorzytogenetischer Daten zur Entdeckuedgurrenter
Aberrationen

Bei verschiedenen Leukamieentitaten wurden durehAdialyse der zytogenetischen
Daten verschiedener Patientengruppen inzwischere vepezifische, rekurrente
Aberrationen definiert. Die prognostische Bedeutdrgser spezifischen Aberrationen
ist bekannt und neu erkrankte oder rezidiviertaelRtgn werden entsprechend dieser
Aberrationen (und unter Berucksichtigung weiterénigcher Befunde) im Rahmen
einer Therapie in verschiedene Risikogruppen egiljletBei den meisten dieser
spezifischen Aberrationen sind die beteiligten Gené deren Funktion im Zellzyklus
und bei der Krankheitsprogression bekannt. Aufafi€rundlage wurden in den letzten
Jahren sogar einige Medikamente entwickelt, dienb¥orliegen einer spezifischen
Aberration der Krankheitsprogression auf molekulafene entgegenwirken (z.B.
Imatinib bei CML und ALL). Dartber hinaus konnen iRahmen einer klonalen
Evolution im  Krankheitsverlauf und unter Therapie ntarschiedlichste
Zusatzaberrationen zu den spezifischen Verandenugegiinden werden. Einige dieser
Zusatzaberrationen sind rekurrent und mit bestimmgpezifischen Aberrationen
assoziiert. Daneben findet man jedoch haufig niektirente Zusatzaberrationen. Bei

vielen Leukamie-Patienten mit aberrantem Karyotgpe aber keine spezifischen
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Aberrationen aufweisen, werden unspezifische Alierran gefunden, deren pathogene
Wirkung unklar ist, die aber eine Rolle bei der idaeitsprogression spielen kénnten.
Wenn im Falle einer Neoplasie eine zytogenetisciagbstik durchgefihrt wird, dient
diese in der Regel dazu den betroffenen Patieneemach Aberrationsstatus und
entsprechender Risikostratifizierung, nach der ifim bestmoglichen Therapie zu
behandeln.  Tumorzytogenetische  Ergebnisse  werdenoraysgesetzt eine
Einverstandniserklarung des Patienten oder seiesstzjichen Vertreters liegt vor)
dariiber hinaus im Rahmen von Therapiestudien gesfimin Deutschland aktive
Studien sind z.B. die verschiedenen GMALL-StudiBetsche Multizentrische ALL-
Studie: www.kompetenznetz-leukaemie.de) fur erwasbatienten mit ALL oder die
ALL-BFM-Studien (www.uni-kiel.de/all-studie/All_imb.htm) fir padiatrische ALL-
Patienten. Durch die Speicherung der tumorzytogeeietn Daten in Datenbanken
kénnen diese einer mdglichen wissenschaftlichenyseazuganglich gemacht werden.
Hierfir werden die Daten i.d.R. mehrerer Referdmala an die jeweiligen
Studienzentralen weitergeleitet. Schon im einzelrReferenzlabor werden dabei
tumorzytogenetische Daten von Patienten aus groi&graumen archiviert. Hierbei
entstehen unter Umstanden Datenbanken mit den &&iwam mehrerer tausend
Patienten.

Um bei einer wissenschaftlichen Analyse zu statibtiabgesicherten Aussagen zu
gelangen, missen moglichst groRe Fallzahlen austgweerden. Grol3e Fallzahlen
entstehen z.B. durch die Zusammenfuhrung der Dateschiedener Institute. Dieses
wird auf der Ebene sowohl nationaler (Kompetenznékute und chronische
Leukamie) als auch internationaler Zusammenarhegioht (European Leukemia Net).
Wenn eine nicht-spezifische Aberration oder Zudamation nur ein- oder zweimal
innerhalb der begrenzten Patientensammlung eine®riaytogenetischen Institutes
vorkommt, fallt diese bei einer Analyse der zytogfesthen Daten nicht unbedingt auf,
sie wird am ehesten als zufallig und nicht-rekurreingestuft. Durch die Erzeugung
von Datenbanken mittels Zusammenfihrung der Patielaten verschiedener
tumorzytogenetischer Institute stehen jedoch gek@lsammlungen zur Verfligung.
Bei der Analyse dieser gré3eren Datenmenge istGggich, dass sich eine vormals als
zufallig eingestufte Aberration nun als minimal uedent erweist, weil sie aufgrund der
groéReren Menge an untersuchten Patienten gehaoérhalb einer spezifischen

Patientengruppe vorkommt. Mit Hilfe der Analyse cbar grofRen zytogenetischen
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Datenbestande auf bestimmte Chromosomenaberrati@mren neue, seltene priméare
Chromosomenaberrationen aufgedeckt werden. So #enwiederholte Involvierung
einer bestimmten Chromosomenbande bei Translolatiomit unterschiedlichen
Partnerchromosomen auf die tumorauslosende Umlageein und desselben Gens
hindeuten (Rowley 1999). Die Analyse grofRer tumtwmggnetischer Fallsammlungen
ist zudem hilfreich, um minimale gemeinsam del&ie€Chromosomensegmente zu
identifizieren und damit wichtige Hinweise auf dotbkalisierte potentielle
Tumorsuppressorgene zu erhalten (Johansson e98).1Diese Strategie fuhrte z.B.
zur Entdeckung des TumorsuppressorgéBdKN2A in der Chromosomenbande 9p21
(Chilcote et al. 1985; Middleton et al. 1991; Kaetkal. 1994). Uber die Identifizierung
minimaler gemeinsam hinzugewonnener Segmente konmeittels Analyse
tumorzytogenetischer Daten auch Regionen eingegieemen, die eventuell fur die
Tumorgenese bedeutsame Onkogene beherbergen ¢@atati al. 2001). Die
Aufschliisselung der zeitlichen Abfolge des Auftnstauind die Art der Kombination
von zusétzlichen Chromosomenaberrationen im Rahgiear klonalen Evolution
konnen Hinweise auf genetische Mechanismen der Tpnogression geben. Dabei
konnen komplexe Karyotypveranderungen das Mustergemetischen Veranderungen
verschleiern (Hoglund et al. 2001; Hoglund et 802).

1.3 Computergestitzte Auswertung von zytogenetischen
Datensammlungen
Eine rein manuelle Analyse groRer Mengen tumorametischer Daten ist sehr
zeitaufwandig und haufig fehleranfallig. Eine cortgrgestitzte Auswertung grof3er
Datenmengen wére winschenswert, da sie den effictagr Zeitaufwand minimiert
und zu weniger fehlerbelasteten Ergebnissen fi#flus. diesem Grund wurde bei der
Entwicklung der ISCN 1995 bereits beriicksichtigissl eine Computerlesbarkeit der
ISCN-Karyotypen mdoglich ist. So kénnen in Datenamkin denen in ISCN-
Kurzschrift beschriebene zytogenetische Daten gaspe sind, numerische
Veranderungen ganzer Chromosomen, eindeutige bekan@hromosomen-
rearrangements sowie bereits bekannte rekurrentehBunkte via Computer Uber eine
einfache Volltextsuche leicht abgefragt werden @ifitan et al. 1997; Mitelman et al.
2007). Dieses Verfahren ist jedoch, je nach Bes$ehhéit der ISCN-Karyotypen, flr
eine umfassendere Analyse meistens nicht ausrelchen
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Unbalancierte Chromosomenrearrangements fuihren atielpen Zugewinnen und
Verlusten chromosomalen Materials. Der Zugewinregiderivativen Chromosoms,
welches das Resultat einer unbalancierten Transbokest, fihrt ebenfalls zu partiellen
Zugewinnen und Verlusten derselben ChromosomenalisehZum Beispiel fihrt in
dem Karyotyp 47,XY,der(19)t(1;19)(g23;p13),+der{®)19) der Zugewinn des
derivativen Chromosom 19 zu einem zweifachen Zugewler Banden 1923 bis 1944,
zum Verlust eines Teils der Chromosomenbande 19pis3 zum Telomer von
Chromosom 19 und auRerdem zum Zugewinn eines intiRig Zentromer gelegenen
Anteils von 19p13 (da der Bruchpunkt theoretiscden Bandenmitte angesiedelt wird).
Daruber hinaus kdnnen komplexe chromosomale Reggna@nts zum Teil nur mittels
der weiter oben beschriebenen detaillierten ISCNgkahrift dargestellt werden,
wodurch Netto-Zugewinne und -Verluste mitunter durch aufwandiges Vergleichen
der einzelnen Aberrationen innerhalb des Gesantkgryg entdeckt werden kénnen.
Auch die Beschreibung der Art des Rearrangementbasn Gebrauch der ISCN-
Langschrift fur komplexe Karyotypen ohne die Infation des Gesamtkaryotyps
oftmals schwierig. Diese Beispiele zeigen, dassI8@N-Karyotyp mit strukturellen
Aberrationen (ob in Kurz- oder Langschrift) so gemi& ,Metainformationen® Gber die
chromosomalen Zugewinne und Verluste enthalten kdienohne genaue Kenntnis der
ISCN-Regeln nicht interpretiert werden kénnen urmmis einer automatisierten
Abfrage unter Verwendung einer einfachen Volltektaipe nicht zugénglich sind.

Eine vollstandig computerisierte Metaanalyse zytegischer Daten via Volltext-
Abfragen kann erfolgen, wenn neben dem ISCN-Kagyaych die darin enthaltene
Metainformation in einer Datenbank dokumentiertdwiDieses Verfahren wird in
verschiedenen tumorzytogenetischen Instituten tarsohiedlicher Weise angewendet.
Wenn die im ISCN-Karyotyp enthaltene Metainformatiocht zusatzlich dokumentiert
wird oder tumorzytogenetische Daten analysiert eerdhiissen, bei denen nur der
ISCN-Code als Informationsquelle vorliegt, kann eeimollstandig computerisierte
Analyse nur erfolgen, wenn ein Analyseprogramm iggt] welches einen ISCN-
Karyotypen interpretieren kann. In der Vergangeings es nur wenige, unvollstandige
Anséatze zur Entwicklung einer solchen Software (Kdmet al. 1983) (Hashimoto et al.
1989).

Zu Beginn dieser Arbeit stand kein System fiir eineomatisierte Analyse von ISCN-

Karyotypen zur Verfigung. Es erschien zudem fragliob die Entwicklung einer
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Software maoglich ist, die die im ISCN-Code enthad¢te Metainformationen erkennen
kann und dann eine Analyse aller chromosomaler &ingee und Verluste bzw.
Bruchpunkten liefert. Da es den meisten tumorzytetjschen Instituten an den
zeitlichen und finanziellen Mitteln mangelt, ersahidie moégliche Entwicklung eines

entsprechenden Programms zudem als unrealisierbar.

1.4 Die Akute Lymphatische Leukamie

Die akute lymphatische Leukdmie (ALL) ist eine Herwachsenen eher seltene
hamatologische Neoplasie. Sie macht weniger als ¥ Leukamien bei den
Erwachsenen aus. In Deutschland hatte sie in dBredal997-1998 bei den 15-
64jahrigen eine Inzidenz von 0,5 Neuerkrankungdn@Q000 EW pro Jahr (Dugas et
al. 2003), dieses entspricht ca. 500 Neuerkrankupge Jahr. Manner erkranken etwas
haufiger an der ALL als Frauen (ca. 1,4 zu 1). Ben Uber 80jahrigen liegt die
Frequenz bei 1,5/100000 Neuerkrankungen jahrligs mittlere Erkrankungsalter liegt
beim Erwachsenen zwischen 30 und 40 Jahren (Dugds2003). Bei Kindern ist eine
ALL mit einem Anteil von ca. 80% die h&aufigste Léuhkieform. Auch in dieser
Patientengruppe erkranken pro Jahr in Deutschlaamd 500 Patienten neu. Die
Symptome der ALL kénnen tber Wochen und Monateescihénd zunehmen, kénnen
jedoch auch sehr plétzlich auftreten. Sie werdercldunsuffizienz der Blutbildung
bzw. Infiltration anderer Organe hervorgerufen. Biefall des Zentralnervensystems
(ZNS) ist mdglich. Pra-leukamische Erkrankungendsbei der ALL sehr selten,
wodurch eine Anamnese der Patienten nicht sehel@gpist.

Eine ALL entsteht durch Entartung einer pluripoggnhamatologischen Stammzelle.
Stammzellen des Knochenmarks werden allgemein aflerz mit extensiver
Selbsterneuerungskapazitat und spezifischem Difféeeungspotential definiert.

Eine Stérung in der Balance zwischen Proliferatiod Differenzierung kann zu einer
klonalen Selektion einer Stammzelle und so zu eRregression und neoplastischen
Entartung fuhren. Nach den Richtlinien der WHO nreiasKir die Diagnose einer ALL
mindestens 20% Blasten vorliegen. Bei der ALL simide verschiedenen
Reifungsstadien der Blasten durch das Vorkommenzifsgeher Oberflachenmarker
definiert, deren Vorkommen einen Hinweis auf diesehiedenen ALL-Subtypen
liefern konnen. Das Vorkommen dieser Oberflachekarar wird mittels

Immunphanotypisierung bestimmt (hier nicht dardéstdécine Einteilung der ALL in
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ihre Subtypen geschieht neben immunologischen (Inminénotypisierung) nach

morphologischen (z.B. Zellgréi3e, Zytoplasma, Nuiglemd zytochemischen Kriterien.

Bei einer Einteilung nach den verschiedenen Reaifksh der Lymphozyten kénnen

mittels Immunphanotypisierung, je nach betroffedetlreihe (B- oder T-Zellreihe),

verschiedene Subtypen der ALL bestimmt werden. Beétlen eines bestimmten

Reifungsgrades konnen durch die Markierung mit iigehen Antikdrpern erkannt

werden (siehe Tabelle 2).

Tabelle 2: Zelltypen und Antikdrper bei den verschedenen Subtypen der ALL

Subtypen bei ALL

Zelltyp

Antikorper

B-Reihe

B-I: Pro-B-ALL (pro-B-
Zelle)

cyCD22, CD19, CD24,
CD20, HLA-DR, TdT

B-II: c-ALL (préa-pra-B-
Zelle)

cyCD22, CD19, CD24,
CD20, HLA-DR, TdT,
CD10

B-Ill: Pra-B-ALL (pra-B-
Zelle)

cyCD22, CD19, CD24,
CD20, HLA-DR, TdT, cylg

B-IV: reife B-ALL
(Burkitt-Lymphom), friihe
B-Zelle

cyCD22, CD19, CD24,
CD20, HLA-DR, CD10,

cylg, slg

T-Reihe T-I: Pro-T-ALL cyCD3, CD7, CD5, CD2,
CD1a, CD8, CD52
T-II: pra-T-ALL cyCD3, CD7, CD5, CD2,
CD1a, CD8, CD52
T-lII: cortikale T-ALL cyCD3, CD7, CD5, CD2,
CD1a, CD8, CD52
T-IV: reife T-ALL cyCD3, CD7, CD5, CD2,
CD4, CD8, SCD3
My+-ALL Biphanotypische ALL Ggf. mit ein oder zwei

myeloischen Markern
(CD33, CD13, CD65s,
CD117, cyMPO)
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pro-B common pra-B B-ALL

B-Zelllinie

cylgM

kortikale

T-Zelllinie

CD7 CD5 CD1 CDh3
CDh2 CDh4
14g11-Aberrationen, TAL1-Deletion CD8

Abbildung 1: Schema der Zelldifferenzierung der lynphatischen Zellreihe mit
ALL-Subtypen, spezifischen Aberrationen und Oberfl&chenmarkern.

Je nach ALL-Subtyp kdnnen spezifische chromosorAalerrationen vorkommen, die
mit einer unterschiedlichen prognostischen Relevassoziiert sind. Die Bedeutung
prognostischer Faktoren kann jedoch nur in Zusarhar@m mit der entsprechenden
Therapie beurteilt werden. Wenn eine spezifischerddtion festgestellt wird, wird
diese folglich zusammen mit weiteren Diagnosepat@ame in dem
patientenspezifischen Therapieschema (Hochrisiktandardrisiko, Niedrigrisiko)

bertcksichtigt.
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Tabelle 3: Chromosomenaberrationen, Haufigkeiten ud prognostische Bedeutung
bei erwachsenen Patienten mit einer ALL

Aberration Haufigkeit (%) Prognose
t(9;22)(q34;911.2) 20-30 unginstig, hochrisiko
t(4;11)(921;923) 3-7 unginstig, hochrisiko
t(1,;19)(923;p13.3) 1-3 ungunstig?
t(10;14)(g24;911) 1-3 unginstig?
9p/60g/12p 5-15/3-6/2-5 unklar
hoch-hyperdiploid (51-65 Chr.) 2-9 glnstig
Normalkaryotyp 15-33 intermediar

1.4.1 Die Philadelphia-Translokation als spezifisch e Aberration der ALL

Eine spezifische Aberration bei der ALL ist die [Btelphia-Translokation. Sie kommt
bei der ALL mit L1- oder L2-Morphologie, meistensisammen mit dem B-Zell
Phanotyp und in sehr seltenen Fallen mit dem T-2hHnotyp, vor. Bei erwachsenen
ALL-Patienten hat sie eine Inzidenz von ca. 15-3®}ecchia et al. 2003). Sie wird bei
Kindern deutlich seltener nachgewiesen (2-5%) (§tareet al. 2000).

Das allgemein Philadelphia-Chromosom genannte alievey Chromosom 22 féllt bei
der zytogenetischen Analyse leicht als Markerchmono auf. Es ist durch eine
Translokation zwischen den langen Armen je eines@bsom 9 und 22 entstanden
und wird nach ISCN-Kurzschrift durch den Ausdru¢®;22)(q34;911.2) dargestellt.
Durch dieses Rearrangement werden zwei Gene, da&3abxons bestehentler-Gen
(lokalisiert auf Chromosom 22) und das aus 12 Exmstehendabl-Gen (lokalisiert
auf Chromosom 9) gesplittet, umgelagert und auf @mwomosomen 9 und 22
fusioniert. Die Genfusion bgr/abl-Rearrangement/ btr//3’abl Hybridgen) auf
Chromosom 22 ist das entscheidende pathogene Ereiga fihrt zur Entstehung eines
neuen hybriden Genes bzw. seines aberranten B¢@oatoh & Broxmeyer 1997). Der
Bruchpunkt inabl ist im ersten Intron variabel Gber eine Region 260 kb gestreut,
dabei héaufig zwischen den beiden alternativen Exidnaind 1a, manchmal 5’-seitig
von 1b oder 3'-seitig’ von 1a gelegen, aber immeséitig von Exon 2. Auf dentcr-
Gen sind nur zwei Bruchpunktvarianten bekannt: M-{iér major breakpoint cluster

region) ist ein 5,8 kb grol3er Cluster zwischen Brans 12 und 16 (oder auch b1l bis b5
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von M-bcr). Die meisten Bruchpunkte liegen bei der Philadelgpositiven ALL aber
entweder zwischen b2 und b3 oder zwischen b3 undhbiner 35 kb grofen Region
zwischen den Exons 1 und 2 (im 3’-Bereich des eiste Introns), mbcr genannt (fur

minor breakpoint cluster region).

Das Ergebnis ddscr/abFRearrangements ist eine dauerhaft aktivierte wystdedjulierte
abl-Tyrosinkinase. Der pathogene Effekt der Pradiien dieses chiméren Proteins liegt
zum einen in einer Aktivierung von Genen, die d@l@atoliferation stimulieren und

zum anderen in einer Aktivierung von Genen, dieApeptose inhibieren.

W 2 I T
Hoae 16 11 1 de
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19 20 =1 2 X ¥

Abbildung 2: Karyogramm mit klassischer Philadelphia-Translokation. Der
Karyotyp lautet 46,XX,1(9;22)(g34;q11). Es liegen kine zusatzlichen Aberrationen
vor. Die Pfeile kennzeichnen die aberranten Chromasnen 9 und 22.

Bei ca. 3% der Falle mit einenbcr/ablRearrangement sind verschiedene
Abwandlungen von der klassischen Translokationsfiardglich (Huret et al. 1986), die
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auf molekularer Ebene zum gleichen Ergebnis fihah zytogenetisch jedoch

abweichend darstellen.

- die variante Philadelphia-Translokation t(V;2B&i der andere Chromosomen (V) als
das Chromosom 9 als Translokationspartner zum Gdsom 22 zytogenetisch

nachweisbar sind.

- die komplexe Philadelphia-Translokation t(V;9;2Bezieht zusatzlich zu den
Chromosomen 9 und 22 noch ein drittes oder meltamedere Chromosomen mit ein.
Als der zusatzliche Translokationspartner "V" kamriast alle Chromosomen beteiligt

sein, am haufigsten beschrieben werden die Chromersd, 5, 6, 7, 17 und 21.

- Eine maskierte Philadelphia-Translokation liegt,wenn bei Philadelphia-negativer
ALL das bcr/abl-Rearrangement nachzuweisen ist. Hierbei stellt des Chromosom
22 zytogenetisch nicht als Philadelphia-Chromosomr. dvVielmehr scheint es

zytogenetisch normal zu sein oder ist durch eimafexe Translokation "verschleiert".

Patienten mit einer akuten lymphatischen Leukamgk einer t(9;22)(q34;911) erhalten
in der Regel eine Hochrisiko-Therapie. Dennoch erigie bis heute einen ungunstigen
Krankheitsverlauf und haben sowohl ein deutlichirggres ereignisfreies Uberleben
als auch ein viel niedrigeres Gesamtuberleben inrgleieh zu den anderen

Prognosegruppen der ALL. Das Langzeit-ErkrankumgsfilUberleben (EFS) dieser
Patientengruppe liegt bei Erwachsenen kleiner Brbment (Jabbour et al. 2005).

1.4.2 Zusatzliche chromosomale Aberrationen bei Phi  ladelphia-positiven
ALL-Patienten

Bei ALL-Patienten mit einer Philadelphia-Translakat sind in 50-80% der Falle
verschiedene sekundare Verdnderungen mdglich (hieeet al. 2004a), welche die
klonale Evolution der aberranten Zellen widerspiegeDiese Patienten haben
durchschnittlich ein hoheres Lebensalter (Faderl aét 2000). Die haufigsten
zusatzlichen Veranderungen sind bei Erwachsenen zasitzliches Philadelphia-
Chromosom [+der(22)t(9;22)], eine Monosomie 7 (-@ne Verkirzung des langen
Armes eines Chromosom 7 [del(7)(q)], eine Triso®iét8) sowie Deletionen des p-
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Armes von Chromosom 9 (Johansson et al. 1994). efde wird haufig ein
hyperdiploider Karyotyp mit >50 Chromosomen gefumd@ieder et al. 1996).
Daneben gibt es weitere rekurrente Zusatzaberetiorwelche weniger héaufig
gefunden werden.

Daruber hinaus werden immer wieder zusatzliche vtienen nachgewiesen, die nicht
rekurrent erscheinen und nicht in das Ubliche Sehpassen. Sie kbnnen alleine oder
zusatzlich zu bekannten Sekundaraberrationen derladelphia-Translokation
vorkommen. Die prognostische Relevanz dieser Aberen ist in der Regel unklar. Es
hat sich grundsatzlich gezeigt, dass eine Abh&egigkwischen der Anzahl der
Zusatzaberrationen und der Krankheitsprogressiatebe So wurde inzwischen die
Gruppe der Patienten mit komplexen Chromosomenaiii@nen (>/= 3 Verdnderungen,
mindestens eine davon strukturell) als prognostssdir unginstige Subgruppe bei der
ALL identifiziert, wohingegen Patienten mit hochgeydiploiden bis nahezu
tetraploiden Chromosomenséatzen ohne strukturelleerrdbonen meistens eine

glnstigere Prognose haben (Secker-Walker et al; B@mos et al. 2000).
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1.5 Zielsetzung der Arbeit

Die weiter oben beschriebenen Probleme und Ubergmu haben zu folgender
Aufgabenstellung der vorliegenden Dissertation efu

Zur Gewinnung eines Patientenkollektivs sollten letel aus Knochenmark und
peripherem Blut von Patienten mit akuter lymphéscLeukamie zytogenetisch und
molekularzytogenetisch untersucht werden. Nur Rtgre mit einer Philadelphia-
Translokation und mindestens einer Sekundarabenrasollten in das Kollektiv
aufgenommen werden. Die zytogenetischen Befundiesoinnerhalb einer bereits
bestehenden relationalen Datenbank gespeichert dasd Kollektiv durch bereits
existierende Befunde erweitert werden.

Um die in den ISCN-Karyotypen enthaltenen Metaimfationen einer automatisierten
Analyse zuganglich zu machen, sollte eine compegbdre zytogenetische Notation auf
Basis der ISCN 1995 entwickelt werden. Diese zytetische Notation sollte als
Grundlage fur eine vollstandig automatisierte Asalygrof3er tumorzytogenetischer
Datenbestdnde dienen. Damit eine qualitative unantgative Analyse von ISCN-
Karyotypen, die in die computerlesbare Notation ewandelt wurden, ermdglicht
wird, sollte an der Entwicklung einer entsprechendaalyse-Software mitgewirkt
werden.

Die computerlesbare zytogenetische Notation undAdialyse-Software sollte anhand
eines ausreichend grol3en Beispieldatensatzes meinedefinierten Patientenkollektiv
(ALL-Patienten mit einer Philadelphia-Translokatiomnd mindestens einer
Zusatzaberration) Uberpruft werden.

Dartber hinaus sollte eine qualitative und quatnteaAnalyse des Beispieldatensatzes
im Hinblick auf die Detektion bisher unbekanntenimal rekurrenter Aberrationen und
chromosomaler ,hot spots® von Rearrangements beilL-Ratienten mit einer

Philadelphia-Translokation und Zusatzaberrationgsfglgen.
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2. Ergebnisse

2.1 Entwicklung einer vereinfachten computerlesbarentagenetischen
Notation

2.1.1 Erstellung des Beispieldatensatzes

Die personlichen, klinischen und diagnostischereDatller im tumorgenetischen Labor
Marburg zytogenetisch und molekularzytogenetisctensnchten Patienten wurden in
einer relationalen Datenbank, der so genanntendmigCytogenetic Database (LCD),
gespeichert. Auch die Befunde der von mir untersrclatienten wurden in die LCD
Ubertragen. Als Grundlage fur die LCD diente ein€eGESS-Datenbank (ACCESS
2000 Professional, Microsoft Corporation). Bei eiddCCESS-Datenbank handelt es
sich um eine relationale Datenbank, in der die Wepfung von Tabellen und somit
eine gemeinsame Nutzung von Datensétzen mdoglictDist LCD bestand aus einer
Haupttabelle, welche die Stammdaten der Patierdemeszusatzliche klinische Daten
enthielt, sowie aus zusatzlichen Hilfstabellen, danen z.B. die Ergebnisse der
molekularzytogenetischen Analysen gespeichert wurdBie Haupttabelle und

Hilfstabellen waren Uber die Patientennummer almegesames Datenfeld relational
verknupft. Ergénzt wurde die LCD durch kleine Hifsgramme zur Datenauswertung
oder in Kombination mit einem Schreibprogramm zuchr8iben von Befundbriefen.

Bei dem Entwurf einer Tabelle in ACCESS wird dievgdige Art des Datenformates
eines Datenfeldes festgelegt (als Zahl, Datumgeja/nFreitext, etc), so dass bei der
Dateneingabe und bei spateren Datenbank-Abfragen lestimmtes Schema
eingehalten werden muss, um zu einem Ergebnis murlem. So kann gewahrleistet
werden, dass bei einer Abfrage nur alle eindeuti@atensatze berucksichtigt werden.
In ACCESS besteht die Moéglichkeit eine Abfrage tiuemmen Abfrage-Assistenten oder
Uber einen SQL-Code =zu erstellen. Durch Abfragenchnabeliebigen

Kriterienkombinationen konnten aus den zum Zeitpum&iner Arbeit vorliegenden ca.
2500 Datensétzen der LCD neue Tabellen mit seltdtieDatensatzen erstellt werden.
So konnte die computerlesbare zytogenetische MotatSCCN) und die SCCN-

Analysesoftware wahrend ihrer Entwicklung anhand n vainterschiedlichen

zytogenetischen Datensatzen Uberprift werden, wesdle mdoglichen Varianten an
ISCN-Karyotypen enthielten. Um einen ausreichend3gn Beispieldatensatz zu

erhalten, wurden die Daten der von mir analysief@atienten sowie zusatzlicher
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Patienten, die den geforderten Kriterien entspnachelurch eine gezielte

Datenbankabfrage aus der LCD extrahiert. Auf dM&gse wurde eine neue Tabelle
erstellt, welche die Daten des Patientenkollektinthielt, das als Beispieldatensatz fir
die automatisierte Analyse der zytogenetischenridiienen sollte. Zur Erstellung einer

Tabelle mit dem fiur diese Arbeit bendétigten Beiktagensatz wurden folgende Felder

der so genannten Haupttabelle abgefragt:

Feldname Inhalt

FALL NR enthalt eine fortlaufende Labornummer ndem Schema
Laborkennziffer, Bindestrich, Jahreszahl, fortlande
vierstellige Nummer, Freitext mit maximal 10 Felder

NAME Patientennachname als Freitext mit maximaFa@lern

VORNAME Patientenvorname als Freitext mit maxim@lRzldern

GEBURTSDAT Datum nach dem Schema TT.MM.JJ

SEX Geschlecht des Patienten: m = mannlich/ w blahi als
Freitext mit 1 Buchstaben

AGE Alter des Patienten bei Probenentnahme alsnazahl

KLINDIAGN enthalt eine Abkurzung fur die kliniscH2iagnose als
Freitext (z.B. ALL fur akute lymphatische Leukamieijt
maximal 40 Feldern

CYT_DIAGN enthalt die Kennung fir Erstdiagnose (Edder Verlauf
(VL) als Freitext

KONSTKARYO der konstitutionelle Karyotyp des Patiemnach gultiger
ISCN als Freitext

MODALCHROM modale Chromosomenzahl der aberranteto$din als
Dezimalzahl

KLONE Anzahl der nachgewiesenen Klone als Dezinidlza

KARYOTYPK1 Karyotyp nach gultiger ISCN des Klon [k &reitext mit
maximal 255 Feldern

AUSGEW_K1 Anzahl der fur diesen Klon analysierteitdden als

AUSGEW_K2 bis K4

Dezimalzahl
Wie K1 analog fur die Karyotypeer&Klone 2 bis 4
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2.1.2 Voruberlegungen zur Entwicklung einer SCCN

Bei der Entwicklung einer computerlesbaren zytogjsoleen Notation auf Basis der

ISCN 1995 und entsprechender Analyseprogramme wwurarere Ziele formuliert:

- Die SCCN sollte die schnelle Analyse aller gahmmosomalen numerischen

Aberrationen innerhalb einer Datensammlung ermbghc

- die in den ISCN-Karyotypen enthaltene Metainfaiiora iber Zugewinn und Verlust
chromosomalen Materials aufgrund unbalanciertarnkgireller Veranderungen bzw.
Zugewinnen derivativer Chromosomen sollte in eifigr die Leukamiezytogenetik
adaquaten Bandenauflésung verfligbar gemacht werden,;

- die SCCN sollte so beschaffen sein, dass eineas&whg der involvierten
Chromosomen, Bruchpunkte und die Art der Aberrabenstrukturellen Aberrationen
erfassbar werden, so dass bei der Analyse einenBathmlung so genannte ,hot spots
of rearrangements” bzw. tUber- und unterrepraseatirten struktureller Aberrationen

durch Aufsummierung der Analyseergebnisse detdidremverden;

- die SCCN sollte eine separate Erfassung fraglidbmwv. fehlerhafter Datensatze
ermdoglichen, so dass diese nicht in das Analysbargecingehen bzw. diese einer
moglichen Uberarbeitung zugénglich zu machen;

- die zu entwickelnden SCCN-Analyseprogramme soli@e getrennte Darstellung der
Ergebnisse nach Zugewinnen und Verlusten sowie rsaakkturellen Aberrationen
liefern. Das Gesamtergebnis der Analyse einer Batemlung sollte dabei durch die
Aufsummierung der Einzelergebnisse pro Chromoscdimigem. Die Darstellung der
Analyseergebnisse sollte sowohl in tabellarischernF (um sie einer weiteren
computergestitzten Bearbeitung zugénglich zu macalBnauch in grafischer Form

erfolgen.

Um diese Ziele zu erreichen war es am sinnvollsténin den ISCN-Karyotypen der
pro Patient vorkommenden Klone enthaltene Inforomain ihre quantitativen (Verlust
und Zugewinn von chromosomalem Material) und gatiien Bestandteile (an

welchem Bruchpunkt fand welche Aberration stattfzaspalten. Diese Elemente
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sollten fallbezogen in einer schon bestehendereftan-Datenbank in zwei getrennten
Datenfeldern gespeichert werden. Zu diesem Zwecdkdevdie bestehende Patienten-

Datenbank LCD um zwei Datenfelder erweitert:

NUMABERRAT enthalt den SCCN-Code fir quantitativeekrationen als
Freitext mit maximal 255 Feldern
STRABERRAT enthalt den SCCN-Code fir qualitativeedationen als

Freitext mit maximal 255 Feldern

Nach diesem Schritt war es erforderlich den Auftes qualitativen und quantitativen
SCCN-Strings zu entwickeln. Zu diesem Zweck laghale, bestimmte Elemente der
ISCN mit Ausdricken, die bei der Programmierungwardet werden, zu verknupfen.
Die Grundstruktur der SCCN kristallisierte sich éiafchnell heraus. Es wurden jedoch
verschiedene Variationen der SCCN-Strings entworfemd mit den parallel
entwickelten Analyseprogrammen auf ihre Computeddseit hin Uberpruift.
Insbesondere wurde immer wieder getestet, ob dilerfecies Analyseergebnis erzielt
werden konnte. Hierzu wurde jeweils anhand von daensatzen, die samtliche
maoglichen Chromosomenaberrationen enthielten, lphrali einer Analyse mit der
SCCN-Software eine vollstandig manuelle Analysecdgefiihrt.

2.1.3 Beschreibung der im SCCN-String verwendeten Z  eichen und Kurzel

Um eine Eindeutigkeit und somit Computerlesbarkigt in ,NUMABERRAT* und
.S TRABERRAT" enthaltenen SCCN-Datenstrings zu gengisten, war die
Verwendung spezifischer Zeichen und deren defmigkhordnung im Datenstring
notwendig. Diese sind zum Teil durch die ISCN vgejgen, zum Teil Ausdricke, die
bei einer Programmierung verwendet werden. Im Falga werden die in der SCCN
enthaltenen Zeichen, Zahlen und Kirzel beschrieben:

Damit die Analyseergebnisse einem spezifischen i@bsom zugeordnet werden
kénnen, werden die Zahlen 0-9 (fur die BeschreibdeigChromosomen 1 bis 22) bzw.
die Buchstaben X und Yerwendet.

Fur die Unterteilung in kurzen oder langen Chromosoarm werden analog zur ISCN
die Buchstaben p und g verwendet. Kommata (,, i) tunde Klammern ,( )* dienen
zur Unterteilung des SCCN-Strings bzw. bilden seBtart- und Endpunkte. Zur

Beschreibung von Zugewinnen oder Verlusten wurdeas Plus- (,+“) und
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Minuszeichen (,-,) in den String aufgenommen. Dailhinaus wurden das in der
ISCN-Nomenklatur verwendete Fragezeichen (,?“) Baschreibung ungesicherter
Aberrationen sowie das Multiplikationszeichen (,xfhernommen. Zur Definition der
Aberrationen werden die in Tabelle 4 aufgefUhrt&CM-spezifischen Abkirzungen

(Kurzschrift) verwendet.

Tabelle 4: Liste der ISCN-Kirzel fur strukturelle V eranderungen, welche fur die
Entwicklung des qualitativen SCCN-String verwendetvurden.

balancierte Aberration unbalancierte Aberration

t (Translokation) I (Isochromosom)

inv (Inversion) del (Deletion)

ins (Insertion) der (Derivativchromosom)

dic (Dizentrisches Chromosom)

idic (Isodizentrisches Chromosom

add (Addition)

dup (Duplikation)

trp (Triplikation)

gdp (Quadruplikation)

ider (Isoderivativchromosom)

psu dic (Pseudodizentrisches Chromosom)

r (Ringchromosom)

mar (Markerchromosom)

2.1.4 Aufbau des SCCN-String

Um eine Computerlesbarkeit zu erreichen, war esveradig den SCCN-String nach

definierten Regeln aufzubauen. Diese werden imdralgn naher erlautert:

Wenn in einem ISCN-Karyotyp nur ein spezifischesi@mis dokumentiert wurde, kann

der String aus einem einzelnen Ausdruck besteterrduich ein Komma beendet wird.

Liegen dagegen mehr als ein Aberrationsereignis hesteht ein String aus mehreren
Einzelausdrticken, die in definierter Reihenfolgeiaandergereiht werden.

Dabei wird die Zahl (1 bis 22) fir das jeweils b&iene Chromosom von runden

Klammern eingefasst. Durch die Klammern wird derfalug und das Ende einer

Chromosomenbezeichnung definiert. Die von einer rigi®on betroffenen Banden
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werden ebenfalls mit runden Klammern eingefassbb8noden werden hierbei im
Gegensatz zur ISCN-Nomenklatur nicht durch einemkPabgetrennt.

Dem Ausdruck fur das betroffene Chromosom oder déamrd jeweils ein Plus- oder
Minuszeichen bzw. ein ISCN-Ausdruck vorangestellt.

Einzelne Ausdricke, die ein qualitatives oder quaintes Aberrationsereignis
beschreiben, werden mit einem Komma beendet, weladen Endpunkt dieses
Einzelausdrucks definiert. Zwischen den einzelnarsdkiicken und innerhalb eines
Einzelausdrucks darf kein Leerzeichen stehen. E#erieichen (= Fehlen eines
Zeichens) definiert das Ende eines Strings. Eihersatische Beschreibung des SCCN-
Strings sowie erklarende SCCN- und ISCN-Beispigld 81 Tabelle 5 aufgefihrt.

Die fir den SCCN-String verwendeten Banden und Suotén beziehen sich auf eine

Auflésung von 400 bphs.
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Tabelle 5: Schematischer Aufbau der SCCN, Translatinsregeln und erklarende

ISCN-Beispiele.

Symbolische
Beschreibung

Beispiele

Nr String?

ISCN-Karyotyp

SCCN-String

quantitative
Veranderungen
1 A(A)A(B),

2 (A)A(xayb),
3 (A)A(xayb),
4 (A)A(xayb),
5 (A)A(xa)x2,
6 (A)A(xa),(BA(xayb),

7 (A)A(xa)A(B),
(B)A(xayb),

8 (A)A(xa)x2,(BN(xayb),

(B)A(yaxb),

9 (A)A(xayb),(A)(ybxa),

qualitative
Veranderungen
10 O(A)(xa),

11 D(A)(xayb),
fragliche Veranderungen
12 +?(A)

13 (A)A(x?ayb),

48,XY,+8,+9

46,XX,del(1)(q32)

46,XY,dup(12)(p11p13)

46,XX,dup(2)(q11~21q35)

46,XY,add(15)(q26)x2

+(8),+(9),

(1)-(932944),

(12)+(p13p111),

(2)+(q111g35),

(15)-(a26)x2,

47,XX,t(9;22)(q34;911),+der(22)t(9;22}9)+(q34),(22)+(p13q112),

47,XY,+22,der(22)t(9;22)(q34;q11)

47, XX,der(22)t(9;22)(934;q11),

+der(22)t(9;22)(g34;q11)

46,XY,idic(16)(q22)

46,XX,del(1)(g32)

46,XX,add(1)(q42~43)

47,XX,+?78

46,XX,dup(2)(q2?1935),

(9)+(a34),+(22p}-
(9112913),

(22)+(p13g112),

(16)-(g22924),(16)+(p133922),

del(1)(a32),

add(1)(q42q943),

+?(8),

(2)+(g2?1q35),

(9)+(g34)x2,(22)-(q112913),

D

& A = Pluszeichen (+) oder Minuszeichen (-); A, B r@hosomen; X, y = p- bzw. g-Arm; a, b =

Chromosomen-Bande oder Subbande;|ISCN-Kirzel fir den Typ des Rearrangements
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2.1.5 Beschreibung des quantitativen SCCN-Strings

Zur Beschreibung von Zugewinnen und Verlusten wliad aus der ISCN-Nomenklatur
bekannte Plus- und Minuszeichen verwendet. Bei urgeen bzw. Verlusten ganzer
Chromosomen werden ,+“ oder ,-“ dem in runden Klaermenthaltenen Chromosom
vorangestellt und der String mit einem Komma beend@r Beschreibung von
Zugewinnen und Verlusten einzelner Chromosomenalisehdurch unbalancierte
strukturelle Veranderungen bzw. Zugewinn einesvdérien Chromosoms beginnt der
SCCN-String mit dem involvierten Chromosom. Anseflignd folgt ein Plus- oder
Minuszeichen zur Kategorisierung der AberrationZigewinn oder Verlust. Danach
folgt die Angabe der beteiligten Chromosomenabgthibizw. -banden. Im Anschluss
an die Eréffnungsklammer folgt das Zeichen p odalsgBezeichnung fur die Lage der
Bande auf dem kurzen oder langen Chromosomenarm wlahn die
Bandenbezeichnung. Falls die numerische Verandenungeine Bande betrifft, folgt
direkt nach der Bandenbezeichnung eine Endklamnvwgenn mehr als eine
Chromosomenbande hinzugewonnen oder verloren wwvdejen Ubergangslos die
jeweiligen Start- und Endbanden des Chromosomehalitcaufgefuhrt. Abschliel3end
folgen die Endklammer und dann ein Komma zur Begunttj des Strings. Sowohl eine
gleichzeitige Beteiligung von p- und g-Arm als auttd Beschréankung der numerischen
Veranderungen auf nur einen Chromosomenarm konragestellt werden. Die
Schreibrichtung ist hierbei von p-terminal nach egytinal. Wenn dieselben
Chromosomenbanden mehrfach hinzugewonnen oderreeriovurden, wird dieses
mittels eines Multiplikationszeichens und der Anzddr Kopien im direkten Anschluss
an die Endklammer der Bandenbezeichnung des Stdaggestellt. Falls eine weitere
komplette numerische oder unbalancierte Verandevanigegt, folgt diese unmittelbar
nach dem abschlielenden Komma des vorangegangdnegsS Folgt in diesem
Datenfeld kein definiertes Zeichen mehr (z.B. Leetaen oder unbekanntes Zeichen),

ist dies die Definition fiir die Beendigung des hesgangs in diesem Feld.

2.1.6 Beschreibung des qualitativen SCCN-Strings

Der qualitative SCCN-String ist &hnlich aufgebaig der quantitative Datenstring:
An erster Stelle steht ein ISCN-Kurzel fur die Atér strukturellen Veranderung.
Hierbei wurden, wie weiter oben erlautert, die Afzkingen der kurzen ISCN-

Schreibweise weitgehend Ubernommen. Direkt nach Alggabe des Aberrations-
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Kirzels folgt die von runden Klammern eingefass&hlZ(1 bis 22) fur das von der
Aberration betroffene Chromosom. Eine sofort nalg#ode Klammer umschliel3t die
Angabe des Bruchpunktes auf Banden- bzw.- Subbandsau. Auch im qualitativen

String werden die Subbanden ohne trennenden Purdéttdan die Bandenangabe
angefugt. Falls im ISCN-Karyotyp keine bandengen@dumgabe sondern mehrere
mdogliche Banden angegeben wurden (Angabe eineseBapdeichs gekennzeichnet
durch das Zeichen Tilde ,~*), werden Ubergangslas jgweiligen Anfangs- und

Endbanden des Bandenbereichs aufgefuhrt. Ein abBehides Komma beendet einen
Einzelausdruck. Sollte dieselbe Aberration mehrfaain selben Bruchpunkt

vorkommen, wird dieses durch ein Multiplikationsdezn im direkten Anschluss an die
Endklammer eines Einzelausdrucks dargestellt. Rallszu Ubersetzenden Karyotyp
weitere Bruchpunkte von einem Rearrangement bemofsind, werden diese

Ubergangslos an das abschlieRende Komma des vgearggnen Strings angefigt.
Folgt in diesem Datenfeld kein definiertes Zeichmahr (d.h. ein Leerzeichen oder
unbekanntes Zeichen liegt vor), ist das ZeichenBmrendigung des Lesevorgangs in

diesem Feld.

2.1.7 Regeln fur die Translation von ISCN zu SCCN

Bei der Ubersetzung eines ISCN-Karyotyps in den 8&@ring missen nachfolgend
aufgefuhrte Regeln zwingend berlcksichtigt werddsmit eine fehlerfreie Analyse
erfolgen kann:

- Der SCCN liegt eine Bandenauflésung von 400 plggunde, daraus folgt ein Anteil
an moglichen Bruchpunkten von 396 Banden und Sutsan(Ubersicht siehe
Ideogramm-Karyogramm im Anhang).

- Bei einem Bruchpunkt im Zentromer eines Chromasevird analog zur ISCN 1995
die Bezeichnung p10 bzw. q10 verwendet.

- Analog zur ISCN 1995 wird bei der Translationden SCCN-String die Reihenfolge
Gonosomen X und Y gefolgt von den Chromosomen 2bikseibehalten.

- Die Reihenfolge der im SCCN-String angegebenemdBa fihrt vom Telomer des p-
Arms zum Telomer des g-Arms eines Chromosoms.

- Bei einem Zugewinn oder Verlust von Chromosomsistn wird sowohl die

Anfangs- als auch die Endbande angegeben. Wenmspniunglichen Karyotyp hierzu

keine Subbanden angegeben wurden, wird sowohlefirAhfangs- als auch Endpunkt
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die Subbande beriicksichtigt, die das gro3tmoglcinemosomensegment begrenzt. Es
kann dabei sowohl die Hauptbande als auch die |gvedischlieRende Subbande im
String aufgefihrt werden, da bei der Analyse autmta die abschlielenden
Subbanden auf 400 bphs-Niveau bericksichtigt werdétenn eine bestimmte
Subbande, die dem 400 bphs-Niveau entspricht, i@NIaryotyp angegeben wurde,
wird diese als Bruchpunkt in den SCCN-String Uberm@n und nur diese bei der
anschlieBenden Analyse als Bruchpunkt berticksichtig

- Ist bei einer spezifischen Aberration eine Suldeaals Bruchpunkt aufgrund von
Literaturdaten bekannt, wurde aber im urspringhcKaryotyp nicht angegeben, wird
bei der manuellen Translation die Subbande im SGoihtg mit angegeben (z.B.
Philadelphia-Translokation 112 statt q11).

- Bei Zugewinn oder Verlust eines Chromosomensetgnerelches sich tber mehrere
Banden erstreckt, muss nicht jede Bande einzelmjesa nur jeweilige die Start- und
Endbande aufgefihrt werden.

- Wurde im urspriinglichen Karyotyp ein Chromosoneelth, der sich tber mehrere
Banden erstreckt, als fakultativer Bruchpunkt ampen (gekennzeichnet durch ,~*),
wird dieser vollstandig in den qualitativen SCCNu8) Uberfihrt, so dass jeder
maogliche Bruchpunkt als gleichwertig betrachtet undder anschlieRenden Analyse
mitgezahlt wird. Analog dazu wird auch fir den qitativen SCCN-String verfahren,
so dass hierbei jede fakultative Bande gleichweatgyhinzugewonnen oder verloren
mitgezahlt werden kann.

- Jede Veranderung, die aufgrund einer klonalenluEom sowohl im Hauptklon als
auch in den Subklon(en) vorkommt, wird sowohl féndjualitativen als auch fir den
quantitativen SCCN-String nur einmal gezahlt, esdemn eine Aberration liegt im
Subklon in abweichender Anzahl zum Hauptklon vor.

- Im quantitativen SCCN-String werden nur Netto-@wgnne und -Verluste d.h.
tatsachliche Zugewinne und Verluste chromosomalatehhls aufgeflhrt. Bei einem
Rearrangement unter Beteiligung von mehr als zwehro@osomen und
Derivativchromosomen wird bei der Translation Ubéfp ob tatsachlich
chromosomale Imbalancen entstanden sind. Dagegetewen qualitativen String alle
im urspringlichen Karyotyp vorkommenden verschiesenAberrationen und

betroffenen Bruchpunkte beriicksichtigt.
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2.1.8 Ubersetzung der ISCN-Karyotypen des Beispield atensatzes in den
SCCN-String

Nach erfolgreicher Entwicklung und erfolgter Ubéifang der SCCN wurden die
ISCN-Karyotypen des in dieser Arbeit untersuchtatigdtenkollektivs manuell in den
SCCN-Datenstring umgewandelt. D.h. ich Ubersetzamtiiche ISCN-Karyotypen
direkt in den qualitativen und quantitativen SCCHi#tg). Dabei wurden die Inhalte der
Karyotypen 1 bis 4 zu jeweils einem SCCN-Datengatrerhalb der Datenfelder
~,NUMABERRAT* und ,STRABERRAT" zusammengefasst undorv Hand

eingetragen.

2.1.9 Analyse-Software

Die Analyse-Software wurde entsprechend folgenddo/lerungen programmiert:

- Die Analyse qualitativer und quantitativer Chrasomenveréanderungen sollte getrennt
erfolgen kénnen.

- Die Analysen sollten fur jedes Chromosom einzgfolgen kdnnen.

- Die in einer Datensammlung vorkommende Gesamtmeay Aberrationen sollte
durch Aufsummierung der Einzelaberrationen pro @lwsom und Bruchpunkt
ermittelt werden. Die fur die einzelnen Chromosomend Bruchpunkte ermittelten
Ergebnisse sollen dazu in getrennten Ergebniseabgktsammelt werden bzw. fur jedes
Chromosom getrennt in grafischer Weise dargestelfden. Fehlerhafte oder fragliche
Daten sollten ebenfalls fir getrennt flr jedes @Giosom in einer zusatzlichen Tabelle
gesammelt werden.

- Damit die Herkunft der gefundenen Daten sowie Imbig Fehlerquellen flr den
Anwender zuriickverfolgbar sind, sollte in einen{poraren) Ergebnistabelle zusatzlich
zur ermittelten Aberration die betreffende FallftBkationsnummer und der
Originalkaryotyp aufgefihrt werden. Die Tabellen,elghe die Ergebnisse der
gualitativen und quantitativen Analysen sowie digfichen SCCN-Strings enthalten,
sollten einer moglichen weiteren computergestutzBearbeitung zur Verfigung
stehen. Zu diesem Zweck sollte fur diese Tabell@e €&xportfunktion ermoglicht
werden.

- Damit der Anwender auffallige Analyseergebnissié @mem Blick erfassen kann,
soliten diese in Form eines in zytogenetischen iRatibnen gangigen
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Balkendiagramms grafisch dargestellt werden. Hrerflirde zur besseren Anschauung
ein nach 400 bphs aufgelostes Ideogramm des jevesiddysierten Chromosoms
gewahlt. Die Summe der Aberrationen, die fur eirmmd® bzw. Bruchpunkt ermittelt
wurde, sollte in Form eines an der jeweiligen Baodentierten Balkens ablesbar sein.
Je nach Hohe des Ergebnisses sollte dieser Balkererk oder langer und die
Ergebnisse fur die einzelnen Banden im Verhaltnisirander unterschiedlich lang
sein, so dass eine Akkumulation von Ereignissereangfr oder mehreren Banden sofort
auffallen kann. Die grafische Darstellung solltetrgent fur die einzelnen
Chromosomen und getrennt nach qualitativer und tgfjaimer Analyse erfolgen.
Darlber hinaus sollte der jeweils erreichte Minkmahd Maximalwert aufgefihrt

werden, damit die jeweilige Balkenlange beurtedrelen kann.

Unter Berucksichtigung oben genannter Vorgaben wemurderschiedene Module
programmiert (,numerical analysis* und ,structurahalysis”, siehe Abbildung im
Anhang), um das jeweilige Analyse-Programm in diage zu versetzen die
Einzelstrings abzulesen und in die Ergebnisse de&speechenden Tabellen zuzuordnen.
In diesen Modulen, die in der Sprache Visual Bakic Applications (VBA)
programmiert wurden, sind die Anleitungen fur diekdhnung eines Datenstrings
programmiert. Sie enthalten zudem Hilfstabellewe, dien Programmen zum Vergleich
des SCCN-Strings mit den definierten Banden, Kiwrzeld Zeichen dienen. In diesen
Hilfstabellen sind alle nach der 400 bphs Auflésumgglichen (Sub-) Banden,
Aberrationskurzel und Chromosomen enthalten. leraireigenen Verzeichnis wurden
zusatzliche Grafikelemente gespeichert, die digedren ldeogramme in Form von
Bilddateien im Bitmap-Format (*.bmp) enthalten. Adfese Grafiken greifen die
Programme zu, um die Rechenergebnisse grafisclustaiten. AuRerdem wurde ein
Modul geschrieben, welches die Ergebnisdarstellumgorm unterschiedlich langer

farbiger Balken ermoglicht.

Die Analyse-Software wurde so programmiert, dassdgin Datenstring Zeichen fur
Zeichen abarbeitet, d.h. im Anschluss an einenirbegen Ausdruck im String einen
weiteren definierten Ausdruck erwartet, diesen dindind das Ergebnis in eine
zeitgleich erstellte Ergebnis- oder Fehlertabelégschreibt. Wenn in einem Datenfeld
kein definiertes Zeichen mehr folgt, ist dies daschAen fur das Programm in das

nachste Datenfeld zu springen, um dort weiterzusuduer die Suche zu beenden, falls
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in der untersuchten Tabelle kein weiteres Datenfedtir folgt. Wenn ein Fragezeichen,
ein Fehler in der SCCN-Logik oder ein unbekannteslzen gefunden werden, werden
diese in der Fehlertabelle gesammelt und stehestesdontrolle des Anwenders zur

Verfligung.

2.2 Das Patientenkollektiv des Beispieldatensatzes
2.2.1 Zytogenetische Charakteristika der Patienten

Im Durchschnitt wurden 16 aberrante Mitosen proehakaryotypisiert, der Mittelwert
fur Klon 1 lag bei 19,3 Mitosen, fur Klon 2 bei X1Mitosen und fur Klon 3 bei 8,8
Mitosen. Pro Patient wurden maximal drei verschiedaberrante Klone gefunden. Bei
50 Patienten lagen t(9;22) und Zusatzaberrationfenur einem aberranten Klon vor
(53,2% der Patienten), 38 Patienten wiesen zwerafie Klone (40,4% der Patienten)
auf und lediglich sechs Patienten (6,4% der Patigritatten drei aberrante Klone. Ein
signifikanter Zusammenhang zwischen Geschlecht Andahl der Klone ist nicht
feststellbar (siehe Tabelle 6).

Tabelle 6: Anzahl der vorhandenen Zellklone innerhtb des Patientenkollektivs
aufgeschlisselt nach dem Geschlecht der Patienten

Klonanzahl gesamt/% mannlich/% weiblich/%
1 50/53,2 31/55,4 19/50,0
2 38/40,4 21/37,5 17/44,7
3 6/6,4 4/7,1 2/5,2
Gesamt 94/100 56/100 38/100

Wenn die Anzahl der Klone Uber das Patientenalitgeschlisselt wird (siehe Tabelle
7), zeigt sich, dass in der Gruppe >/= 60 Jahraifgignt weniger Patienten die
Veranderungen in nur einem Klon aufweisen als lenahnderen Gruppen und auch als
im Durchschnitt aller Patientengruppen. Dafir zdigse Gruppe den gré3ten Anteil an
Patienten mit zusatzlichen Veranderungen in zweirabten Klonen. In der Gruppe der
20- bis 29-jahrigen findet sich dagegen der grdBieil an Patienten mit nur einem

aberranten Klon und mit dem kleinsten Anteil andtdieén mit zwei Klonen.
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Tabelle 7: Anzahl der vorhandenen Zellklone innerhib der Patientengruppe
aufgeschlisselt nach dem Alter der Patienten.

Alter/(Anzahl Patienten) Klon 1 Klon 2 Klon 3
<20J (5) 60% (3) 40% (2) -

20-29 J (9) 78% (7) 11% (1) 11% (1)
30-39 J (20) 55% (11) 40% (8) 5% (1)
40-49 J (20) 55% (11) 35% (7) 10% (2)
50-59J (20) 55% (11) 40% (8) 5% (1)
>/= 60 (20) 35% (7) 60% (12) 5% (1)
Durchschnitt (56,3) 37,7% 6%

Am haufigsten hatten die Karyotypen modal 46 Chreomoen (21 Patienten, siehe
Abbildung 3) gefolgt von modal 45 (19 Patientendunodal 47 Chromosomen (16
Patienten). In verschiedene Ploidiegruppen unter(Bioidiegruppen der GMALL-

Studie: hypodiploid <46, pseudodiploid 46, hypelaigh 47-50, hoch-hyperdiploid >50)
hatte jedoch die grol3te Patientengruppe einen Hypeirden Karyotyp (32 Patienten
hatten einen hyperdiploiden Chromosomensatz mitainéd-50 Chromosomen). Je 21
Patienten hatten einen pseudodiploiden Karyotyp aeit Modalzahl 46 und einen
hypodiploiden Karyotyp mit modal 44-45 ChromosomE&men hoch-hyperdiploiden
Chromosomensatz von modal 51-59 Chromosomen ha®eRatienten. Bei einem
Patienten wurde modal ein nahezu triploider Chramensatz mit 73 Chromosomen

nachgewiesen (siehe dazu Abbildungen 3 und 4).
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Anzahl Patienten
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Abbildung 3: Anzahl der Patienten und moégliche Modézahlen der Klone.
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Abbildung 4: Anzahl der Patienten nach GMALL-Ploidiegruppen aufgeschlisselt.
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Am haufigsten wurde zusatzlich zur PhiladelphiarBtakation nur eine weitere
Aberration nachgewiesen (39 Patienten). Zwei zlish&z Veradnderungen fanden sich
bei dreizehn Patienten. Jeweils neun Patientererhatirei bzw. vier zusatzliche
Aberrationen sowie vier Patienten hatten 10 Zusatizationen; je drei Patienten hatten
funf, sechs bzw. neun weitere Veranderungen. Je Ratenten hatten acht, vierzehn
oder flinfzehn Zusatzaberrationen und je ein Patvwezd sieben, elf, dreizehn, sechzehn

bzw. achtzehn weitere Veranderungen auf (sieheléintg 5).

40
35 1

30

25

Anzahl Patienten
]
(]

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 13 14 15 16 18
Anzahl Zusatzaberrationen

Abbildung 5: Anzahl der Patienten mit unterschiedlch vielen Zusatzaberrationen

Wenn die Anzahl an Zusatzaberrationen fir jede sbmhs Altersgruppen einzeln
aufgetragen wird (siehe Tabelle 8), zeigt sichsdasht nur auf das Gesamtkollektiv
gesehen die meisten Patienten nur eine Zusatztibermur t(9;22)(q34;q11) hatten,
sondern dieses auch innerhalb jeder AltersgrupipeEgne Ausnahme bildet dabei die
Gruppe der Unter-zwanzigjahrigen, in der jedochvekaigsten Patienten vertreten sind.
Diese zeigen einen gegenuber dem Durchschnitt svhoprozentualen Anteil an

Patienten mit mehr als vier Zusatzaberrationen.
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Tabelle 8: Anzahl der Zusatzaberrationen (ZA) aufgschlisselt nach dem Alter

der Patienten

Alter/(Anzahl Patienten) 1ZA 2 ZA 3-4 ZA >4 ZA
<20 (5) 20% (1) 20% (1) - 60% (3)
20-29 (9) 56% (5) 11% (1) - 33% (3)
30-39 (20) 40% (8) 5% (1) 35% (7) 20% (4)
40-49 (20) 35% (7) 20% (4) 20% (4) 25% (5)
50-59 (20) 55% (11) 10% (2) 15% (3) 20% (4)
>/= 60 (20) 35% (7) 20% (4) 20% (4) 25% (5)
Durchschnitt 40,2% 14,3% 12% 27,2%

Wenn man die Art der Zusatzaberrationen betracli#dit, auf, dass als h&aufigste
Aberration ein komplettes Chromosom hinzugewonneler overloren wurde (73
Zugewinne/Verluste). Eine zusatzliche unbalanciederration wurde 38mal
beobachtet. Deutlich seltener wurde eine zusatlidiancierte Veranderung gefunden
(achtmal). Daruber hinaus wurden Markerchromosomegesamt neunmal gefunden
(sieche Tabelle 9). Offensichtlich fuhrte der Ubewmende Teil der vorhandenen

Zusatzaberrationen zu einem Zugewinn bzw. Verlhgtrmosomalen Materials.

Tabelle 9: Haufigkeiten der verschiedenen Arten voZusatzaberrationen
innerhalb des analysierten Patientenkollektivs.

Art der Zusatzaberration |Anzahl Prozent
Zugewinn/Verlust 73 57,0
unbalancierte Aberration 38 29,7
balancierte Aberration 8 6,3
Marker 9 7,0
Gesamt 128 100
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2.3 Ergebnisse der Metaanalyse von 94 Karyotypen nst@CCN-
Analysesoftware

2.3.1 Ergebnisse der quantitativen Analysen

Bei der quantitativen Analyse zeigte sich, dass @ Chromosomen in Zugewinne
oder Verluste chromosomalen Materials involvierhdsi Insgesamt fander8335
Ereignisse statt, die zu chromosomalen Imbalanglerien (siehe Abbildung 6).
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Abbildung 6: Ergebnisse der quantitativen Analyse iir alle 24 Chromosomen. Die
grafische Ergebnisdarstellung der 24 einzelnen Angéelaufe wurde zu einer
Gesamtansicht zusammengefugt. Die Anzahl der Ereiggse pro Bruchpunkt ist in
Form eines Balkens dargestellt. Links neben den Idgrammen stehen die Verluste
und rechts die Zugewinne an chromosomalem MateriaDie Lange der Balken ist
vom jeweiligen Maximal- und Minimalwert abhangig; die einzelnen Balkenlangen
pro Chromosom stehen im Verhaltnis zueinander.
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2.3.1.1 Zugewinne

Insgesamt wurden 224 Ereignisse gefunden, die mnatsomalen Zugewinnen gefiihrt
haben. Dieser Wert entspricht 67% aller genetiscimebalancen. Darlber hinaus
wurden 23 Ereignisse mit fraglichen ZugewinnenehlErtabellen aufgefihrt.

55,8% der Zugewinne (125 Ereignisse) sind auf degedinn ganzer Chromosomen
zurtckzufihren, davon 75,2% (94 Ereignisse) in Hogberdiploiden bis nahezu
triploiden Chromosomenséatzen. 44,2% der ZugewirB® KEreignisse) entspringen
unbalancierten Rearrangements oder zusatzlichamdligchromosomen.

Am haufigsten wurde Material der Chromosomen 22,89,4, 21, X, 2 und 5

hinzugewonnen. Das Y-Chromosom wurde am seltengteh Chromosom 3 war

Uberhaupt nicht von Zugewinnen betroffen

Der Zugewinn an 22er-Material (20,3% der Zugewinha) sein Maximum auf den
Banden pl13-gq112 und ist hauptsachlich auf den 4g8eralZugewinn eines derivativen
Chromosom der(22)t(9;22) zuruckzufihren. Daneberrdevudas Chromosom 22
viermal komplett hinzugewonnen. 19,1% der Zugewirbedfinden sich auf dem

Chromosom 9 mit einem deutlichen Maximum auf demd&a q34. Auch diese

Zugewinne sind durch den ein- bis dreifachen Zugawines der(22)t(9;22) begriindet.
Zudem lag zweimal ein isoderivatives Chromosom ©g \An dritter Stelle wurde

Material des Chromosom 8 hinzugewonnen (11,3% dge&inne). Das Chromosom 8
wurde 16mal komplett und achtmal partiell (q10-&4hinzugewonnen (durch das
Vorliegen von Isochromosom 8q), so dass die maxamZugewinne fur 8q10-q24.3 zu
finden sind. Die Zugewinne von Chromosom 4 sindstéhdig auf ganz-chromosomale
Zugewinne zurtckzufihren (16mal) und machen 6,9#&Zdgewinne aus. Das gleiche
gilt fur die Chromosomen 21, X, 2 und 5, die eb#sfausschlie3lich im Ganzen
hinzugewonnen wurden (5,6%, sowie jeweils 4,3%Zlgrewinne).

Fur die Chromosomen 1, 6, 7, 10, 11, 12, 13, 1416517, 18, 19 und 20 wird ein
zwei- bis neunmaliger Zugewinn gefunden. Abgesel@an Chromosom 1 sind diese
Zugewinne ausschlieRlich auf den Zugewinn ganzem@bsomen zurlckzufihren.
Chromosom 1 zeigt ein Maximum fir die Banden g24;:¢g% wurde dreimal ganz und
zweimal partiell hinzugewonnen (eine Duplikation21g44 sowie Zugewinn eines
der(16)t(1;16)(g21;912)).

Die Zugewinne des Y-Chromosoms machen nur 0,4%dgewinne aus. Sie sind auf

den einmaligen kompletten Zugewinn eines Y-Chrommsaurtickzufihren.
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Die haufigsten bei den hoch-hyperdiploiden bis maheetraploiden Karyotypen
hinzugewonnenen Chromosomen waren #4 (12x), #21 #%und #2 (je 8x) sowie #6
und #7 (je 7x). Die Chromosomen 5 und 10 wurdenejswv5mal im hoch-
hyperdiploiden Karyotyp hinzugewonnen. Bei den hggdoiden Fallen wurden die
Chromsomen 4, 5, und 21 neben einem zusatzlichéladelphia-Chromosom am

haufigsten hinzugewonnen.

2.3.1.2 Verluste

Es sind deutlich weniger Verluste chromosomalen eklalls als Zugewinne zu

verzeichnen. Es traten insgesamt 111 Ereignissedaizu chromosomalen Verlusten
fuhrten. Das entspricht 33% aller Ereignisse, die chromosomalen Imbalancen
fuhrten. In den Fehlertabellen wurden zusatzlichvier fragliche Verluste gespeichert.
62,2% der Verluste (69 Ereignisse) sind auf denlugerganzer Chromosomen
zurtckzufiihren, davon 1,4% (1 Ereignis) in pseuglotien und 26,1% (18 Ereignisse)
in hypodiploiden Chromosomensatzen. Es lagen \abenu triploide Karyotypen vor,
bei denen einige Chromosomen nicht in Trisomienpdseen nur in Disomien

vorkommen. So kommen einige ganzchromosomale \Mertusstande. Nur 37,8% der

Verluste (42 Ereignisse) entspringen unbalancidRearrangements.

Das Chromosom mit den haufigsten kompletten Mondsonmvar Chromosom 7.
Uberhaupt nicht in Verluste involviert waren dasCWiromosom und Chromosom 2.
Verluste, die nur auf komplette Monosomien zuridihren sind, betreffen die
Chromosomen X, 14, 17, 19 und 20. Die Verluste Material der Chromosomen 4

und 5 entstammen ausschlie3lich unbalanciertenrati@nen.

Am hdchsten war der Verlust von Chromosom 7 Malt€2i,7% der Verluste), welcher
insbesondere durch den Verlust eines kompletterugiande kam (22mal), jedoch auch
durch unbalancierte Aberrationen, die den p-Armdétstn (zweimal Isochromsosom 7q
sowie einmal del 7p15). Dadurch liegt der Maximédlygt auf den Banden p15-p22. Ein
weiterer Verlust durch eine unbalancierte Aberratimurde durch eine Deletion des g-
Arms von #7 ab dem Zentromer verursacht.

Am zweithaufigsten gingen die Banden 9p22-p24 verio(16x). Diese Verluste
wurden Uberwiegend durch unbalancierte Aberrationemirsacht. Neben kompletten

Monosomien 9 in sieben Fallen wird dieses durch alanzierte strukturelle
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Veranderungen verursacht. In sechs Féllen liege Eeletion des p-Arms, in zwei
Fallen ein Isochromosom 9q und in einem Fall eexdirisches Chromosom dic(8;9)
vor. Daruber hinaus wurde zweimal eine Addition ene fragliche Bande von #9
gefunden, welche jeweils nur in den Fehlertabellerd nicht in der Analyse

bertcksichtigt werden.

Deutlich seltener, jedoch am dritthaufigsten fahlgiebenmal die Banden 8p12-p23.
Diese Verluste wurden fast vollstandig durch unbeilerte Aberrationen verursacht. In
vier Fallen lag ein Isochromosom 8q vor, jeweilsneal wurde eine Deletion von 8p
bzw. ein dic(8;9) gefunden. In nur einem Fall lagnd Verlust eine komplette

Monosomie 8 zugrunde.

Weitere Akkumulationen mit jeweils finf chromosoeralNerlusten fanden sich fur die
Banden 3p26 und 3g27-29 (davon drei komplette Momisn), 11g23-25 (davon drei
komplette Monosomien sowie eine Uberlappung aufg833verursacht durch zwei
Deletionen), und 12p11.1-13 (davon vier kompletnlsomien).

Bemerkenswert sind dartber hinaus die jeweils aarén Verluste von 1p36 (drei
komplette Monosomien), 16p13 und 16g12-924 (dawsei komplette Monosomien)
und #20 (vier komplette Monosomien).

Bei der grafischen Auswertung der SCCN-Analyséd &ifi dreifacher Verlust von 6923
auf. Dieser wurde durch eine Uberlappung zweiersatdedener Deletionen
(del6g23g27 und del6g15q23) verursacht.

Eher in geringem Mal3e (1-2x) oder gar nicht feMtgerial der Chromosomen #X, #Y,
#2, #4, #5, #10, #13, #14, #15, #17 und #18. Beseh Chromosomen fand der Verlust
durch maximal eine unbalancierte Aberration statt.

Ganz-chromosomale Verluste bei nahezu triploideryéigpen: Hierbei fallt auf, dass
die Art der verlorenen (oder nicht hinzugewonnenéhjomosomen ahnlich ist. Bei
allen vier Féllen fehlte jeweils ein Chromosom #&l #9, immerhin bei drei Patienten
fehlte ein Chromosom #1, #7, #11, #12, #16 und #19.
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O Zugewinne
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Abbildung 7: Anzahl maximaler chromosomaler Zugewime und Verluste pro
Chromosom.

2.3.2 Ergebnisse der qualitativen Analysen

Insgesamt fanden an 255 Bruchpunkten Rearrangensésis die zu strukturellen
Aberrationen fuhrten. Ohne die von der Philadekdanslokation betroffenen
Bruchpunkte 9934 und 22911 mit einzubeziehen, fan@émal an verschiedenen
Bruchpunkten Ereignisse statt (siehe Abbildung 8).
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Abbildung 8: Ergebnisse der qualitativen Analyse fii alle 24 Chromosomen. Die
grafische Ergebnisdarstellung der 24 einzelnen Angéelaufe wurde zu einer
Gesamtansicht zusammengeflgt. Rechts neben den Igemmmen ist die Anzahl
der Ereignisse pro Bruchpunkt in Form von Balken dagestellt. Die Lange der
Balken ist vom jeweiligen Maximal- und Minimalwert abhangig; die einzelnen
Balkenlangen pro Chromosom stehen im Verhaltnis zueander.
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Durch die Analyse wurden sowohl unbalancierte alshabalancierte Veranderungen
nachgewiesen. Dabei machten die balancierten d@@tegr Anteil aus, was auf die
Anwesenheit der t(9;22) in jedem Karyotyp zurlckiduwén ist. Ohne den Anteil der
durch die t(9;22) verursachten Briche liegen jedaddierwiegend unbalancierte
Veranderungen vor.

Bei den verschiedenen vorkommenden Arten von strakén Aberrationen wurden

Translokationen und Deletionen am haufigsten ragist Deutlich seltener kamen
dizentrische Chromosomen, Isochromosomen und Auxhditi vor. Weitere Arten

struktureller Aberrationen wurden gar nicht oder imusehr geringer Anzahl registriert
(siehe Tabelle 10).

Tabelle 10: Art der registrierten qualitativen Veranderung (ohne die Philadelphia-
Translokation) sortiert nach Haufigkeit.

Art der strukturellen Haufigkeit absolut Prozent von
Aberration Gesamtanzahl
Translokation 19 28,4
Deletion 18 26,9
Dizentrisches Chromosom 9 13,4
Isochromosom 8 11,9
Addition 7 10,5
Inversion 2 3,0
Insertion 1 15
Duplikation 1 1,5
Derivativchromosom 1 1,5
Iso-Derivativchromosom 1 15

Bei der qualitativen Analyse der Patientendatengteeisich, dass bis auf das
Chromosom 17 alle Autosomen in strukturelle Abéoran involviert waren. Die

beiden Gonosomen X und Y waren nicht an chromosamBearrangements beteiligt.
Durch die computergestitzte Analyse der qualitati®CCN-Patientendaten wurde
aufgedeckt, dass nur ein geringer Anteil an Chramanregionen rekurrent an
Rearrangements beteiligt war. Der gréf3te Teil ddgraffenen Bruchpunkte war nicht

haufiger als einmal in Aberrationen involviert (seAbbildung 9).
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maximale Anzahl Ereignisse pro Bruchpunkt
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Abbildung 9: Maximale Anzahl an Ereignissen pro Brichpunkt aufgeschlisselt
nach Chromosomen.

Die Chromosomen, die am haufigsten von struktureNéerdnderungen betroffen
wurden, waren, bedingt durch die allseits prasd?iidadelphia-Translokation, die
Chromosomenbanden 9934 und 22q11.1911.2 (jeweitmB4Darlber hinaus war kein
weiterer Bruchpunkt haufiger als viermal an stroélien Rearrangements beteiligt. Die
perizentrische Region (definiert als die Bereicid-gl11) von Chromosom 8 bildet
hierbei eine Ausnahme; sie war in insgesamt aclighisse involviert. Es wurde ein
Maximum von vier Ereignissen fur das Zentromer det Bande 8ql0 verzeichnet,
welches durch das Vorliegen von i(8)(q10) in viédlén verursacht wurde. Darlber
hinaus war der Bruchpunkt p1l1l dreimal beteiligtsveaf ein dic(8;9)(p11;p13), eine
t(2;8)(p11;pll) sowie eine t(8;19)(pll;qll) zuriidkihren ist. Zusatzlich war die

Bande ql11, bedingt durch eine t(8;21)(p12), einamaRearrangements beteiligt.

Auch fur die perizentrischen Regionen anderer Closmmen wurden mehrere
Ereignisse verzeichnet. Fur die Chromosomenbantlg 2qprde je eine t(2;8)(p11;pl1)
und t(2;14)(p11;932) dokumentiert. Beim Chromosomviide in zwei Fallen eine

Beteiligung von 10 (bedingt durch ein i(7)(g10pdun je einem Fall eine Beteiligung
von pll und g1l (bedingt durch dic(7;12)(p11;pltdl wel(7)(qll)) nachgewiesen.
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AulRerdem waren die Banden 9p11 und 9910 wiederho@hromosomenumbauten
involviert (pll1 viermal, q10 zweimal). Die dem zugde liegenden Aberrationen
waren del(9)(p11) (dreimal), ins(9;?)(p11), i(9)dLind ider(9)(q10) (je einmal).

Nur jeweils einmal waren die perizentrischen Regioder Chromosomen 12, 14, 18,
19, 20 und 22 in strukturelle Verdanderungen eingemo Die entsprechenden
Rearrangements waren ein dic(7;12)(p11;pl1l), eir{@4;18)(ql1;pll), eine
t(14;20)(q11;913.3), ein dic(18;20)(p11;pll), eic(20;22)(qll;pll).
Zusammengefasst gesehen zeigte eine Anzahl voralBhK24,5%) Rearrangements
an den perizentrischen Chromosomenregionen, wolesedn sieben Fallen (7,4%)
durch ein Isochromosom und in funf Fallen (5,3)%ctudizentrische Translokationen

verursacht wurden.
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3. Diskussion

3.1 Die computergestitzte Analyse grof3er tumorzytogescaer
Datensammlungen
Es ist unbestritten, dass durch die MetaanalyselR3egrotumorzytogenetischer
Datensammlungen rekurrente Primar- und Sekunddedlmeren sowie wiederholt in
Bruchereignisse involvierte Chromosomenregioneneldrt und zytogenetische
Subgruppen innerhalb einer bestimmten Krankheits¢ntefiniert werden kdnnen
(Heim & Mitelman 1986; Schnittger et al. 2002). geRer hierbei die Anzahl der
analysierten Patienten ist, desto statistisch gedier ist sowohl das jeweilige Ergebnis
als auch die Wahrscheinlichkeit minimal rekurreAteerrationen zu finden. Durch die
Metaanalyse tumorzytogenetischer Datensammlungemt&o in der Vergangenheit
beispielsweise Assoziationen von spezifischen Altemen mit bestimmten AML
FAB-Subklassen identifiziert (Klaus et al. 2004)ytagenetische Subgruppen mit
unterschiedlicher prognostischer Relevanz innerhalier Therapiestudie definiert
(Secker-Walker et al. 1997) bzw. (Mancini et al02PDoder das Muster zytogenetischer
Veranderungen bei der padiatrischen pra-B-ALL rmeetel/aml:Genfusion definiert
werden (Andreasson et al. 1997; Forestier et alO7R0 Viele chromosomale
Bruchpunkte konnten als Hot Spots chromosomalerrrRegements identifiziert
werden (Chilcote et al. 1985). Letztendlich kanre ddentifizierung der an der
Pathogenese einer bestimmten Neoplasie beteiliGiene in vielen Fallen auf die
Auswertung tumorzytogenetischer Datensammlungeickgefiihrt werden (Kamb et
al. 1994).
Seit Anfang der 1980er Jahre stehen Personal-Cempit die wissenschaftliche
Arbeit in medizinischen Instituten zur Verfugungallgren 1980; Sladen 1984; Persson
& Dyer 1985). Zytogenetische Patientendaten wenamdestens seit dieser Zeit in
Datenbanken gespeichert (Videbech & Nielsen 1938)sind in den letzten 25 Jahren
in den einzelnen wissenschaftlich arbeitenden tagtogenetischen Instituten grofe
Datensammlungen mit Chromosomenbefunden von Lewgatenten entstanden
(Heim & Mitelman 1986; Musilova et al. 1990).

Bei einer Zusammenfuhrung der Datenbestande eiizklistitute, z.B. im Rahmen von

Therapiestudien, entstehen ebenfalls groRe Datenkargen mit zum Teil mehreren
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hundert Datenséatzen. Gerade in den vergangeneenJaturde der Wunsch nach einer
gemeinsamen Nutzung tumorzytogenetischer Datendurah die Bildung nationaler
(Kompetenznetz Akute und chronische Leukamie, Kdempmetz Lymphome,
Kompetenznetz Péadiatrische Onkologie und Hamatejogund internationaler
(European Leukemia Net, ELN) Kompetenznetze flrkidaien und Lymphome enorm
verstéarkt. Die zytogenetische Diagnostik im Rahmeam nationalen und internationalen
Studien wird aber in verschiedenen Referenzlabdrenhgefuhrt (Dugas et al. 2003),
so dass zum Zwecke der Metaanalyse von Chromosahemen aus den einzelnen
Datensammlungen der Referenzlabore eine gemeingatenbank erstellt werden

Mmuss.

Eine weitere fur die wissenschaftliche Arbeit veliare Sammlung

tumorzytogenetischer Daten existiert in Form deit dditte der 1990er Jahre

bestehenden ,Mitelman Database of Chromosome Afi@msin Cancer® (Mitelmaret

al. 2007b). In dieser Datenbank waren zum Ende 2067Kdiryotypen von nahezu
54000 in der Literatur publizierten Fallen solidand hamatologischer Tumore
gespeichert. Auf der Homepage dieser Datensamnihestght die Mdglichkeit einer

Selektion der Chromosomenbefunde z.B. nach Kratddmitat, so dass z.B. bei einer
Abfrage aller dokumentierten Falle einer bestimniekrankung leicht eine Tabelle mit
mehreren tausend Datenséatzen zustande kommt. Ba debelle exportiert werden

kann, stehen die in ihr enthaltenen Karyotypenrditetaanalyse zur Verfiigung.

Eine Metaanalyse tumorzytogenetischer Daten erfdlglicherweise nicht an der
Gesamtmenge von Chromosomenbefunden einer Datenlmankorfeld einer Analyse
werden die Daten daher durch die Verwendung eiezalder einer Kombination von
mehreren Kriterien aus einer umfangreicheren Darendung selektiert. Eine
Selektion der gewlnschten Datensatze kann mitteliteXt-Abfragen erfolgen. Die
Abfrage-Ergebnisse werden in einer neu erstelltatetabelle gespeichert. Vor einer
Analyse mussen dann noch eventuell redundante Rateuieser Datentabelle entfernt
werden (z.B. wenn mehr als ein Untersuchungserggimi Patient gespeichert wurde).
Um eine hoch-selektierte Patientensammlung zu terhabus der alle redundanten
Daten entfernt wurden, sind haufig mehrere Abfragee erforderlich. Auch nach
dem Selektionsprozess kann die Anzahl der in deteridammlung enthaltenen

Datensatze noch sehr hoch sein. Nach dem Seletaress kann die eigentliche
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Metaanalyse der Chromosomenbefunde erfolgen, doeinRegel sehr zeitaufwéndig
ist. Um die fir eine vollstdndige Metaanalyse atéliche Zeit zu minimieren, ist eine
weitestgehend computerisierte Auswertung der Kgpert winschenswert. Zu Beginn
dieser Arbeit besald die wissenschaftliche Gemedaiscfedoch kein allgemein

verfugbares Werkzeug fur eine vollstandig compsierie Analyse von nach ISCN
1995 dokumentierten Chromosomenbefunden, obwol@rsettiedliche Autoren schon
seit Beginn der elektronischen Speicherung von @bsmmenbefunden Versuche in
diese Richtung unternommen haben (Brodeur et aB2;1%amada et al. 1983;

Hashimoto et al. 1989; Cooper & Friedman 1990; tRéaal. 1999). Diese Programme
konnten sich jedoch nicht fur den allgemeinen Gedintadurchsetzen und wurden

dartiber hinaus auch nicht an anhaltende Weiterekiuvig der ISCN angepasst.

Unter anderen entwickelten N. Kamada et al. in 1@@lerste Version einer Software,
welche erst 1983 verdffentlicht wurde (Kamada et1&83). Mit diesem Programm
konnten normal diploide sowie aberrante Karyotypealysiert werden, welche nach
der ISCN 1978 in Kurzschrift oder Langschrift dokemtiert worden waren. Eine
Analyse der jeweiligen Datensatze mit diesem Pragravar nur moglich, wenn die zu
analysierenden ISCN-Karyotypen absolut fehlerfrekuimentiert worden waren. Die
Berucksichtigung einer bestimmten Bandenauflosueg der Dokumentation des
Chromosomenbefundes war hierbei nicht vonnéten EAdebnis einer Analyse lieferte
das Programm die Art einer strukturellen oder nuscben Aberration und die
Nummern der hiervon betroffenen Chromosomen sowe jdweils betroffenen

Bruchpunkte. Chromosomale Imbalancen infolge umlmidater Rearrangements
wurden durch dieses Programm nicht erfasst. Dieellinigse wurden fir jeden
Datensatz einzeln ausgegeben und abgespeichegrfdgte keine Summierung der
Analyse aller Datensétze zu einem Gesamtergebnis.

Diese Software wurde 1987 von den Autoren Ubersb@tHashimoto et al. 1989), so
dass fortan auch eine computerisierte Analyse vary&typen moglich war, die nach
der inzwischen gultigen ISCN-Version (ISCN 1985 3p8okumentiert worden waren.
Darlber hinaus sollte mit diesem Programm auch Alielyse unvollstandiger

Karyotypen ermoglicht werden. Es konnten ISCN-K#&ygen sowohl in Kurz- als auch
in Langschrift bzw. Karyotypen von ungeb&ndertemo@iosomen analysiert werden.

Das Programm wurde um die in der ISCN 1985 neuuhgekommenen Symbole und
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Chromosomenbanden erweitert. Aul3erdem wurden diebBisse nicht mehr nur fur
einen einzelnen Datensatz ausgegeben, sondernilfeitweiterer Programme konnte
die Frequenz der einzelnen Aberrationsarten, dérofeenen Chromosomen und
Bruchpunkte innerhalb einer Datensammlung dokuregntverden. Doch auch mit
diesem Uberarbeiteten Programm wurden Zugewinner oderluste infolge

unbalancierter Rearrangements nicht erfasst, sos dgeofe zytogenetische
Datensammlungen nur unvollstandig analysiert welkemten. Es scheint, dass auch
dieses Programm keine weite Verbreitung innerhaler dvissenschaftlichen

Gemeinschaft gefunden hat. Dafur spricht, dassekaferoffentlichung tber eine

Weiterentwicklung der Software an die fortschraienVerdnderung der ISCN-

Nomenklatur erfolgte.

Seit 1986 wurde in der Arbeitsgruppe um J. M. Rriad an einem in Prolog
geschriebenen Programm zur Interpretation von [@Nwotypen programmiert

(Friedman et al. 1986). Uber die zweite Versionseie ISCN Experts liegt eine
Veroffentlichung aus dem Jahr 1990 vor (Cooper &dinan 1990). Dieses Programm
war als eine Erleichterung zur Interpretation von ondtitutionellen

Chromosomenbefunden gedacht, die in KurzschrifthnE®CN 1985 dokumentiert
worden waren. Bei einer Analyse wurde jeweils amzener Karyotyp interpretiert,

wobei der ISCN-Datenstring als Ausdruck einer atgeizchen Notation betrachtet
wurde. Dazu wurde diese analog zu einem matherhatiscAusdruck in seine

Einzelkomponenten zerlegt. Die Bedeutung der Zeiched Operatoren und ihrer
Beziehung zueinander wurde durch mehrere hundefbd?Regeln festgelegt, die der
ISCN 1985 entsprachen, wobei fehlerhafte Karyotyperickgewiesen wurden. Die
Ergebnisse wurden in zwei verschiedenen Formenegesgn: zum einen erfolgte eine
Darstellung von strukturellen Aberrationen in Fodar ISCN-Langschrift, wodurch

dem Zytogenetiker die Visualisierung eines Reareamgnts erleichtert werden sollte.
Zum anderen wurde der ISCN-Karyotyp in Prolog-Fiorién umgewandelt, die einem
festen Schema folgten. Diese Prolog-Funktionerek&#érten sowohl die Anzahl der
Chromosomen, die Kombination der Gonosomen, dieaAhder Kopien der einzelnen
Chromosomen, die Art eines Rearrangements, dianirRearrangement involvierten
Chromosomen und Bruchpunkte in Kombination mit det des Rearrangements,

Chromosomen mit zusatzlichem unbekanntem Materiadl wie Haufigkeit der
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verschiedenen Chromosomenbanden bei ImbalancenLddigschrift und die Prolog-
Funktionen wurden in mehreren Datenfeldern ein@tiomalen Datenbank gespeichert,
und so die Ergebnisse vieler ISCN-Interpretatiomgsammelt. Durch Datenbank-
Abfragen nach unterschiedlichsten Kriterien konateschlielend eine Metaanalyse
einer solchen Datensammlung erfolgen, wodurch Ob#Henein grol3er Teil der
chromosomalen Imbalancen und samtliche Bruchputédtektiert werden konnte. Von
den hier vorgestellten Programmen scheint der ISEkpert fir eine voll
computerisierte Metaanalyse groRerer zytogenetiddhtensammlungen in besonderer
Weise geeignet gewesen zu sein, zumal die Autoiierzdikiinftige Versionen des
ISCN-Experts eine Interpretation von neoplastisci@éhiromosomenbefunden sowie
eine grafische Darstellung des aberranten Karyogramlanten. Sicherlich ware auf
der Basis des ISCN-Expert auch eine Automatisieraieg Datenbank-Abfragen
maoglich gewesen. In der Literatur ist jedoch leittein weiterer Artikel Uber eine
Weiterentwicklung des ISCN-Expert zu finden, sosdasch aus dieser Quelle kein
Programm zur Metaanalyse von tumorzytogenetischefnriglen, die nach ISCN 1995
dokumentiert wurden, zur Verfigung steht. Uber ®reit Programme zur
automatisierten Analyse von ISCN Karyotypen, insbegre zur Automatisierung der
Analyse von Chromosomenbefunden nach ISCN 19%erié¢iber das Jahr 1990 hinaus

keine Veroffentlichungen von weiteren Autoren vor.

Aufgrund der Nichtverfigbarkeit einer Software zamtomatisierten Analyse von

ISCN-1995 Karyotypen, kann daher eine computerg@stiDatenauswertung von

zytogenetischen Datensammlungen nur in eingescta@nkal erfolgen. Das hierfur

eingesetzte Mittel ist die Datenbank-Abfrage, dienvjedem Datenbankprogramm
ermoglicht wird.

Bei einer Analyse einer Datenbanktabelle anhandmehreren Einzelabfragen erhalt
man neue Datentabellen, die alle Datensatze beemhadie einem bestimmten

Abfragekriterium entsprechen. Das konnten z.B. allatensatze mit ganz

chromosomalem Zugewinn oder Verlust eines bestimn@&romosoms sein, alle

Datensatze mit Rearrangements unter Beteiligungsdiestimmten Chromosoms oder
alle Datensatze mit Derivativchromosom. FUr die iEhamg aller ganz chromosomalen
Zugewinne und Verluste miussen auf diese Weise mighken 48 einzelne Datenbank-

Abfragen  durchgefiihrt werden. Fir eine vollstandigénalyse von
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Chromosomenbefunden sind wesentlich mehr Einzelgbfr erforderlich. Eine

Analyse mit Hilfe von Datenbankabfragen wird zuBéltz dadurch erschwert, dass
Chromosomenbefunde in unterschiedlichen Bandersurdlgsstadien dokumentiert
werden kénnen. Dementsprechend hoch kann die \Zaaiamaoglichen chromosomalen
Bruchpunkten innerhalb einer Datenbank sein, wddwich die Abfragefrequenzen

zusatzlich erhéhen kénnen.

Im Anschluss an eine Einzelabfrage muss aus deeiljgen Ergebnistabellen die

genaue Anzahl der einzelnen Aberrationsereignigsételt werden, was aufwandiger

und fehleranfalliger wird, je komplexer der Karypteines einzelnen Datensatzes
aufgebaut ist. Die Abfrageergebnisse mussen (ifa@isten Fall mittels Strichlisten)

manuell dokumentiert werden. Fir eine weitere Veidumg der Ergebnisse bietet es

sich an, diese in Tabellen oder einer Datenbardpeichern.

Da ISCN-Karyotypen ,Metainformationen® enthaltene dhne Kenntnis der ISCN-
Regeln nicht erfasst werden konnen, sind einer ysealiber Volltext-Abfragen
Grenzen gesetzt. Durch Abfragen kodnnen chromosomatbalancen infolge
unbalancierter Rearrangements nicht und die chromaken Bruchpunkte nur
ungeniigend erfasst werden. So kann eine Ermitttlexgchromosomalen Zugewinne
und Verluste infolge unbalancierter Aberrationen dre prazise Bruchpunktermittiung
nur dadurch erfolgen, dass jeder Karyotyp einzelgubachtet wird. Nur im Vergleich
der einzelnen Aberrationen miteinander kann damnadsichliche Netto-Zugewinn und
Verlust von chromosomalem Material ermittelt werdéie jeweiligen Ereignisse
missen manuell dokumentiert und die Einzelergebrassammengezéahlt werden, um
eventuelle Haufungen von Aberrationsereignissenudimiden. Der hierfur erforderliche
Zeitaufwand ist umso hoher je komplexer ein Karpast. Aus diesen Griinden ist eine
Metaanalyse groRRerer oder sehr komplexer tumoreyietischer Datensammlungen
ohne ein Werkzeug zur voll automatisierten Analggerm zeitaufwéndig und durch
die erforderlichen umfangreichen Arbeitsschritterasehr fehleranfallig.

Die manuelle Auswertung zytogenetischer Daten &@bst mit Unterstitzung von
elektronischen Tabellen und Textabfragen umstéimdliod zeitraubend. Da zum
Beginn dieser Arbeit kein allgemein verfugbares k¥eug fir eine vollstandig
computerisierte Analyse tumorzytogenetischer Datach ISCN 1995 zur Verfigung

stand, haben einige tumorzytogentische Instituteraohiedliche Verfahren entwickelt,
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um in Datenbanken gespeicherte tumorzytogenetisBlaen zeitsparend und
weitgehend computergestiitzt analysieren zu kénBsrnwurden Verfahren entwickelt,
durch die die Anzahl der erforderlichen Abfragegtdbei einer Metaanalyse reduziert
werden kann und sowohl die im ISCN-Karyotyp entradin Metainformationen
bezuglich chromosomaler Imbalancen als auch digoffebten chromosomalen
Bruchpunkte einer Datenbank-Abfrage zuganglich gdgrhaverden. Dieses wurde u. a.
dadurch erreicht, dass innerhalb relational verkeiipDatenbanken zusatzliche
Tabellen und Datenfelder angelegt wurden, in dedenim Karyotyp enthaltene
Metainformation fallspezifisch gespeichert wird. ekiu sind verschiedene
Losungsansétze moglich, die jedoch alle individuebsungen sind und dariber hinaus

nicht publiziert wurden.

Solche Zusatztabellen kdnnen beispielsweise Ddtrféir die Nummer des von einer
numerischen oder strukturellen Aberration betragfen Chromosoms, fur eine
Beschreibung der Aberration nach gultiger ISCN, dén auf dem Chromosom ggf.
betroffenen Bruchpunkt, fir die Art der Aberratifvierlust oder Zugewinn bei ganz
chromosomalen Verdnderungen oder die Art der strakén Aberration), Datenfelder
in denen dokumentiert wird, auf welchem Chromosammander Bruchpunkt liegt, ein

Datenfeld, welches beschreibt, ob die vorliegendberfation balanciert oder
unbalanciert ist, sowie Datenfelder zur Dokumeatatier infolge einer unbalancierten
Aberration hinzugewonnenen oder verlorenen Chromestbanden enthalten
(mundliche Mitteilung Prof. Harbott, Giel3en). Zwdi@h kann ein numerischer
Aberrationscode zur Beschreibung des Aberrationss&ingefihrt werden, der in einer
anderen Tabelle gespeichert wird. Der Aberratiodsdamdiert fur bekannte spezifische
Aberrationen, Ploidiestatus, Komplexitat des abdera Karyotyp bzw. dokumentiert
einen Normalbefund. Die Erfassung dieser Zusatmda&olgt zeitgleich mit der

Befunderstellung und erfordert ein gewisses Mal} zasatzlichem Zeitaufwand.

Datensatze, die vor Einfuhrung der Zusatztabelled Datenfelder erstellt worden
waren, mussen retrospektiv mit einem erheblich teéheZeitaufwand um die

erforderlichen Daten ergénzt werden. Durch diese d&r Dokumentation wird das
Spektrum an spezifischen Abfragen erheblich ernntege dass durch eine Kombination
verschiedener Abfragekriterien sdmtliche chromodem#émbalancen und betroffenen

Bruchpunkte aller Chromosomen durch Einzelabfraggéasst werden konnen.
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Bei einem anderen LOosungsansatz (mundliche Mitigild003, Frau Dr. rer. medic.
Brigitte Mohr, Dresden) wird pro mogliches Chromaseine Zusatztabelle erstellt, in
der fur jede auf diesem Chromosom (bei einer fésggen Bandenauflosung)
existierende Bande ein Datenfeld vorliegt. Zur Duokmtation struktureller
Aberrationen wird der auf dem jeweiligen Chromosbetroffene Bruchpunkt mit
Datenfeldern aus einer anderen Tabelle, die mitefsten relational verknupft ist
kombiniert. Diese enthalt Datenfelder fur alle ier dSCN festgelegten Arten an
strukturellen Aberrationen. Ebenso verhalt es sitlhit der Speicherung von
chromosomalen Zugewinnen oder Verlusten. Die Eufagdieser zusatzlichen Daten
erfolgt ebenfalls wahrend der Endbefundung eindes$-aind zwar jeweils Uber das
Setzen eines Zeichens der Kategorie ja/nein im rdeltt der betroffenen
Chromosomenbande. Ob Patientendaten retrospektiv digsee Angaben erganzt
wurden, ist mir nicht bekannt. Auch durch diese ¢é&brensweise werden die
Moglichkeiten einer Datenbankanalyse via Einzekdpén deutlich vergrof3ert.

Sicherlich existieren in verschiedenen wissenskblaéin Instituten noch weitere
Loésungsanséatze, die mit den oben beschriebenen olth in  bestimmten

Eigenschaften tbereinstimmen.

Tumorzytogenetische Datensammlungen, die wie inalem beschriebenen Beispielen
um Informationen erweitert worden sind, kénnen @stimehrerer Datenbank-Abfragen
vollstandig, d.h. inklusive der in den ISCN-Karypén enthaltenen Metainformation,
analysiert werden. Eine Rationalisierung der wissbaftlichen Metaanalyse der
bestehenden tumorzytogenetischen Datensammlungerhadb der einzelnen Institute
kann hierdurch sicherlich erreicht werden. Eindstahdig automatisierte Datenbank-
Analyse ist auf diese Weise jedoch nicht gegebedei sind die oben beschriebenen

Lésungsansétze aus mehreren Grinden nicht alsa@musehen:

So entstehen durch die Einfihrung zusatzlicher lfedbend Datenfelder zum Teil sehr
unidibersichtliche Datenbanken. Dieses Problem kann bedingt dadurch gelost
werden, dass spezielle Formulare zur Dateneingedmrgmmiert werden. Obwohl bei
einer Datenbankanalyse Arbeitszeit eingespart welkBnn, muss doch Zeit daflr
aufgewendet werden, die zuséatzliche Karyotyp-Infron der einzelnen Falle in die
Datenbank einzupflegen. Mit einer zunehmenden Anzah auszufillenden

Datenfeldern steigen der erforderliche Arbeitsamigvaind die Fehleranfalligkeit bei

54



Diskussion

der Dateneingabe. Dariiber hinaus ist der zur Daigalke erforderliche Zeitaufwand
umso hoher und fehleranfalliger, je komplexer eivereanter Karyotyp ist. Der
zusatzliche Arbeitsaufwand zum Zeitpunkt der Endbéting eines Falles ist vielleicht
tolerabel, bei retrospektiv zu ergédnzenden Datendangen summiert sich der notige
Zeitaufwand jedoch erheblich. Weiterhin ist niclonvder Hand zu weisen, dass auch
die fUr eine vollstandige Analyse erforderlichenfradlgen einen nicht unerheblichen
Aufwand an Arbeitszeit bedeuten. Datenbankabfragke, nicht korrekt formuliert
werden, konnen zu fehlerhaften oder unvollstandigengebnissen fihren. Eine
Dokumentation der jeweiligen Abfrageergebnisse kawom manuell erfolgen, was
ebenfalls einen zuséatzlich Aufwand bedeutet untefahfallig ist.

Ein weiterer Mangel der bereits existierenden Lgsansatze ist Uberdies, dass diese
datenbankspezifisch sind, so dass es beim Wechset derwendeten
Datenbankprogramms, beim Upgrading von Software bée einer Umstellung von
Computersystemen zu Problemen bis zu einer votggan Unbrauchbarkeit kommen
kann.

Ein Uberaus bedeutender Mangel der oben bescherlRationalisierungslosungen ist
die Tatsache, dass es sich jeweils um ,Insellosungandelt, die speziell fur die
Bedurfnisse eines einzelnen Instituts entwickelrdea, daher nur in diesem einen
Institut angewendet werden und somit nicht allgemiiig sind. Daher ist eine
rationalisierte Analyse der so dokumentierten Closomenbefunde spatestens dann
hinfallig, wenn tumorzytogenetische Datensammlungearschiedener Institute
zusammengefuhrt werden (Dugas et al. 2002). Eineegesame Metaanalyse wird
nicht nur durch die unterschiedlichen verwendeteteBbanken, sondern auch durch
den variablen Aufbau der Datensétze erschwertvidhai!l verwendete Datenfelder und
Tabellen sind dann nicht mehr verwendbar. So siedotden beschriebenen Beispiele
bei einer Zusammenfiuhrung der Datensammlungen eamekn Nutzen. Auch bieten
diese LOsungsansatze keine Vorteile, wenn z.B. mhnken eines Literatur-Review
Chromosomenbefunde analysiert werden sollen, de @der Mitelman-Datenbank
(Mitelman et al. 2007a) selektiert wurden. Tumorzytogenetische &gpen werden
dartber hinaus mit einem weiten Spektrum an Band&sang dokumentiert. Die
Banden werden in einem Bereich von ca. 150 bis B0@s angegeben. Hierdurch
kommt es zu einer uneinheitlichen Angabe von Bangah Subbanden, welche eine

Metaanalyse zusammengefihrter Daten erschwertrhalteder Expertengruppe des
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Teilprojektes ,Zytogenetik® des Deutschen Kompeterizes Akute und chronische
Leukamie wurde eine prospektive Vereinheitlichueg Datenbanken auf ein ,minimal
data set” mit einem Minimum an gemeinsamen Datdefal und einer definierten

Bandenauflosung der Karyotypen vereinbart (Expé&eéien des Teilprojektes

Zytogenetik des Kompetenznetz Leukamie 2003, MahbuiEine retrospektive

Anpassung der Daten auf das ,minimal data set,eswich jedoch aufgrund der hierzu
erforderlichen Arbeitsleistung als unmdglich. Dasinmal data set” schlie3t auf3erdem
keine Datenfelder mit ISCN-Metainformationen einuch im Rahmen padiatrischer
Leukamiestudien besteht aktuell keine Vereinhéitimy der Datenbanken der
jeweiligen Referenzlabore. Ein ,minimal data set‘in der Zukunft geplant (miindliche
Mitteilung Prof. Harbott, Gie3en). Somit ist aueimérhalb der tumorzytogenetischen
Kompetenznetze und Therapiestudien weiterhin mitr daden beschriebenen

Problematik bei einer Analyse zusammengefuhrteeat rechnen.

Alle bisher beschriebenen Verfahren und Programmne Analyse zytogenetischer
Datensammlungen haben gemein, dass ein zusatzlidhegitsaufwand fir eine
grafische Aufbereitung der Ergebnisse zu Zweckewaiger Veroffentlichungen
erforderlich ist. Eine grafische Aufbereitung kareim PC mit Hilfe eines
Zeichenprogramms durchgefuhrt werden. Die allgemd@tiche Darstellungsweise
erfolgt in Form von Balkendiagrammen, denen einogtamm des betroffenen
Chromosoms beigefiigt ist (Johansson et al. 1998rdtiea et al. 2004a; Forestier et al.
2007). Durch die Art dieser Darstellung ist auf ezinBlick ersichtlich, welche
Chromosomenbereiche aufféllig haufig oder selten Byuchereignissen oder von
chromosomalen Imbalancen betroffen sind. Bei deawERlung eines Verfahrens zur
voll automatisierten Analyse von Chromosomenbefartletet es sich an, sowohl eine
tabellarische als auch grafische Darstellung dealyseergebnisse zu erméglichen, um

SO zu einer maximalen Zeitersparnis zu gelangen.

Aus oben angefiuhrten Grinden ist ersichtlich, eéass voll automatisierte Analyse von
Chromosomenbefunden auf Basis der ISCN sehr eestsglert ist. Durch sie kdnnte
nicht nur bei der wissenschaftlichen Arbeit einegzEllabors viel Arbeitszeit
eingespart werden, sondern sie ist fir eine Metgsmavon zusammengefuhrten

Datensammlungen unterschiedlicher Institute oder @aromosomenbefunden aus der
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Mitelman-Datenbank unerlasslich, da in diesen Ratler ISCN-Karyotyp als einzige

gemeinsame Informationsquelle zur Verfiigung steht.

3.2 SCCN: ein geeignetes Werkzeug fur eine vollstandigomatisierte
Analyse von zytogenetischen Daten
Mit dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass ewmleautomatisierte und vollstandige
Metaanalyse von Chromosomenbefunden mdglich istnweerzu eine auf der ISCN
1995 basierende vereinfachte zytogenetische comésibare Notation (SCCN) als
Informationsquelle verwendet wird. Durch die Ub&zeag eines ISCN-Karyotyps in
die SCCN wird dieser in seine qualitativen und disativen Bestandteile zerlegt. Die
Generierung der SCCN erfolgt nach einfachen Redeér. alphanumerische Aufbau
des qualitativen und quantitativen SCCN-Strings I@gisch und die im String
verwendeten Zeichen eindeutig. Die streng defiereZeichenfolgen der SCCN waren
daher mit geeigneten Programmen einfach zu lesas, anhand der eingesetzten
Software-Module beweisbar war. So konnten bei deretadinalyse der
Chromosomenbefunde einer selektierten Patientepgruphromosomenregionen, -
banden oder -strukturen schnell hinsichtlich eiveederholten Involvierung in
Zugewinne, Verluste oder Umlagerungen Uberprift deer Somit ist durch die
Entwicklung der SCCN eine ideale Ausgangsbasis f#ine vollstandige
Automatisierung der Analyse von Chromosomenbefurggsechaffen worden.
Eine Verwendung der SCCN zur Metaanalyse tumoraytetischer Datenbestande ist
den zum Zeitpunkt dieser Arbeit verwendeten Moddeten zur Rationalisierung der

wissenschatftlichen Auswertung in mehrfacher Hirtsidderlegen:

Mit Hilfe der SCCN ist eine vollkommene Automatisiag der Analyse moglich. Die
unter 3.1 aufgefihrten Beispiele zur Rationalisigruler Analyse ermoglichen zwar
eine Reduktion der Anzahl der erforderlichen Abé&schritte und einen Zugang zur
ISCN-Metainformation, jedoch findet die Auswertungeiterhin auf Basis von
Einzelabfragen statt. Es konnte gezeigt werders deese Vorgehensweise zeitintensiv
und haufig fehleranfallig ist. Bei einer Metaan&yster Verwendung der SCCN sind
aul3er einer Abfrage zur Erstellung einer hoch-sieldkn Ausgangsdatensammliung
keine weiteren Datenbank-Abfragen notwendig. Duteh Einsatz der SCCN konnte
mit den hier verwendeten Softwaremodulen eine t#@ildige quantitative und
qualitative Analyse in nur 48 Teilschritten erfalgge 24 Aktionen fur die qualitative
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und quantitative Analyse). Durch eine entspreche®géimierung der verwendeten
Softwaremodule ist es sicherlich mdglich, die ed@liche Anzahl an Analyseschritten
noch weiter zu reduzieren und den bendétigten Zi@od dadurch noch stéarker zu

minimieren.

Im Gegensatz zu den unter 3.1 beschriebenen miediin Datenbanken mussen nur
zwei zusatzliche Datenfelder in der jeweils verweted Datentabelle generiert werden,
um die qualitative und quantitative Information d8€N-Karyotyps im SCCN-String
zu speichern. Auf diese Weise wird das Zustandekemmmfangreicher und
unubersichtlicher oder zuséatzlicher Datentabellemmieden. Die in dieser Arbeit
verwendete ACCESS-Datenbank LCD limitierte die made Anzahl an mdglichen
Zeichen pro Datenfeld auf 255. Diese Zeichenmenges sich zur Dokumentation der
SCCN von Leukamiepatienten als ausreichend. Mogtighise stellt diese Limitierung
bei wesentlich komplexeren Karyotypen als den Hemgestellten, z.B. von Patienten
mit soliden Tumoren (Glassman 1997; Hoglwetdal. 2002), ein Problem dar. Dieses
lieBe sich jedoch ohne Zweifel durch die Verwendurgines anderen

Datenbankprogramms (z.B. File Maker pro) l6sen.

Die Verwendung der SCCN ist nicht nur auf eine vidliell entworfene Datenbank
beschrankt. Sie kann im Gegensatz zu den unter e3vidhnten Beispielen
datenbankunabhangig benutzt werden, solange dieon@somenbefunde in
tabellarischer Form vorliegen. Im Gegensatz zu deralysemethoden, die mit
zusatzlichen Tabellen und Datenfeldern arbeitdrdies SCCN daher als ein Werkzeug
zur gemeinsamen Analyse von Chromosomenbefundenndrerschiedenen Laboren
dokumentiert wurden, besonders geeignet. Da beiadéomatisierten Analyse via
SCCN lediglich die ISCN-Karyotypen als Datenquellerwendet werden, ist es
unerheblich welches Datenbank-Programm zur Spaioger von

Chromosomenbefunden verwendet wurde. Bei der Zusanfirung von

Datensammlungen ist es lediglich erforderlich, datie Chromosomenbefunde
entsprechend den ISCN-Regeln in einem Datenfeldrivalb einer Tabelle gespeichert
wurden. Fir eine Zusammenfihrung von Datensammiungeine gemeinsame neue
Datenbanktabelle missen nur die entsprechendenll@iabbalte zusammengefugt
werden. In dieser Tabelle missen dann nur noch medere Datenfelder fur den

qualitativen und quantitativen SCCN-String genéneerden. Ebenso verhélt es sich
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bei einer Metaanalyse von Chromosomenbefunden, deie Mitelman-Datenbank
entnommen wurden. Die tabellarisch vorliegenderNSGryotypen missen zu diesem
Zweck ebenfalls in einer neu erstellten Datenbdrditea gespeichert und zwei

Datenfelder fiir die SCCN hinzugefugt werden.

Durch die Entwicklung der SCCN wird erstmalig evmalautomatische Analyse von

zytogenetischen Datenbestanden ermoglicht, derenn@isomenbefunde nach ISCN
1995 dokumentiert wurden. Mit den in der Vergangainkntwickelten Programmen
(Kamada et al. 1983; Hashimoto et al. 1989; CoapeFriedman 1990) konnten

Chromosomenbefunde bis maximal zum Entwicklungsstier ISCN 1985 analysiert
werden. Aufgrund des einfachen und logischen Aubdes SCCN-Strings kann auch
eine automatisierte Analyse von Chromosomenbefuddechgefiihrt werden, die nach
zukinftigen ISCN-Versionen wie z.B. der zur Zeitltgign ISCN 2005 (Shaffer &

Tommerup 2006) dokumentiert wurden. Eine Anpasswun entsprechenden
Softwaremodulen an eventuell zukinftig neu einge&ilSCN-Abklrzungen ist ohne
grof3en Programmieraufwand maoglich. Bei der Aktigdisng der ISCN zur aktuell

glltigen ISCN 2005 wurden keine neuen Abkurzungeer dSCN-Regeln fur die

Dokumentation von Chromosomenbefunden aus der igd®s1 Chromosomen-
bandenanalyse eingeftihrt, so dass die SCCN bisegrkAnpassung bedarf.

Unter Verwendung der SCCN st erstmals eine voldige Analyse
tumorzytogenetischer Chromosomenbefunde mogliclgedéhen davon, dass die unter
3.1 beschriebenen Analyseprogramme nicht in derelsigd Karyotypen aktueller
ISCN-Versionen zu analysieren, ist die Verwendureg 8CCN zur automatisierten
Analyse den inzwischen veralteten Programmen vomata und Hashimoto auch
insoweit Uberlegen, als nicht nur eine Bruchpurédgse und die Erfassung von
kompletten Mono- und Trisomien erfolgt, sondern ratg@mtliche chromosomalen
Imbalancen bei einer quantitativen Analyse erfagstien. Diese werden zwar von dem
etwas moderneren ISCN-Expert bei einer Metaanabgséicksichtigt, jedoch wurde
dieses Programm nicht zu einer uneingeschranktehysa tumorzytogenetischer Daten
weiterentwickelt. Dariiber hinaus wurde nur die Be&zung des ISCN-Strings in eine
Prolog-Funktion automatisiert, jedoch nicht die esitiche Metaanalyse, die in der

letzten Version von 1990 uUber manuell zu erstebeBdhzelabfragen erfolgen musste.
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Selbst wenn diese zuletzt vor Uber finfzehn Jalamtwickelten Programme noch
verfugbar waren, sind sie mit den heute aktuelletriBosystemen nicht kompatibel und

kdnnen dadurch mit den heute verwendeten PC’s hashitzt werden.

Mit der Umformung von ISCN-Karyotypen in die SCCHNrinte eine Standardisierung
der Bandenauflosung von Chromosomenbefunden aubpgi8 erzielt werden, womit
gewahrleistet ist, dass bei der Analyse jede bemef Chromosomen(Sub-)bande als
Bruchpunkt in die Ergebnistabelle Gbernommen welkdem. Bei der Anpassung einer
hoheren Bandenauflésung auf 400 bphs konnte dasy#ewagebnis eventuell zu
ungenau sein, da eine moglicherweise betroffend&hde bei dieser Auflosung nicht
bertcksichtigt wird. Da bei Chromosomenpréparai@m neoplastischen Zellen jedoch
selten eine Bandenauflosung >400 bphs erreicht, wiidte dieser Umstand nicht sehr
ins Gewicht fallen. Eher kdonnten im umgekehrtenl Kaei einer Steigerung der
Bandenauflésung von 150 auf 400 bphs) zu viele Barads Bruchpunkt bertcksichtigt
werden, wie z.B. bei der Dokumentation der speziis Aberration t(1;19)(q23;p13.3).
Bei einer geringen Bandenauflosung < 400 bphs wimddSCN-Karyotyp nur die
Bande 19p13 angegeben, im SCCN-String wirde jeéauh Angabe der Subbanden
19p13.1-13.3 erfolgen. Neben dem bekannten Brudtipd®pl3.3 wirden also
Lfalschlicherweise* zwei Bruchpunkte dokumentiart,denen gar kein Bruchereignis
stattfand. So konnte bei einer Analyse eine Akkwatioh von Ereignissen auf
Bruchpunkten entstehen, die gar nicht betroffed.s8o eine Akkumulation wirde bei
der grafischen Darstellung der Ergebnisse sofortfaben. Die vermeintliche
Involvierung von Chromosomenbanden ist aber eirblen eher allgemeiner Natur.
Aufgrund der allgemein schlechten Chromosomendiiatitoplastischer Mitosen kann
haufig keine genaue Bruchpunktbezeichnung erfolgeHaufig ist eine
Bruchpunktbezeichnung aufgrund einer geringen Baagdsung nur innerhalb eines
Chromosomenbereiches oder auf Banden- und nichtSabthandenebene mdglich.
Somit ist die Dokumentation ,falscher* (Sub-)bandeaoht im eigentlichen Sinne ein
Problem der Anpassung der SCCN an 400 bphs. Imr@&b&onnen durch diese Art
der Dokumentation z.B. bei einer grafischen Ergsdamistellung durch eine
Akkumulation von Ereignissen auf einen Chromosoreegibh Hinweise auf einen ,hot
Spot* gegeben werden, welche den Analysierenderu deexanlassen sich diesen

Bereich mit Hilfe geeigneter Methoden naher anzeiseh
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Eine gewisse Ungenauigkeit im Analyseergebnis komuth dadurch zustande, dass
der tatsachliche Bruchpunkt innerhalb einer im K&yp angegebenen (Sub-)bande
haufig nicht bekannt ist. Bei der Entwicklung d€2GN wurde jedoch festgelegt, dass
eine (Sub-)bande als vollstandig hinzugewonnen weddoren gewertet wird, obwohl
ein bestimmter Bandenanteil moglicherweise noch haoden ist oder nicht
hinzugewonnen wurde. Dies ist z.B. der Fall, weich der tatsachliche Bruchpunkt in
der Mitte der (Sub-)bande befindet.

Bei der haufig vorkommenden unbalancierten Abesratder(19)t(1;19)(g23;p13.3)
liegt dann also ein Zugewinn von Material des Chwsom 1 ab der Bande 923 bis q44
vor, obwohl davon auszugehen ist, dass nicht dimpkette g23-Bande an das
Chromosom 19 transloziert wurde. Ebenso verh&iasmit dem aus dem derivativen
Chromosom 19 resultierenden Verlust der Bande 13pldie eher nicht komplett
verloren wurde, da das Bruchereignis vermutlichhhianbedingt an dem genauen
Ubergang von 19p13.2 zu 19p13.3 stattfand. Auclsedi&ngenauigkeit ist kein
eigentliches Problem der SCCN, sondern tritt imm=si der Analyse von
Chromosomenbefunden auf. Eine Metaanalyse tumagegtetischer Daten kann immer
nur Ergebnisse auf Bandenniveau liefern. Wenn déaede nach zytogenetischer
Chromosomenanalyse aufféllig haufig in chromosonhalealancen involviert ist, wird
man mittels molekulargenetischer Methoden innerlkaser Bande nach dem genauen
Bruchpunkt und dem beteiligten Gen(en) suchen.t&eihe neue minimal rekurrente
Aberration entdeckt werden, werden weitere moleigaiaetische Untersuchungen
sicher zu einer genaueren Definition des jeweili@eachpunktes und der beteiligten
Gene beitragen.

Bei der Programmierung der Analyse-Software wurderiicksichtigt, dass die
Ergebnisse der qualitativen und quantitativen Aselyler einzelnen Chromosomen
sowohl in tabellarischer als auch in grafischernkatargestellt werden. Durch die
Prasentation der Ergebnisse in Tabellen sind dieiser weiteren statistischen
Auswertung zuganglich. Sie kénnen problemlos ex@arund in jedem beliebigen
tabellarischen Format gespeichert werden. Somitléintdie manuelle Erstellung einer
Ergebnistabelle. Mit demselben Analyseschritt etfaine grafische Prasentation der
Ergebnisse. Bei einer grafischen Darstellung in nfFoder hier gewahlten
Balkendiagramme erschlieen sich Akkumulationen vareignissen auf eine

bestimmte Chromosomenregion auf einen Blick. Sdt faeispielsweise bei der
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Metaanalyse der Testdatenbank der maximale VertustChromosom 6g-Material auf
der Bande 623 sofort auf. Der maximale Verlusbedingt durch ein Uberlappen von
deletierten Chromosomenabschnitten von nur zwdefaAnhand dieses Ergebnisses
lasst sich die Effektivitat der eingesetzten Anabgftware zur Aufdeckung minimaler
deletierter Chromosomensegmente aus ISCN-Karyotgpedemonstrieren.

Dadurch, dass auch die Grafiken exportierbar skahn eine weitere grafische
Bearbeitung der Ergebnisse entfallen, da sie spuaritweiteren Verwendung (z.B. in
Veréffentlichungen oder Vorlesungen) zur Verfugstehen.

Es erwies sich zudem als vorteilhaft, dass die ¥edung des Zeichens ,?* bei der
Umwandlung fraglicher Chromosomenbefunde in den I$S@ing beibehalten wird.
Hierdurch wird verhindert, dass eine fragliche Ab#on in das Endergebnis einfliel3t
und somit das Analyseergebnis moéglicherweise \saféilwird. SCCN-Strings, die ein
.2 enthalten, werden von den verwendeten Softvioelulen nicht vollig
zurickgewiesen (wie es bei dem Analyseprogramm FKE&pert der Fall ist (Cooper &
Friedman 1990), sondern bei der qualitativen ura@htjtativen Analyse zusammen mit
Datensatzen, die einen Syntax-Fehler innerhalb S€E€N-Strings aufweisen, in
Kombination mit der Fall-ldentifikationsnummer inegpnderten Ergebnistabellen
/Fehlertabellen erfasst, so dass sie einer spatgbenarbeitung zuganglich sind. Die
SCCN kann somit in Kombination mit entsprechendemlgseprogrammen auch dazu
eingesetzt werden fehlerhafte ISCN-Karyotypen ihakr einer Datensammlung
aufzufinden. Es konnte gezeigt werden (Hiller et26l05), dass ca. 10% der in der
Mitelman-Datenbank (Mitelmaet al. 2007b) gespeicherten Karyotypen fehlerhaft sind.
Der haufigste Fehler ist hierbei die Angabe falschew. nicht vorhandener
Chromosomenbanden.

Zum Zeitpunkt dieser Arbeit war es leider nicht hicig den ISCN-Code automatisch
in einen qualitativen und quantitativen SCCN-Strmgubersetzen. Der SCCN-Strings
musste manuell erstellt werden. Dabei erfolgte dlédmwandlung der
Chromosomenbefunde in den SCCN-String zeitgleichder Befunderstellung. Da die
SCCN und die Softwaremodule innerhalb unserer Asgaippe genutzt werden sollten,
mussten die bereits in der LCD vorhandenen Chromesbefunde retrospektiv
umgewandelt werden. Zumindest bei der retrospeakti@nslation wurde ein grof3es
MaR an Arbeitszeit gebunden. Eine zeitnahe Ubarsgtin die SCCN-Strings fiel nicht

wesentlich ins Gewicht. Allerdings zeigte sich zndast bei der retrospektiven
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Translation, dass diese Vorgehensweise eine hohazdftration des Bearbeiters
erfordert und dadurch fehleranfallig ist. Ein hgefi Fehler bei der Ubersetzung war
das Fehlen von oder ein Zuviel an trennenden Zeigtie Kommata oder Klammern,
was beim Auslesen der SCCN-Strings durch die Soéhéodule in den erstellten
Fehlertabellen auffiel. Aul3erdem erwies sich dieniEtung von Netto-Zugewinnen
oder —Verlusten von Chromosomenabschnitten geradeomplexeren Karyotypen mit
vielen unbalancierten Aberrationen als sehr zewdaotlig. In dieser Hinsicht weist die
Verwendung der SCCN keinen Vorteil gegeniber den 3id beschriebenen
Datenbanken auf. Da im vorliegenden Entwicklungiata der SCCN auch bei einer
Zusammenfuhrung von Datensammlungen unterschiedlidumorzytogenetischer
Labore oder fir die Metaanalyse von Chromosomemioein aus der Mitelman-
Datenbank eine retrospektive Umwandlung der ISCKystgpen in einen qualitativen
und quantitativen SCCN-String manuell erfolgen mustsder Einsatz der SCCN zur
computerisierten ISCN-Auswertung zum Zeitpunkt diedrbeit noch nicht optimal.
Damit die Metaanalyse von Datensammlungen tatsdchllen groRtmdglichen
zeitlichen Gewinn gegenuber den bislang angewend&talysemethoden erbringt und
die vorhandenen Fehlerquellen eliminiert werdenssndie Konvertierung von ISCN-
Karyotyp in die SCCN-Strings unbedingt automatisregrden. Anhand des Programms
ISCN-Expert ist ersichtlich, dass eine automatisiésbersetzung der ISCN in einen
computerlesbaren Datenstring mit einem hierfir ekgten Programm grundsatzlich
maoglich ist. Dartiber hinaus veroéffentlichten Yenaktin 2005 das Cytoband Query
System (CQS), dessen Algorithmus nach Ansicht déoren geeignet scheint ISCN-
Formeln in den SCCN-Code zu Ubersetzen (Yen 0ab).

Somit ist die Entwicklung der SCCN als ein erstehr8t auf dem Weg zu einer
vollstandig automatisierten Analyse von grof3en Blaa@ken mit tumorzytogenetischen
Chromosomenbefunden anzusehen. Damit sich der Awuhaa manueller Analyse auf
die Erstellung einer Tabelle mit einem selektierRatientenpool beschrénkt, ist eine
automatisierte Translation der ISCN-Karyotypen én djualitativen und quantitativen
SCCN-String unbedingt notwendig. Dieser zweite Ecitlungsschritt sollte moglichst
schnell erfolgen und wurde nach Abschluss mein&eiiinnerhalb der Arbeitsgruppe
Tumorgenetik des Instituts fir Klinische Genetikr dhilipps-Universitat Marburg
durchgefuhrt (Hiller et al. 2005).
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Nach Abschluss meiner Arbeit wurde die SCCN une ientsprechende Analyse-
Software bereits veroffentlicht (Bradtke et al. 3POund steht somit der
wissenschaftlichen Gemeinschaft als ein Werkzeug Verfigung, welches den
Anwender zu einer automatisierten Analyse grol3éoganetischer Datenbestéande im
Hinblick auf die vollstandige Erfassung chromosagndmbalancen und Bruchpunkte
befahigt.
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3.3 Analyse der Zusatzaberrationen von t(9;22)(q34;911)

Bei der Metaanalyse der Chromosomenbefunde von Ikdelphia-positiven ALL-
Patienten wurden keine neuen, minimal rekurrenteisaZz-Aberrationen entdeckt.
Vielmehr bewegten sich die vorhandenen rekurrentgnmosomalen Imbalancen und
involvierten Bruchpunkte im Rahmen der aus derrhiter bekannten Werte.

So konnte gezeigt werden, dass durch die Uberwtegdtehrzahl der vorhandenen
Zusatzaberrationen eine Veranderung der Menge asomalen Materials stattfindet.
Hierdurch kommt es zu einer Verminderung oder Ednghder Gendosis im Zellkern
der Leuk&miezellen. Dieser Umstand wurde bereits werschiedenen Autoren
beschrieben, die Sekundaraberrationen von Philaidefpsitiven erwachsenen oder
padiatrischen ALL-Patienten untersucht haben (Geofpancais de Cytogénétique
Hématologique 1996; Heerema et al. 2004a). In dwtiegenden Patientengruppe
wurde insgesamt mehr Chromosomenmaterial hinzugesvorals verloren. Dieses
Ergebnis Uberrascht nicht, da ein Zusammenhangchers der t(9;22) und einer
Hyperdiploidie bereits lange bekannt ist (Groupean€ris de Cytogénétique
Hématologique 1996), (Rieder et al. 1996), (Waltetrsal. 1990), (Westbrook et al.
1992). Bei der Philadelphia-negativen padiatriscAéh konnte gezeigt werden, dass
hoch-hyperdiploide Karyotypen aus der Non-Disjumttvon Chromosomen in einer
einzelnen Mitose resultieren, welche sehr frih ar deukdmogenese aufzutreten
scheint (Onodera et al. 1992), (Panzer-Grumayei.e2002), (Paulsson et al. 2005).
Hieraus konnte man schlieR3en, dass die Chromosamgewmne bei der Philadelphia-
positiven ALL mit hoch-hyperdiploidem Karyotyp elfaells das Ergebnis eines
einzelnen Aberrationsereignisses sind anstelle vewlfachen numerischen
Veranderungen.

Darlber hinaus wurden wiederholte Zugewinne fur @r@omosomenbereiche 9934
und 22p13-ql1l1.2 gefunden. Diese wurden hauptséclidioch das Vorhandensein
zusatzlicher Philadelphia-Chromosomen [+der(228%pn34;q11.2)] verursacht,
welche bei bis zu 26% aller Philadelphia-positivdrl."s beobachtet werden (Groupe
Francais de Cytogénétique Hématologique 1996),dRiet al. 1996), (Faderl et al.
2000). Daruber hinaus fuhrte aul3erdem der Zugewimes kompletten Chromosom 22
zu einer erhohten Gendosis. Da im Bereich 22p13iqliur Heterochromatin,

Zentromer- und NOR-Material lokalisiert ist, mussr dhot Spot“ die Erhéhung der
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Gendosis auf der Bande 22q11.2 und zwar proxima Bouchpunkt innerhalb ddxcr-
Gens liegen. Mdglicherweise spielen noch unbekar®éme auf Chromosom 22
zusammen mit deocr/abl Genfusion eine Rolle in der Progression einerdeéleiiphia-
positiven ALL. Die weitaus seltener nachgewiesedagewinne mit Schwerpunkt auf
den langen Armen von Chromosom 1 und 8 sowie Vierlugn Chromosom 7 oder auf
60, 8p und 9p bestatigen ebenfalls vorangegangegebiisse von Untersuchungen
rekurrenter, sekundéarer Aberrationen bei Philadalpbsitiver ALL (Rieder et al.
1996), (Takeuchi et al. 1995), (Johansson et &4)19Dabaja et al. 1999).

Die chromosomalen Verluste waren auf dem Chromos@m hochsten und innerhalb
von Chromosom 7 war das am haufigsten verlorenefidqtauf dem p-Arm lokalisiert.
Dieses Ergebnis legt den Schluss nahe, dass 7fiedider Verringerung der Gendosis
auf Chromosom 7 bei Philadelphia-positiver ALL i8indere Autoren haben bei der
padiatrischen ALL tatsachlich den p-Arm von Chroomas? als kritische Region fur
den Verlust von Chromosom 7-Material nachweisemkdnHeerema et al. 2004b). Es
ist anzunehmen, dass der Verlust von 7p auch ewlke Rei der Progression der
Philadelphia-positiven adulten ALL spielt. Die #tenen Gene sind dabei unbekannt.
Ein ebenfalls erhohter Verlust von chromosomalentelka mit einem Peak auf 9p24-
p21 war fur den kurzen Arm von Chromosom 9 aufderfialinsbesondere fir die Bande
9p21 ist ein Tumor-Suppressorgen bekannt (pl6 WKN2A), dessen homo- bzw.
heterozygoter Verlust oder Mutation eine Rolle der Entwicklung verschiedener
Neoplasien inklusive der ALL spielt (Aguiar et 4097; Faderl et al. 1999).

Zusatzlich war bei der Metaanalyse der 94 adultdh-Ratienten ein maximaler
Verlust von Chromosom 6qg-Material auf der Bande36g2 verzeichnen, welcher durch
ein Uberlappen von deletierten Chromosomenabsenniton nur zwei Fallen bedingt
wurde. Verluste von Chromosom 6g-Material werderufigd bei lymphatischen
Neoplasien gefunden (Meruwgh al. 1998a). Insbesondere der Bereich 6g21-g23 lidgt be
ALL-Patienten haufig heterozygot vor (Jackson e28D0). Daruber hinaus wurde eine
Deletion des g-Arms von Chromosom 6 als Sekundémiien zu verschiedenen
Primaraberrationen bei Patienten mit einer ALL rggstiesen (Johansson et al. 1994).
Es wird vermutet, dass es durch den Verlust deerdgenitat eines oder mehrerer
Tumorsupressor-Gen(e) zu einer Krankheitsprogredsionmt.

Die Metaanalyse der vorliegenden Patientengruppeeite einen haufigen Zugewinn

von Chromosom 8qg-Material. Dieser wurde insbesandierrch Isochromosomen von
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Chromosom 8 herbeigefiihrt. Das i(8)(q) ist als redte Sekundaraberration bei
Patienten mit B-Zell ALL bekannt insbesondere bhildlelphia-positiven Patienten
(Mossafa et al. 1994) und wird dariber hinaus Igadfei lymphoproliferativen

Erkrankungen, Non Hodgkin’s Lymphomen bzw. versbfmen soliden Tumoren

gefunden (Mertens et al. 1994).

Die Bruchpunkt-Analyse erbrachte aul3er einer Hayfanof 9934 und 22qll keine
rekurrente Involvierung einzelner Chromosomenband®ie mit jeweils nur zwei
Bruchereignissen am haufigsten betroffenen Bandarenw 1921, 5931, 6923 und
18pl1ll1l. Der Bruchpunkt 1921 ist bei ALL-Patientenlegentlich in verschiedene
Rearrangements involviert, dabei kdonnen verschiedanf 1921 lokalisierte Gene
betroffen sein (u.aAF1g ARNT BCL9 (Willis et al. 1998). Die Bande 5q31 ist der
minimalst deletierte Bereich bei 5g-Deletionen ropebloiferativer Erkrankungen
(Van den Berghe & Michaux 1997), es werden bei ehiegntitaten jedoch auch
Rearrangements unter Einbeziehung von 5q31 gefu(@Bmanger et al. 1994). Dieses
legt den Schluss nahe, dass nicht nur der Verlost 5931, sondern auch seine
Inaktivierung noch unbekannter Gene infolge eing815Rearrangements zu einem
Verlust der Heterogenitat und somit zu einer Kratdprogression myeloproliferativer
Erkrankungen fihren kann. Mdglicherweise spielenli@he Prozesse auch bei der
Philadelphia-positiven ALL eine Rolle, zumal 5g3&il&tionen in geringerem Umfang
auch bei akuten lymphatischen Leukdmien beobachéstien (Van den Berghe &
Michaux 1997). Ahnliches konnte auch fiir den Brusiift 6923 gelten, fir den u.a.
sowohl bei padiatrischer als auch adulter ALL hduder Verlust der Heterogenitat
vorliegt (Merupet al. 1998b).

Darlber hinaus zeigte sich ein perizentromerisdRearrangement bei 24,5% der
strukturellen Aberrationen, wovon 7,4% auf Isochosomen und 5,3% auf
dizentrische Translokationen entfallen. Dieses tlasgermuten, dass die
perizentromerischen  Regionen der Chromosomen  Zietdhromosomalen
Rearrangements bei der Philadelphia-positiven Aluhd.s Es konnte schon friher
gezeigt werden, dass Reagenzien wie zum Beispigdnijicin C und ionisierende
Strahlung Briuche innerhalb der zentromerischen dtegder den heterochromatiden
Bereichen der Chromosomen 1, 9 und 16 verursachanek (Berger & Busson-Le
Coniat 1999), (Johansson & Mertens 1988). Fernadeva.B. fir Patienten mit ICF
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(Immundefizienz, Zentromerinstabilitat, faziale Dysrphien)-Syndrom und einer
durch DNA-Methyltransferasedefizienz bedingten Hygthylierung von Satellit 1I-
DNA gezeigt, dass perizentromerische Strukurvendamdgen auf eine konstitutionelle
Veranlagung zurtckzufihren sein kdnnen (Miniouletl@97; Xu et al. 1999). Bisher
liegen die Ursachen flr gehaufte perizentromerisdbmlagerungen bei der
Philadelphia-positiven ALL im Dunkeln.

Das zur Uberprifung der SCCN und der Softwaremodidasgewahlte
Patientenkollektiv ist mdoglicherweise zu klein, uminimal rekurrent involvierte
Bruchpunkte aufzudecken. Nichtsdestotrotz konnteclduden Nachweis einer
wiederholten Involvierung bestimmter Chromosomewgleanin Bruchereignisse und
eine Veranderung ihrer Gendosis im Gesamtkaryotyp Hinweis auf mdgliche

chromosomale ,hot-Spots* aufgezeigt werden.

3.4 Ausblick

Es sich gezeigt hat, dass die SCCN nur dann eigrgetes Werkzeug zur Metaanalyse
grof3er und/oder zusammengefiigter DatensammlungeilCkimmmosomenbefunden ist,
wenn eine automatisierte Konvertierung des ISCNe&Sadd die SCCN-Strings erfolgt.
Im Anschluss an meine Arbeit wurde von Prof. H.deieein von der DFG gefdrdertes
Projekt beantragt, welches eine Automatisierungléleersetzung von ISCN-Karyotyp
in einen qualitativen und einen quantitativen SC8&Nng und eine Optimierung der
Analyse-Software zum Ziel hat. Das Projekt wurdeelgnigt und inzwischen wurde
ein Programm zur automatischen Konvertierung va@NSaryotypen in die SCCN
entwickelt (Hiller et al. 2005). Dieses ISCN-SCCMaWwandlungsmodul wurde mit den
bereits fir diese Arbeit zur Auswertung der SCCNvaskelten Programm-Modulen in
einem kompletten Programmpaket zu einem computirgésn System fir die Analyse
von zytogenetischen Datenbestdnden zusammengéfagsgenetic Database Analysis
System, CyDAS). CyDAS wurde Plattform-unabh&ngig d uninternetfahig
programmiert. CyDAS kann aus dem Internet heruggéaden und auf dem eigenen PC
verwendet werden, es ist aber auch eine Onliney&eralon Chromosomenbefunden
maoglich. Neben der Metaanalyse von Chromosomenbefurkbnnen ldeogramme
derivativer Chromosomen oder auch vollstandiger yggramme automatisch

gezeichnet werden, auRerdem koénnen auf der IniSeitd einzelne Karyotypen auf
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ihre korrekte Schreibweise hin Uberprift werdene BICCN dient im Rahmen von
CyDAS darluber hinaus als Grundlage fur ein Abhdkgignetzwerk, mit dem
statistische Korrelationen zwischen Rearrangemgrafisch veranschaulicht werden
konnen sowie als Grundlage zur Erstellung eineatpein Evolutionspfades wahrend

einer tumoralen Progression.

CyDAS wurde Wissenschaftlern/innen aus nicht-konaedien Forschungs-
einrichtungen unentgeltlich zur Verfiigung gestdhittp://www.cydas.org) und zu
diesem Zweck auf vielen Kongressen und Tagungen wesenschaftlichen
Offentlichkeit bekannt gemacht. Die CyDAS-Softwasérd inzwischen von vielen
Forschungseinrichtungen benutzt und hat sich ats ggeignetes Werkzeug zur
Metaanalyse zusammengefuhrter Datensammlungenm.Rahmen des Teilprojektes

Zytogenetik des Kompetenznetz ,Akute und chronidotigkdmie” erwiesen.

Somit konnte ich mit dieser Arbeit dazu beitraggass nun jedem Wissenschatftler eine
vollautomatische, vollstandige und umfassende Aswmlgrof3er tumorzytogenetischer

Datenbestande maoglich ist.
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4. Patienten und Material

4.1 Patientenkollektiv und Probenmaterial

Material von ALL-Patienten aus verschiedenen dé&giscALL-Therapiestudien wurde
bei Diagnosestellung molekularzytogenetisch undogsmetisch untersucht. Die
jeweiligen Befunde wurden in einer Datenbank (LCBgspeichert. Aus dieser
Patientensammlung wurde Uber eine Datenbankabfeige Subgruppe von 94
Patienten gebildet. Der Karyotyp dieser Patientemisste eine Philadelphia-
Translokation bzw. einbcr/abl-Rearrangement sowie zuséatzliche Aberrationen
aufwiesen. Der jingste Patient war bei Diagnodesigineun Jahre und der alteste 73
Jahre alt. Der Altersmedian lag bei 45,8 Jahrenw&®n 38 Frauen und 56 Manner
vertreten (Geschlechterverhaltnis w:m = 1:1,47F Bitersverteilung der Patienten ist
in Abbildung 10 dargestellt.

Im Anhang werden die Karyotypen der Patienten uneitere klinische Daten

aufgefihrt.
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Abbildung 10: Altersverteilung der untersuchten Patenten bei Diagnosestellung.

Die Untersuchungen wurden an unkultiviertem undikiertem Knochenmarkaspirat

oder peripherem Blut der Patienten durchgefiihrs Material wurde den Patienten von
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den behandelnden Arzten im Rahmen der studienbegtsn zentralen
zytogenetischen Diagnostik nach schriftlicher Eilhgung entnommen. Das
Probenmaterial wurde nach der sterilen Enthahmarimegiert und anschliel3end per
Expressdienst verschickt. In der Regel kam das fight@m Morgen des Folgetages im

Diagnostik-Labor an, so dass zwischen Probenentaealnma Zellkultur maximal 24
Stunden lagen.
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4.2 Material
4.2.1 Medien, Losungen, Enzyme und Kits

Chemikalien

Alle in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien waiep.A. Qualitat

Antibiotic-Antimycotic 100x

Aqua ad iniecta

Colcemid®
Cytokine/Growth-Factor-Mix

DAPI (4’-6’-Diamidino-2Phenylindol)
Di-Natriumhydrogenphosphat Dihydrat
Essigsaure, 100% wasserfrei

Ethanol 100% vergallt

Ethanol absolut, 100%

Fetales Kélberserum (FCS)

Giemsa Azur-Eosin-Methylenblau Lésung f.
Mikroskopie

Glycerin

KaryoMAX Colcemid Solution (10pg/ml
Medium)

Kaliumchlorid
Kaliumhydrogenphosphat

Mc Coy’s 5a Medium
Natronlauge/Natriumhydroxid
Natriumchlorid

RPMI 1640 with L-Glutamine und Bicarbonat,

ohne Phenolrot, 100ml
Tri-Natriumcitrat-Dihydrat
Triton X-100

Tween20

Vectashield Antifade

GIBCO
B.Braun
Life Technologies
PAN Biotech
Sigma
Merck
Merck
Merck
Riedel de Haen
PAN Biotech
Merck

Merck
GIBCO

Merck
Merck
GIBCO
Merck
Riedel de Haen
PAN Biotech

Merck

Sigma

Sigma
Vector Laboratories
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Puffer, Losungen und Medien

20xSSC Stammldsung pH 7
175,3 g NaCl

88,2 g tri-Na-Citrat x 2H20
1000 ml A.bidest

AXSSC pH 7
400 ml 20xSSC
600 ml Aqua dest.

4xSSCT pHT7:
100 ml 4xSSC
0,05 ml Tween 20

0,075M hypotone KCI-Ldsung:

5,595 g KClI
1 I Aqua dest.

Acetic Saline:

2XSSC pH 7
100 ml 20xSSC
1 | Aqua dest.

1xSSC:
50 ml 20xSSC
950 ml Aqua dest.

0,1xSSC.:
10 ml 20xSSC
980 ml Aqua dest.

Phosphatpuffer pH 6,8:
1,149 NaHPO, x 2 H,O
0,499 KH,PO,

11 Aqua dest

Fixativ-Losung:

8,82 g tri-Natrium-Citrat-Dihydrat (0,03M) 3 Teile Ethanol unvergallt

5,53 gNacCl (0,095M)
11 Aqua dest.

5% Giemsa-Farbeldsung:
95 ml Phosphatpuffer
5 ml Giemsa-Farbe

Ethanol 70%:
700 ml Ethanol vergallt
300 ml Agqua dest.

Ethanol 30%:
300 ml Ethanol vergallt
700 ml Aqua dest.

DNAse 100ug/ul:
100mg DNAse
100ml Glycerin 50%

1 Teil Essigséaure

DAPI-Farbelésung 0,7ug/ml:
100 ml 4xSSC
100 pul DAPI

Ethanol 50%:
500 ml Ethanol vergallt
500 ml Aqua dest.

0,07N NaOH:
7 ml 1IN NaOH
93 ml Agqua dest.
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Medien
Fur die Kultivierung von Zellen aus Knochenmark updripherem Blut wurden

folgende Medien verwendet:

Kulturmedium RPMI (unstimuliert):
4 ml RPMI-1640

1 mlFCS

0,04 ml Antibiotic/Antimitotic

Kulturmedium Mc Coy’s (unstimuliert):
4 ml Mc Coy’s 5a

1 mlFCS

0,04 ml Antibiotic/Antimitotic

Kulturmedium RPMI oder Mc Coy’s (stimuliert):
4 ml RPMI-1640 oder Mc Coy’'s 5a

1 ml FCS mit Growth Factor Mix

0,04 ml Antibiotic/Antimitotic

DNA-Sonden

LSI BCR/ABL ES Dual Color Translokationssonde (Vyss):
10 pl Sondenmix pro Hybridisierungsareal 22 x 22:mm

1 ul Sonde

2 1l Aqua ad iniect.

7 ul Hybridisierungspuffer

24XCyte Human mFISH (Multicolor FISH) Painting Kit (MetaSystems):
12 pl gebrauchsfertiger Sondenmix pro Hybridisigaareal 24 x 24 mm

Enzyme
DNAse, Grade Ill, 100mg Roche
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Verbrauchsmaterial und Geréate

Corbit-Balsam

Deckglaschen 24x60mm

Deckglaschen 24x24mm
Durchlichtmikroskop Axioskop
Fluoreszenz-Filterkombination nach Pinkel
Fixogum

Fluoreszenzmikroskop Axiophot

Greiner-bio-one, Cellstar, Zentrifugenrohrchen 14 m
PS

Immersionsal fur Fluoreszenz-Mikroskopie
Objekttrager, geschnitten mit Mattrand 76x26mm

Objekttrager, gereinigt, Kanten geschnitten, Matira
76X26mm

Pasteurpipetten Glas, 150 mm
Pipettenspitzen 1ul, 100ul, 1000ul
Farbekluvette POM (200ml Reaktionsgefal3e aus

Polyoxymethylen, mit Deckel und Tréagereinsatz fur
25 OT)

Corbit-Balsam

Deckglaschen 24x60mm

Deckglaschen 24x24mm
Durchlichtmikroskop Axioskop
Fluoreszenz-Filterkombination nach Pinkel
Fixogum

Fluoreszenzmikroskop Axiophot

Greiner-bio-one, Cellstar, Zentrifugenrohrchen 14 m
PS

Immersionsal fur Fluoreszenz-Mikroskopie
Objekttrager, geschnitten mit Mattrand 76x26mm

Objekttrager, gereinigt, Kanten geschnitten, Matira
76X26mm

Pasteurpipetten Glas, 150 mm
Pipettenspitzen 1ul, 100ul, 1000ul

Hecht

Menzel

Menzel

Zeiss

AHF Arsaechnik
Marabu

Zeiss

Greiner

Zeiss
Mxtnz
Marienfeld

Mainz
Eppendorf
vitlab

Hecht

Menzel

Menzel

Zeiss

AHF Arsaechnik
Marabu

Zeiss

Greiner

Zeiss
Mxtnz
Marienfeld

Mainz
Eppendorf
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5. Methoden

5.1 Chromosomenbandenanalysen
5.1.1 Grundlagen der Chromosomenpréparation

Menschliche Chromosomen wurden schon im spaten zebuten Jahrhundert
beobachtet. Jedoch erst in den 50er Jahren desJ&frhunderts waren die
Praparationstechniken soweit entwickelt, dass gj@eaue Differenzierung mdglich
war. Prinzipiell kdnnen alle Zellen zytogenetisaftarsucht werden, die sich spontan
oder nach Stimulation teilen. Voraussetzung ist @& Mitose der Zelle im
Metaphasestadium zu fixieren. Hierfur wird einetliddtur eine bestimmte Menge des
Spindelgiftes der Herbstzeitlosen, Colchizin, ziigef Da nun durch die Zerstérung der
Spindelfasern ein Auseinanderweichen der Schwéstar@atiden unterbunden wird,
bleibt die Zelle im Stadium der Metaphase fixiertndu kann fur die
Chromosomenanalyse préapariert werden. Die Praparaimfasst zwei elementare
Schritte: eine hypotone Behandlung, bei der da®o@atin in einen Quellungszustand
versetzt wird und die Zellmembran platzt, sowiesdtixierung mit Alkohol/Eisessig im
Verhéltnis 3:1. Von besonderer Wichtigkeit fur dhromosomenqualitat sind das
gewahlte Verfahren des Auftropfens, die externeritrdpfbedingungen (Luftdruck,
Luftfeuchtigkeit und Temperatur) sowie die Trockgsbedingungen des Préparates.
Hierzu existieren sehr viele Rezepte, die individue jedem Chromosomenlabor
variiert werden. Inzwischen werden sogar ,Klimakaenmi oder ,Préparationsroboter”
professionell vertrieben, die gleichbleibende Prédj@nsbedingungen gewahrleisten

sollen.

5.1.2 Herstellung von Chromosomenpraparaten

a. Aufarbeitung der Materialproben

Als Ausgangsmaterial fir die Herstellung fur die dieser Arbeit verwendeten
Chromosomenpraparate wurden heparinisiertes Blul/oder Knochenmarkproben
verwendet. Es kamen stimulierte und unstimuliertezZeit- (4 Stunden Kulturzeit),
und Langzeitpraparationen (24 — 72 Stunden Kulttyrzeir Anwendung, wobei die
Praferenz bei den 24h- und 48h-Kulturen lag. Einl Ter Praparate fir die
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zytogenetischen Untersuchungen wurde aus bereitstumorgenetischen Labor
Marburg fixierten und archivierten Zellsuspensiohengestellt.

b. Kulturansatz

In 12 ml Zentrifugenréhrchen vorportioniertes urather an Zellreihen getestetes 1ml
fetales Kalberserum (FCS) einer definierten Chavgerde bei Raumtemperatur
aufgetaut und das Rohrchen mit Fallnummer und Kdétien versehen. Unter sterilen
Bedingungen wurden 4 ml RPMI-1640 oder McCoy's 5&dMm (mit 1 ml
Antibiotic/Antimitotic auf 100 ml Medium) hinzugefii (Endvolumen 5 ml). Die
Kulturmedien dienen der Bereitstellung essentieldhrstoffe und wirken einer
Verschiebung des pH-Wertes entgegen. So sollerur8ién, die nach der Entnahme
des Materials durch Anderung des Milieus entstekénnen, vermieden werden.
Gegebenenfalls wurden die Zellkulturen mit eineno&h-Factor-Mix supplementiert
(z.B. ALL-Mix, AML-Mix). Pro Kultur wurden maximal0,5 ml KM-Aspirat oder
peripheres Blut hinzugegeben. Dieses Vorgehen gbsam Abhangigkeit von der
Leukozytenzahl im peripheren Blut zum Zeitpunkt Materialentnahme, welche dem
Labor von den Einsendern mitgeteilt wurde. Als Riart galt: 10.000 Leukozyten/ul
Blut = 0,5 ml auf 5ml Medium, dieses entspricht2&.x 16 Zellen/m| Medium.

c. Kultivierung

Die Kulturréhrchen wurden verschraubt und schramggstd fir (4h), 24h, 48h und/oder
72h bei 37°C im Warmeschrank inkubiert. Dabei wamgchtig sie jeden Tag einmal
vorsichtig zu mischen, damit die nach unten sediregan Zellen optimaler mit

Né&hrstoffen versorgt wurden.

d. Ernte der Zellen und Praparation

Am Morgen des jeweiligen Erntetages wurde die Zéfik durch Zugabe von jeweils
0.1 ml des Spindelgiftes Colchizin (Colcemid®) dmgehen. Die Colcemid-
Endkonzentration betrug 0,2 pg/ml Medium. Die Rélercwurden zur Durchmischung
vorsichtig tUber Kopf gekippt und fur 2h bei 37°C @inem Wasserbad inkubiert.
Zusatzlich wurden zur Verhinderung von DNA-Verklunmgen 50 pl DNAse

zugegeben. Die Kulturen wurden nach Ablauf der Bke€mid-Einwirkungszeit auf
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einem Vortex-Schattler vorsichtig gemischt und &tis€end bei 195 g flir 7 min
abzentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, dRellet von Hand sorgfaltig
resuspendiert. Auf einem Vortex schittelnd wurdan & ml 0,075M hypotone KCI-
Lésung (RT) schnell eingefullt, wobei auf eine hamoe Durchmischung geachtet
wurde. Die KCI-Lésung blieb fir 15 min bei RT aufrdZellen (hypotoner Schock),
anschlieRend wurde bei 95 g fiir 10 min abzentrifgider Uberstand verworfen und
das Pellet vorsichtig von Hand resuspendiert. Iroheten Schritt wurden 0,5 ml
eiskaltes Fixativ bei leichtem Schitteln innerhadim ca. 30 sec zugegeben, dann mit 7
ml Fixativ bei schnellem Schiitteln aufgefullt untsehlie3end bei ca. 160 g fur 7 min
abzentrifugiert. Nun wurde noch mindestens zweimatleicher Weise 7 ml Fixativ
aufgefullt und wieder abzentrifugiert bis der Uttansl klar und das Pellet wei3 war.
Zum Ende dieser Waschschritte wurden entweder tsBféparate hergestellt oder die
Fixate in Kryorohrchen geflllt und bei -20°C arabiv. Archivierte Fixate wurden vor
dem Auftropfen erneut zweimal mit frischem Fixagjgwaschen, um die Qualitat der
Chromosomenpraparate zu verbessern. Vor der Hargielvon Chromosomen-
praparaten wurde die Dichte der Zellsuspensionrggestellt, dass eine leicht milchige
Flissigkeit entstand. Eine derart eingestellte Sosjpn war notwendig, damit eine
optimale Zelldichte auf den Préparaten erzielt wurd

e. Vorbereitung der Objekttrager

Damit Chromosomen und Zellkerne auf dem Glas elDbgkttragers (OT) optimal

haften kdnnen, missen diese vollkommen fettfrer.sedm dieses zu erreichen wurde
eine entsprechende Anzahl Objekttrager (Menzel Muaittrand) fir mindestens 30 min
in vergalltem 100% Ethanol entfettet, anschlieRemdmal mit A. bidest gewaschen
und im Wasser stehend mit Eiswirfeln aus A. bidestleckt und im Kihlschrank bis
zur weiteren Verwendung bei 4-8°C gekuhlt. Die Vemdung eisgekunhlter, nasser OT
verbessert die Spreitung der sChromosomen. Zudatzliurde in einer feuchten

Kammer aus Edelstahl aufgetropft, in der ein hdhgvasserdampf-Druck als in der
Umgebungsluft herrschte. Diese war auf einer 42°@&nwven Heizplatte platziert.

Hierdurch konnten jeweils gleichbleibende Bedinggmgerzielt werden. Durch den
Einsatz einer hohen Luftfeuchtigkeit kann die Chosomenspreitung zusatzlich
verbessert werden, da einerseits direkt nach deftrtopfen Ethanol aus dem Zellkern
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verdampft und andererseits gleichzeitig Wasserrgigg was den Zellkern zum Platzen

bringt und so die Chromosomen freigelegt werden.
f. Auftropfen

Die gut eingestellte Zellsuspension wurde in eidas@asteurpipette aufgenommen
und ca. 8 Tropfen aus unterschiedlicher Hohe anfeiggekihlten, nassen Objekttrager
aufgetropft und dieser anschlieRend korrekt befehriDie Qualitdt der Praparate
wurde unmittelbar nach deren Trocknung unter denkrddkop (Phasenkontrast)
kontrolliert und ggf. ein weiteres Praparat hergiitst Bis zur spateren
Farbung/Banderung der Objekttrdger wurden diesechéie8end (geschuitzt vor
manueller Einwirkung) bei Raumtemperatur mindest86s Stunden gealtert. Die
restliche Zellsuspension wurde mit Fixativ auf 4 mfgefullt und zur spateren
Verwendung (z.B. FISH-Analysen) in Kryoréhrchen b20D°C gelagert. Pro Kultur

wurde in der Regel ein Préaparat hergestellt.

5.1.3 Chromosomenfarbung

Fur die Chromosomenbandenanalysen wurden wie oleegestellte und gealterte
Praparate aus heparinisiertem Blut oder Knochenpnalblen verwendet. Die
Chromosomen wurden durch die ASG-Farbung (Acetidin®aund Giemsa-
Chromosomenbanden-Farbung), modifiziert nach Foha{&onatsch et al. 1980),
gebandert. Hierzu wurden maximal zwei Chromoson#grgrate pro Gefald in einer fest
verschlieBbaren Plastikkivette tGber Nacht bei 6Bf@iner Loésung von 0,03M tri-
Natriumcitrat und 0,095M NaCl im Warmeschrank inlewbund danach in einer 5%
Giemsa-Losung in Phosphatpuffer fir 2-3 min gefaMdch Lufttrocknung und ca.
zweistlindiger Inkubation bei 60°C im Trockenschramirden die Préaparate mit

Corbit-Balsam und einem 24x60 mm Deckglaschen eiegd.
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5.2 Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung
5.2.1 Grundlagen der Technik

Die Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) wurdggen Ende der 60er Jahre
basierend auf den Arbeiten zur situ-DNA-DNA-Hybsi@grung von Gall und Pardue
(Pardue & Gall 1969) entwickelt. Die FISH-Technilkerlbindet zytogenetische und
molekulargenetische Techniken. Daher ist fur diddethode auch der Begriff

».molekularzytogenetische Analyse" gebrauchlich.

Bei der FISH werden an ganze Chromosomen oderfigodi Chromosomenabschnitte
fluorochrom-markierte, komplementare DNA-Sondenydnidlisiert, so dass diese unter
UV-Auflicht unter Zuhilfenahme spezifischer UV-Filt identifiziert werden konnen.

Die GroR3e der hierbei eingesetzten Sonden-DNA kamn0,01Mb bis > 1Mb betragen.

In der Regel sind Sonden fur lokusspezifische Rrdkds® kb bis 800 kb grof3. GroRRere
DNA-Fragmente konnen Probleme haben die Zielsequenzenetrieren oder sie

formen grol3e Aggregate, welche die Hintergrundiiraherhdohen und die verfligbare

Menge an Sondenmaterial verringern.

Fluorochrom-markierte
DNA-Sonde

chromosomaler

DNA-Einzclstrang

N

Chromosom

Abbildung 11: Schematische Darstellung der FISH-Tdmik.
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Die spezifischen DNA-Sonden werden entweder migagles PCR-Schrittes oder Nick-
Translation direkt mit einem Fluorochrom markiedeo werden mit einem Hapten
(.d.R. Biotin) markiert an das in einem zusataich Detektionsschritt ein
avidingekoppeltes Fluorochrom anhybridisiert wiBlei direkt markierten Sonden
werden Fluorochrom-markierte Nucleotide in die DISAnden eingebaut, die ein
ausreichend starkes Signal fur die mikroskopischealyse emittieren und somit kein
zusatzliches Detektionsverfahren notwendig ist.

Bei der in-situ-Hybridisierung wird die Eigenscheafin Einzelstrang-DNA genutzt, sich
an korrespondierende Einzelstrang-Sequenzen amznlaDaher ist diese Technik je
nach Fragestellung sowohl im Interphasezellkerraatsh an Metaphasechromosomen
anwendbar. So wird es zum Beispiel méglich, die akzler Kopien eines einzelnen
Chromosoms oder —bereiches auch dann zu ermittelmn keine Zellen in Teilung zu
finden sind (z.B. bei Direktpraparationen, Ausstein, unkultiviertem Gewebe,
Tumorschnitten, Kulturversagern).

Um eine Hybridisierung der in Hybridisierungspuffer Formamid befindlichen
spezifischen DNA-Sonden an die Ziel-DNA (i.d.R. @mosomenpraparate auf
Objekttrager) zu erreichen, werden beide untemggten Bedingungen nahe des DNA-
Schmelzpunktes bei ca. 72 — 74°C denaturiert. Dexldielende Hybridisierung der
beiden komplementaren Einzelstrange findet untenitien Bedingungen fir mehrere
Stunden bei 37°C in einer feuchten Kammer statte Diierfir bendtigte
Hybridisierungsdauer hangt von der Art der eingasatSonden ab.

Durch stringente post-Hybridisierungs-Waschungenrd wiliberschiissige, nicht
gebundene DNA entfernt, die ansonsten bei der mikapischen Auswertung zu
verstarkter Hintergrundstrahlung oder zu Storsigméilihren kann.

Die mikroskopische Auswertung erfolgt an einem Alfl Fluoreszenz-Mikroskop mit
einer 100 W Quecksilberdampf Lampe unter Zuhilfenalvon speziellen Anregungs-
Filtern, die nur bestimmte Wellenlangen des Lichtieschlassen und so fur jedes
eingesetzte Fluorochrom spezifisch sind (Optimura Biorochroms). DNA-Sonden
konnen aus einer selber erstellten Bibliothek nsitRCR selbst hergestellt werden oder
es werden kommerziell erhaltliche Sonden verwendet.

Bei den verwendeten komplementaren DNA-Sonden karsich je nach Fragestellung
um locus-, telomer- und zentromerspezifische Sorgteme ganzchromosomale oder

armspezifische Paintsonden handeln. Falls es dgeiy die Anzahl der Kopien eines
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Chromosoms zu bestimmen (z.B. Monosomien oder i), wird in der Regel eine
zentromerspezifische Sonde, die mit einem bestimritaorochrom markiert wurde,
verwendet. Meistens wird dabei eine zweite, fir @mleres Chromosom codierende
Sonde, die mit einem unterschiedlichen Fluorochnoankiert wurde, als Kontrollsonde
hinzugegeben. Die Kombination von zwei Fluorochroraad zwei Chromosomenloci
macht man sich ebenfalls zunutze, um den Nachweer dlikrodeletion zu fihren.
Hierbei wird eine lokusspezifische Sonde mit eimggiteren locusspezifischen oder
zentromerspezifischen Sonde desselben Chromosomisikiert. Zwei unterschiedlich
markierte locusspezifische Sonden, die denselb@ud ¢elomer- und zentromerseitig
flankieren und sich dabei Gberlagern werden alges@annte ,Break Apart-Sonden” zur
Detektion von Rearrangements unter Beteiligung sibestimmten Bruchpunktes
verwendet. Das durch die Uberlagerung der beidemd&o entstehende Fusionssignal
wird im Falle eines Rearrangements in zwei unteesitichfarbige Einzelsignale
gesplittet. Umgekehrt verhélt es sich im Falle deanslokationssonden, die zur
Detekion bekannter Translokationen verwendet werdlenFalle einer Translokation
entsteht durch die Zusammenlagerung zweier untedath markierter
Chromosomenloci ein Fusionssignal. Die Existenasl@edener Fluorochrome und die
Entwicklung spezifischer Filter lassen dariiber bsaine Kombination von mehr als
zwei Sonden zu.

Die voran stehend beschriebenen Verfahren kodnnemobgo zur Analyse von
Metaphase- als auch Interphasechromosomen verwearetden. Im Gegensatz dazu
werden Paintsonden ausschlieBlich zur Analyse vortaphasechromosomen
verwendet. Auch hierbei kbnnen mehrere Fluorochreergvendet werden mit denen
z.B. p-und g-Arm spezifische Sonden fur ein Chroonosoder fiir unterschiedliche
ganze Chromosomen markiert werden (z.B. zur Déusigleiner Translokation oder
grof3en Deletion).

Eine Besonderheit bei der Kombination von Fluoroamen stellt die 24-Farben- oder
auch Multicolor-FISH dar. Ziel dieser Analysemethast die gleichzeitige Darstellung
und Identifikation aller 24 Chromosomen. Bei died®96 entwickelten Methode
(Speicher et al. 1996) werden die Chromosomen mit einer Kombination
unterschiedlicher  Fluoreszenzfarbstoffe so markierdass der gesamte
Chromosomensatz durch Multispektral-Klassifizierukgryotypisiert werden kann.

Obwohl es eine beachtliche Anzahl von Fluorochrogiet reicht diese dennoch nicht
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aus, um alle 24 verschiedenen Chromsomen einesl&tierpChromosomensatzes mit
einem jeweils spezifischen Fluorochrom zu markiei2abei werden bei der M-FISH
die Chromosomen mit fiinf verschiedenen Fluorochromarkiert. Das erlaubf2 32
verschiedene Kombinationen, so dass Klassifikalen Chromosomen auf binéren
Informationen beruht und daher auch als ,combinaltéabelling’ bezeichnet wird. Die
fur die M-FISH Technik notwendigen Fluoreszenzftotie zu finden, ist eine Aufgabe
mit vielen Parametern. Es steht lediglich eine begtkte Anzahl organischer
Fluorochrome zur Verfigung, die an die Chromosogamunden werden kénnen. Um
die Fluoreszenzen durch Filter optimal voneinanttennen zu kénnen, ist eine
maoglichst breite Verteilung tUber die beschrankteksjale Bandbreite anzustreben, so
dass sich die Spektralbereiche der einzelnen Fthoome mdglichst nicht Uberlappen.
Zudem sollte das Absorptionsspektrum gegeniiber Eemssionsspektrum verschoben
sein (Stokes-Verschiebung), damit das absorbierkrmtié herausgefiltert werden kann,
und so nur das erwiinschte emittierte Licht im Ritdcheint. Auch das Spektrum der
Lampe muss mit den Filtern und Absorptionsspekir@monieren. Eingesetzt werden
Xenon-Lampen, Quecksilber-Xenon-Lampen, Halogenf&mund mehrere Laser-
Lichtquellen. Einige Sonden sind nur mit einem Faobirom, andere mit zwei oder drei
verschiedenen Fluorochromen markiert. Um jedem @bsobm eine einzigartige
Farbkennung zuzuordnen, wird bei der 24-Farben-Fig&HSonden-DNA eines jeden
Chromosoms mit bis zu drei Fluorochromen gleiclgettarkiert. Als Ergebnis dieser
Kombination erhalt jedes Chromosom ein spezifiscie&sbspektrum und eine
spezifische Fluorochromkombination. Mittels Multice FISH kénnen
ganzchromosomale Zugewinne und Verluste eindeutiggeardnet sowie
interchromosomale Umbauten wie Translokationen, ithaiten, Insertionen und
komplexe Rearrangements bzw. die chromosomale IH&rikan Markerchromosomen
identifiziert werden. Zur Analyse intrachromosonmaleRearrangements wie
Duplikationen oder Inversionen oder von kleineregleflonen ist diese Methode nicht
geeignet. Das Aufldsevermogen dieser Methode hagimaximal 10Mbp ungefahr in
der GroRRenordnung einer Chromosomenbande. Die Atswgeeiner M-FISH Farbung
ist nur mit Hilfe einer speziellen Software mdgliéher Methode des M-Bandings liegt
das gleiche Prinzip der Kombination von Fluorocheonzugrunde, wobei hier die
einzelnen Banden eines Chromosoms mit unterscbiedii Fluorochrom-

Kombinationen markiert werden.
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5.3 Molekularzytogenetische Untersuchung der t(9;22)&811) und
ihrer Sekundaraberrationen

5.3.1 Beschreibung der lokus-spezifischen Transloka  tions-Sonden

In meinen Untersuchungen verwendete ich aussciaie@irekt markierte, kommerziell
erhaltliche DNA-Sonden der Firma Vysis. Als Fludiomme wurden Spectrum
OrangeTM (TRITC) und Spectrum GreenTM (FITC) verdein(LS| BCR/ABL ES mit
abl auf 9934 undcr auf 22g11.2). Die Gegenfarbung der Chromosomen-@Naéigte
mit DAPI (4"-6"-Diamidino-2Phenylindol).

Mit diesen Translokations-Sonden kann diecr/abl-Fusion (Philadelphia-
Translokation) der Chromosomen 22 und 9 sowohklyer Beteiligung der Major (M)
als auch der minor (m) Bruchpunktregion désr-Gens auf Chromosom 22
nachgewiesen werden. Auf der 9g34-Bande umfasssalrele mit einer Grol3e von ca.
650 kb am 5’-Ende das ca. 65 kb grofe ASS-Genuns -Ende zum Exon 11 mit
dem ca. 225 kb groRRembl-Gen zwischen Exon 1b und la. Auf der 22q11.2 Regio
umfasst die ca. 300 kb groRe Sonde Exon 1 am 5& &l zur Mbcr-Region am 3'-
Ende. Diebcr-Sonde war mit dem Fluorochrom Spectrum GreenTMdie@bl-Sonde
mit dem Fluorochrom Spectrum OrangeTM direkt matki®ei einer Fusion unter
Beteiligung der M-Bruchpunktregion findet man tyghisrweise neben je einem roten
und grinen Signal auf den normalen Chromosomend92@rein gelbes Fusionssignal
bestehend auscr- undabl-Anteilen, welches sich auf dem derivativen Chroomo22
befindet. Zusatzlich wird ein kleines rotes Sigrfalr den auf dem derivativen
Chromosom 9 verbliebenabl-Rest gefunden. Falls der Bruch in 22q11.2 in der m
Bruchpunktregion stattfindet, werden neben je eimetan und griinen Signal auf den
normalen Chromosomen 9 und 22 je ein Fusionssapfalem derivativen Chromosom

22 und dem derivativen Chromosom 9 gefunden.

84



Methoden

Centromere 8g34 region Telomears
— L] o -
ASS gene -56 kb E ABL gene -225 kb E I_% %
s L1 K
o ~850 kb |
LS| ASS-ABL

Abbildung 12: Lage der verwendeten Sonden auf demi@omosom 9 (Abbildung
entnommen aus dem Katalog der Fa. Vysis).
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Abbildung 13: Lage der verwendeten Sonden auf demti@omosom 22 (Abbildung
entnommen aus dem Katalog der Fa. Vysis).
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Abbildung 14: Sondenkombination der BCR/ABL ES-Son@ bei Fusion vorbcr
(grdn) und abl (rot) mit Bruchpunkt im minor-Breakpoint von bcr. Der auf dem
derivativen Chromosom 9 verbliebene Rest voabl ist als schwécheres Extrasignal
erkennbar.

5.3.2 Beschreibung der Multicolor-FISH-Sonden

In meinen Untersuchungen verwendete ich das 24XEyman mFISH (Multicolor
FISH) Painting Kit der Firma MetaSystems. Dieset dfithalt 24 verschiedene Paint-
Sonden, die fiur die 24 verschiedenen menschlichenr@osomen spezifisch sind. Die
Sonden waren mit den Fluorochromen DEAC (Diethytasvdoumarin), FITC
(Fluoresceinisothiocyanat), Spectrum OrdMg&exas Rell und Cy"5 markiert. Jede
Paint-Sonde wurde mit einem von funf verschiedefdmrochromen oder einer
einmaligen Kombination dieser Fluorochrome markimdbei bis zu drei Fluorochrome
miteinander kombiniert worden waren. Die chromogeeagischen Fluorochrom-

Kombinationen sind in Abbildung 12 dargestellt. @egenfarbung der Chromosomen-
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DNA erfolgte mit DAPI/Antifade (4°-6"-Diamidino-2Rmylindol), welches ebenfalls
im Kit enthalten war.

Spectrum
DEAC FITC Oﬁmgem Texas Red®| Cy™5

Ex 426nm/ | Ex 502nm/ | Ex 559nm/ | Ex 595nm/ | Ex 649nm/
Em 480nm | Em 530nm | Em 588nm | Em 615nm | Em 670nm

Abbildung 15: 24XCyte Markierungsschema (Abbildungwurde entnommen aus
dem Katalog der Fa. Metasystems).

5.3.3 FISH-Analysen

5.3.3.1 Vorbereitung der Objekttrager und Herstellung vorh@©mosomen-
Praparaten fur FISH-Analysen

Fur die erfolgreiche FISH-Analyse ist die Beschalffeit der verwendeten Objekttrager
von grof3er Wichtigkeit. Laborinterne Test (hierhticlargestellt) hatten ergeben, dass
Objekttrager der Firma Marienfeld die beste Zelimad gewahrleisteten. Bevor eine
Zellsuspension nach Direktpraparation oder Zeliku#tuf den Objekttréager aufgetropft

wurde, musste dieser vollig fettfrei sein. Eineoetterliche Menge Objekttrager wurde
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fur mindestens 30 Minuten in vergalltes 100%igdsaBbl gestellt. Anschliel3end wurde
der Alkohol in mindestens drei Waschschritten nastdliertem Wasser entfernt. Fir
den letzten Waschschritt wurde, um Ruickstande enf @T zu vermeiden, hochreines
Ampuwa-Wasser (B.Braun) verwendet und auf den (WElassen. Damit die OT's
eiskalt waren, wurden sie mit Eiswirfeln aus Ampuizerschichtet und bis zur
Verwendung bei 4-8°C gelagert. Die OT wurden tégficsch vorbereitet.

Vor dem Auftropfen wurde die Zellsuspension bei 900min fir 7 Minuten
abzentrifugiert, der Uberstand abgesaugt und vdewomund das Pellet auf die
gewinschte Zelldichte eingestellt. Unter Zuhilfem@h einer ungebrauchten
Pasteurpipette wurden bis zu vier Tropfen auf dechmassen, kalten OT aus einer
Hohe von ca. 8 cm auf ein Hybridisierungsareal etnégpft. AnschlieRend wurde das
Préaparat auf seine Beschaffenheit, sowie gegebaifeatif Mitosenindex und Qualitat
der Metaphasen im Mikroskop (Phasenkontrast) kbdiround bei Raumtemperatur
mindestens 2 Stunden bei 60°C, am besten Uber WacRT, luftgetrocknet.

Wenn die Zellpraparate durch eine Direktpraparatmonvon Knochenmark und
peripherem Blut hergestellt werden mussten, wujeerach Anzahl der Leukozyten im
aktuellen Blutbild des Patienten zu gleichen Teitlas Untersuchungsmaterial und
hochreines, unsteriles destilliertes Wasser inmneih@ml| Zentrifugenréhrchen gemischt.
In der Regel wurden 2 ml Material + 2 ml Wasserwardet und je zwei
Zentrifugenrohrchen angelegt. AnschlieRend wurde9bg fur 10 min abzentrifugiert,
der Uberstand verworfen und das Pellet von Handspendiert. Auf einem Vortex-
Schuttler wurden dann bei schnellem Schiitteln zuégrg eiskaltes Fixativ hinzugefugt.
Bei ca. 160g wurde anschlielend flr 7 min abzemwfieft und der Vorgang noch 2 —
3mal wiederholt, die Zelldichte eingestellt und pasate hergestellt bzw. die

Suspension bis zur weiteren Verwendung bei -207@gget.

5.3.3.2 Durchfuhrung von FISH-Analysen

5.3.3.2.1 FISH mit LSI-Sonden

a. Herstellung der Praparate

Praparate fur die FISH-Analysen mit der BCR/ABL E8xde wurden nach oben
genannter Methode hergestellt (siehe Kapitel 5uh@ 5.3.3.1). Um sparsam mit dem
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vorhandenen Material umzugehen, reichte es ausHptwidisierungsfeld von etwa
22x22mm ca. 4 Tropfen der gut eingestellten Zefisasion aufzutropfen.

b. Denaturierung der Zellkerne mit NaOH

Die nachstehenden Arbeitsschritte wurden alle iMR&efalRen durchgefihrt:

Die Objekttrager wurden je 1 min in einer abstedgmEthanolreihe rehydriert (100%,
70%, 50%, 30% Ethanol), dann 1 min in 0,1 x SSC7pHbei RT gewaschen (1 x SSC
= 0,15M NacCl, 0,017M Na-Citrat) und anschlie3endvd in 2 x SSC/pH 7,0 bei 70°
im Wasserbad inkubiert. Danach wurden die Objefseirdn der 2 x SSC stehend im
Wasserbad auf 37°C heruntergekthlt und 1 min ik G85C bei RT gewaschen, danach
bei RT 1-2 min in 0,07 N NaOH denaturiert. Im Ans&s daran wurden die Praparate
je 1 min in 4°C kalter 0,1 x SSC/pH 7,0 und 4°Ct&al x SSC/pH 7,0 gewaschen.
Danach wurden die Praparate in einer aufsteigemdbanolreine (30%, 50%, 70%,
100%) dehydriert. Nach einer Trocknungszeit vondegtens 30 min konnte die in der
Zwischenzeit ebenfalls denaturierte Sondenmisclisiuug) aufgetragen werden.

c. Vorbereitung, Denaturierung und Auftragen derA38bnden, Hybridisierung

Die LSI BCR/ABL ES-Sonde wurde nach Hersteller-Anleg direkt vor der
Verwendung gemischt Die Mischung erfolgte in lickdurchlassigen braunen
Eppendorff-Reaktiosgefdllen, die vorher autoklavieworden waren. Die
lichtempfindlichen Sonden und der Hybridisierungéguwurden im Dunkeln auf RT
aufgetaut, kurz gevortext und 1-3 sek abzentritigiend die benotigte Menge
Sondenmix hergestellt. Der Ansatz (10ul pro Hylsigtungsareal) wurde in dem
Eppendorff Reaktionsgefald fir 5 min bei 75°C ineein Wasserbad denaturiert,
anschlielBend kurz abzentrifugiert und bis zur weiteVerwendung auf einer 45°C
warmen Heizplatte warm gehalten. Die luftgetrocknet zuvor denaturierten
Objekttrager wurden auf der Heizplatte ebenfaliseinige Minuten angewarmt, 10ul
Sondenmix (Mikroliterpipette) vorsichtig auf ein bhydisierungsfeld aufgetragen und
sofort mit einem Deckglas 22x22mm eingedeckt unt FiKOGUM Gummilésung
versiegelt, wodurch ein Verdunsten der Sonde untelién werden sollte. Anschlie3end

wurden die Praparate Uber Nacht bei 37°C im Warhrask in einer feuchten Kammer
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liegend (mit feuchten Tuchern ausgelegte Edelstahiker) inkubiert, damit Ziel- und
Sonden-DNA unter optimalen Bedingungen hybridigidcennten.

d. Posthybridisierungswaschungen und Gegenfarbung

Die nachfolgenden Arbeitsschritte wurden bei gedésnp Licht durchgefiuhrt.
Im Anschluss an die Hybridisierungzeit wurden dieckglaschen vorsichtig mit Hilfe
einer Pinzette von den Objekttragern abgehobendisge dann fir 5 Minuten bei 75
+/- 1°C in 1 x SSC/pH 7,0 gewaschen, um Uberschgédszw. unspezifisch gebundene
Sonden-DNA zu entfernen. Nach weiteren 5 Minute@ mSSC/0.1% Triton x100 pH
7,0 bei RT, wurden die Chromosomen bzw. Zellkerae bch nassen Praparate fur
mindestens 2 Minuten in einer DAPI-Losung (4 -6alidino-2Phenylindol),
gegengefarbt. Zur Konservierung der Fluoreszenadavauf das Hybridisierungsfeld
der noch feuchten Préparate jeweils ein Tropfen rkeraiell erhaltliches
Eindeckmedium (Vectashield Antifade) aufgetraged umt einem Deckglas 24 x 50
mm eindeckt. Die nun fur die Fluoreszenzmikroskdpréigen Objekttrager wurden bis
zur Analyse am Fluoreszenzmikroskop kiihl und dunketinem 4°C-Kuhlschrank
aufbewahrt. Nach diesem Verfahren erstellte undggete FISH-Préaparate sind Uber
Jahre haltbar.

5.3.3.2.2 Multicolor-FISH
a. Herstellung der Praparate

Da bei der Multicolor-FISH-Analyse die Anzahl undu&itat der zur Verfigung
stehenden Mitosen von grol3er Wichtigkeit ist, wardBe M-FISH Préparate wie
Praparate fur die Chromosomenbandenanalyse hdigdsiehe Kapitel 5.1.3) und
anschlie3end unter dem Lichtmikroskop im Phasem@shbeurteilt. Bei einem guten
Mitosenindex war ein Hybridisierungsfeld von etwax22mm ausreichend, hierfur
wurden ca. 4 Tropfen der gut eingestellten Zellsaspn verwendet. Bei einem
niedrigen Mitosenindex wurde auf demselben Objagtr ein zweites oder deutlich
groReres Hybridisierungsfeld angelegt, um dadurigh Ahzahl der analysierbaren
Mitosen zu erh6hen. Die Praparate wurden am TagleoHybridisierung hergestellt
und Ubernacht bei Raumtemperatur gealtert.
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b. Vorbehandlung und Denaturierung der Chromosondg@apate

Die nachstehenden Arbeitsschritte wurden alle iMR&efal3en durchgefuhrt:

Die Objekttrager wurden je 1 min in einer abstedgnEthanolreihe rehydriert (100%,
70%, 50%, 30% Ethanol), dann 1 min in 0,1 x SSCiQ6l bei RT gewaschen und
anschlieend 30 min in 2 x SSC/pH 7,0 bei 70° ims¥éebad inkubiert. Danach
wurden die Objekttrager in der 2 x SSC stehend inas$®rbad auf 37°C

heruntergekihlt und 1 min in 0,1 x SSC bei RT gelas, danach bei RT 1-2 min in
0,07 N NaOH denaturiert. Im Anschluss daran wurdenPraparate je 1 min in 4°C

kalter 0,1 x SSC/pH 7,0 und 4°C kalter 2 x SSC/pHgewaschen. Danach wurden die
Préaparate in einer aufsteigenden Ethanolreihe (30%, 70%, 100%) dehydriert. Nach
einer Trocknungszeit von ca.10 min konnte der im dsvischenzeit ebenfalls

denaturierte Sondenmix (s.u.) auf das Hybridisigsaneal aufgetragen werden.
c. Denaturierung der Sonden und Hybridisierung

Pro 24x24 mm Deckglaschen wurden 12ul des gebréartigen Sondenmix in ein
zuvor autoklaviertes, lichtundurchlassiges EppeffidReaktionsgefal pipettiert. Der
Sondenmix wurde vorher im Dunkeln bei RT aufgetduirz gevortext, 1-3 sek
abzentrifugiert und die bendtigte Menge entnomniger. Sondenmix wurde in dem
Eppendorff Reaktionsgefald fir 5 min bei 75°C ineein Wasserbad denaturiert,
anschlieend kurz (ca. 30 sek) auf Eis gestellt denth fir 30 min im 37°C warmen
Wasserbad inkubiert. Die luftgetrockneten, zuvonaderierten Objekttrager mit den
Chromosomenpraparaten wurden auf einer ebenfall€ 3varmen Heizplatte kurz
vorgewarmt. Vor dem anschlieBenden Auftragen desd&umix wurde dieser kurz
abzentrifugiert, 12 pl Sondenmix mit einer Mikrelpipette vorsichtig und mdglichst
luftblasenfrei auf ein 24x24 mm Deckgladschen aufggn und dieses moglichst
luftblasenfrei auf das Hybridisierungsareal aufgeldDas Deckglaschen wurde mit
FIXOGUM Gummilésung umrandet, wodurch ein Verdunstier Sonde unterbunden
werden sollte. Nach Antrocknung des FIXOGUM (untachtschutz) wurden die
Praparate in eine bei 37°C vorgewarmte feuchte Kam(mit feuchten Tichern
ausgelegte Edelstahlkammer) gelegt und diese danndrei Tage bei 37°C im
Warmeschrank inkubiert, damit Ziel- und Sonden-Ddi#ter optimalen Bedingungen
hybridisieren konnten. Wahrend der Hybridisierumgiszvar es sinnvoll, die feuchte
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Kammer auf eine eventuelle Austrocknung hin zu taieren und gegebenenfalls
etwas Wasser nachzufillen. Es war dabei jedoch tigichdass keine
Kondensationstropfen vom Deckel der feuchten Kammagf die Praparate fallen

konnten, weil dieses die Signalqualitat negativilf@esste.
d. Posthybridisierungswaschungen

Die nachfolgenden Arbeitsschritte wurden bei gedésng_icht durchgefuhrt.

Nach drei Tagen Hybridisierung wurden die Chromosgonaparate der feuchten
Kammer enthnommen und das FIXOGUM vorsichtig abgemodie Deckglaschen
wurden vorsichtig mit Hilfe einer Pinzette von d@bjekttragern abgehoben und diese
dann fur 5 Minuten bei 75 +/- 1°C in 1xSSC/pH 7¢vgschen, um Uberschissige bzw.
unspezifisch gebundene Sonden-DNA zu entfernen. ciieRend wurden die
Objekttrager fur 5 min bei RT in 4xSSCT inkubiert.

e. Detektion der biotin-markierten Sonden mit CABplifikation der Cy5-Signale

Blocking-Schritt

Auf ein 24x60 mm Deckglaschen wurden jeweils 50 des im Kit enthaltenen
Blocking-Reagenz aufpipettiert, das Deckglascheh dem Objekttrager angehoben
und mit dem Objektrager unten liegend fur 15 mineiner vorgewarmten feuchten
Kammer bei 37°C inkubiert. AnschlieRend wurde dasKglaschen vorsichtig entfernt
und der Objekttrager in eine Kivette mit 4xSSCTrfithet.

Zur Amplifikation der Cy5-Signale konnten bis zuedDetektionsschritte notwendig
sein:

Detektion 1 Pro Objekttrager wurden 50 ul des Blocking-Reagueit 1 pl Detektions-
Reagenz 1+3 gemischt und davon 50 pl auf das Hgleidngsareal gegeben,
anschlieBend mit einem 24x60 mm Deckglaschen eedediiberschissige Flissigkeit
vorsichtig entfernt und in einer feuchten Kammeir3&C fur 15 min inkubiert. Nach
Entfernung des Deckglaschens wurde das Praparamaivéir jeweils 3 min in
4xSSCT bei RT unter sanftem Schitteln gewaschen.

Detektion 2 wie Detektion 1, jedoch wurden 50 ul Blocking-Beaz mit Detektions-
Reagenz 2 vermischt.
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Detektion 3 siehe Detektionsschritt 1. Anschliel3end wurde @ejekttrager fur 3 min
in 1xPBS unter sanftem Schuitteln gewaschen und stamend im Dunkeln getrocknet.

f. Gegenfarbung

Auf den luftgetrockneten Objekttrager wurden 20 qds im Kit mitgelieferten

DAPI/Antifade aufgetragen und dieser dann moglidh&blasenfrei mit einem 24x60
mm Deckglaschen eingedeckt. Nach Abschluss diesese@®ere war eine sofortige
Auswertung der Praparate mdglich. Auf diese Weiseydstellte Praparate wurden
kurzfristig bei 4°C und langfristig bei -20°C getag ohne dass Qualitatsverluste

bemerkbar waren.

5.4 Auswertungen
5.4.1 Chromosomenbandenanalysen

Die ASG-gebanderten und eingedeckten Chromosomesm@mt&® wurden mit einem
Durchlichtmikroskop bei 100facher VergréRerung ém Bbersicht durchgemustert. Die
gewinschten Metaphasen wurden dann bei 1000facleegrdfierung mittels des
Aufnahme- und Karyotypisierprogrammes IKAROS derrnfa Metasystems
dokumentiert, das betreffende Bild mit den entdpeaden Software-Tools optimiert
und anschliel3end karyotypisiert. Zur Aufdeckungnkler Chromosomenaberrationen
wurde in der Regel ein Minimum von 20 Metaphasem Patient analysiert. Aufgrund
schlechter Teilungsraten konnte diese Anzahl inahan Féllen nicht erreicht werden.
Grundsatzlich galt eine numerische Aberration dalsrklonal, wenn sie in mindestens
3 Metaphasen gefunden wurde. Eine klonale strulkkufgberration musste in einem
Minimum von zwei Mitosen vorkommen. Zum Ausschluss klonalen Aberrationen
bei Fallen mit einem normalen Karyotyp musste edlenfein Minimum von 20
Metaphaseplatten analysiert werden. Die Chromosbefande wurden gemald der
international gultigen Standardnomenklatur ISCN Sl99eschrieben und in einer
Datenbank gespeichert. In der Regel wurden maxiBatelenauflosungen von ca. 250
bphs erreicht. Bei dieser Chromosomenqualitat bleidele Veranderungen kryptisch,
daher erfolgte in einigen Fallen eine weitere Abkigy der Aberrationen mittels
Multicolor-FISH.
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5.4.2 Fluoreszenz-mikroskopische Auswertung
5.4.2.1 Philadelphia-Translokation

Die Fluoreszenz-Signale der FISH-Analysen wurderiaem Fluoreszenz-Mikroskop
ausgewertet. Das Fluoreszenz-Mikroskop war audgestanit einer Pinkel-
Filterkombination, bei der die Anregungsfilter vdBtrahlenteiler und Sperrfilter
unabhangig wahlbar sind. Die fir die jeweiligen dfachrome bendtigten
Anregungswellen (-Filter) kdonnen gewechselt werdeshrend Strahlenteiler und
Sperrfilter in Position bleiben. Neben Einzelfiidiir jedes Fluorochrom (DAPI, FITC
und Texas Red) kam ein Doppelbandfilter zum Einsdtzdem FITC- und Texas Red-
Signale gleichzeitig betrachtet werden konnen.dlttlieser Filterkombination konnten
die gelben Fusionssignale betrachtet werden. Ddgoskop war mit einem 100W
Quecksilberdampfbrenner ausgestattet.

In die Auswertung wurde jede Kernart miteinbezoghas heil3t die Kerne wurden nicht
nach Grof3e oder Form selektiert. Es wurden jedoclsolche Zellkerne beriicksichtigt,
bei denen der gesamte Kern ohne Uberlappungen nueran Zellkernen oder
Artefakten sichtbar war. Fur jeden Kern wurde diezéhl der unterschiedlich-farbigen,
eindeutigen Hybridisierungssignale ermittelt undrede Kombination miteinander
dokumentiert. Bei eng beieinander liegenden Signgleicher Fluoreszenz galt: War
der Abstand zwischen den Signalen kleiner als dencibmesser des gréf3ten Signals
entsprachen sie einem Signal; War der Abstand grélBeder Signaldurchmesser des
grof3ten Signals wurden zwei Signale gezahlt. Dgn&e konnten jedoch ,gesplittet*
sein und dadurch einen Abstand groRRer ein Signetduesser haben. Wenn sie jedoch
mit einem sichtbaren DNA-Faden verbunden warendemirsie ebenfalls als nur ein
Signal gewertet. Zusatzlich zur Anzahl der unteesdiichen Hybridisierungssignale
wurde bewertet, ob eine Zusammenlagerung (Koloktabis/Fusion) vorber- und abl-
Signalen vorlag. Eine Kolokalisation wurde regestri wenn durch komplette oder
teilweise Uberlagerung eines FITC und Texas Redsg ein eindeutig gelbes
Fusionssignal aufleuchtete, entsprechend dem vomaseChet al. beschriebenen
Bewertungskriterium A (Chaset al. 1997). Um eine zufallige Uberlappung von
Signalen auszuschliefRen, die keiner Fusion entspradzw. um die genaue Anzahl der
Signale zu ermitteln, wurde wéahrend der Auswerteings Zellkerns mit dem Feintrieb

des Mikroskopes in verschiedenen Tiefen fokussiErhe genaue Dokumentation
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jeglicher Sondenkonstellation war wichtig, weil sheerste Hinweise auf das Vorliegen
einer Zusatzaberration unter Einbeziehung der Casmmen 9 und 22 liefern konnten
(z.B. Isochromosom 9q oder +der(22)t(9;22) oder ewsohe Abweichungen). Es
wurden mindestens (sofern die Zellzahl des Pragames hergab) 200 Zellkerne in die
Auswertung einbezogen. Die Ergebnisse der FISH-Auswg (Absolutzahlen der
einzelnen Sondenkonstellationen) wurden patientaden in ein Formular einer
Datenbank eingegeben, welches automatisiert dereptaalen Anteil an Kernen mit

einem, bzw. zwei Fusionssignalen errechnete.

5.4.2.1.1 Ermittlung der Cut-Off-Level

Die Anzahl an Kernen mit Fusionssignal musste idleen Cut-Off-Level (Grenzwert)
fur die Sondenkombination 2 rote, 1 grines, 1 Fssmnal liegen, damit der jeweilige
Patient als bcr/ablpositiv bewertet wurde. Der Cut-off-Level wurde rcu
Hybridisierung der BCR/ABL ES-Sonde an Praparaten unkultiviertem peripherem
Blut ermittelt. Dadurch, dass bei jeder Hybridisiey ein Testpraparat mitlief und die
jeweiligen Auswerteergebnisse in einer ACCESS-Omdaek dokumentiert wurden,
konnte Uber eine groRe Datenmenge verfugt werdaa.diesen Daten wurde fur jede
Sondenkonstellation der Mittelwert und die Standbwdeichung aller Untersuchungen
gebildet. Der jeweilige Wert des Cut-Off-Level wardlann aus der Summe des
Mittelwertes und der dreifachen Standardabweiclgetnldet.

Der Cut-Off-Level fur die bei einer Fusion votbcr und abl typischen

Sondenkombination (2 rote Signale, 1 grines SignBlUsionssignal) lag bei 6%.

5.4.2.2 Detektion von Chromosomenaberrationen mittels Mattlor-FISH-Analyse

Die Aufnahme der Mitosen nach Multicolor-FISH Hydisierung erfolgte ebenfalls an
oben aufgefihrtem Fluoreszenzmikroskop. Die Prépanaurden bei 400facher
VergroBerung unter Zuhilfenahme eines DAPI-Filtarach geeigneten Mitosen
maandernd durchmustert. Geriet eine geeignet @rsaige Mitose in den Focus, wurde
auf das 100fach/Ol Objektiv gewechselt und die Bttdei 1000facher VergroRerung
mittels ISIS-Software (Firma MetaSystems, AltlussheDeutschland) aufgenommen.
Bei der M-FISH Technik wird fir jedes Fluorochrom einzelnes Bild aufgenommen,
das Aufschluss Uber die Existenz des Fluorochramden einzelnen Chromosomen

gibt. Es ist deshalb von entscheidender Bedeutless fur die Aufnahme eines Bildes
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nur das gewunschte Fluorochrom zum Leuchten angered, und das Bild nur im
Spektralbereich des zu erwartenden emittierten tegechaufgenommen wird. Die
Belichtung des Chromosomensatzes erfolgte dahelictit eines klar abgegrenzten
Wellenlangenbereichs und die Bildaufnahme unter wéadung entsprechender
optischer Filter. Die Belichtung und Bildaufnahmefokgte hierbei fir jedes
Fluorochrom gesondert, nachdem der entsprechentl® &m Fluoreszenzmikroskop
gewechselt wurde. Auf diese Weise wurden sechseHiitder erzeugt, die von der
Software zu einem Gesamtbild zusammengefugt wurdaschlielend erfolgte die
Bildanalyse. Diese umfasste die Schritte Bildsegreamg, Bildverschiebung,
Objektgenerierung und —editierung und Klassifikatio

Als Eingangsdaten standen dementsprechend sechsodWdpbilder desselben
Chromosomensatzes zur Verfugung. Eines der Grandiider dient dabei als
Referenzbild (DAPI-Bild) fur die Erstellung einee@nentierungsmaske und fur die
Segmentierung und Objekterkennung, die anderendiif Fluoreszenzbilder, die den
Chromosomensatz innerhalb eines bestimmten spehktradBereichs (dem des
Fluorochroms) abbilden. In den Fluoreszenzbildestleeint der Hintergrund schwarz
und die Chromosomen, falls sie mit der entsprechenBluoreszenzfarbe markiert
wurden, in helleren Grautonen. Als erster Arbehssicnach der Aufnahme erfolgte
eine Bildverschiebung (Pixel Shift). Da die sechkl® nacheinander aufgenommen
wurden und zwischen den Aufnahmen ein optischaer~gewechselt wurde, kdnnen
die Bilder gegeneinander verschoben sein. Mitteés dPixel Shift konnen die
Einzelaufnahmen der Chromosomen genau ubereingetgt werden. Da das DAPI-
Bild als Referenzbild fungiert, werden alle Fluaeszbilder gegentber dem DAPI-
Bild verschoben. Dieser Schritt erleichtert dietsp& Zuordnung der Chromosomen
und verhindert Artefakte an den ChromosomenranderAls néchster
Bildverarbeitungsschritt  erfolgte die Segmentierund®a in  keinem der
Fluoreszenzbilder alle Chromosomen leuchten, mirsgi¢ Segmentierung ein sechstes
Bild in der DAPI-Farbung aufgenommen werden, dde &hromosomen relativ
kontrastreich abbildet. Auf diesem Bild erfolgtee egmentierung, indem jeweils ein
Schwellenwert festgelegt wurde. Anschlie3end wurdienObjektkonturlinien erzeugt.
Da sich die Chromosomen in den Mikroskopbilderrogd haufig bertihren oder gar

Uberlappen, ist durch Anwendung des Schwellenwedlsin keine vollstandige
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Separation der Chromsomen zu erreichen. Daher erusie Chromosomencluster
zusatzlich durch manuelles Editieren auftrennt werd

Nachdem alle Chromosomen klar voneinander getremmntden, konnte mit der
Karyotypisierung begonnen werden, wozu ebenfalls DAPI-Bild benutzt wurde.
Mittels DAPI-Farbung ist es mdglich auf den Chroomgn eine Fluoreszenz-Q-
Banderung zu erzeugen, welche, wenn das Bild imvewird, wie eine G-Béanderung
erscheint. Auf diese Weise ist eine eindeutige daong der Chromosomen maoglich.
AulRerdem konnte eine eindeutige Zuordnung der Cbsomen erfolgen, indem ein
Chromosom in den funf verschiedenen Farbkanalerzekinbetrachtet und die
Farbkombination mit dem Farbschema verglichen wiMdchdem das Karyogramm
erstellt wurde, wurden den Chromosomen Uber eireghev generierten Klassifikator
Falschfarben zugeordnet, um die Beurteilung dep@bsomen zu erleichtern.

In manchen Fallen reichte die Analyse der Metaphéder Falschfarben aus. Meistens
musste jedoch aufgrund einer geringen Bandenauitpsand starken Kondensation der
Chromosomen eine Analyse mit Hilfe der verschieddrabkanale erfolgen, damit die
Farbkombination fraglicher Chromosomenabschnitte einer chromosomalen
Zuordnung fuhren konnte.

Eine Aneuploidie zeigt sich im Fehlen einer Kopieleo dem Vorhandensein
zusatzlicher Kopien eines Chromosoms. Im Falle sinaterchromosomalen
Rearrangements wie z.B. einer Addition wurde einsckmitt mit abweichender
Fluorochromkombination auf einem Chromosom gefun@enAbbildung 16). Ein
Markerchromosom konnte unter Umstanden aus mehre@hromosomen
zusammengesetzt sein, dessen Abschnitte unterBchsgd Farbkombination

aufwiesen.
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Abbildung 16: Arbeitsweise der ISIS-Software am Beipiel einer Addition an den
g-Arm eines Chromosom 9 (Abbildung wurde aus dem Kialog der Fa.
Metasystems entnommen).

Es wurde angestrebt pro Patient mindestens funfrate Mitosen zu analysieren.
Wenn die Aberrationen in verschiedenen Zellklonenlagen, mussten entsprechend

mehr Mitosen karyotypisiert werden.

5.5 Verwaltung von Patientendaten und zytogenetischegfuden
5.5.1 Verwendete Hard- und Software

Zur Erstellung der verwendeten Datenbanken, Entwnck der SCCN und
Programmierung einer Analyse-Software wurde jewedi®m Personal-Computer
verwendet, der mit einem Windows 2000 Betriebssyst®wie dem Softwarepaket
Office 2000 (Microsoft Corporation) versehen warffié@ 2000 beinhaltet das
Datenbankprogramm ACCESS 2000 (ACCESS 2000 Professi Microsoft

Corporation), mit dem relationale Datenbanken #tsteverden konnen. Zur
Programmierung der Softwaremodule wurde daribeausindas Programm Visual
Basics for Applications (VBA, Microsoft Office 2000Microsoft Corporation)

verwendet.

Um zu zeigen, dass eine automatisierte Analysegeytetischer Daten mittels der
SCCN madglich ist, wurde eine Analyse-Software pangmiert. Diese wurde so
gestaltet, dass eine getrennte numerische undtstelle Analyse erfolgen kann. Die
Programmierung dieser Softwaremodule wurde von rHeflarald Balz von der
Arbeitsgruppe Tumorgenetik des Instituts fur Klohis Genetik der Philipps-Universitat
Marburg in enger theoretischer Zusammenarbeit nridlorchgefuhrt.
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7. Anhang

7.1 Verzeichnis der Abkirzungen und Zeichen der ISCNIB32005

(Auszug)

Tabelle 11: In der ISCN verwendete Zeichen mit erldrenden Beispielen.

Zeichen Erklarung

1-22, X, Y Chromosom Nr. 1 —22, Xund Y

p, g kurzer Arm, langer Arm eines
Chromosoms

Pluszeichen (+) Zugewinn

Minuszeichen (-) Verlust

Tilde (=)

Betroffener Bereich

Pfeil -> oder—

von...bis in der Langschreibweise

Doppelpunkt(e) einfach (:) bzw. doppelt
()

Bruch bzw. Bruch und Reunion in der
Langschreibweise

Multiplikationszeichen (x)

mehrfache Kopien struldiliveranderter
Chromosomen

runde Klammern ()

Umfassung strukturell veranderter
Chromosomen und Bruchpunkte

Fragezeichen (?)

fragliche Identifizierung eines
Chromosoms oder einer
Chromosomenstruktur

Komma (,)

Trennung von Chromosomennummern,
Geschlechtschromosomen und
Chromosomabnormalitdten

Semikolon (;)

Trennung von veranderten Chromosom
und Bruchpunkten in strukturellen
Rearrangements von mehr als einem

Chromosom
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Tabelle 12: In der ISCN verwendete Abktrzungen mierklarenden Beispielen.

o

Kirzel Bedeutung Beispiel

add Addition add(1)(q44)
Verlangerung des g-Arms eines Chromosom 1 durcle gt
unbekanntem chromosomalen Ursprungs, dadurch \Yebns
Anteilen der Bande 1q44

der Derivativ- der(22)t(9;22)(q34;q11.2)

chromosom im Karyotyp wurde ein derivatives Chromosom 22 neicter
Translokation (9;22) nachgewiesen; der Translokapartner liegt
nicht vor; dadurch Zugewinn von 9934 und Verlust 22q11.2-
gql3.3

dic Dizentrisches dic(9;12)(q12;q13)

Chromosom aus den zwei Chromosomen 9 und 12 ist ein Chromasibwei
Zentromeren entstanden, welches aus Chromosom3p22.und
12g13-p13 besteht. Die Bereiche von 9912-934 b2g13-q24.3
gingen verloren

dup Duplikation dup(1)(q32g44)
Verlangerung des g-Arms eines Chromosom 1 durch die
Verdoppelung der Chromosomenbanden 1932-q44

i Isochromosom i(17)(q10)
es liegt ein Isochromosom bestehend aus dem p-#Ares e
Chromosom 17 vor; hierdurch Verlust von 17p13-p&@ u
Zugewinn von 17g10-g25.3

ider Isoderivativ- ider(22)(q10)t(9;22)(q34;911.2)

chromosom es liegt ein Chromosom bestehend aus den langeerrheines
zuvor durch eine Translokation t(9;22) verande@anomosom 22
vor; hierdurch Verlust von 22p13-p10 und Zugewimm22q10-
g11.2 sowie 9934

idic Isodizentrisches idic(17)(p11)

Chromosom es liegt ein Chromosom 17 mit zwei Zentromeren bestehend au
zwei g-Armen sowie perizentromerischen Anteilen 1@p vor,
hierdurch Verlust von 17p12-p13 und Zugewinn vop1lT#g25.3

inc Incomplete Karyotyp ist aufgrund einer schlechten Chromosoratitit nicht

Karyotype vollstéandig und kann nicht beschriebene Aberratiosthalten

ins Insertion ins(5;2)(p14;922q32)
innerhalb des p-Arms eines Chromosom 5 befindéttsédingt
durch eine Insertion das Chromosomensegment 2g22-93
inv Inversion inv(9)(p21q13)
perizentrische Inversion eines Chromosom 9 untebbé&iehung des
p- und g-Arms
r Ringchromosom r(2)(p14qg31)
es liegt ein geschlossener Ring vor, welcher ausikem des p- und
g-Arms von Chromosom 2 besteht, dadurch Verlust2mtv-p25
und 2931-q37. Es fehlen auRerdem die Telomere Ywarlosom 2
t Translokation 1(9;22)(q34;q11.2)
Translokation zwischen den g-Armen eines Chromo8amd 22
trp Triplikation trp(1)(q32944)

Verlangerung des g-Arms eines Chromosom 1 durch die
Verdreifachung der Chromosomenbanden 1932-q44
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7.2 ldeogramme der 24 Chromosomen des Menschen
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Abbildung 17: Ideogramme der 24 Chromosomen des Menschen in einBanden-

auflésung von 400 bphs.
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Abbildung 18: Gezeigt wird ein Screenshot der Ergefisse der quantitativen
SCCN-Strings eingefugt.

Analyse von Chromosom 9. Zusatzlich wurde die Fehtabelle mit den fraglichen
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7.4 Ergebnisse der qualitativen Analyse am Beispiel v@hromosom 6
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Abbildung 19: Gezeigt wird ein Screenshot der Ergefisse der qualitativen
Analyse von Chromosom 6. Zusatzlich wurde die Fehtabelle mit den fraglichen
SCCN-Strings eingefugt.
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7.5 ISCN-Karyotypen und SCCN-Strings der 94 ALL-Patient

Tabelle 13: Karyotypen der 94 Patienten mit ALL, Phladelphia-Translokation und zusatzlichen Aberrationen sowie dessen Ubersetzung in
den quantitativen und qualitativen SCCN-String. Dieeinzelnen aberranten Klone wurden durch einen Sclagstrich getrennt. Die Falle mit

der Nummer 62,63, 64, 65, 66, 68, 69, 71, 72, 78,76, 77, 78, 79, 80, 82, 83, 85, 86, 87, 89990)nd 92 wurden nicht von mir bearbeitet,
sondern die zytogenetischen Daten zur VergroRerurder Beispieldatensammlung per Datenbank-Abfrage auder LCD entnommen.

Fallnr. | Alter/ Karyotype(n)/Anzahl Mitosen quantitativer SCCN-String/qualitativer SCCN-String
Geschl.
1 35/m 46,XY,1(9;22)(934;911),t(14,20)(g11,913.3)[28] 0/t(9)(934),1(20)(q133),t(14)(g11),t(22)(q11),
2 48/m 45,XY,-7,1(9;22)(g34;911)[19] -(7),/1(9)(q34),1(22)(g11),
3 57/m 46,XVY,1(9;22)(q34;911)[6]/49,XY,+5,1(9;22)(q34;911),+16,+21[7] +(5),+(16),+(21),/t(9)(934),t(22)(q11),
4 58/w 47,XX,1(9;22)(934;911),+?15[13] +?(15),/t(9)(q34),t(22)(g11),
5 71/m 46,XY,1(9;22)(934;911)[11]/46,XY,1(9;22)(934;911),+der(22)t(9;22)[2] (9)+(g34),(22)+(p139112),/t(9)(q34),t(22)(g11),
6 48/m 46,XY,1(9;22)(q34;911)[10]/47,XY,add(1)(p36),del(6)(p12),t(9;22)(934;q11), (1)-(p363p361),(6)-(p25p12),(9)+(g34),(11)-(q23925),
del(11)(g23),+der(22)t(9;22)[11] (22)+(p139112),/add(1)(p363),add(1)(p362),add(1)(p361),
del(6)(p12),t(9)(g34),del(11)(g23),t(22)(g11),
7 18/w 52,XX,+?4,1(9;22)(q34;q11),+?14,+?15,+?17,+?20,+der(22)t(9;22)[20] +?(4),(9)+(g34),+?(14),+?(15),+?(17),+?(20),(22)+(p13q112),/
1(9)(q34).(22)(q11),
8 73/w 46,XX,1(9;22)(934;911)[3]/46,XX,t(9;22)(q34;911),i(7)(910)[3] (7)+(910g36),(7)-(p22p10),/i(7)(910),t(9)(934),t(22)(911),
9 57/m 47,XY,1(9;22)(934;911),+der(22)t(9;22)[8] (9)+(g34),(22)+(p139112),/t(9)(q34),1(22)(g11),
10 63/m 46,XY,1(9;22)(g34;911)[11]/46,XY,1(9;22)(g34;911)[2] (9)+(g34),(22)+(p139112),/t(9)(q34),t(22)(g11),
11 39/m 47,XY,i(8)(g10),+i(8)(q10),t(9;22)(g34;911)[9]/48,XY,i(8)(q10),+i(8)(q10)x2, (8)+(g10g243)x3,(8)-(p23p10),/i(8)(q10),1(9)(q34),t1(22)(q11),
1(9:22)(q34,911)[2]
12 37/m 57~58,1(9;22)(q34;911),+der(22)t(9;22)(934;911)[5] (9)+(g34),(22)+(p139112),/t(9)(q34),t(22)(g11),
13 35/m 46,XY,1(9;22)(934;911)[15]/49,XY,+2,+4,i(8)(q10),t(9;22)(q34;q11), +(2),+(4),(8)+(q10q243),(8)-(p23p10),(9)+(g34),(22)+(p13g112),/
+der(22)t(9;22)[15] i(8)(010),t(9)(a34),t(22)(g11),
14 42/w 46,XX,1(9;22)(g34;911)[13]/46,XX,del(7)(p?),+8,-9, +(8),-(9),+(?),/del(7)(p?),ins(7)(?),ins(9)(p11),t(9)(q34),t(22)(q11),
der(9)t(9;22)(g34;911)ins(9;7)(p11?;?),der(22)t(9;22),+mar,inc[cp7]
15 59/m 46,XY,1(9;22)(934;911),del(10)(q22926)[16] (10)-(g22926),/t(9)(934),del(10)(q22),del(10)(g26),t(22)(g11),
16 26/m 51~56,XY,+2,1(9;22)(q34;q11),+der(22)t(9;22)(934;911)[16] +(2),(9)+(g34),(22)+(p139112),/t(9)(934),t(22)(q11),
17 70/w 48,XX,i(8)(q10),+i(8)(q10),t(9;22)(g34;911),+der(22)t(9;22)[3]/49,XX,+8,+8, +(8)x2,(8)+(q10g243)x3,(8)-(p23p10),(9)+(q34),+(17),
t(9;22)(q34;911),+17[20] (22)+(p139112),/i(8)(910),t(9)(934),t(22)(q11),
18 61/m 45,XY,-7,1(9;22)(g34;911)[20] -(7),/1(9)(q34),1(22)(g11),
19 55/w 46,XX,1(9;22)(g34;911),del(11)(q13)[20] (11)-(g139g25),/t(9)(g34),del(11)(q13),1(22)(q11),
20 40/w 45,XX,1(9;22)(934;911),dic(20;22)(q11;p11)[24] (20)-(91119133),(22)-(p13p111),/t(9)(q34),dic(20)(q11),
dic(22)(p11),t(22)(q11),
21 59/m 46,XY,1(9;22)(934,;911)[6]/44,XY,t(9;22)(q34;911),-8?,-11?,-11?,+mar[9] -?(8),-?(11)x2,/t(9)(934),t(22)(q11),
22 38/m 47,XY,+2,1(9;22)(934;911)[20] +(2),/1(9)(934),t(22)(q11),
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Fallnr. | Alter/ Karyotype(n)/Anzahl Mitosen quantitativer SCCN-String/qualitativer SCCN-String
Geschl.
23 32/m 46,XY,1(9;22)(934;911)[2]/49,XY,t(9;22)(q34;q11),+21,+21,+der(22)t(9;22) (9)+(g34),+(21)x2,(22)+(p13g112),/t(9)(034),t(22)(q11),
[10]
24 66/m 46,XY,(2;8)(p11;p11),1(9;22)(q34;q11),add(16)(p13)[4] (16)-(p131p133)./t(2)(p11).4(8)(p11),t(9)(q34),add(16)(p13),
(22)(q11),
25 39/m 46~48,XY,t(9;22)(q34;q11),+der(22)t(9;22)(q34;q11),[inc][2] (9)+(g34),(22)+(p139112)/t(9)(q34),t(22)(q11),
26 44/m 47,XY,+5,1(9;22)(q34;911)[12] +(5),/t(9)(934),t(22)(q11),
27 50/m 56,XY,+X,+4,+5,+6,t(9;22)(q34;q11),+?10,+11,+12,+14,+?17, +(X),+(4),+(5),+(6),(9)+(934),+?(10),+(11),+(12),+(14),+?(17),
+der(22)t(9;22)[10] (22)+(p139112),/(9)(g34),t(22)(q11),
28 29/m 46,XY,1(2;14)(p11;932),1(9;22)(9q34;911)[3] 0/t(2)(p11),1(9)(q34),t(14)(g32),t(22)(q11),
29 25/w 45 XX,-7,1(9;22)(q34;011)[10] -(7),4(9)(q34),1(22)(q11),
30 48/m 47,XY,1(5;9)(q31;p12),1(9;22)(q34;q11),+der(22)t(9;22)[17] (9)+(g34),(22)+(p139112),/t(5)(931),t(9)(p12),t(9)(q34),t(22)(g11),
31 42/m 45,XY,-7,1(9;22)(934,911)[12] -(7),/1(9)(q34),1(22)(g11),
32 66/m 46,XY,1(9;22)(q34;q11)[2]/45,XY 1(9;22)(q34;q11),dic(18;20)(p11;p11)[19] (18)-(p113p111),(20)-(p13p111),/t(9)(q34),t(22)(q11),
dic(18)(p11),dic(20)(p11),
33 36/m 46,XY,1(9;22)(q34;q11)[11]/47 XY,1(9;22)(q34;911),+der(22)t(9;22)[6] (9)+(q34),(22)+(p139112),/(9)(q34),t(22)(q11),
34 25/w 46,XX,ider(9)(q10)t(9;22)(q34;q11),der(22)t(9;22)[15] (9)+(q10934),(9)-(p24p10),(22)+(g112913),/t(9)(q34),
ider(9)(910),t(22)(g11),
35 51/m 45,XY,-7,1(9;22)(934,911)[7] -(7),/1(9)(934),1(22)(g11),
36 63/w 47,XX,dup(1)(q21944),1(9;22)(q34;911),+der(22)t(9;22)[4]/46,X,-X, -(X),(1)+(q21944),-(7),(9)+(q34),(22)+(p137112),+(?)/dup(1)(921),
dup(1)(g21qg44),-7,1(9;22)(g34;q11),+der(22)t(9;22),+mar[2] dup(1)(g44),t(9)(g34),t(22)(q11),
37 27/m 46,XY,(9;22)(q34;911)[4]/56~60,t(9;22)(q34;q11),+der(22)t(9;22),inc[8] (9)+(q34),(22)+(p139112),/t(9)(q34),t(22)(q11),
38 23/m 46,XY,der(9)t(9;22)(q34;q11)del(9)(p13),der(22)t(9;22)[8] (9)-(p24p13),/t(9)(q34),del(9)(p13),t(22)(g11),
39 34/m 45,XY,dic(7;12)(p11;p11),1(9;22)(q34;q11)[11] (7)-(p22p111),(12)-(p13p111),/dic(7)(p11),dic(12)(p11),t(9)(a34),
t(22)(g11)
40 50/w 46,XX,1(9;22)(q34;q11),t(14;18)(q11;p11)[9)/47 XX, t(9;22)(q34:;q11), (9)+(q34),(22)+(p13g112),/t(9)(q34),t(22)(q11),t(14)(q11),
+der(22)t(9;22)[2] t(18)(pll),
41 29/w 46, XX.1(9:22)(q34:q11),der(16)t(1;16)(q21:q12)[12] 5(12);)(312111‘4)44)'(16)'(0'121q24)'/t(1)(q21)'t(g)(q34)'t(16)(q12)'
42 73/w 46,XX,1(9;22)(934;911)[2]/48,XX,t(9;22)(q34;q11),+?8,+?12[5] +?2(8),+?(12),/t(9)(q34),1(22)(g11),
43 53/w 52,XX,+4,+6,1(9;22)(934;911),+10,+17,+18,+21[3] +(4),+(6),+(10),+(17),+(18),+(21),/t(9)(q34),t(22)(g11),
44 56/m 46~47 XY 1(9;22)(q34;q11),+2der(22)t(9;22)[4] 2(9)+(q34),2(22)+(p139112),/t(9)(q34)t(22)(q11),
45 60/w 46,XX,1(9;22)(q34;911)[3]/55~58,XX,+X,+2,add(3)(g27),+4,+5,+6, +(X),+(2),(3)-(q27929),+(4),+(5),+(6),(9)+(q34),+?(13),+?(15),
1(9;22)(q34;911),+13?,+15?,+18?,+der(22)t(9;22)[21] +?(18),(22)+(p139q112),/add(3)(927),t(9)(934),t(22)(911),
46 43w :‘(gz)z(;()’gq%rf“ztl(‘llfggi(zjz’g’t%g;);z(?[j]g)(pll'q11)'der(g)t(4’9)(q23'p22)' 0/t(4)(423) 1(8)(p11),1(9)(n22).(9)(G34).t(19)(q11),1(22)(q11),
47 41/m 46,XY,der(9)t(9;22)(g34;g911)del(9)(p11),der(22)t(9;22)(q34;911)[10] (9)-(p24p11),/del(9)(p11),t(9)(q34),t(22)(q11),
48 42/m 46,XY,1(9;22)(q34;q11)[2]/47,XY 1(9;22)(q34;q11),+der(22)t(9;22)[2]/ +(6),(9)+(g34),(15)-(q26),(22)+(p13q112),/t(9)(q34),

48,XY,+6,1(9;22)(q34;q11),add(15)(q26),+der(22)t(9;22)[18]

add(15)(q26).t(22)(q11),

110



Anhang

Fallnr. | Alter/ Karyotype(n)/Anzahl Mitosen quantitativer SCCN-String/qualitativer SCCN-String
Geschl.
49 33/m 73, XXYY,+2,-3,+4,+8,-9,1(9;22)(q34;911),der(9)t(9;22),+10,-11,-12,+16,+18, | +(2),-(3),+(4),+(8),-(9),+(10),-(11),-(12),+(16),+(18),-(21),+(22),/
-21,der(22)t(9;22),+2mar[10] t(9)(a34),1(22)(q11),
50 57w 45,XX,-7,1(9;22)(934;q11)[16]/45,XX,add(6)(923),-7,1(9;22)(q34,911)[13] -(7),(6)-(923927),/t(9)(q34),t(22)(q11),add(6)(g23),
: : . +(X),*(8),(9)+(a34),(9)-(p21p24),(22)+(p139112),+(22)/
51 43/w 50,XX,+X,+8,t(9;22)(g34;q11),del(9)(p21),+22,+der(22)t(9;22)[10] 1(9)(q34).1(22)(q11).del(9)(p21),
52 60/ 46,XX,+4,+5,dic(8;9)(p11;p13),t(9;22)(g34;q11)[31]/46,XX,+4,+5, +(4),+(5),(8)-(p23p111),(9)-(p24p13),(6)-(g15q23),/del(6)(g15),
del(6)(915923),dic(8;9)(p11;p13),t(9;22)(q34;911)[6] del(6)(g23),dic(8)(p11),dic(9)(p13),t(9)(q34),t(22)(q11),
53 47w 46,XX,der(9)t(9;22)(q34;911)add(9)(p?),der(22)t(9;22)[4] (9)-(p?),/t(9)(934),t(22)(g11),
54 39/m 46,XY,del(7)(q11),t(9;22)(q34;q11)[17] (7)-(9111g36),/del(7)(g11),t(9)(q34).4(22)(q11),
- i : : . +(X),+(4)x2,+(6),(7)-(p22910),(7)+(q10036),(9)+(q34),+(10),-(12),
|20 e Ao | 490 4) (22 HpLEALE) KOG K2 el
56 47/m 46,XVY,1(9;22)(q34;911) [8]/45,XY,-7,t(9;22)(934;911)[12] -(7),/t(9)(q34),t(22)(q11),
47,XY,+4,del(7)(p15),t(9;22)(q34;q11)[10])/47,XY,+4,del(7)(p15),
. . (3)-(p26),+(4),(4)-(935),(7)-(p22p15),/add(3)(p26),add(4)(q35),
57 39/m L(zl,(272)zéq13;3:ajé?.z),zz;((j(;jéj?éiifiz[gg]/47,XY,add(3)(p26),+4,add(4)(q35), del(7)(p15).1(9)(q34).4(22)(q11),
58 65/m :‘(g';g)’ég‘ég‘%(ﬁﬁggf ):1(9:22)(a34;q11)[3)/45,XY,inv(4)(p16427).-7, L(7),(9)(q34).4(22)(q11).inv(4)(p16),inv(4)(G27),
59 26/m 32:g::gg;ggEggjégE;F_l%’g‘iﬁ;'[tg?;zz)(@*q11)"20[10]/ -(20),+(?),/1(9)(q34).1(22)(q11),
- : : +(2),+(4),+(5),(6)*+(p250271),+(8),(9)+(q34),+(10), +(13),+(14),+(15),
0 T arna) 103415, | 41520 1) ) (22130112 ) OG0,
47,XY,1(9;22)(q34,911),+der(22)t(9;22)(q34,q11)[1]/48,XY,+1,
61 50/m t(9;22)(q34,;911),+der(22)t(9;22)(g34;911)[2]/49,XY,+1,+1,+6, +(1)x2,+(6),(9)+(q34),(22)+(p139112),/(9)(934),t(22)(q11),
1(9;22)(g34;911),+der(22)t(9;22)(934;q11)[2]
62 68/m 48,XY,1(9;22)(q34;911),+der(22)t(9;22)(q34;911)x2[4] (9)+(q34)x2,(22)+(p139g112)x2,t(9)(g34),t(22)(q11),
: : : : : +(4),(8)+(q100243),(8)-(p23p10),(9)+(q34)x2,+(18),+(19),
63 36/w 53,XX,+4,1(9;22)(q34;911),i(8)(q10),+18,+19,+2xder(22)t(9;22)(q34;911)[7] (22)+(p130112)x2./t(9)(034).1(22)(q11),i(8)(q10),
64 53/m 46,XVY,1(9;22)(q34;911)[2]/46,XY,1(9;22)(q34;911),del(9)(p12)[9] (9)-(p24p12),/t(9)(q34),t(22)(g11),del(9)(p12),
65 46/w 46,XX,t(9;22)(q34;911)[2]/46,XX,1(9;22)(934;911),i(9)(q10)[10])/ +(8),(8)-(p23p12),(9)+(q10934),(9)-(p24p10),/del(8)(p12),t(9)(q34),
47,XX,1(9;22)(q34;911),+8,del(8)(p12),i(9)(q10)[24] i(9)(q10),t(22)(q11),
66 30/m 46,XY,1(9;22)(q34;911)[11]/44,XY -7,-9, ,1(9;22)(q34;q11)[11] -(7),-(9),/(9)(q34),t(22)(q11),
67 14/w 45,XX,t(9;22)(q34;911),add(9)(p?),-7[13] -(7),/t(9)(q34),t(22)(g11),add(9)(p?),
68 42w 46,XX,t(9,22)(q34,q11)[3]/58,XX,-X,-l,-3,-6,-7,+8,-9,t(9,22)(q34,q11),-10, '(x)1'(1)1'(3)1'(6)1'(7)1+(8)1(9)+(q34)1'(9)!'(10)!'(12)1'(14)!'(16)!'(17)!
-12,-14,-16,-17,-19,-20,+21,-22,+der(22) 46,XX,1(9;22)(q34,;911)[27] -(19),-(20),+(21),-(22),(22)+(p139112),/ 1(9)(934),t(22)(q11),
69 61/w 48,XX,+5,+8,1(9;22)(g34;q11)[5]/48,XX,+5,+8,del(9)(p13),t(9;22)(q34;911)[2] | +(5),*+(8),(9)-(p24p13),(9)+(q34),(22)+(p139112),/t(9)(q34),
149,XX,+5,+8,del(9)(p13), 1(9;22)(q34;q11),+der(22)t(9;22)[4] del(9)(p13),t(22)(q11),
70 9/m 46,XY,1(9;22)(q34,;911)[1])/50~55,XY,+X,+4,+5,+6,+14,+15,+20,+21, +(X),+(4),+(5),+(6),(9)+(g34),+(14),+(15),+(20),+(21),
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Anhang

Fallnr. | Alter/ Karyotype(n)/Anzahl Mitosen quantitativer SCCN-String/qualitativer SCCN-String
Geschl.

+der(22)t(9;22)(q34,911)[33] (22)+(p139112),/t(9)(934),t(22)(q11),

71 67/m 46,XY,t(9;22)(q34;q11)[2)/
47 XY 1(9:22)(q34:q11), +der(22)t(9:22)(q34:q11)[27] (9)+(934),(22)*+(p134112),/1(9)(934) 4(22)(q11),

72 30/m 46,XY,1(9;22)(q34;911)[3]/55~58,XY,+X,+Y,+2,+4,+5,+6,+8, +(X),+(Y),+(2),+(4),+(5),+(6),*+(8),(9)+(q34),+(16),+(21),
t(9;22)(q34;911),+16,+21,+der(22)t(9;22)(q34;q11)[6] (22)+(p139112),/t(9)(934),t(22)(q11),

73 17/m 45,XY,-7,1(9;22)(934;911)[13] -(7),/t(9)(934),t(22)(q11),

74 65/w 46,XX,t(9;22)(q34,;911)[14]/45,XX,-7,t(9;22)(q34;911)[10] -(7),/t(9)(q34),t(22)(q11),

75 39w 49,XX,+?7,1(9;22)(q34;911),+?11,+?12 +der(22)t(9;22)(g34;911)[7] +2(7),(9)+(g34),+?(11),+?(12),(22)+(p139q112),/t(9)(q34),t(22)(g11),

76 19/m 46,XY,t(9;22)(q34;911)[13]/54,XY ,+X,+2,+4,t(9;22)(q34;911),+10,+13,+15, +(X),+(2),+(4),(9)+(q34),+(10),+(13),+(15),+(21),(22)+(p13g112),/
+21,+der(22)t(9;22)(q34;911)[3] 1(9)(g34),1(22)(q11),

77 39/w 47,XX,t(9;22)(q34;911),+der(22)t(9;22)(q34;911)[2]/47,XX,+8,-9, +(8),-(9),(9)+(q34),(22)+(p139112),/t(9)(q34),t(22)(q11),
1(9;22)(g34;911),+der(22)t(9;22)(934;q11)[3]

78 37/m 46,XVY,t(9;22)(q34;911)[7]/46,XY,1(9;22)(g34;911),del(5)(q31934)[7] (5)-(931934)./t(9)(q34),t(22)(g11),del(5)(g31),del(5)(q34),

79 52/w 46,XX,t(9;22)(q34;911)[8]/47,XX,+8,t(9;22)(q34;911)[14] +(8),/t(9)(934),1(22)(q11),

80 47/m 51~53,XY,+X,+8,t(9;22)(q34;q11),+21,+22,+1-3xder(22)t(9;22)(q34;911)[32] | +(X),+(8),(9)+(q34)x3,+(21),+(22),(22)+(p13q112)x3,/

t(9)(934).4(22)(q11),

81 50/w 55~56,XX,+X,+2,+4,+6,+8,1(9;22)(q34;911),+11,+14,+19,+21, +(X),+(2),+(4),+(6),+(8),(9)+(q34),+(11),+(14),+(19),+(21),
+der(22)t(9;22)(q34,911)[22] (22)+(p139112),/t(9)(934),1(22)(q11),

82 60/m 48, XY +X,+8,der(9)t(9:22)(q34:q11) ider(22)t(9:22)(q34:q11)[15] :((zé)),a(ﬂ,)(i)g%%)(z2)+(q1oq112),(22)-(p13p10),/t(9)(q34),

83 64/w 50,XX,+1,+?4,1(9;22)(q34;911),+?10,+?14,[5] +(1),+?(4),+?(10),+?(14),/t(9)(q34),t(22)(q11),

84 32/m 47~49,XVY,1(9;22)(q34;911),+1-3mar[6] +(?2)/t(9)(g34),t1(22)(g11),

85 52/w 46,XX,t(9;22)(q34;911)[13]/45,XX,-7,t(9;22)(q34;911)[18] -(7),/t(9)(q34),t(22)(q11),

86 31/m 46,XVY,t(9;22)(q34;911)[19]/45,XY,-7,t(9;22)(q34:911)[8] -(7),/t(9)(q34),t(22)(q11),

87 62/w 59,XXX,-1,-3,-7,-9,1(9;22)(q34;911),-11,-12,-13,-16,-17,-18,-19,+21,-22, -(1),-(3),-(7),-(9),(9)+(g34),-(11),-(12),-(13),-(16),-(17),-(18),-(19),
+der(22)t(9;22)(934;q11)[33] +(21),-(22)/ (22)+(p139g112),/t(9)(g34),t(22)(g11),

88 55/w 46,XX,t(9;22)(q34;911)[1]/44,XX,-7,?-13, -(7),-?(13),(13)-(?934),/t(9)(q34),t(13)(q34),t(22)(q11),
?2der(13)t(9;13)(q11;934)t(9;22)(q34;911),der(22)t(9;22)(g34;q11)[21]

89 53/w 46,XX,t(9;22)(q34;911)[1]/51~55,XX,+2,+4,+5,-7,+8,+8,1(9;22)(q34;911), +(2),+(4),+(5),-(7),+(8)x2,+(10),+(15),*+(?),/t(9)(934),t(22)(q11),
+10,+15,+mar[7]

90 65/w 59,XXX,-1,-3,-7,-8,-9,t(9;22)(q34;911),-11,-15,-16,-19,-20,-21, -(1),-(3),-(7),-(8),-(9),(9)+(g34),-(11),-(15),-(16),-(19),-(20),-(21),
+der(22)t(9;22)(q34;911)[22] (22)+(p139112),/t(9)(934),1(22)(q11),

91 55/m 46,XVY,t(9;22)(q34;911),del(13)(g14)[3] (13)-(q14934),/t(9)(934),del(13)(q14),t(22)(g11),

92 32/w 45,XX,-7,1(9;22)(934;911)[12] -(7),/t(9)(q34),t(22)(q11),

93 54/w 46,XX,der(9)t(9;22)(q34;911)del(9)(p11),der(22)t(9;22)(934;911)[18] (9)-(p24p11),/t(9)(q34),t(22)(q11),

94 48/m 45,XY,-7,1(9;22)(934;q11),der(21)(8;21)(q11;p12)[13] -(7),(8)+(q111g243),(21)-(p12),/t(9)(q34),t(22)(q11),

1(8)(q11),4(21)(p12),
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