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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Osteosarkom
Das Osteosarkom (OS) ist ein hochmaligner mesenchymaler Knochentumor. Es geht
von den Osteoblasten der Markhohle der Havers-Kanale und des Periosts aus und

fuhrt meist schnell zu volumindsen Tumoren.

1.1.1 Inzidenz und Klassifikation

Das Osteosarkom ist mit einer Inzidenz von 2-5 Fallen pro 1 Millionen Einwohner im
Jahr der haufigste primare maligne Tumor des Skeletts. In Deutschland erkranken
jahrlich etwa 150-200 Menschen am Osteosarkom (Bocker et al., 2008). Es macht
15% der primaren Knochentumoren und 0,2% aller Malignome bei Kindern und
Jugendlichen aus (Muller, 2007; Kaatsch, 2008). Der Altersgipfel liegt in der
Wachstumsphase des Skeletts zwischen 10 und 25 Jahren. Das Durchschnittsalter
betragt 19 Jahre (von Harnack und Heimann, 1994; Bocker et al., 2008). Auch
Erkrankungen bis zum 60. Lebensjahr sind beschrieben, sie sind jedoch mit unter 1%
aller Tumorerkrankungen bei Erwachsenen sehr rar (Husmann et al., 2010). Manner
bzw. Jungen sind mit einer Rate von 1,5:1 etwas haufiger betroffen als Frauen bzw.
Madchen. Selten (<7%) treten Osteosarkome als Sekundarneoplasie z.B. nach
Retinoblastom und Bestrahlung auf. Die Osteosarkome werden nach der WHO-
Klassifikation in verschiedene Kategorien (z.B. Uber Gewebetyp oder Lokalisation)

eingeteilt, die meist Uber unterschiedliche Malignitatsgrade verfligen (Tabelle 1.1).

Tabelle 1.1: WHO-Klassifikation der Osteosarkome

WHO-Klassifikation Malignitat
Intramedulldres Osteosarkom (~93%)

Konventionelles OS hoch

(chondroblastisch/fibroblastisch/osteoblastisch)

Teleangietaktisches OS hoch
Kleinzelliges OS hoch
Niedrigmalignes zentrales OS niedrig
Sekundares OS i.d.R. hoch
Oberflachliches Osteosarkom (~7%)
Parosteales (juxtakortikales) OS i.d.R. niedrig
Periostales OS intermediar
Hochmalignes Oberflachen-OS hoch

In der Regel ist das Osteosarkom ein hochmaligner Tumor (~93%) und liegt

intraossar. Die haufigste Form mit ca. 85% ist das hochmaligne konventionelle

1
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Osteosarkom, niedrig maligne zentrale Osteosarkome sind mit 1-2% sehr selten. Die
hochmalignen Oberflachensarkome sind sehr rar (<1%), die parostealen
Osteosarkome (~5%) und die selteneren periostalen Osteosarkome (1-2%) besitzen
vorwiegend niedrige Malignitatsgrade (Bocker et al., 2008).

1.1.2 Klinik

Als Symptome beim OS sind zunehmende, oft als belastungsunabhangig
empfundene Schmerzen der betroffenen Region beschrieben. Derbe Schwellungen
und Uberwarmung der Gelenke mit dariiber verdiinnter Haut und vermehrter
Gefallzeichnung, manchmal pathologische Frakturen und
Bewegungseinschrankungen im benachbarten Gelenk werden auch beobachtet. Die
Laborwerte der OS-Patienten sind meist unspezifisch. Die
Blutkdrperchensenkungsgeschwindigkeit (BSG), Werte flr alkalische Phosphatase
(AP) und Laktat-Dehydrogenase (LDH) kénnen erhoht sein (Heare et al., 2009).

1.1.3 Diagnostik

Die Diagnostik erfolgt réntgenologisch mittels Ubersichtsaufnahmen des gesamten
befallenen Knochens in zwei Ebenen (posterior-anterior und lateral), sowie Uber ein
Skelettszintigramm mit ROI-Vergleich. AulRerdem wird eine
Magnetresonanztomographie (MRT) durchgeflhrt. Zusatzliche Rdntgenaufnahmen
und Computertomographie (CT) des Thorax dienen zum Nachweis von Metastasen.
Das Rontgenbild zeigt neben der Weichteilschwellung meist ausgedehnte
osteolytische Herde wund haufig eine starke, vom Periost ausgehende
Knochenneubildung, zum Teil als Knochensporne, sogenannte 'Spiculae’ (Caudill
und Arndt, 2007). AuRerdem werden dreieckige Knochenneubildungszonen, die als
'‘Codman-Dreiecke' bezeichnet werden, oft beobachtet (Heare et al., 2009)(Abbildung
1.1¢).

1.1.4 Histologie

Histologisch findet sich bei den OS ein stark polymorphes Gewebe aus Spindelzellen
und Riesenzellen, Inseln aus hyalinem, knorpeligem oder knéchernem Material mit
Ablagerung von pathologischem Osteoid. Besonders die hochmalignen OS sind oft
sehr vielgestaltig, neben osteoblastischen Komponenten kénnen zusatzlich chondro-

und fibroblastische Areale vorhanden sein. Die niedrigmalignen zentralen OS kdnnen
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meist histologisch nur schwer von benignen Lasionen wie z.B. der fibrdsen Dysplasie

abgegrenzt werden.

Abbildung 1.1: Osteosarkom. a) Stark sklerosierendes Osteosarkom der Tibiameta- und -diaphyse.
b) Vorwiegend lytisches Osteosarkom des proximalen Humerus. ¢) Gemischtes, teils lytisches, teils
gering sklerotisches Osteosarkom der distalen Femurmetaphyse links mit Destruktion der Spongiosa
und Vorhandensein von 'Codman-Dreiecken’ (Pfeile). Abbildungen nach Bocker et al., 2008.

1.1.5 Befallsmuster

Die typische Lokalisationen des Tumors sind die Metaphysen langer Réhrenknochen,
wie distaler Femur (Oberschenkel), proximale Tibia (Schienbein) und proximaler
Humerus (Oberarm), am haufigsten (50%) sind die OS im Kniebereich lokalisiert. Bei
20% der Patienten liegen initial bereits sichtbare Fernmetastasen vor, vorwiegend in
der Lunge (Diemel et al., 2009). 80-90% der ubrigen Patienten haben schon eine
Mikrometastasierung (Mundy, 2002; Muller, 2007).

1.1.6 Therapie

Die Behandlung junger Patienten mit malignen Knochentumoren erfolgt im Rahmen
multinationaler, prospektiver Therapiestudien, meist wird eine Kombination von
chirurgischer Behandlung und neoadjuvanter Chemotherapie eingesetzt (Grimer,
2005; Basaran et al., 2007; Lewis et al., 2007). Aus deutschsprachigen Landern
werden in aller Regel Kinder und Jugendliche zu 100 % in Therapieprotokollen der

'Cooperativen Osteosarkomstudiengruppe' (COSS) behandelt. Die Studien der
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Cooperativen Osteosarkomstudiengruppe rekrutieren seit 1977 Patienten mit
Osteosarkomen, ossaren malignen fibrosen Histiozytomen und anderen ossaren
Spindelzellsarkomen aus Deutschland, Osterreich, der Schweiz und zuletzt auch aus
Ungarn. Aktuell werden sowohl fir jingere Patienten, als auch fir altere Patienten
Studien im transatlantischen bzw. europaischen Verbund angeboten. Hierbei werden
die kindlichen, jugendlichen und jungeren erwachsenen Patienten mit einem OS im
Rahmen der laufenden OS-Studie (EURAMOS-1) therapiert. Patienten im Alter von
40 bis 65 Jahren werden nach Protokoll der EURO-B.0.S.S-Studie behandelt
(Bielack und Carrle, 2008; Bielack et al., 2008).

Nach der diagnostischen Biopsie folgt die praoperative Chemotherapie. In der 10.
Woche nach Chemotherapie erfolgt die Operation des Tumors, dessen Ansprechen
fur die histologische Beurteilung der zytostatischen Wirksamkeit benutzt wird (Tumor-
Regressionsgrad nach Salzer-Kuntschik), um die Medikamentenkombination
postoperativ gegebenenfalls zu modifizieren. Die totale Exstirpation des Tumors ist
immer erforderlich, da ein Lokalrezidiv die Prognose massiv verschlechtert. Die
Radikalitat der Operation ist abhangig von Tumorsitz und -GroRe. Es wurden
spezielle Operationstechniken zur bestmdglichen Funktionserhaltung entwickelt.
Extremitaten-erhaltende Operationen weisen etwas mehr Lokalrezidive auf. Die
zusatzlich zur Operation eingesetzte Chemotherapie tragt zur Lokalkontrolle und zum
Uberleben bei. Zur sequentiellen alternierenden pra- und postoperativen
Chemotherapie werden Substanzen wie Doxorubicin, Hochdosis-Methotrexat,
Cisplatin und Ifosfamid eingesetzt (Bacci et al., 2003; Bacci et al., 2008). Die
Strahlentherapie des OS erfolgt wegen seiner relativen Strahlenresistenz nur im
Rahmen der Palliativtherapie und bei (partieller) Inoperabilitat, z.B. bei
Gesichtsschadelbefall (Bielack et al., 2008). Die operative Entfernung des
tumortragenden Knochens stellt fur die orthopadische Chirurgie eine grole
Herausforderung dar, da eine RO-Resektion notwendig ist und eine Amputation der
Extremitaten vermieden werden sollte. Durch endoprothetischen Ersatz,
Fremdspender, Explantation und Reimplantation, Rotationsplastiken, vaskulare
Fibula-Transplantationen sowie Knochendistraktionen sind dennoch einige
Moglichkeiten gegeben, die Mobilitdt und Lebensqualitédt der meist noch jungen

Patienten zu erhalten (Heare et al., 2009).
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1.1.7 Prognose

Tumorvolumen, Ansprechen auf initiale Chemotherapie und RO-Resektion sind die
wichtigsten prognostischen Faktoren. Bei alleiniger Operation liegt die 5-Jahres-
Uberlebensrate bei nur 1-15%. Mit Operation und adjuvanter Chemotherapie sind
Heilungen in Uber 50-70% mdglich. Bei Patienten mit solitdren Lungenmetastasen
liegt die 5-Jahresuberlebensrate hingegen nur bei 20-24% (Bacci et al., 2003; Kager
et al., 2003; Bacci et al., 2008). 95% der Rezidive treten in den ersten 5 Jahren auf.

1.1.8 Nachsorge

Aufgrund des Risikos fur ein Lokalrezidiv und Lungenmetastasierung sind in den
ersten 3 Jahren engmaschige Kontrolluntersuchungen erforderlich. Nach
Doxorubicin-Therapie sind auf Grund seiner kardiotoxischen Nebenwirkungen
langzeitige Echokardiogramm-Kontrollen ndétig. Bildgebende lokale Kontrollen
werden mindestens bis zum vierten Jahr nach Diagnosestellung durchgefuhrt. Nach
diesem Zeitpunkt sind auftretende Lokalrezidive selten. Das Lokalrezidiv wird erneut
operativ angegangen (eventuell Amputation), Lungenmetastasen werden reseziert,
da ein langfristiges Uberleben in 30-50% méglich ist (Bacci et al., 2008; Diemel et al.,
2009).

1.2 Zytogenetik

Bei etwa 70% der OS lassen sich mit Hilfe der Chromosomenbandenanalyse
Chromosomenveranderungen nachweisen. Haufig liegen multiple Klone mit
unterschiedlichem Ploidiegrad vor. Die Ploidiegrade reichen hier von haploid bis
hexaploid. Zytogenetische Korrelate von Gen-Amplifikationen, wie homogen
anfarbbare Chromosomenregionen (‘homogeneously staining regions', HSRs) und
‘double minutes' (DMs), werden beim OS haufig beobachtet. In der Literatur wurden
die Ergebnisse der zytogenetischen Studien beim OS zusammengefasst (Sandberg
und Bridge, 2003). Hierbei wurden unter den numerischen Veranderungen
Zugewinne, die Chromosom 1 betreffen und Verluste, die die Chromosomen 9, 10,
13 und 17 betreffen am haufigsten beobachtet. Ebenso sind partielle oder komplette
Verluste von 6q beschrieben. Am haufigsten in Rearrangements involviert sind die
chromosomalen Regionen 1p11-p13 (15%), 1910-q12 (19%), 1921-g22 (14%),
11p15 (17%), 12p13 (15%), 17p12-p13 (14%), 19913 (17%) und 22q11-q13 (15%)
(Bridge et al., 1997)(Abbildung 1.2, Abbildung 1.3).
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Abbildung 1.2: Verteilung der Zugewinne (griin) und Verluste (rot) von chromosomalen Regionen von

136 Karyotypen von OS-Patienten aus der 'Mitelman'-Datenbank. Die Hohe der Balken zeigt die

Haufigkeit der Ereignisse an.

Die komplex veranderten Chromosomensatze mit einer hohen Anzahl an
Aberrationen, die bei nahezu allen Tumoren beobachtet werden, konnen mittels
konventioneller Zytogenetik nicht ausreichend charakterisiert werden. In einer
neueren Studie wurden molekularzytogenetische Methoden, wie komparative
genomische Hybridisierung (CGH), vielfarbige Karyotypisierung (SKY) und
Fluoreszenz-in situ-Hybridisierung  (FISH) kombiniert, um die komplexen
Chromosomenveranderungen beim OS aufzudecken (Lau et al., 2004). Hier zeigten
sich bei einem Kohort von 25 Patienten zahlreiche rekurrente Verluste (2q, 3p, 9,
10p, 12q, 13q, 14q, 15q, 16, 17p und 18q) und Zugewinne (Xp, Xq, 5q, 6p, 8q, 17p

und 20q) von chromosomalem Material.
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Abbildung 1.3: Verteilung der Bruchpunkte von strukturellen Chromosomenveranderungen von 136
Karyotypen von OS-Patienten aus der 'Mitelman'-Datenbank. Die Héhe der Balken zeigt die Haufigkeit
der Ereignisse an.

Die Ergebnisse dieser und anderer vorangegangener Studien (Tarkkanen et al.,
1995; Bayani et al., 2002; Batanian et al., 2002; Ozaki et al., 2002; Man et al., 2004)
zeigen die Komplexitat und Instabilitat der genetischen Konstitution der OS. Mit Hilfe
von hochauflésenden Techniken konnte eine Reihe von molekularen Veranderungen
beim OS aufgedeckt werden. So konnte nachgewiesen werden, dass die Verluste
haufig Regionen mit Tumorsuppressorgenen, wie RB1, CDKN2A und p53, betreffen.
Besonders bei den hereditaren Osteosarkomen, z.B. bei Retinoblastom-Familien und
Patienten mit dem Li-Fraumeni-Syndrom (Picci, 2007), sind die Gene RB1 und p53
von Aberrationen betroffen. In Amplifikationen sind Regionen mit Onkogenen oder

Genen z.B. MYC und CDK4, die Tumorentstehung und Progression begunstigen,
7
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involviert. Die Heterogenitdt der Tumoren macht es schwierig einzelne
Kandidatengene herauszufiltern, die spezifisch fur die Entstehung oder Progression
von Osteosarkomen verantwortlich sind. Ein wesentlicher Mechanismus der
genetischen Veranderungen bei anderen Tumoren sind Translokationen und
Inversionen, die zur Fusion von Genen und hierdurch zur Aktivierung oder
Inaktivierung von Promotoren fihren. Bei hamatopoetischen Neoplasien sind bereits
eine grolRe Reihe von Translokationen bekannt, die fur die einzelnen Subtypen
spezifisch sind und hierdurch die Diagnose erleichtern, aullerdem ist eine spezifische
Therapie der betroffenen Patienten mdglich. Einige der Veranderungen wurden
deshalb in das internationale Kilassifikationssystem der WHO aufgenommen
(Vardiman, 2009). Tumoren der Ewing-Sarkom (ES)- oder primitiver
neuroektodermaler Tumor (PNET)-Familie sind durch Translokationen des EWSR1
('Ewing Sarcoma 1')-Gens (22q12) gekennzeichnet. Der Translokationspartner ist in
85% der Falle das Gen FLI1 ("Homologous to Friend leukemia virus integration site
1'), welches auf dem Chromosom 11924 lokalisiert ist. In 10% der Falle ist das Gen
ERG (ETS related gene') lokalisiert auf Chromosom 21922 der
Translokationspartner, desweiteren sind Translokationen mit den Genen ETV1 ('ETS
variant 1', 7922), E1AF ('ETS variant 4', 17912) und FEV ('Fifths Ewing variant',
2g33) beschrieben (Urano et al., 1998; Carlotti et al., 1999; Dagher et al., 2001;
Khoury, 2005, Khoury, 2007). Bei diesen Translokationen werden onkogene
Fusionsproteine gebildet, die den N-terminalen Teil des EWSR1-Gens tragen. Dieser
Teil wird mit der ETS-Domane der Translokationspartner fusioniert. Die ETS-Domane
zeigt Charakteristika eines Transkriptionsfaktors, so dass die EWSR17-Fusionsgene
Uber die ETS-Doméane der Translokationspartnergene gegen die Promotorregionen
verschiedener Zielgene gerichtet sind, deren Transkription vom EWS-Element
aktiviert wird. Beim Osteosarkom hingegen sind bisher keine rekurrenten
Translokationen beschrieben, bei denen es zu onkogenen Fusionsgenen kommt.

Rekurrente Bruchereignisse in Genen sind interessant, da ihre Funktion durch
stiickweise Deletionen sowohl eingeschrankt, als auch durch teilweise Duplikationen
die Aktivitat der Gens erhdht werden kann. Aber nicht nur durch Verluste oder
Zugewinne sondern besonders auch durch Verlagerungen der zerbrochenen Gene in
andere Regionen kann es z.B. durch eine Translokation in die Nahe eines anderen
Promotors zu einer veranderten Funktion des Gens kommen. Ebenfalls kann durch

einen Chromosomenbruch die regulatorische Sequenz eines Gens zerstort werden,
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was mit einem Funktionsverlust des Gens einhergeht (Buselmaier und Tariverdian,
2007). Hochauflosende Analysen von Bruchereignissen konnten somit einen
Aufschluss Uber rekurrente Bruche in einzelnen Genen auch bei den Osteosarkomen

geben.

1.3 Ziele der Arbeit
In der vorliegenden Arbeit sollten folgende Fragen zu genetischen Veranderungen
beim Osteosarkom bearbeitet werden:
e Welche numerischen und/oder strukturellen Chromosomenveranderungen
liegen vor?
e Welche strukturellen Chromosomenveranderungen sind auf genomischer
Ebene balanciert, welche unbalanciert?
e Welche Chromosomenveranderungen kommen wiederholt vor?
e Liegen spezifische Translokationen vor?
e Welche Regionen sind wiederholt in Bruchereignisse involviert?
e Sind Gene in Bruchereignisse involviert, in denen Veranderungen Einfluss auf
Entstehung oder Progression der Tumore spielen kdnnten ?
e Welche Regionen sind wiederholt von Zugewinnen und/oder Verlusten
betroffen?
e Wie stellen sich die Zugewinne und/oder Verluste auf zytogenetischer Ebene
dar?
e Welche Gene konnten Ziel evtl. vorhandender Kopienzahlveranderungen
sein?
e Liegen Aberrationen der Centrosomen und Teilungsspindeln vor, die eine
genetische Stabilitat begunstigen kdnnten?
e Welche Methoden koénnten zur weiteren, vertieften Aufklarung der ggf.

beobachteten Veranderungen eingesetzt werden?

Far die Untersuchungen wurden Osteosarkomzelllinien ausgewahlt und mit Hilfe der
kombinierten Chromosomenbandenanalyse und vielfarbigen Karyotypisierung sowie
mittels molekularer Karyotypisierung und Fluoreszenz-in situ-Hybridisierung

untersucht.
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2 Material
2.1 Zelllinien

Die in dieser Arbeit verwendeten Zelllinien wurden von Herrn Prof. Dr. Christopher
Poremba und PD Dr. rer. nat. Karl-Ludwig Schafer des Institutes flr Pathologie des
Universitatsklinikums Dusseldorf in Zusammenarbeit mit dem EuroBoNet zur
Verfugung gestellt. Die Zelllinien sind zum Teil Uber das ATCC bezogen (Tabelle 2.1,
ATCC-Nummer in Klammern) oder wurden am Norwegian Radium Hospital in Oslo,
am lIstituto Ortopedico Rizzoli in Bologna oder am Institut fur Pathologie in DUsseldorf

etabliert.

Tabelle 2.1: Angaben Uber Geschlecht, Alter und Herkunft der Tumoren der Patienten der 21
Zelllinien, 1abgeleitet von der Zellinie HOS, “metastasierendes OS, °konstitutioneller Karyotyp

unauffallig, n.s.=nicht spezifiziert.

Zelllinie Geschlecht  Alter Herkunft Referenz
143b-HOS (ATCC CRL-8303)' weiblich 13 Knochen n.s. ATCC
HAL  mannlich 16 Knochen n.s. Hgifgdt, Oslo
HOS (ATCC CRI-1543) weiblich 13 distaler Femur rechts McAllister et al., 1971
KPD  mannlich 7 Knochen n.s. Bruland et al., 1988
MG63 (ATCC CRL-1427)°  mannlich 14 distaler Femur links Billiau et al., 1977
MHM? weiblich 42 Os ilium (Darmbein) Bruland et al., 1988
MNNG-HOS (ATCC CRL-1547)' weiblich 13 distaler Femur rechts Rhim et al., 1975
MOS weiblich 13 Knochen n.s. Benini et al., 1999
OHS® weiblich 14 distaler Femur links Fodstad et al., 1986
0S09°  maénnlich 15 Knochen n.s. Scotlandi et al., 1994
0S10 weiblich 10 Knochen n.s. Benini et al., 1999
0S14  mannlich 13 Knochen n.s. Benini et al., 1999
0S15 weiblich 12 Knochen n.s. Benini et al., 1999
0S18*  mannlich 33 Knochen n.s. Benini et al., 1999
OSA (ATCC CRL-2098)  mannlich 19 Femur Roberts et al., 1989
OST weiblich 15 Knochen n.s. Ozaki et al., 2003
SAOS2 (ATCC HTB-85) weiblich 11 Knochen n.s. ATCC
SARG”  mannlich 24 Knochen n.s. Scotlandi et al., 1992
TPXM  mannlich 34 Femur Bruland et al., 1985
U-20S (ATCC HTB-96)°  weiblich 15 Tibia Pontén und Saksela,
1968
ZK-58  mannlich 21 Bein n.s. Schulz et al., 1993
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2.2 Chemikalien und Verbrauchsmaterialien

Acetonitril
Albumin bovine Fraction V (BSA)
Bacto™ Agar

Sigma®-Aldrich
Serva

Difco Laboratories
Bacto™ Tryptone BD and Company

Bacto™ Yeast Extract BD and Company

Borsaure Sigma®-Aldrich
Brij®-35 Sigma®-Aldrich
Bromphenolblau Merck

Cellstar® Tube 14 ml, steril

Greiner Bio-One

Celltrics® Filtereinheiten 20 Mm Partec
CertiPUR®—Pufferlc'jsung pH 6,88 Merck
Chloramphenicol Sigma®-Aldrich
Corbit-Balsam |.Hecht

Cryo Tube™ Vials 1,8 ml und 4,5 ml Nunc™
Deckglaser 18 x 18 mm; 22 x 22 mm; 24 x 60 mm Menzel-Glaser®
Dextransulfat Sigma®-Aldrich
Dimethylsulfoxid (DMSO) Sigma®-Aldrich
Dinatriumhydrogenphosphat Sigma®-AIdrich
Dithiothreitol Sigma®-AIdrich
EDTA Sigma®-Aldrich
EGTA Sigma®-Aldrich
Essigsaure (Eisessig) 100% wasserfrei, p.a. Merck

Ethanol 99,5% (v/v) mit 1% Petrolather vergallt Merck

Ethanol absolut, p.a. Merck
Falcon-Tubes, 15 ml und 50 ml Falcon

Ficoll 400 Sigma®-AIdrich
Fixogum Marabu
Formamid (FA), deionisiert Sigma®—AIdrich
Gelatine Sigma®-Aldrich
Giemsa Merck
Immersionsdl fur Mikroskopie Merck
Isopropanol (2-Propanol) Merck
Kaliumchlorid p.a. Merck
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Kaliumdihydrogenphosphat
Magnesiumchlorid, Sigma ultra
Magnesiumsulfat
Mercaptoethanol

Methanol 100%

Microcon YM-30-Saulen
Natriumacetat (NaOAc)
Natriumchlorid
Natriumcitrat
Natriumhydrogenphosphat
Natriumhydroxid (NaOH)

Natriumsulfit, min. 98 %

Nunc EasYFlasks™ Nunclon™A
Zellkulturflaschen aus PS, 25 cm?; 75 cm?; 150cm?
Objekttrager Superfrost® (ISO Norm 8037/1)
Objekttrager 3-well, 14 mm, teflonbeschichtet

Oligo aCGH-Waschpuffer 1
Oligo aCGH-Waschpuffer 2
Parafilm

Reaktionsgefalle 0,2 ml; 1,5 ml; 2,0 ml

SeaKem® LE Agarose

Spermidintrinydrochlorid (Spermidin)
Spermintetrahydrochlorid (Spermin)

Stabilisierungs- & Trockenldsung

Sterilfilter 0,2 ym
TE-Puffer
Trinatriumcitratdihydrat
Tris-HCI

Triton-X 100
Trockenblock

Trypsin 1:250 Puder
Tween-20

Vectashield® Mounting Medium

Sigma®-Aldrich
Sigma®-Aldrich
Sigma®-Aldrich
Sigma®-Aldrich
Merck
Millipore™
Sigma®-Aldrich
Sigma®-Aldrich
Sigma®-Aldrich
Sigma®-Aldrich
Sigma®-Aldrich
Sigma®-Aldrich

Nunc™
Menzel-Glaser®
Menzel-Glaser®
Agilent Technologies
Agilent Technologies
Pechiney Packaging
Eppendorf

Cambrex
Sigma®-Aldrich
Sigma®-Aldrich
Agilent Technologies
Millipore

Promega
Sigma®-Aldrich
Sigma®-Aldrich
Sigma®-Aldrich
Schleicher & Schuell
PAN™ Biotech
Sigma®-Aldrich

Vector Laboratories

13



Material

2.3 Puffer und Losungen

Acetic-Saline-Ldsung

Auftragungspuffer (5x)
Blocklosung (FISH)
Blocklésung (IF)
DAPI-Stammldsung

DAPI-Gebrauchslosung
Denaturierungs-Master Mix
Detektions-Master Mix (FISH)

EDTA

Ethanol

Fixativ
Giemsa-Losung (5%)
Giemsa-Losung (6,4%)
KCI-Lésung 0,075 M
KCI-Lésung (FK)

Natriumacetat 3 M pH 5,2

Natronlauge 1 M

PAB (10x)

PAB (1x)

PBS (1 x)

0,88% (w/v) Tri-Natriumcitratdihydrat/0,55% NaCl
(w/v) ad 11 dest. H,O

25% Ficoll 400/25 mM EDTA/0,1% Bromphenolblau
5% (w/v) BSA/2 x SSC/0,2%Tween-20

2% Horse Serum/1 x PBS

200 ug/ml 4',6-Diamidin-2-phenyl-indol-
dihydrochlorid in dest. H,O

200 ng/ml DAPI-Stamml6sung in 4 x SSC

20% Dextransulfat/4 x SSC

150 ul Blocklésung/0,6 pl AvidinCy3 50%/1,5 i
anti-Digoxigenin-Fluorescein

0,1 M pH 7,5 (Ethylenamintetraessigsaure)

30%, 50%, 70% und 100%

Ethanol absolut: Eisessig=3:1

5% Giemsa/CertiPUR®-Phosphatpuffer

6,4% Giemsa/CertiPUR®-Phosphatpuffer

5,6 g KCl ad 1l dest. H,O

75 mM KCI/0,5 mM Spermidin/0,2 mM Spermin/10
mM MgSOyg; pH 8,0 einstellen mit NaOH

24,6 g CoH3NaO; in 60 ml dest. H,O I6sen, pH 5,2
mit Essigsaure einstellen ad 100 ml dest. H,0;
autoklavieren

40 g NaOH auf 1l dest. H,O

800 mM KCI/5 mM EGTA/20 mM EDTA/150 mM
Tris-HCI pH7,4

5 ml PAB-Puffer (10x)/3 mM DTT/0,25% Triton-X
100/0,5 mM Spermidin/0,2 mM Spermin ad 50 mi
dest. H,O; pH 7,5 mit 0,5 M NaOH einstellen und
sterilfiltrieren

0,8% (w/v) NaCl/0,02% KCI 0,02% (w/v) KH2PO4
10,12% (w/v) NapHPO, ad 1l dest. H,O, pH 7,2

einstellen mit NaOH
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SSC (20 x)

TBE (10 x)
Trypsin-Stockldsung
Trypsin-Lésung 0.6%
Waschlosung 1 (37°C)
Waschlosung 2 (42°C)
Waschpuffer (SKY)

3 M Natriumchlorid/0,3 M Tri-Natriumcitratdihydrat;
pH 7 einstellen mit HCI; autoklavieren

0,89 M TrisBase/0,89 M Borsaure/0,02 M EDTA

1 mg/ml Trypsin in CertiPUR®-Phosphatpuffer

0,5 ml Trypsin-Stockldsung/80 ml NaCl (0.9%)

2 x SSC/0,2% Tween-20

0,05 x SSC

4 x SSC /0,1% Tween-20

Alle Losungen wurden mit destilliertem oder wenn noétig mit autoklaviertem Wasser

angesetzt.

2.4 Kulturmedien, Antibiotika und Zusatze

241 Angesetzte Medien und Losungen

Agar
Chloramphenicol-Stock-Lsg.
Einfriermedium

Lysogeny Broth (LB)-Medium
(nach Miller)

Zelllinien-Medium

1,5% Bacto Agar (w/v) in LB-Medium;
autoklavieren; bei Gebrauch 1%. AB zufligen

34 mg/ml in Ethanol (Endkonzentration 25ug/ml)
aliquotieren, bei -20°C lagern

70% RPMI 1640/20% FBS/10% DMSO

1% Bacto™ Tryptone (w/v)/0,5% Bacto™ Yeast
(W/V)[1% NaCl (w/v); pH 7,5 einstellen mit NaOH;
autoklavieren; bei Gebrauch 1%. AB zufugen

80% RPMI 1640 w/o L-Glutamin, w Phenolrot/20%
FBS/1% L-Glutamin/1% Antibiotic Antimycotic

2.4.2 Gebrauchsfertige Medien und Losungen

Antibiotic-Antimycotic

(Penicillin G 10.000 Units/ml, Streptomycin 10000 ug/ml,

AmphotericinB 25 pg/ml)

Horse Serum

GibCo®
GibCo®

KaryoMAX® Colcemid® Solution, liquid (10 pg/ml), in PBS  GibCo®
Research Grade Fetal Bovine Serum Perbio
RPMI 1640 w/o L-Glutamin, w Phenolrot PAN™ Biotech
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2.5 Kits

BioNick™Labeling System
Concentrated Antibodies Detection Kit (CAD)

DIG-Nick Translation Mix

Genomic DNA Enzymatic Labeling Kit
Oligo aCGH/ChIP-on-chip Hybridization Kit
QlAamp® DNA Blood Midi Kit

QIAGEN® Plasmid Midi Kit

SkyPaint™ DNA Kit H-10

2.6 Oligonukleotidarrays und Zubehor
Human Genome CGH Microarray, 4x44K,

Design ID 014950,

UCSC hg18 (NCBI Build 36), March 2006
Hybridization Backing Kit

Hybridization Chamber - SureHyb

Ozone-Barrier Slide Cover Kit

2.7 DNA, Sonden und Fluoreszenzfarbstoffe

4',6-Diamidin-2-phenyl-indol-dihydrochlorid (DAPI)
Anti-digoxigenin-fluorescein, Fab fragments
Chromomycin A3 (CA3)

Cy™3-conjugated Streptavidin

Ethidiumbromid (EtBr), 10mg/ml

EWSR1 Break-Probe (# KBI-10708; Abbildung 2.1)
Hoechst 33258 (HO)

Human Cot-1 DNA (1 pg/pl)

LSI EGR1/D5S23, D5S721 Dual Color Probe
(#05J76-001; Abbildung 2.2)

LSI IGH/CCND1 Dual Color,

Dual Fusion Translocation Probe

(#05J69-001; Abbildung 2.3 b & c)

Invitrogen

Applied Spectral
Imaging

Roche

Agilent Technologies
Agilent Technologies
Qiagen

Qiagen

Applied Spectral

Imaging

Agilent Technologies
Agilent Technologies
Agilent Technologies

Agilent Technologies

Sigma®-Aldrich
Roche
Sigma®-Aldrich
dianova
Sigma®-Aldrich
Kreatech
Sigma®-Aldrich
Invitrogen

Abbott Molecular

Abbott Molecular
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Abbildung 2.1: Lage der Sonde EWSR1 Break-
Probe der Firma Kreatech.

Abbildung 2.2: Lage der Sonde LSI
EGR1/D5S23,D5S721 der Firma Abbott Molecular.

Abbildung 2.3: Lage der Sonden LSI IGH/CCND1
und LSI IGH/FGFR3 der Firma Abbott Molecular.
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LSI IGH/FGFR3 Dual Color, Abbott Molecular
Dual Fusion Translocation Probe

(#05J74-001; Abbildung 2.3 a & c)

Salmon Testes DNA (9,9 ug/ul), Lachssperma-DNA Sigma®-Aldrich

2.8 Antikorper

2.8.1 Primare Antikorper
Die primaren Antikorper, die bei der indirekten Immunfluoreszenz eingesetzt werden
sind in Tabelle 2.2 aufgefuhrt. Die Antikdrper werden in Blocklésung verdunnt.

Tabelle 2.2: Primare Antikorper fur die indirekte Immunfluoreszenz.

Antikorper Herkunft Wirtstier gegen Verdliinnung
Anti-Pericentrin Kaninchen
Covance Pericentrin 1:800
Antiserum polyklonal
Anti-alpha-Tubulin 1gG ® Maus
. Sigma~-Aldrich alpha-Tubulin 1:500
Antikorper monoklonal

2.8.2 Sekundare Antikorper
Die sekundaren Antikorper, die bei der indirekten Immunfluoreszenz eingesetzt
werden sind in Tabelle 2.3 aufgefihrt. Die Antikdrper werden in Blocklésung

verdunnt.

Tabelle 2.3: Sekundare Antikorper fir die indirekte Immunfluoreszenz.

Antikorper Herkunft Wirtstier gegen Verdliinnung

Jackson
Cy3-markierter 1I9G ) )
o Immunoresearch Ziege Kaninchen 1:800
Antikorper )
Laboratories Inc.

FITC-markierter IgG

- Sigma®-Aldrich Ziege Maus 1:500
Antikorper

2.9 Restriktionsenzyme und Polymerasen

Alul AGYCT (10 U/ pl)

TCAGA Promega
Rsal GTYAC (10 U/ pl)

CALTG Promega
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AmpliTaq DNA Polymerase Invitrogen
Taqg DNA Polymerase, 10 x Puffer und MgCl, New England Biolabs

2.10 Gele und Marker

2.10.1 Agarosegele

0,8%iges Agarosegel 1 x TBE-Puffer/0,8% Agarose, aufkochen, mit 1%o
EtBR versetzen

1%iges Agarosegel 1 x TBE-Puffer/1% Agarose,
aufkochen, mit 1%0 EtBR versetzen

2.10.2 GroBRenmarker

1 kb DNA Ladder (50 pg/ml) New England Biolabs
100 bp DNA Ladder (50 pg/ml) New England Biolabs
Abbildung 2.4: GroRBenmarker der Firma New England
o ':; ; Bizzm .- Biolabs. a) 1 kb-Marker. b)100 bp-Marker.
a b

2.11 Bacterial Artificial Chromsomes (BACs)

Die meisten in dieser Arbeit verwendeten BAC-Sonden wurden im Rahmen dieser
Arbeit etabliert, einige BACs wurden von Frau Anne Pdlitz zur Verfugung gestellt. Die
BAC-Klone wurden Uber die Firma Imagenes (http://www.imagenes-bio.de) bezogen.
Alle BAC-Proben wurden vor den FISH-Analysen der Osteosarkome auf je ein
weibliches und ein mannliches Kontrollpraparat hybridisiert, um die korrekte

Lokalisation und die Hybridisierungseffizienz zu bestimmen.
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Tabelle 2.4: BAC-Sonden und deren chromosomale Lokalisation (nach DGV build36 mar2006).

Name Chromosom Lokalisation bp GrofRe kb Gen
RP11-259N12 1p21.1 103.956.050-104.113.271 157,221 AMYZA, AMYTA, AMYTB,
AMY1C
RP11-411H5  1p21.2p21.1 101.879.592-102.009.471 129,879 -
RP11-622P3 3p26.2 4.376.29-4.562.896 186,267 SUMF1, ITPR1
RP11-249J17 3q13.31 117.048.246-117.110.595 62,349 LSAMP
RP11-149B11 3q13.31 117.206.690-117.348.689 141,999 LSAMP
RP11-402E20 3q13.31 117.515.823-117.626.814 110,991 LSAMP
RP11-663H6 3q13.31 117.612.223-117.778.487 166,264 LSAMP
RP11-39516 4p14 39.806.181-39.969.707 163,526 RHOH
RP11-282C14 4p15.31 19.892.318-20.062.068 169,750 SLIT2
RP11-96F10 5p14.1 26.853.450-27.013.443 159,993 CDH9
RP11-419M2 5p14.3 20.970.991-21.136.670 165,679 -
RP11-143H23 5q23.2 124.700.561-124.851.206 150,645 -
RP11-166J22 5q31.2 137.542.260-137.638.185 95,925 KIF20A, CDC23, GFRA3
RP11-759G10 5q33.1 149.543.080-149.727.151 184,071 CAMK2A, ARSI
RP11-354C13 5q35.3 177.410.194-177.581.223 171,029  N4BP3, RMND5B, NHP2
RP11-152M23 6p21.1 44.385.940-44.543.315 157,375 CDC5L
RP11-720D9 6p21.1 41.991.767-42.172.189 180,422 CCND3
RP11-1G6 8p23.1 8.242.236-8.404.580 162,344 PRAGMIN
RP11-211C9 8p23.1 8.489.795-8.677.720 187,925 CLDN23
RP11-83012 9p21.1 28.202.458-28.293.952 91,494 LINGO2
RP11-456G14 11q22.1 99.230.416-99.403.441 173,025 CNTN5
RP11-744N12 11q24.3 128.023.640-128.241.032 217,392 FLI1, KCNJ1
RP11-978I1 12p13.31 7.556.104-7.766.805 210,701 APOBEC1, GDF3
RP11-465A21 12p13.32 5.132.587-5.164.844 32,257 -
RP11-181L23 12q13.3 56.116.000-56.288.135 172,135 GLIT, ARHGAPS, MARS.
DDIT3
RP11-66N19 12q14.1 56.362.976-56.513.586 150,610 059, AGAP2, TSPANST,
CDK4, MARCH9, AVIL
RP11-562A8 15q21.2 48.435.208-48.630.259 195,051 USPS8
RP11-48J10 17p11.2 19.133.559-19.295.563 162,004 EPN2, MAPK7
RP11-136M15 17p12 15.033.880-15.145.100 111,220 PMP22
RP11-39201 17q21.31 38.926.965-39.091.575 164,610 ETV4/E1AF
RP11-1115  19p13.2p13.13  12.587.923-12.782.977 195,054  MAN2B1, MORG1, DHPS
RP11-483M4 21g22.12 35.208.903-35.381.013 172,110 RUNX1
RP11-836E15 21g22.3 43.905.790-44.108.003 202,213 RRP1B, PDXK
RP11-612D3 22q12.2 27.956.402-28.159.844 203,442 EWSR1
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2.12 Oligonukleotide (Primer)

6-MW: 5'CCG ACT CGA GNN NNN NAT GTG G 3, 22bp (Tm 64,0°C)
TSPAN-I1-F: 5' CGCCATCCTAGCCATTCTAA 3', 20 bp (Tm 56,4°C)
TSPAN-E2-R: 5' CACTCCAATGAGCAACAAGC 3', 20 bp (Tm 56,4°C)

2.13 Gerate

2.13.1 Zentrifugen

Fischerbrand® Minispin

Heraues Megafuge 1.0; Rotor BS 4402/A

Hermle Z 200 M/H; Rotor 220.59 V04

Hermle Z 233 MK; Rotor 220.59 V07

Hettich Rotina 46 R; Rotor 4624

Sorvall® Instruments RC-5B Plus; Rotoren SLA1500 und SS-34
Sorvall® Instruments RT7; Rotor RTH-250

2.13.2 Inkubatoren und Wasserbader

Agilent Microarray Hybridisierungsofen

Braun Biotech International Certomat® BS-1 Inkubator mit Schiittler
Eppendorf Thermomixer 5436 Schuttelinkubator

Grant Instruments Wasserbader

Jouan Inkubator

Julabo Exatherm V3 electronic Wasserbad

National Labnet Company Vortemp 56 EVC Schuttelinkubator
Sanyo CO,-Inkubator MCO-17Al

2.13.3 Cycler
BioRad DNA Engine® Peltier Thermal Cycler
Eppendorf Mastercycler gradient

MJ Research Inc PTC-200™ Programmable Thermal Controller

2.13.4 Mikroskope und Zubehor
Leica DM/L Umkehrmikroskop
Okulare: Leica HC Plan 10x/20
Objektive: Leica N Plan 10x/ 0.25 PH1; Leica N Plan L 40x/0.55 CORR PH2
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Kamera: Leica DFC 300 Fx
Zeiss Axioskop 40 FISH-Mikroskop
Okulare: W-PI 10x/23, 45504 3-000
Objektive: Zeiss Plan Neofluar, 100x/1.30 Qil, 10 185 95; 40x/0.75 Ph2,
440351; A-Plan, 10x/0.25, 44 10 30
Filter: AHF Analysentechnik, Tripleband DAPI/FITC/Cy3, DAPI, FITC, Cy3,
Dualband FITC/Cy3
Kamera: Metasystems, Cool Cube
Lampe: Osram Typ HBO 103 W/2
Zeiss Axioplan 2 Imaging SKY-Mikroskop
Okulare: P1 10x/25, 44 40 34
Objektive: Zeiss Plan-Neofluar, 100x /1.30 Oil, 1018-595; 63x/1.25 Qil, 44 04
60
Filter: Zeiss, Filtersatz 01, DAPI, Cy5, Cy5.5, SO, SG, TexasRed®
Kamera: Applied Spectral Imaging, SpectraCube® & CCD Kamera
Lampe: Osram Typ XBO 75W

2.13.5 Sonstige Laborgerate

Agilent Technologies Scanner G2565BA

Dako Cytomation MoFlo Cytometer und High Speed Sorter
Heidolph REAX 2000 Vortexer

Heidolph REAX Control

IKA®-Werke |ka® RH basic Magnetriihrer

Kern 440-47 Waage

Knick pH-Meter 766 Calimatic

Nalgene™ Cryo 1°C Freezing Container 'Mr. Frosty'
NanoDrop® ND-1000 Spektralphotometer

Sartorius AC 2115 Analysenwaage

Watson Marlow 505Di Dosier-Pumpe

2.14 Software, Datenbanken und Internettools

Agilent Technologies Scan Control V 7.0.3
Agilent Technologies Feature Extraction V 9.5.3.1 & 10.1.1.1
Agilent Technologies Genomic Workbench V 5.0.14
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Applied Spectral Imaging SkyView® V 2.1

Applied Spectral Imaging Spectral Imaging V 2.6 (build 2.07)

Applied Spectral Imaging CaseDataManager V 3.0.3.3

Atlas of Genetics and Cytogenetics in Oncology and Haematology
(http://atlasgeneticsoncology.org)

Cytogenetic Data Analysis System (CyDAS; http://www.cydas.org)

Database of genomic variants V build36 mar2006 (http://projects.tcag.ca/variation/)
Ensembl release 57 Mar 2010 (http://www.ensembl.org)

Metasystems lkaros Karyotyping System V 5.2.15

Metasystems Isis FISH Imgaging System V 5.2.16

Microsoft® Office 2007

Mitelman Database of Chromosome Aberrations and Gene Fusions in Cancer
(MDCAC; http://cgap.nci.nih.gov/Chromosomes/Mitelman)

National Center for Biotechnology Information (NCBI; http://www.ncbi.nIlm.nih.gov/)
Open Office 3.2

Primer 3 V 0.4.0 (http://frodo.wi.mit.edu/primer3/)

Summit V 3.1

UCSC Genome Bioinformatics, Genome Browser V hg 18, NCBI36 mar2006
(http://genome.ucsc.edu/)
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3 Methoden
3.1 Zellkultur

3.1.1  Kultivierung von permanent wachsenden Zelllinien

3.1.1.1 Auftauen von Zelllinien

Das Rohrchen mit der LN»-gefrorenen Zelllinie wurde bei 37°C kurz angetaut und die
Zelllinie dann mittels Plastikpipette in 10 ml angewarmtes Medium pipettiert. Die
Zellen wurden bei 900 rpm fur 10 min (Sorvall RT7) zentrifugiert, um das
Einfriermedium mit DMSO von den Zellen zu trennen. DMSO schadigt die Zellen,
deshalb sollten die Zellen sowohl beim Auftauen, als auch beim Einfrieren zugig
bearbeitet werden. Der Uberstand wurde abgegossen und das Pellet mittels
Plastikpipette durchmischt und in eine 12,5 cm? oder 25 cm?-Kulturflasche gegeben.
Die Kultur wurde auf 5 ml Medium aufgeflllt und im Brutschrank bei 37°C und 5 %
CO; kultiviert.

3.1.1.2 Passagieren von adharent wachsenden Zelllinien

Die Zelllinien wurden bei 80% Konfluenz geteilt. Hierzu wurden die Zellen erst mit
PBS-Puffer gewaschen und dann flr 30 sec bis 5 min mit Trypsin/EDTA bei 37°C
inkubiert. Zwischenzeitlich wurde das Ablosen der Zellen von der Flaschenwand
unter einem Umkehrmikroskop Uberpruft. Durch Zugabe von Medium mit Serum
wurde der Trypsinverdau gestoppt. Die Zelllinien wurden auf neue Flaschen gemafi

den gewulnschten Verdinnungen verteilt.

3.1.1.3 Einfrieren von Zelllinien

Zum Einfrieren wurde der Inhalt einer 75 cm*Kulturflasche auf vier
15 ml-Zentrifugenréhrchen aufgeteilt. Diese wurden dann fir 7 min bei 900 rpm
(Sorvall RT7) zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgekippt und das Zellpellet durch
einmaliges Auf- und Abpipettieren mit einer sterilen Plastikpipette resuspendiert. Die
Zellsuspension wurde in ein Einfrierrohrchen tUberfihrt und mit Einfriermedium bis zur
1,8ml-Markierung aufgeflllt und kurz durch Pipettieren gemischt. Das Rohrchen
wurde in ein Einfriergefal® (‘Mr. Frosty') gestellt, das ein kontrolliertes Abkuhlen der
Probe (-1°C/min) bei -80°C und somit ein schonendes Einfrieren der Proben
ermdglicht. Die Proben wurden fur 4 h bei -80°C vorgefroren und dann in flissigem
Stickstoff (-196°C) eingelagert.
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3.2 Zytogenetik

3.2.1 Praparation von Metaphasenchromosomen

Die Zellen wurden fir 30 min bis 24 h mit Colcemid (0,2 ug/ml) inkubiert. Hierbei
arretieren die Zellen in der Metaphase, da Colcemid die Polymerisation der
Microtubuli durch seine Bindung an Tubulin inhibiert und somit der Aufbau des
Spindelapparates verhindert wird. Die adharent wachsenden Zelllinien wurden dann
durch Zugabe von 1 ml-5 ml Trypsin/EDTA aus den Flaschen gelést und 10 min bei
1000 rpm (Hettich Rotina 46R) zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen, das
Pellet resuspendiert und 7 ml 0,075 M KCI zugefugt. Durch die Zugabe der
hypotonen Lésung schwellen die Zellen an. Die Zellsuspension wurde fur 15 min bei
RT inkubiert, danach folgte eine Zentrifugation von 10 min bei 700 rpm (Hettich
Rotina 46R). Der Uberstand der KCl-L6sung wurde abgenommen und das Pellet
resuspendiert. Unter maRigem Schutteln wurden 0,5 ml eiskaltes Fixativ (Ethanol:
Eisessig) tropfenweise zugegeben. Dann wurde das Rohrchen unter kraftigem
Schatteln mit 7 ml Fixativ aufgeflllt. Die fixierten Zellen wurden fur 7 min bei 900 rpm
zentrifugiert (Hettich Rotina 46R). Es folgten zwei Waschschritte mit Fixativ. Die
Zellen wurden dann entweder auf Objekttrager aufgetropft oder bei -20°C in 4,5 ml-
Cryorohrchen gelagert.

Zum Herstellen von Chromosomenpraparaten wurden die Objekttrager 3 h in einer
Kavette mit 100 % Ethanol gereinigt und dann 3 x mit dest. H,O gewaschen. Die
Objekttrager wurden mit Eiswulrfeln bedeckt und fur 5 min in den Kuhlschrank
gestellt. Die Chromosomensuspension wurde mit einer Glaspipette durchmischt und
dann mit senkrecht gehaltener Pipette maanderférmig aus 10-15 cm Hohe auf die
noch feuchten kalten Objekttrager getropft. Es wurden etwa 4-8 Tropfen pro OT
aufgebracht. Die Objekttrager mit den aufgetropften Chromosomen wurden einen
Tag bei RT gealtert und dann fur die Chromosomenbandenanalyse, SKY oder FISH

benutzt.

3.2.2 Chromosomenbandenfarbung

Die Chromosomen wurden entweder GAG oder GTG gebandert. Die GTG-
Banderung eignet sich besonders flr lange Chromosomen und die GAG-Banderung
fur kirzere Chromosomen. Die Lange der Chromosomen hangt hierbei von

verschiedenen Faktoren ab, z.B. von der Zelllinie an sich oder von der Praparation.
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Bei der Acetic-Saline-Giemsa-Chromosomenbandenfarbung (GAG-Banden) wurden
die gealterten Chromosomenpréparate UN bei 59°C in eine modifizierte SSC-Lésung
gestellt. Am nachsten Morgen wurden die Praparate fur 3 min in einer 5%igen
Giemsa-Farbeldsung gefarbt und die Praparate abschlieRend mit Corbit eingedeckt.
Fir die Giemsa-Chromosomenbandenfarbung mit Trypsin (GTG-Banden) wurden die
die Praparate fur 2 h bei 100°C auf einer Heizplatte gealtert. Die Praparate wurden
fur 1,5-2 min in einer 37°C-warmen 0,6%igen Trypsinldsung inkubiert. Danach
wurden die Praparate 2 x mit 0,9% NaCl gespult. Die Praparate wurden daraufhin 6
min in 6,4%iger Giemsa-Losung gefarbt und danach 2 x mit dest. H,O gespult. Die
Praparate wurden abschlielRend mit Corbit eingedeckt. Die
Chromosomenbandenanalyse wurde an einem Mikroskop, welches mit einer Kamera
und an einem Rechner, der mit der Software 'lkaros' der Fa. Metasystems
ausgestattet ist, durchgefthrt. Die Karyotypen wurden nach 'International System for
Human Cytogenetic Nomenclature' (ISCN 2009; Shaffer et al., 2009) verfasst.

3.2.3 Mikrodissektion

Die Mikrodissektion ist eine Methode zur Klassifikation von Markerchromosomen,
also fur aberrante Chromosomen, deren komplexe Zusammensetzung nicht
identifiziert werden kann und zur Herstellung von sogenannten 'painting'-Sonden, die
ganze Chromosomen anfarben. Bei der Mikrodissektion wurden die Chromosomen
wie bei der konventionellen Chromosomenpraparation (siehe 3.2.1) vorbereitet. An
einem speziellen Mikroskop, das mit einem Mikromanipulator ausgerustet ist, wurden
die mittels Giemsa gefarbten Chromosomen analysiert, um das gewunschte
Chromosom identifizieren und ausschneiden zu kdnnen. Das veranderte Chromosom
wurde dann mit einer sehr feinen Glasnadel von der Glasoberflache des
Objekttragers manuell heruntergekratzt (Mikrodissektion) und in ein kleines
Reaktionsgefall Uberfuhrt. In der Regel sind funf auf diese Weise gewonnene
Chromosomen ausreichend, um weitere Analysen durchzufihren. Nach der
Mikrodissektion der Chromosomen wurde die DNA isoliert und mittels DOP-PCR
('Degenerated Oligonucleotide-Primed'-PCR, siehe 3.4.2.3) amplifiziert. Nach der
Amplifikation der DNA wurde sie in einer zweiten DOP-PCR-Reaktion direkt mit
Fluoreszenzfarbstoffen oder indirekt Uber Haptene markiert und mittels Fluoreszenz-
in situ-Hybridisierung (FISH, siehe 3.3.1) auf normale Chromosomen hybridisiert

(reverse FISH, rFISH). Damit kann die chromosomale Herkunft des Materials naher
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bestimmt werden, aus dem das zu untersuchende Chromosom besteht. Desweiteren
konnen auf diese Weise hergestellte Sonden von normalen Chromosomen zur FISH-
Analyse auf aberranten Chromosomen eingesetzt werden. Die Mikrodissektion wurde
hier fur die Vereinzelung eines Markerchromosoms mit 12g-Amplifikation benutzt,
das bei der SKY- und aCGH-Analyse mit kombinierter FISH-Analyse aufgefallen war,
um anschlieBend die Zusammensetzung des Markerchromosoms mittels rFISH
genauer zu analysieren.

Die Mikrodissektion von Chromosomen wurde von Frau Ina Bachmann in
Kooperation mit Frau PD Dr. Barbara Fritz und Frau Evelyn Kornmann am Institut fur
Humangenetik der Philips-Universitat Marburg durchgefihrt. Die mikrodissektierten
Chromosomen wurden von mir mittels DOP-PCR amplifiziert und markiert.

3.2.4 Durchflusszytometrische Karyotypisierung

Die bivariate Analyse von Chromosomen wurde zuerst von Gray et al. (Gray et al.,
1979) beschrieben. Hierbei werden die spezifischen Bindeeigenschaften der
Fluoreszenzfarbstoffe Hoechst 33258 (HO; AT-spezifisch) und Chromomycin A3
(CA3; GC-spezifisch) genutzt, um Chromosomen durchflusszytometrisch sowohl
nach Grolle, als auch nach Basenpaarverhaltnis und somit nach DNA-Gehalt
aufzutrennen. Hierdurch ist es moglich ein durchflusszytometrisches Karyogramm
der Zelllinien zu erstellen und einzelne Fraktionen aberranter Chromosomen
auszusortieren, um diese fur weitere Analysen nutzen zu kénnen. Im Rahmen dieser
Arbeit wurde die Zelllinie OSA fur die durchflusszytometrische Karyotypisierung
ausgewahlt, da diese zuvor am besten zytogenetisch charakterisiert werden konnte
und wenige Aberrationen aufwies. Ebenfalls verfugt sie Uber ein schnelles
Wachstum, welches bei der groflen Menge an Zellen, die fir die Analyse bendtigt

werden, von Vorteil war.

3.2.4.1 Chromosomenisolation

Die Zellen wurden in Kultur durch eine 6 h-Inkubation mit dem Mitosehemmers
Colcemid (0,1 pg/ml) in der Metaphase arretiert. Es wurden mindestens sechs voll
bewachsene 150 cm?Zellkulturflaschen fiir eine Analyse verwendet. Die
Metaphasezellen wurden Uber Klopfen aus den Flaschen gelost. Eine
Trypsinbehandlung erfolgte nicht, damit mdglichst wenig Interphasezellen in der
Suspension vorhanden sind, die die Analyse storen konnten. Die Zellsuspensionen

wurde 5 min bei 1500 rpm und RT zentrifugiert (Heraeus Megafuge 1.0). Der
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Uberstand wurde anschlieRend komplett abgenommen. Auf das Pellet wurden 2-5 ml
der 0,075 M KCI-Lésung (w Spermin 0,2 mM/Spermidin 0,5 mM/10 mM MgSo.)
zugeflugt, das Pellet resuspendiert und die Losung fur 15-20 min bei RT inkubiert.
Hierdurch schwellen die Zellen an, so dass sich die Chromosomen besser in der
Zelle verteilen konnen. Das Schwellen der Zellen wurde an einem Lichtmikroskop
Uberpruft und die Suspension gegebenenfalls nachinkubiert. Die Suspensionen
wurden nach der KCI-Behandlung in einem 50 ml-Falconrohrchen vereinigt. Die
Zellsuspension wurde im Anschluss nach Zugabe von 0,5-2 ml des PAB-
Isolationspuffers (1x), der Stabilisatoren, wie Polyamine enthalt fir 15-20 min auf Eis
inkubiert. Die Freisetzung der Chromosomen wurde danach an einem
Fluoreszenzmikroskop begutachtet, indem 5 pyl der Chromosomensuspension mit 5
pl DAPI-Losung gefarbt wurden. Die Chromosomen sollten frei vorliegen und
mdglichst wenige Klumpen und Zellreste zu sehen sein. Wenn die Chromosomen
gruppiert vorlagen wurde die Suspension 15-30 sec vehement gerittelt und die
Chromosomen erneut am Mikroskop begutachtet. Konnten die Chromosomen sich
nicht durch Vortexen freisetzen lassen, wurde die Suspension durch eine 2 ml
Spritze mit abgeknickter Kanule (21G 1 %; 0,8 mm x 38 mm) ein oder zwei Mal
aufgezogen und anschlieBend 3 min bei 1500 rpm zentrifugiert (Heraeus Megafuge
1.0). AbschlieBend wurde der Uberstand abgenommen und durch einen 20 um Filter
in ein 15 ml Falcon-Réhrchen filtriert. Um die Ausbeute an Chromosomen zu erhdhen
kann dem Pellet erneut PAB-Puffer zugesetzt werden und die Suspension erneut
gevortext und zentrifugiert werden. Die Chromosomensuspension kann bei 4°C fur
ein paar Tage gelagert oder direkt mit den Fluoreszenzfarbstoffen CA3 und HO

gefarbt werden.

3.2.4.2 Farben der Chromosomensuspension

Die Chromosomensuspension wurde mit 5 pg/ml HO-Stockldsung, 50 ug/ml CA3-
Stocklésung und 10 mM MgSO, UN bei 4°C gefarbt. Durch Zugabe von MgSO4 wird
Farbung mit CA3 ermdglicht und somit die Auflésung des Karyogramms bei der
durchflusszytometrischen Analyse begunstigt. Einen Tag oder mindestens zwei
Stunden vor der Analyse wurden 10 mM Natriumcitrat und 25 mM Natriumsulfit zu
den gefarbten Chromosomen gegeben. Die Chromosomensuspensionen wurden bis
zur Analyse auf Eis gelagert. Kurz vor der Analyse wurden die Proben aufgeschuttelt
und fiir 3 min bei 1500 rpm zentrifugiert (Heraeus Megafuge 1.0) und der Uberstand
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durch einen 20 pm Filter filtriert, um eventuelle Verunreinigungen, die bei der

Analyse storen konnten, zu entfernen.

3.2.4.3 Durchflusszytometrische Analyse und Sortierung

Die Analyse der Chromosomensuspension erfolgte auf dem MoFlo-
Durchflusszytometer der Firma Dako. Das Gerat war ausgestattet mit einen UV-
Laser (300-330 nm, 300 mW), um HO anzuregen und mit einem Laser (458 nm, 300
mW), um CA3 anzuregen. Die Detektion von HO erfolgte Uber einen 400 nm-
Langpassfilter und einen 480 nm-Kurzpassfilter, die Detektion von CA3 Uber einen
490 nm-Langpassfilter. Der Druck der Hullflussigkeit betrug 60 psi und es wurde eine
70 pm Injektionsnadel benutzt. Die Chromosomen werden uber den Hullstrom
verdinnt und so im rechten Winkel an der Lichtquelle vorbeigefuhrt. Bei der Analyse
wurden die Chromosomen zuerst mittels UV-Laser und dann mit dem 458 nm-Laser
angeregt. Uber die Streuung des Anregungslichts und Anregung von fluoreszenten
Markern erfolgte die simultane Analyse von physikalischen und molekularen
Eigenschaften der Chromosomen. Hierbei kann sowohl die Grofde, als auch der
DNA-Gehalt gleichzeitig detektiert werden. Die Helligkeit der Fluoreszenzsignale
entspricht dabei dem DNA-Gehalt. Die Datenanalyse erfolgte mittels dem Programm
'Summit' (Vers. 3.1), welches eine Darstellung der Messergebnisse als Histogramm
oder 'Dot Plot', also einer Punktwolke, ermdglicht. Bei der Analyse wurde die Region
mit den Chromosomen auf ein Minimum Uber das sogenannte 'Gaten' eingegrenzt
und daraufhin das durchflusszytometrische Karyogramm erstellt. Danach wurden die
einzelnen Chromosomenfraktionen sortiert. Die so erhaltenen Chromosomen
konnten fur weitere Applikationen, wie dem Herstellen von FISH-Sonden oder zur
Analyse auf hochauflésenden DNA-Microarrays oder Sequenzierung genutzt werden.
Die durchflusszytometrischen Analysen wurden von mir am Wellcome Trust Sanger
Centre, Cambridge (UK) in Zusammenarbeit mit Prof. Dr. Nigel Carter und Dr. Bee
Ling Ng durchgefuhrt.

3.3 Molekularzytogenetik

3.3.1  Fluoreszenz-in situ-Hybridisierung (FISH)

Die Fluoreszenz-in situ-Hybridisierung (FISH) ist eine molekularzytogenetische
Methode, um definierte Chromosomenregionen, also Nukleinsauresequenzen, auf

den Chromosomen sichtbar zu machen und zu beurteilen. Eine fluoreszenzmarkierte
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DNA-Probe bildet mit der homologen Chromosomenregion Hybridmolekule, die im
Fluoreszenzmikroskop, welches mit entsprechenden Filtern ausgestattet ist,
detektiert werden konnen. Kommerziell sind eine Vielzahl von Sonden fur
unterschiedliche Fragestellungen erhaltlich. So gibt es locusspezifische Sonden fur
einzelne Gene, Sonden fur die Anfarbung ganzer Chromosomen und fur die
chromosomenspezifischen alpha-Satelliten oder andere Satelliten-DNA, die meist im
Centromerbereich markieren und somit fur die Bestimmung der Kopienzahl eines
Chromosoms verwendet werden. Fur nahezu alle Regionen des menschlichen
Genoms  stehen DNA-Sonden  zur  Verfligung, die in  kunstliche
Bakterienchromosomen eingefugt sind und somit in Bakterien vermehrt werden
konnen. Diese sogenannten 'bacterial artificial chromosomes', kurz BACs sind DNA-
Konstrukte bzw. kiinstliche Chromosomen, die auf dem Fertilitatsplasmid (F-Plasmid)
von E.coli basieren. Die BACs dienen als Vektor, in die bis zu 300kb grofde
Genomabschnitte kloniert werden konnen. So wird zum Beispiel eine DNA-Sequenz
eines humanen Genes in ein BAC inseriert und dieser anschlieBend in E.coli
eingeschleust. Dies erlaubt eine einfache Vervielfachung des Zielbereichs. Nach
Isolation der Plasmid-DNA steht eine gro3e Menge an DNA der gewunschten DNA-
Sequenz zur Verfugung. Die DNA kann dann mit Hilfe unterschiedlicher Techniken
markiert und als Sonde in der FISH eingesetzt werden. Fur die FISH muss zuerst die
Ziel-DNA, die im Chromosomenpraparat erkannt werden soll, als Einzelstrang
vorliegen. Das wird durch Hitzedenaturierung oder durch Behandlung der Praparate
mit alkalischen Losungen erreicht. Im darauf folgenden Hybridisierungsschritt wird
die Ziel-DNA mit der Sonden-DNA zu einem Doppelstrang vereint, es bildet sich ein
Hybridstrang aus Ziel- und Sonden-DNA. Der Nachweis erfolgt bei einer indirekten
Markierung, wie der Biotin- oder Digoxigeninmethode, Uber Reportermolekile, wie
z.B. Streptavidin oder Anti-Digoxigenin, an die Fluoreszenzfarbstoffe (Cyanin 3 oder
FITC) gekoppelt sind. Die Analyse erfolgt an einem Fluoreszenzmikroskop, das mit
geeigneten Filtern ausgestattet ist.

Die FISH-Analyse wurde in dieser Arbeit zur Uberpriifung der Ergebnisse der aCGH
und der Charakterisierung der zytogenetischen Prasentation der Aberrationen
verwendet. Hierbei wurden die BAC-Sonden mittels den Datenbanken 'UCSC' oder
'Ensembl' ausgewahlt und vor dem Einsatz auf den Zelllinien mittels Hybridisierung
auf Kontrollpraparate einer weiblichen und einer mannlichen Testperson auf die

korrekte chromosomale Lokalisation und eine gute Signalstarke getestet. Eine
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Auflistung der BAC-Sonden, die fur die Analysen verwendet wurden findet sich in
Abschnitt 2.11. Desweiteren wurde die FISH-Analysen zum Ausschluss von EWSR1-
Translokationen und durchgefihrt. Das Gen EWSR1 ('Ewing Sarcoma Region 1') ist
auf Chromosom 22q12.2 (27.994.017-28.026.515 bp, UCSC hg18) lokalisiert und
spielt beim Ewing-Sarkom eine entscheidende Rolle. Hier ist es mit einer Reihe von
verschiedenen Partnern (FLI1, ETS, ERG, E1AF) in Translokationen involviert, bei
denen onkogene Fusionsproteine entstehen. Um die Ewing-Sarkom-typischen
Translokationen bei den Osteosarkomzelllinien ausschlieBen zu kdnnen wurden
diese mit der Sonde 'EWSR1 break probe' der Fa. Kreatech auf Briche innerhalb
des Gens untersucht, die eine Voraussetzung fur eine Fusion mit anderen Genen
bieten wurden (siehe 3.3.1.7). Nach der Voranalyse wurde eine BAC-Sonde fur die
Region 17g21.31, der Lokalisation des potentiellen Fusionspartners FL/1 etabliert,
um eine Kolokalisation der Gene auf dem gleichen Chromosom bei der Zelllinie
OS10 untersuchen zu konnen.

Die Analyse der FISH-Praparate erfolgte an einem Fluoreszenzmikroskop, welches
mit speziellen Filtern ausgestattet ist und mittels dem Programm 'ISIS'. Es wurden fur
jede Sonde wenn mdglich 25 Metaphasen begutachtet und zusatzlich 200
Interphasenkerne ausgezahlt. Eine Anzahl von Uber 20 Signalen oder ein flachiges
Vorliegen von Signalkopien wurde als amplifiziert (amp) bezeichnet. Die detektierten
Signalmuster wurden dann mit dem Ploidiegrad der Zelllinien und dem SKY-
und/oder aCGH-Karyotyp verglichen, um das Vorliegen von Zugewinnen oder

Verlusten zu bestimmen.

3.3.1.1 Kultivierung von BAC-Klonen

Die Kultivierung der BACs erfolgte Uber einen Verdinnungsausstrich der Bakterien
auf eine selektive Agarplatte. Die Agarplatte wurde UN bei 37°C inkubiert. Am
nachsten Morgen wurde eine Einzelkolonie aufgenommen und in 5 ml LB-Medium
(1%0 Antibiotikum) gegeben. Die Kultur wurde 10 h bei 37°C inkubiert. 100 pl der
Startkultur wurden in einen 100 ml Erlenmeyerkolben mit 50 ml LB-Medium (1%o
Antibiotikum) pipettiert und UN bei 37°C inkubiert.

3.3.1.2 Isolation von Plasmid-DNA
Die Isolation der Plasmid-DNA erfolgte mittels 'QIAGEN® Plasmid Midi Kit', indem

alle verwendeten Loésungen, aulRer TE-Puffer und Isopropanol, enthalten sind. Zur
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Gewinnung der Sonden-DNA, wurden die Bakterien mittels alkalischer Lyse
aufgeschlossen. Die Bakterien wurden abzentrifugiert und in EDTA-haltigem Puffer
(50 mM Tris-HCI, pH 8,0; 10 mM EDTA; 100 pg/ml RNase A) resuspendiert. EDTA
komplexiert zweiwertige Kationen (Mg?*, Ca®'), die fiur die Stabilitat der
Bakterienzellwande wichtig sind und destabilisiert daher die bakterielle Zellwand.
Zusatzlich wurde dem Resuspensionspuffer RNase zugesetzt, die einen Grol3teil der
bakteriellen RNA degradiert. Die Bakteriensuspension wurde anschlieRend durch
Zugabe des Lysepuffers (200 mM NaOH, 1% SDS (w/v)) lysiert. SDS I6st als
Detergenz die Phospholipide und Proteinkomponenten der Zellwande. Natronlauge
denaturiert chromosomale und Plasmid-DNA sowie Proteine. Bei diesem Schritt
muss genau auf die Dauer der Inkubation geachtet werden. Wird zu kurz inkubiert, ist
die Ausbeute an Plasmid-DNA sehr gering. Wird zu lange inkubiert, denaturiert die
Plasmid-DNA irreversibel. Das Lysat wurde mit saurem Kaliumacetatpuffer (3 M, pH
5,5) neutralisiert. Denaturierte Proteine, hochmolekulare RNA, denaturierte
chromosomale DNA wund bakterieller Zelldebris bilden in Anwesenheit von
Kaliumacetat unlésliche Komplexe und werden zusammen mit dem Salz prazipitiert.
Die kleineren Plasmidmoleklle bleiben in Ldsung und kdénnen durch die
Neutralisation der LOsung wieder renaturieren. Die Saulen dienen lediglich zur
Aufreinigung. Hierbei handelt sich um Anionenaustauschersaulen, deren positive
Ladung durch protonierte Diethylammoniumethylgruppen (DEAE) bereitgestellt wird.
Die negativ geladene DNA wurde bei relativ geringer Salzkonzentration (750 mM
NaCl; 50 mM MOPS, pH 7,0; 15% Isopropanol (v/v); 0,15% Triton® X-100 (v/v)) an
das Saulenmaterial gebunden. Degradierte RNA und Proteine binden unter den
gewahlten Bedingungen nicht. Das Saulenmaterial wurde dann mit einem Puffer
einer hdoheren Salzkonzentration (1 M NaCl; 50 mM MOPS, pH 7,0; 15% Isopropanol
(v/v)) gewaschen, um restliche RNA und Proteine zu eliminieren. Die Elution der
DNA erfolgte dann bei einer noch hoheren Salzkonzentration (1,25 M NaCl; 50 mM
Tris-Cl, pH 8,5; 15% Isopropanol (v/v)). Die eluierte DNA wurde durch Zugabe von
3,5 ml Isopropanol prazipiert und nach Zentrifugation und Waschen des Pellets mit
70%igem Ethanol in einem Volumen von 100-150 ul TE-Puffer aufgenommen. Die
DNA wurde bei -20°C gelagert.
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3.3.1.3 Konzentrationsbestimmung der isolierten DNA

Die Bestimmung der Konzentration der BAC-DNA erfolgte mittels
Spektralphotometrie ('NanoDrop®'-Spektralphotometer). Hierbei wurden 1,5 ul der
Probe auf den Messarm des Spektralphotometers pipettiert und die Konzentration
Uber die Absorption bei einer Wellenlange von 260 nm bestimmt. Um Messfehler
durch lichtabsorbierende Stoffe im Puffer auszuschlielen, wurde gegen den
Losungspuffer als Nullwert gemessen. Die DNA-Konzentration wurde nach folgender
Formel berechnet:

Konzentration (ng/ul) = Absorption (Azso) - Extinktionskoeffizient/Weglange.

Der Extinktionskoeffizient fiir doppelstrangige DNA betragt 50 ng™"/ul. Die Weglange
fur das benutze Gerat betragt 1 mm. Zusatzlich wurde die Absorption bei 280 nm
bestimmt. Das Verhaltnis OD250/OD5go gibt an, inwieweit die DNA-LOsung mit Protein-

Resten verunreinigt ist. Das Verhaltnis fur eine reine DNA-Praparation liegt bei 1,8.

3.3.1.4 Markierung der BAC-DNA mittels Nick-Translation

Die BAC-DNA wurde mittels Nick-Translation mit Biotin oder Digoxigenin markiert.
Bei diesem Verfahren werden durch Verwendung einer Endonuklease, z.B. DNase |,
Einzelstrangbruche (‘'nicks') erzeugt, so dass freie 3'-Hydroxyl- und 5'-Phosphat-
Enden entstehen. Mittels der DNA-Polymerase aus E.coli werden an den freien 3'-
OH-Enden neue Nukleotide eingebaut. Gleichzeitig werden durch die 5'-3'-
Exonukleaseaktivitat der Polymerase auf der anderen Seite der Bruchstelle
vorhandene Nukleotide entfernt. Hierdurch ist es moglich, dass die ursprunglichen
Nukleotide durch modifizierte Nukleotide ersetzt werden.

Die indirekte Markierung von 1 ug DNA erfolgte mit dem 'BioNick™Labeling System'
(Invitrogen) und mit dem 'DIG-Nick Translation Mix' (Roche) nach Angaben der
Hersteller. Zur Uberprifung der Fragmentgrofe, die fur die FISH zwischen 200 und
500 bp liegen sollte, wurden 2 pl der Probe nebst 100 bp-Leiter als GroRenstandard
auf ein 1%iges Agarosegel aufgetragen. Waren die Fragmente noch gréfder wurden
die Sonden bei 37°C nachinkubiert und danach erneut Uberprift. Bei Erreichen der
optimalen Groflke wurde die Enzymreaktion durch die Zugabe eines 0,5 M EDTA-
Puffers gestoppt. Um nicht gebundene Nukleotide von der markierten DNA zu
Entfernen wurde eine Alkoholprazipitation durchgefuhrt.

33



Methoden

Hierzu wurde eine Lésung folgender Zusammensetzung hergestellt:

Komponente pro Reaktion (ul)
H.O 34
Biotin-Sonde [100 ng] 5
DIG-Sonde [100 ng] 2
Lachssperma-DNA [10 ug/pl] 1,5
Cot-DNA [1 pg/ul] 2,5
3 M NaOAc pH 5,2 (1/10 Vol) 5
100 % EtOH (3 x Vol) 150
Gesamtvolumen 200

Die DNA-Fallung wurde fur 15 min bei -80°C durchgefuhrt. Die DNA-Probe wurde bei
12000 rpm und 4°C fur 10 min zentrifugiert (Hermle Z 200 M/H), der Uberstand
abgenommen und das Pellet darauf mit 150 pl 70 % EtOH gewaschen. Nach
erneuter Zentrifugation wurde der Uberstand abgenommen und das Pellet getrocknet
und in 2,5 pl deionisiertem Formamid (FA) aufgenommen. Die Probe wurde UN bei
400 rpm und 37°C im Schuttler gelost.

3.3.1.5 Denaturierung und Hybridisierung

Die Objekttrager mit den aufgetropften Chromosomen (siehe 3.2.1) wurden fiur die
FISH vorbehandelt und denaturiert. Hierzu wurden die Objekttrager zuerst in einer
absteigenden Alkoholreihe (100%, 70%, 50% und 30% EtOH) fur jeweils 1 min
rehydriert. Dann wurde das Praparat mit 0,1 x SSC-Loésung bei RT fur 1 min, 2 x
SSC-Losung bei 70°C fur 30 min und abschlieend erneut fur 1 min mit 0,1 x SSC-
Losung bei RT gewaschen. Die monovalenten Kationen erhohen dabei die
lonenstarke und stabilisieren so die DNA. Nachfolgend wurde die chromosomale
DNA mit 0,07 M Natronlauge denaturiert. Dies ist fir die chromosomalen Proteine
schonender als eine Hitzedenaturierung oder eine Denaturierung mit Formamid, da
sie bereits bei Raumtemperatur durchgefuhrt werden kann. Danach folgten 2
Waschschritte fir jeweils 1 min mit eiskalter 0,1 x SSC-Lésung und 2 x SSC-Ldsung.
Durch die abschlieRende Dehydrierung mit einer aufsteigenden Alkoholreihe (30%,
50%, 70% und 100% EtOH) fur jeweils 1 min wurde die Denaturierung gestoppt und
die Renaturierung verhindert. Die Sonde wurde parallel zu den Objekttragern
denaturiert, indem zuerst 2,5 yl Denaturierungs-Master Mix zu der gefallten Sonden-
DNA gegeben wurden und die Sonde dann bei 72°C fir 5 min inkubiert wurde. Die

denaturierte Sonden-DNA (5 ul) wurde auf das Praparat aufgetragen und ein 22 x 22
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mm Deckglas auf den Objekttrager gelegt. Das Deckglas wurde mit Fixogum
umrandet. Das Praparat wurde UN in einer feuchten Kammer bei 37°C inkubiert. In
dieser Zeit hybridisiert die denaturierte Sonden-DNA an die denaturierte
chromosomale Zielsequenz. Die Hybridisierung der Sonden-DNA allein flhrt aber zu
unspezifischen Hybridisierungssignalen, die Uber das gesamte Chromosom oder
Genom verteilt sind. Um eine spezifische Hybridisierung der Probe mit ihren
chromosomalen Zielsequenzen zu ermdglichen, wurde die Probe zusammen mit
einem Uberschuss an unmarkierter Cot-DNA und Lachssperma-DNA denaturiert. Bei
der Renaturierung hybridisieren die repetitiven Elemente der Sonden-DNA mit dem
Uberschuss an Repeats der Cot-DNA, wahrend der grofte Teil der spezifischen
Proben-Sequenzen einzelstrangig bleibt. Diese Sequenzen kdnnen anschliefend mit
ihren chromosomalen Zielsequenzen hybridisieren. Die Lachssperma-DNA wurde
ebenfalls als Kompetitor eingesetzt, um unspezifische Hintergrundsignale zu
unterdricken. Nach der Hybridisierung wurde Uberschissige ungebundene Sonden-
DNA  abgewaschen und die indirekt markierte = Sonden-DNA  Uber

fluoreszenzmarkierte Reportermolekule detekiert.

3.3.1.6 Detektion

Die Objekttrager wurden nach Ablosen des Deckglases zunachst 3 x 5 min bei 37°C
mit 2 x SSC/0,2% Tween-Lésung gewaschen. Daraufhin wurden die Objekttrager 3 x
5 min bei 42°C mit 0,05 x SSC-Losung gewaschen. Dann wurden 200 pl FISH-
Blocklosung auf den Objekttrager gegeben und dieser fur 30 min bei 37°C inkubiert.
Die Detektion der mit Biotin und Digoxigenin markierten Sonden erfolgte nun mittels
Avidin-Cy3 und Anti-Digoxigenin-Fluoreszein, indem 150 pl des Detektions-Master
Mix auf den Obijekttrager pipettiert wurden und dieser 60 min bei 37°C inkubiert
wurde. AnschlieRend wurde das Praparat 3 x 5 min mit 2 x SSC/0,2% Tween-LOsung
bei 37°C gewaschen und mit DAPI-Losung fur 2 min bei Raumtemperatur
gegengefarbt. Das Praparat wurde mit Vectashield eingedeckt. Die Praparate

kénnen bei 4°C im Dunklen gelagert werden.

3.3.1.7 FISH mit kommerziell erhaltlichen Sonden
Bei der FISH mit kommerziell erhaltlichen Sonden wurde ahnlich verfahren wie bei
den selbst hergestellten Sonden. Die kommerziellen Sonden sind meist in einer

gebrauchsfertigen Mischung erhaltlich, die nur noch denaturiert werden muss oder
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Sonde und Puffer werden einzeln geliefert, so dass der Hybridisierungsansatz noch
hergestellt werden muss. In nachfolgender Tabelle sind die Vorbereitungsschritte,

sowie das eingesetzte Volumen aufgefuhrt.

Tabelle 3.1: Ansatzvolumen der kommerziellen Sonden und Denaturierungsbedingungen

Sonde Hersteller Volumen Sonde  Volumen Puffer ~ Volumen H,O  Denaturierung
EWSR1 o .
Break-Probe Kreatech 10 ul - - 90°C, 10 min

LSI
EGR1/D5S23, Abbott 0,5 pl 3,5 pl 1ul 75°C, 5 min
D5S721
LS| Abbott 0,5yl 3,5 ul 1 ul 75°C, 5 min
IGH/CCND1 2 H o H H !
LSl o .
IGH/FGFR3 Abbott 0,5 ul 3,5 ul 1 ul 75°C, 5 min

Die Denaturierung der Objekttrager und die anschlieRende Hybridisierung erfolgte
wie in Abschnitt 3.3.1.5 beschrieben. Die kommerziellen Sonden sind direkt markiert,
deshalb sollte bei allen Schritten lichtgeschutzt gearbeitet werden. Die Objekttrager
wurden nach der Hybridisierung fur 10 min mit 2 x SSC-Losung bei Raumtemperatur
gewaschen. Danach folgt ein stringenter Waschschritt bei 75°C mit 1 x SSC-Lésung
fur 5 min, um ungebundene Sonden zu entfernen. AbschlieRend wurden die
Objekttrager fur 5 min bei Raumtemperatur in 2 x SSC-L6sung gewaschen und fur 2
min mit DAPI-Losung gegengefarbt. Die Praparate wurden mit Vectashield

eingedeckt und bei 4°C im Dunklen gelagert.

3.3.2 \Vielfarbige Karyotypisierung mittels Spectral Karyotyping

Bei der spektralen Karyotypisierung (SKY) handelt es sich um eine FISH mit 24
chromosomenspezifischen  'Painting-Sonden.  Mittels ~ Mikrodissektion  oder
durchflusszytometrischer Sortierung werden normale Chromosomen gewonnen und
die DNA mittels 'Degenerate Oligonucleotide Primed-PCR' (DOP-PCR) markiert
(Telenius et al., 1992). Jede Sonde wird hierbei mit einer Kombination aus bis zu funf
unterschiedlichen Fluorochromen (Tabelle 3.2) markiert, so dass jedes Chromosom
an Hand seiner spektralen Zusammensetzung Uber eine computergestltzte Analyse
eindeutig identifiziert werden kann (Schrock et al., 1996; Macville et al., 1998). Die
drei Fluorochrome Rhodamin, Texas Red und FITC werden direkt in die DNA-Sonde
eingebaut. Zusatzlich werden die zwei Haptene Biotin und Digoxigenin eingesetzt, an
die bei der Detektion indirekt Fluorochrome an die Sonde gebunden werden. Die

Detektion der Haptene erfolgt Uber Avidin-Cy5 bei Biotin und uber einen Maus-Anti-
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Dig-Antikdrper und einem Ziege-Anti-Maus-Antikdrper, der mit Cy5.5 konjugiert ist,
bei Digoxigenin. Nach der Hybridisierung und der Immunodetektion wird das
spektrale Bild mittels konventionellem Fluoreszenzmikroskop mit speziellem
Dreifach-Bandpassfilter, einer digitalen Kamera und dem 'SpectraCube®, der fur
jeden Pixel eines 'Charged-Coupled-Device-Images' (CCD) spektrale Informationen
Uber Fourier Transformation (Malik et al, 1996) empfangen kann, erfasst.
AnschlieRend wird eine Emissionskurve fur jeden Pixel generiert. Das rohe spektrale
Bild zeigt die Fluoreszenintensitaten pro Wellenlange. Mittels mathematischen
Klassifikationsalgorithmus errechnet die Software aus den spektralen Informationen
ein Pseudofarbenbild, das die Analyse des Karyogramms erleichtert. Die Auswertung
erfolgte Uber die Software 'Spectral Imaging'. Bei Chromosomen mit komplexen
strukturellen Aberrationen, insbesondere bei Translokationen eignet sich die SKY gut
zur Aufklarung dieser Markerchromosomen. Fur jede Zelllinie wurden mindestens
zehn Karyogramme analysiert und diese in einer Karyotypformel gemaf
'International System for Human Cytogenetic Nomenclature' (ISCN 2009, Shaffer et
al., 2009) zusammengefuhrt. Einzelzellaberrationen wurden nicht berucksichtigt. Die
Karyotypen wurden mit den aCGH-Ergebnissen verglichen und die Bruchpunkte von
Translokationen wenn moglich genauer eingegrenzt. AuRerdem erfolgte eine
Analyse hinsichtlich der Zugewinne und Verluste von chromosomalen Material und

rekurrenter Bruchprunkte mittels dem Programm 'CyDAS' (siehe 3.5.1).

Tabelle 3.2: Werte der Absorption und Emission der bei der SKY verwendeten Fluorochrome

Fluorochrom Rhodamin Texas Red FITC Cy5 Cy 5.5
Absorption 550 596 495 650 675
Emission 570 620 525 670 694

Die Vorbehandlung der Objekttrager erfolgte wie bei der FISH (3.3.1.5). Die SKY
erfolgte mit dem 'SkyPaint™ DNA Kit' der Firma Applied Spectral Imaging, in dem die
Sonde, die Block-Losung und die Farbelosungen enthalten sind. Pro Hybridisierung
wurden 10 yl der vorgefertigten Sonde fur 30 min bei 37°C im Schuttelinkubator bei
600 rpm inkubiert. Anschlie3end wurde die Sonde bei 80°C fur 7 min denaturiert und
danach fir 45 min bei 37°C im Wasserbad vorhybridisiert. Die Sonde wurde dann auf
den denaturierten Objekttrager aufgetragen und unter einem 18 x 18 mm Deckglas
eingedeckt. Das Deckglas wurde mit Fixogum umrandet und der Objekttrager 15 min

auf eine Warmeplatte (37-42°C) gelegt, um das Praparat zu versiegeln. Die
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Hybridisierung erfolgte in einer feuchten Kammer bei 37°C flr 48 h. Nach der
Hybridisierung wurde das Deckglas entfernt und das Praparat zuerst in 2 x SSC fur
10 min bei RT gewaschen. Der zweite Waschschritt wurde in 0,4 x SSC bei 74°C flur
5 min durchgefuhrt. Anschlieend folgte ein Waschschritt fur 2 min bei RT in 4 x SSC
mit 0,1% Tween als Detergenz. Der Objekttrager wurde 30 min bei 37°C mit Block-
Losung inkubiert. Fur die Detektion von Biotin mittels Strepavidin-Cy5 und von
Digoxigenin mittels Cy 5.5 erfolgten zwei aufeinanderfolgende Inkubationen mit den
mitgelieferten Farbelésungen fur jeweils 30 min bei 37°C. Um Uberschissige
Farbelésung zu entfernen wurde der Objekttrager 3 x 2 min mit Waschpuffer bei
45°C gewaschen. Zum Schluss wurde der Objekttrager 2 min mit DAPI-LOsung
gegengefarbt und mit Vectashield eingedeckt. Die Praparate wurden bei 4°C im

Dunklen aufbewahrt.

3.3.3 Vergleichende genomische Hybridisierung auf DNA-Microarrays (aCGH)
Die vergleichende genomische Hybridisierung (‘comparative genomic hybridisation',
CGH) an DNA- oder Oligonukleotidarrays ist eine gesamtgenomische
molekularzytogenetische Methode zum Nachweis genomischer Imbalancen. Hierbei
werden die zu untersuchende DNA und eine Kontroll-DNA bestehend aus einem
DNA-Pool gesunder Probanden mit unterschiedlichen Fluoreszenzfarbstoffen
markiert und auf einen Objekttrager mit synthetisch hergestellten Oligonukleotiden
hybridisiert. Die Imbalancen kdénnen dann Uber Unterschiede in den Verhaltnissen
der verschiedenen Fluoreszenzintensitaten der Proben- und Kontroll-DNA bestimmt
werden.

In dieser Arbeit wurden 4x44k-DNA-Microarrays der Firma Agilent Technologies
verwendet. Das gesamte Genom ist auf den Objekttragern durch DNA-
Oligonukleotide mit einer Lange von 60 bp reprasentiert. Diese Oligonukleotide
werden synthetisch Uber die Phosphoramidit-Methode hergestellt. Das Prinzip beruht
auf der Blockierung der spontanen Ausbildung von Phosphordiesterbindungen
zwischen den Nukleotiden durch Einsatz von Schutzgruppen am 5'-Ende der
Desoxyribose. Ein gezieltes Entfernen der Schutzgruppen ermoglicht eine gerichtete
Verlangerung der Nukleotidketten (Abbildung 3.1). Ahnlich wie beim Drucken mit
einen Tintenstrahldrucker werden die Nukleotide als 60-mer Oligonukleotide direkt
auf einen speziellen Objekttrager nach der Phosphoramidit-Methode synthetisiert
(Abbildung 3.2).
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Abbildung 3.1: Phosphoramidit-Methode zur Herstellung der Oligonukleotide eines Arrays. Ein freies

Nukleotid bindet tGber eine Phosphordiesterbindung an die 5'-Gruppe der wachsenden Kette. Das nun

gebundene Nukleotid kann seinerseits erst dann eine Bindung eingehen, wenn die Schutzgruppe am

5'-Ende entfernt wurde (Quelle:http://www.genomics.agilent.com).

Abbildung 3.2: Bedrucken der Objekttrager mit synthetisch hergestellten Oligonukleotiden auf die

Microarray-Objekttrager. a) Die erste Schicht der Nukleotide wurde auf den Objekttrager gedruckt. b)

Verlangerung der Nukleotidkette.(Quelle:http://www.genomics.agilent.com).

Durch die Anzahl der Proben auf dem Objekttrager wird die Auflésung bestimmt. Bei

einem 44k-Microarray wird das Genom mit ca. 44000 Oligonukleotidproben

abgedeckt. Gut charakterisierte genreiche Regionen sind hierbei durch mindestens
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eine Probe und tumor-spezifische Gene durch mindestens zwei Proben reprasentiert.
Die Proben sind mit den Annotationen der Gene der 'UCSC'-Datenbank der
Universitat von Kalifornien (Version hg18, Marz 2006) bzw. der Datenbank des
'National Center for Biotechnology Information' (NCBI) mit der Version 36
abgeglichen. Die Proben bedecken in gleichmaliger Verteilung den gesamten Array,
wobei sie nicht ihrer Lokalisation auf den Chromosomen nach angeordnet sind,
wodurch erreicht wird, dass es bei einem lokalen Ausfall von mehreren Proben, z.B.
durch Verschmutzung oder fehlende Hybridisierung, keine kompletten Chromosomen
betroffen sind. Die mediane globale Auflésung der Proben betragt 43 kb und die
mediane Aufldsung der Proben in Genen betragt 24 kb.

Der Arbeitsablauf einer aCGH-Analyse wird in Abbildung 3.3 vorgestellt.

Abbildung 3.3: Arbeitsablauf der aCGH.
Broben-DNA Referenz-DNA Die zu untersuchenden Proben- und
| | Kontroll-DNAs werden zunachst Gber
Rectriktionsverdau Restriktionsverdau einen Restriktionsverdau fragmentiert,
dE”iDNA der gDNA dann mit Fluoreszenzstoffen markiert
I und abschlielend aufgereinigt. Die
Marki it CyS Marki it Cy3 . -
arkierung mitCy arkierung mitCy markierten DNAs werden vereinigt und
| | auf den DNA-Microarray hybridisiert.
Aufreinigung der Aufreinigung der .
markierten DNA markierten DNA Nach 24 h wird der Array gewaschen und
\ ] gescannt. Danach folgt die
| computergestutzte Datenextraktion und
Vereinigung der Proben & ) o
Vorbereitung der Hybridisierung komparative Analyse der Verhaltnisse
| der Fluoreszenintensitditen und somit
24 h Hybridisierung (65°C) eine Identifizierung der genomischen
| Imbalancen der zu untersuchenden
Waschen des DNA-Microarrays Probe.
Scannen des DNA-Microarrays
Datenextraktion & Analyse

In dieser Arbeit wurden alle 21 Zelllinien mittels aCGH untersucht. Als Referenz-DNA
diente ein Pool von mindestens funf DNAs weiblicher oder mannlicher gesunder

Spender. Die Referenz-DNAs wurden gegeneinander auf einem Array hybridisiert,

40



Methoden

um genomische Imbalancen bei den Kontrollen ausschliellen zu kénnen. Um die
technische Reproduzierbarkeit der Experimente zu Uberprufen wurde fur die Zelllinie
OSA zusatzlich ein 'dye swap' durchgefuhrt, hierbei wurde die Proben-DNA mit
Cyanin 3 statt mit Cyanin 5 markiert. Die Zelllinie U-20S wurde wiederholt analysiert,
hierbei wurde DNA aus unterschiedlichen Zellkulturpassagen verwendet, um die
biologische Reproduzierbarkeit der Experimente zu prufen. Auf Grund der schlechten
Qualitatsparameter bei der ersten Analyse wurde die DNA der Zelllinie OS18 erneut
prapariert und analysiert. Nach Absprache und auf Anraten des Herstellers wurde bei
Proben mit schlechten Werten flr die spezifische Aktivitat die aCGH trotzdem
fortgefuhrt.

3.3.3.1 Restriktionsverdau der genomischen DNA mittels Alu | und Rsa |

Bevor die DNA mittels 'random primed labeling' markiert werden kann muss sie
zunachst fragmentiert werden. Hierzu wurden die Restriktionsenzyme Alu | und Rsa |
verwendet. Das Enzym Alu | schneidet hierbei zwischen den Basen Guanin und
Cytosin und Rsa | zwischen Adenin und Thymin. Eine Menge von 1 ug DNA wurde
mit dest. H,O auf ein Volumen von 20,2 ul verdinnt. Der Reaktionsmix fur eine
Reaktion setzt sich aus 2 yl dH20, 2,6 pl Puffer C (10 x), 0,2 pl BSA (10 pg/ul), 0,5 pl
Alul (10 U/pl) und 0,5 pl Rsa | (10 U/pl) zusammen. Die 5,8 ul Reaktionsmix wurden
zu den 20,2 ul DNA gegeben und der Ansatz 2 h bei 37°C und 400 rpm im
Schuttelinkubator inkubiert. Die Reaktion wurde durch Inkubation fur 20 min im
Heizblock bei 65°C gestoppt. Die Probe wurde auf Eis gestellt. Fur die
anschlieBende Markierung sollten die DNA-Fragmente eine Gro3e zwischen 200 und
500 bp haben. Die FragmentgrdRe wurde auf einem 0,8%igen Agarosegel Uberpruft.
Hierzu wurden 2 pl Probe mit 8 pyl H,O und 3 ul 5x-Auftragungspuffer gemischt und
nebst 100 bp-Leiter als GroRenstandard auf das Gel aufgetragen. Die fragmentierte
DNA kann bei -20°C gelagert oder direkt fluoreszenzmarkiert werden.

3.3.3.2 Fluoreszenzmarkierung der genomischen DNA

Die Markierung der DNA erfolgte nach den Herstellerangaben mittels 'Genomic DNA
Enzymatic Labeling Kit' der Fa. Agilent Technologies nach Protokoll Vers. 6.1.
Hierbei wurden 1 pug Proben-DNA mit Cyanin 5 und 1 ug Referenz-DNA mit Cyanin 3
Uber 'random primed labeling' markiert. Bei dieser Markierungsreaktion werden

kurze, nach dem Zufallsprinzip an die Sonden-DNA hybridisierende Hexanukleotide
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als Startpunkt (Primer) flir eine Neusynthese der DNA gewahlt. Hierzu wird die
Ausgangs-DNA denaturiert und anschlielend abgekuhlt, damit sich die
Hexanukleotide an die DNA anlagern konnen. Die Synthese der komplementaren
DNA-Strange beginnt an den gebundenen Hexanukleotiden und wird durch das
Klenow-Fragment katalysiert, welches die Polymeraseaktivitat der DNA-Polymerase |
von E.coli, jedoch keine 5'-3'-Exonukleaseaktivitat besitzt. Wahrend der Synthese
werden neben den normalen Nukleotiden auch markierte Nukleotide, hier entweder
Cyanin 3-dUTP oder Cyanin 5-dUTP, eingebaut. Die verdaute DNA wurde fur die
Markierung in 0,5 ml Reaktionsgefal’e gegeben und 5 pl der Random Primer
hinzugefugt. Der Reaktionsansatz wurde durch Auf- und Abpipettieren gemischt und
fur 3 min bei 95°C in Thermocycler denaturiert. Die Probe wurde danach fur 5 min

auf Eis inkubiert. Es wurde folgender Mastermix angesetzt:

Komponente pro Reaktion (ul)

Nuklease-freies H,O 2

5x Puffer 10

10x dNTP 5
Cyanin 3-dUTP oder 3

Cyanin 5-dUTP

Exo-Klenow Fragment 1
Gesamtvolumen 21

Danach wurden 21 ul des Mastermixes mit Cyanin 5 zu der Proben-DNA und 21 ul
des Mastermixes mit Cyanin 3 zu der Kontroll-DNA gegeben. Die Proben wurden flr
2 h bei 37°C im Thermocycler inkubiert. Die Reaktion wurde fur durch eine
Inkubation fir 10 min bei 65°C gestoppt. Die Proben kénnen bei -20°C UN gelagert

oder direkt aufgereinigt werden.

3.3.3.3 Aufreinigung und Bestimmung der spezifischen Aktivitat der
fluoreszenzmarkierten DNA

Die Aufreinigung der fluoreszenzmarkierten DNA erfolgte tUber Microcon YM-30-
Saulen der Fa. Millipore nach Protokoll Vers. 6.1 (Fa. Agilent Technologies).

Die Einbaurate von markierten Nukleotiden in die DNA wurde Uber die spezifische
Aktivitat bestimmt. Die spezifische Aktivitat ist wie folgt definiert:

Spez. Aktivitat (pmol/pg) = [(pmol/ul Farbe/(ug/ul gDNA)].
Zur Bestimmung der spezifischen Aktivitat wurde die Absorption der Farbstoffe

Cyanin 3 (550 nm) und Cyanin 5 (650 nm) mittels 'NanoDrop®-Spektralphotometer
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bestimmt. In Tabelle 3.3 sind die nach Angaben der Fa. Agilent Technologies bei

einer erfolgreichen Markierung zu erwartenden Werte aufgefuhrt.

Tabelle 3.3 Herstellerangaben der zu erwartenden Werte flr Ausbeute und spezifische Aktivitat

eingesetzte gDNA Ausbeute spez. Aktivitat Cy3 spez. Aktivitat Cy5
(H9) (Hg) (pmol/ug) (pmol/ug)
0,5-1 5-7 25-40 20-35
3 7-10 35-55 25-40

3.3.3.4 Vorbereitung der fluoreszenzmarkierten DNA fur die Hybridisierung
Nach der Aufreinigung und Messung der spezifischen Aktivitat wurden Referenz- und
Proben-DNA vereinigt und dann nach Zugabe von Hybridisierungsmix laut

Herstellerangaben denaturiert. Der Hybridisierungsansatz setzt sich wie folgt

zusammen:
Komponente Volumen (ul) pro Hybridisierung
markierter Probenmix 39
Cot-1 DNA (1 mg/ml) 5
10x Blocking Ldsung 11
2x Hybridisierungspuffer 55
Gesamtvolumen 110

Der Hybridisierungsansatz wurde fur 3 min bei 95°C im Heizblock und danach 30 min
bei 37°C im Wasserbad inkubiert. AbschlieRend wurde der Ansatz 1 min bei 12000
rpm zentrifugiert (Hermle Z 233 MK).

3.3.3.5 Hybridisierung

Die Hybridisierung der DNA-Proben auf einen 4x44k-Oligonukleotidarray erfolgte flr
24 h bei 65°C und 20 rpm in dem Hybridisierungsofen der Fa. Agilent Technologies.
Hierzu wurde der Uberstand (100 ul) des Probenansatzes auf den
Microarrayobjekttrager pipettiert und dieser mit einem 'Backing', einem Objekttrager,

der mit vier Gummidichtungen versehen ist, versiegelt.

3.3.3.6 Waschen des DNA-Microarrays

Das Waschen des DNA-Microarrays fand unter dem Abzug nach Protokoll Vers. 6.1
statt. Hierbei wurde auf Grund der Anfalligkeit zur Ozondegradierung von Cyanin 5
mit einer Stabilisierungslésung gearbeitet. Zuerst wurde das 'Backing' vom

Microarrayobjekttrager mit Hilfe einer Pinzette in 'Oligo aCGH-Waschpuffer' 1 geldst.
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Der Arrayobjekttrager wurde dann fur 5 min bei RT in 'Oligo aCGH-Waschpuffer' 1
gewaschen. AnschlieBend erfolgte ein Waschschritt bei 37°C fur 1 min in 'Oligo
aCGH-Waschpuffer' 2. Danach wurden die aCGH-OTs fur 10 sec in Acetonitril bei
RT inkubiert und abschlieBend fur 30 sec bei RT in Stabilisierungs- und
Trockenldsung gegeben. Alle Schritte wurden in Glaskuvetten mit 200 ml der
jeweiligen Losung unter Ruhren durchgefuhrt. Nach dem Waschen wurde der Array
in einen Plastikhalter eingespannt und direkt gescannt.

3.3.3.7 Scannen des DNA-Microarrays

Der Scan des Microarrays erfolgte im 'Scanner B' der Fa. Agilent Technologies. Die
Fluoreszenzfarbstoffe werden mit zwei Lasern, einem 'SHG-YAG'-Laser (‘second
harmonic generation-Yttrium-Aluminium-Granat') mit einer Emissionswellenlange von
532 nm fur Cyanin 3 und einem 'HeNe'-Laser (‘Helium-Neon') mit einer

Emissionswellenlange von 633 nm fur die Anregung von Cyanin 5, angeregt.

MG63 OSA 0S09 0s14

Abbildung 3.4: Ansicht eines nach dem Scannen eines 4x44k-Olignukleotidarray erstellten tif-Bildes.
Bei einer gleichmaRigen Hybridisierung von Proben und Kontroll-DNA erscheinen die Spots gelb, bei
einer Uberreprasentation von Proben-DNA erscheinen die Punkte rot-orange und bei einer
Unterreprasentation grin.

Dabei absorbieren die Fluorochrome das Laserlicht und emittieren langerwelliges
Licht. Die Lichtsignale gelangen durch spezifische Filter fir Cyanin 3 und Cyanin 5 in
einen Photomultiplier. Hier werden sie in elektronische Signale umgewandelt,
verstarkt und digitalisiert. AbschlieRend wird eine Bilddatei erstellt, die in das

Datenextraktionsprogramm eingeladen werden kann (Abbildung 3.4).
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3.3.3.8 Datenextraktion & Analyse
Zur Datenextraktion wurde das Programm 'Feature Extraction' (Vers. 9.5.3.1 &
10.1.1.1; Agilent Technologies) benutzt. Hierbei wurden die Rohdaten der
Fluoreszenzverhaltnisse aus der Bilddatei der einzelnen Oligonukleotide ausgelesen.
Zunachst wurde ein Kontrollgitter Uber die Bilddatei gelegt, mit Hilfe dessen die
Position der Oligonukleotide fur die Datenextraktion festgelegt wird. Hier geben
besonders die hybridisierten und unhybridisierten Kontrolloligonukleotide in den vier
Eckpartien des Microarrays Aufschluss Uber den korrekten Verlauf der Hybridisierung
(Abbildung 3.5). AnschlieBend wurden die Intensitaten der beiden Fluorochrome
normalisiert, unspezifische Hintergrundsignale herausgefiltert und die Verhaltnisse
der Intensitaten verglichen. Der Wert logyratio sind hierbei die logarithmierten
Fluoreszenzintensitats-Verhaltnisse der Fluoreszenzfarben der Probe und der
Kontrolle. Die zu erwartende Kopienzahl kann Uber folgende Formel berechnet
werden:

Kopienzahlanderung= 2'°9,".
Ein loggratio von 0,6 entspricht also der 1,5-fachen Kopienzahl und ein Wert von -1
der 0,5-fachen Kopienzahl bei einer Aberration in 100% der Zellen. Bei Tumoren
treten Aberrationen aber unter Umstanden in einem geringeren Prozentsatz der
Zellen, also in unterschiedlichen Klonen auf, so dass hier auch geringere Werte
einen Zugewinn oder Verlust bedeuten kdnnen. Aus diesem Grund wurde hier schon
logoratio-Wert ab tber 0,2 oder ab unter -0,2 als Zugewinn oder Verlust gewertet.
Die Software gibt die Ergebnisse in einer Textdatei aus, die mit dem
Analyseprogramm 'Genomic Workbench' ausgewertet werden kann. Zusatzlich erhalt
man einen Qualitatsbericht ('QC-Report'), dem man Informationen Uber den Verlauf

der Analyse und die Qualitat des Arrays entnehmen kann (Tabelle 3.4).

Abbildung 3.5: Ansicht auf die vier
Eckpartien mit sowohl hybridisierten als auch
unhybridisierten Kontrolloligonukleotiden des
aCGH-Objekttragers der Zelllinie OSA. Die
Software 'Feature Extraction' legt ein

Kontrollgitter (Kreuze) Uber diese

*
+
+
+
+
+
+
&

Oligonukleotide, welches bei der

Datenextraktion eine wichtige Rolle spielt.

45



Methoden

Der Durchschnitt der absoluten Werte der logoratio-Varianzen von Probe zu Probe
uber das gesamte Genom wird als 'derivative of the log ratio spread' (DLRS)
bezeichnet. Der DLRS ist eine Maldeinheit, die Aufschluss uber die aCGH-Qualitat

gibt und somit einer der wichtigsten Qualitatsparameter.

Tabelle 3.4: Qualitatsparameter und Richtwerte zur Beurteilung der Qualitdt der aCGH-Hybridisierung

laut Protokoll Vers. 6.1 der Fa. Agilent Technologies.

Parameter Exzellent Gut Schlecht
BGNoise <5 5-10 >15
Signal Intensitat >150 50 - 150 <50
Signal-zu-Rauschen (SNR) >100 30 -100 <30
Reproduzierbarkeit <5 5-20 >20
DLRSpread <0,2 0,2-0,3 >0,3

Bei einem zu hohen DLRS-Wert kommt es zu einer hohen Streuung der
Oligonukleotide, was dazu fuhren kann, dass Aberrationen nicht mehr abgegrenzt
werden konnen. Bei schlechten Qualitdtswerten wurde zuerst die DNA mittels
Agarosegelanalyse auf einem 1%igen Agarosegel analysiert, um eine Degradierung
der DNA ausschlielen zu kdnnen. Insgesamt wurden die Experimente wiederholt,
wenn mehr als zwei Qualitatsparameter einen schlechten Wert aufwiesen.
Zur Analyse der genomischen Imbalancen wurde die Textdatei aus der 'Feature
Extraction' in die Analysesoftware 'Genomic Workbench' Version 5.0.14 (Fa. Agilent
Technologies) eingeladen. Hier werden die Intensitatsverhaltnisse der beiden
Farbkanale aller Oligonukleotide entsprechend ihrer Abweichung vom Nullwert und
Lage auf dem Genom dargestellt. Das Programm bietet die Moglichkeit, sich die
Ergebnisse auf Genom-, Chromosom- und Genebene (Abbildung 3.6) anzeigen zu
lassen, hierdurch ist eine genaue Charakterisierung der Bruchpunkte maoglich.
Far die in dieser Arbeit durchgefuhrten Analysen wurden folgende Parameter
gewahlt:

e Genome Build: hg18

e Auswerte-Algorithmus: ADM-2, Schwellenwert 6,0

e Centralisation: Schwellenwert 6,0; Fenstergrof3e 10

e Aberrationsfilter:

o Minimale Anzahl von Proben in Region: 3
o Minimales absolutes mittleres logzratio fur die Region: 0,2

o Maximale Anzahl aberranter Regionen: 20000
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Die hier gewahlten Analyseparameter wurden bei der Erstellung der aCGH-
Karyotypen benutzt. Die Karyotypen wurden mit einer Auflosung von 850 bhps
erstellt. Fur die Detektion kleinerer rekurrenter Aberrationen, die nur ein oder zwei
Oligonukleotide betreffen wurde der Aberrationsfilter deaktiviert und interessante
Regionen visuell analysiert. Aul3erdem erfolgte eine gezielte Analyse auf Verluste

von bekannten Tumorsuppressorgenen.

For - T TR T TR S —

Abbildung 3.6: Ansicht des aCGH-Profils eines Chromosoms 7 dargestellt auf Chromosomen- und
Genebene im Programm 'Genomic Workbench'. In der oberen Skala kann das log,ratio abgelesen
werden. Auf der linken Seite ist das komplette Chromosom 7 dargestellt. Die blaue Linie prasentiert
den 'Moving Average', eine Ausgleichsgerade zwischen den Oligonukleotiden. Oligonukleotide mit
einem hohen logjratio sind nach rechts verschoben und zeigen einen Zugewinn an, Oligonukleotide
mit einem negativen log,ratio sind nach links verschoben und zeigen einen Verlust chromosomalen

Materials an. Der vergrofRerte Ausschnitt zeigt die Region 7922.1 im Detail.

Die Analyse auf die Verteilung der genomischen Imbalancen erfolgte Uber die
Darstellung der Aberrationen im 'penetrance plot', bei dem der prozentuale Anteil mit
Zugewinnen oder Verlusten flr die jeweilige Region angezeigt wird. Die
zytogenetische Prasentation und Verteilung der Zugewinne und Verluste wurde
mittels FISH mit eigens hergestellten BAC-Sonden analysiert. Fur diese Analysen

wurden Regionen ausgewahlt, die in vielen Zelllinien betroffen waren und/oder deren
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logoratios besonders hoch oder niedrig waren. Die Analyse der Bruchpunkte erfolgte
mit Hilfe der automatischen Auswertung der Software 'Genomic Workbench'. Die
reine softwaregestutze Auswertung kann auf Grund der Schwankungen der logyratios
zu einer Ausgabe falsch-positiver Bruchpunkte oder falsch-negativer Bruchpunkte
fuhren, deswegen wurden die Bruchpunkte ebenfalls visuell in der Chromosomen-

und Genansicht des Programms Uberpruft.

3.4 Molekularbiologie

3.41 DNA-Isolation aus Zellsuspensionen

Die Isolation von genomischer DNA aus den Zelllinien erfolgte nach
Herstellerangaben der Firma Qiagen mittels 'QlAamp DNA Blood Midi Kit'. Das Eluat
wurde hierbei wiederholt auf die Saule gegeben, um so die Ausbeute an DNA zu
maximieren. Nach der Isolation wurde die DNA-Konzentration mittels 'NanoDrop®'-
Spektralphotometer gemessen und die DNA bei -20°C gelagert.

3.4.2 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die Polymerasekettenreaktion (‘polymerase chain reaction', PCR) ist eine Methode
zur Amplifikation von Nukleinsduren. Die DNA wird zunachst denaturiert, damit sich
die Primer beim sogenannten 'Annealing-Schritt an die einzelstrangige DNA
anlagern konnen. Primer sind kurze DNA-Abschnitte aus etwa 20 Nukleotiden
(Oligonukleotide), die sich spezifisch an die Zielsequenz anlagern, hierdurch ist es
moglich bestimmte Genomabschnitte gezielt zu vermehren. An das freie 3'-OH-Ende
der Primer werden mit Hilfe der Tag-Polymerase freie Nukleotide (dNTPs) im
'Elongations'-Schritt angehangt. Auf diese Weise erhalt man nach einem
Reaktionszyklus aus einem doppelstrangigen DNA-Strang zwei DNA-Strange. Fuhrt
man eine bestimmte Anzahl von Zyklen aus kann man eine Vielzahl identischer
Molekule erzeugen, die dann fur weitere analytische Methoden zur Verfigung

stehen.

3.4.2.1 Etablierung der Primer

Die Primer fir die Amplifikation einer gewlnschten Zielsequenz wurden mit Hilfe des
Programms 'Primer 3' ausgewahlt, indem die Zielsequenz in das Internettool
eingeladen wurde und die bestmdglichen Primer mit einer in etwa gleichen

Schmelztemperatur gewahlt wurden. In dieser Arbeit wurden Primer flr das Exon 2
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des Gens TSPAN31 (12914.1, 56.425.051-56.428.293 bp) etabliert, mit deren Hilfe
die amplifizierte DNA eines mikrodissektierten derivativen Chromosoms 12 analysiert
werden sollte.

Vor dem Einsatz in die PCR mit der Proben-DNA wurden die Primer in einer PCR in
einem Temperaturgradientencycler (Fa. Eppendorf) optimiert, so dass die optimale
'‘Annealing’-Temperatur fur eine maximale Menge des amplifizierten Produktes
bestimmt werden konnte.

Hierzu wurden die Primer bei 12 unterschiedlichen Annealing-Temperaturen (°C)

getestet:

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

52,3 52,5 53,0 53,9 55,0 56,4 57,7 59,1 60,4 61,5 62,3 62,7

Der Mastermix fur die Temperaturgradienten-PCR setzte sich wie folgt zusammen:

Komponente Ausgangskonzentration Volumen Endkonzentration
dH,0 - 37,5yl -
Forward-Primer 50 uM 0,5 ul 0,5 uM
Reverse-Primer 50 uM 0,5 ul 0,5 uM
dNTPs 10 mM 1ul 0,2 mM
Tris-HCI 100 mM 5 ul 10 mM
KCI 500 mM 50 mM
MqCl, 15 mM (10 x Puffer NEB) 15 mM
Taq DNA Polymerase 5 U/l 0,5 ul 2,5U (0,05 U/pul)
Zwischenvolumen 45 pl
Test-DNA 20 ng/pl 5l 100 ng
Endvolumen 50 ul

Der Reaktionsansatz wurde in 0,2 ml-ReaktionsgefalRen zusammenpipettiert. Als
Test-DNA wurde eine mannliche oder weibliche Kontroll-DNA verwendet. Die PCR
wurde in dem Gradientencycler mit nachfolgendem Programm durchgefihrt.
PCR-Programm:

94°C 5 min

94°C 1 min
Annealing-Temperatur 1-12 30 sec 35 Zyklen

72°C 1 min

72°C 10 min

4°C halten
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Die Analyse von jeweils 5 ul der PCR-Produkte gemischt mit 2,5 ul 5x-Auftragspuffer

und 5 pl dest. H2O erfolgte auf einem 2%igen Agarosegel. Fur das Exon 2 des Gens
TSPAN31 wird ein Produkt mit der Grolke von 218 bp erwartet. Bei der

Agarosegelanalyse zeigte sich, dass bei fast allen Temperaturen ein Produkt mit

korrekter Grolle gebildet wurde, die grote Menge von Produkt wurde bei einer

'‘Annealing’-Temperatur von 56,4°C gebildet (Abbildung 3.7). Diese Temperatur

wurde fur die nachfolgenden PCRs fur die Amplifikation des Exons 2 des Gens

TSPAN31 gewahlt.

Bp 100 bp 1 2 3

bp 100 bp r §

3.4.2.2 DNA-Analyse

Abbildung 3.7: Analyse der PCR-Produkte der
Temperaturgradienten-PCR auf einem 2%igen
Agarosegel. Die Grofe des Produktes liegt bei 218 bp.
Es wurden keine unspezifischen Nebenprodukte
amplifiziert. Die Spuren 1-6 (a) und 7-12 (b)
reprasentieren  die  unterschiedlichen  getesteten
'Annealing'-Temperaturen. Die Menge des amplifizierten
Produktes war in Spur 6 am gréften. Hierbei handelt es

sich um die 'Annealing'-Temperatur von 56,4°C.

Die wie in Abschnitt 3.4.2.1 etablierten Primer wurden fur die PCR-Analysen der

amplifizierten DNA

des mikrodissektierten Chromosoms eingesetzt. Der

Reaktionsansatz und das PCR-Programm der TSPAN371-PCR setzte sich wie folgt

Zusammen:
Komponente Ausgangskonzentration Volumen Endkonzentration
dH;0 - 37,5yl -
Forward-Primer 50 uM 0,5 ul 0,5 uM
Reverse-Primer 50 uM 0,5 ul 0,5 uM
dNTPs 10 mM 1l 0,2 mM
Tris-HCI 100 mM 5l 10 mM
KCI 500 mM 50 mM
MgCl, 15 mM (10 x Puffer NEB) 1.5 mM
Taq DNA Polymerase 5 U/l 0,5 pl 2,5 U (0,05 U/ul)
Zwischenvolumen 45 ul
Test-DNA 20 ng/pl 5l 100 ng
Endvolumen 50 ul
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PCR-Programm:

94°C 5 min

94°C 1 min

56,4°C 30 sec 35 Zyklen
72°C 1 min

72°C 10 min

4°C halten

Die Reaktionsansatze wurden in 0,2 ml-Reaktionsgefallen pipettiert. Nach Ablauf der
PCR wurden die Produkte neben einer adaquaten Standard-DNA-Leiter auf einem
2%igen Agarosegel analysiert.

3.4.2.3 Degenerate Oligonucleotide Primed-PCR (DOP-PCR)

Bei der DOP-PCR werden spezielle sogenannte degenerierte Primer verwendet.
Diese Primer verfigen in der Mitte Uber sechs zufallig eingeflgte, sogenannte
'‘wobble'-Basen (5'...(N)s...3"). Hier werden bei der Synthese der Primer die Basen A,
C, G und T zu gleichen Teilen eingebaut. Auf diese Weise erhalt man eine Vielzahl
von Primern mit unterschiedlicher Sequenz, die im humanen Genom zahlreiche
Bindungsstellen finden. Durch den Einsatz dieser degenerierten Primer ist es moglich
ein komplettes Genom oder Teile davon zu vermehren. Die DOP-PCR wird deshalb
fur die gesamtgenomische Amplifikation von Kleinstmengen gesamtgenomischer
DNA benutzt, wie man sie zum Beispiel nach der Mikrodissektion von Chromosomen
erhalt. In dieser Arbeit wurde die DNA der mikrodissektierten Chromosomen mit Hilfe
der DOP-PCR amplifiziert und markiert. Dazu wurden die Chromosomen (siehe
3.2.3) in einem Volumen von 20 pl Puffer (2,5 mM MgCl,, 50 mM KCI, 10 mM Tris-
HCI pH 8,3, 0,1 mg/ml Gelatine, 0,1 % Brij-35) komplett zu 50 yl Mastermix gegeben
und in die erste DOP-PCR eingesetzt.

Der Mastermix (MM) fir die erste PCR setzte sich wie folgt zusammen:

Komponente Ausgangskonzentration Volumen Endkonzentration
dH,O - 23,5l -
DOP Primer-Mix 15 uyM 5,0 pl 1,5 uM
dNTPs 10 mM 1,0 pl 0,2 mM
Tris-HCI 100 mM 5,0 pl 10 mM
KCI 500 mM (10 x Puffer) 50 mM
MgCl, 25 mM 10,0 pl 5mM
Ag’g%ﬁ;ﬁ’* 5 U/l 0,5 ul 2,5 U (0,08 Ulul)
Endvolumen 50,0 ul
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1. PCR-Programm:

94°C 3 min

94°C 1 min 30 sec

30°C 2 min 30 sec »0,1°C/s bis 72°C (~7min) 10 Zyklen
72°C 3 min

94°C 1 min

62°C 1 min30sec - 30 Zyklen

72°C 2 min

72°C 8 min

Die Amplifikation wurde auf einem 1,5%igen Agarosegel analysiert, indem 10 ul des
PCR-Produktes mit 3,5 ul 5x-Auftragspuffer aufgetragen wurden. Abbildung 3.8 zeigt
die Analyse der DOP-PCR-Produkte. Es wurde sowohl bei den positiven Kontrollen
mit einer definierten Menge von Ausgangs-DNA (10 ng und 5 pg), als auch mit der
mikrodissektierten chromosomalen DNA ein Produkt erzeugt. Die Negativkontrolle

wies wie erwartet kein Produkt auf.

Abbildung 3.8: Analyse der DOP-PCR-
bp 100 bp 1 2 3 4 Produkte auf einem 1,5%igen Agarosegel. In
Spur 1 ist eine Positivkontrolle mit 10 ng DNA
als Ausgangsmaterial aufgetragen, in Spur 2
das PCR-Produkt der chromosomalen
1000 mikrodissektierten DNA, in Spur 3 eine
Positivkontrolle mit 5 pg DNA als
Ausgangsmaterial und in Spur 4 eine
Negativkontrolle ohne DNA. Es konnten in

allen Fallen Produkte amplifiziert werden. Die

Negativkontrolle wies wie erwartet kein
Produkt auf.

AnschlieRend erfolgte eine Uberprifung mittels PCR fiir das Gen TSPAN31 (3.4.2.1
und 3.4.2.2) aus der Zielsequenz des mikrodissektierten Chromosoms, somit wurde
Uberpruft, ob das korrekte Chromosom mikrodissektiert und dessen DNA amplifiziert
wurde. Die Analyse zeigte, das sowohl fur eine gesamtgenomische Positivkontrolle,
als auch fur die amplifizierte mikrodissektierte DNA ein korrektes Produkt flr das Gen
TSPAN31 amplifiziert werden konnte (Abbildung 3.9). Dies zeigte, dass das
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amplifizierte Produkt der mikrodissektierten chromosomalen DNA die gewlnschte

Region enthalt.

Abbildung 3.9: Analyse der PCR-Produkte
" i : ? 3 auf einem 2%igen Agarosegel. In Spur 1 ist
das Produkt der mikrodissektierten
amplifizierten DNA auf getragen, in Spur 2
eine Negativkontrolle ohne DNA und in Spur
3 die Positivkontrolle einer mittels DOP-PCR

amplifizierten gesamtgenomischen DNA. Es

1000
300

konnte sowohl fir die Positivkontrolle, als
auch fir die Test-DNA ein korrektes PCR-

Produkt nachgewiesen werden. Die

Negativkontrolle enthielt wie erwartet kein
Produkt.

Die DOP-PCR-Produkte kdnnen bei -20°C gelagert oder einer Markierungsreaktion
zugeflihrt werden.

In die zweite DOP-PCR wurden 40 pl des Markierungsansatzes zu 10 ul PCR-
Produkt der ersten PCR gegeben. In dieser DOP-PCR wurde die DNA mit Biotin (im
Markierungsansatz fett dargestellt) oder Cyanin 3 markiert, so dass sie als Sonde bei
der FISH (3.3.1) eingesetzt werden konnte. Die Markierung wurde auf einem
1,5%igen Agarosegel uberpruft, hierbei wurden 5 yl des PCR-Produktes und 2,5 pl
5x-Auftragspuffer verwendet. Mit Hilfe der zweiten DOP-PCR konnte die eingesetzte
DNA sowohl amplifiziert, als auch markiert werden (Abbildung 3.10).

Der Markierungsmastermix (MM2) setzte sich wie folgt zusammen:

Komponente Ausgangskonzentration Volumen Endkonzentration
dH,0O - 10,5 pl/ 8,5 pl -
DOP Primer-Mix 15 uM 5,0 pl 1,5 uM
dNTPs w/o dTTP 10 mM 1,0 ul 0,20 mM
7,0 pl 0,14 mM
dTTP 1 mM
5,0 i 0,10 mM
Cy3-dUTP/ 1 mM 1,0 yl/ 0,02 mM
Biotin-11-dUTP 1mM 5,0 i 0,10 mM
Tris-HCI 100 mM 5,0 pl 10 mM
KCI 500 mM (10x Puffer) 50 mM
MgCl, 25mM 10 pl 5mM
Taq DNA Polymerase 5 U/l 0,5 pl 2,5U (0,16 U/pul)
DOP-DNA 10,0 pl
Endvolumen 50,0 pl
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2. PCR-Programm:

95°C 10 min

95°C 1 min

60°C 1 min 35 Zyklen
72°C 1 min

72°C 10 min

Abbildung 3.10: Analyse der DOP-PCR-Produkte der

zweiten DOP-PCR auf einem 1,5%igen Agarosegel. In

bp 100 bp 1 2

Spur 1 ist die Positivkontrolle aufgetragen und in Spur 2
das PCR-Produkt der chromosomalen mikrodissektierten
DNA. Im Vergleich mit den Produkten der ersten DOP-
PCR zeigt sich eine deutliche Vermehrung der
Produktmenge. Die leuchtenden Flecken unterhalb der
100bp-Bande sind Reste der Primer und markierten Cy3-
dUTP-Nukleotide, die wunter UV-Bestrahlung stark
leuchten.
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Die DNA der mikrodissektierten Chromosomen wurde anschliellend als Sonde bei
der reversen FISH benutzt, um nachweisen zu konnen aus welchen chromosomalen
Bereichen, aulter 12q, das mikrodissektierte Markerchromosom bestand. Hierbei
zeigte sich, dass die Sonde die mittels Biotin markiert war bei der FISH eine hdhere
Signalintensitat aufwies, als die direkt mit Cyanin 3 markierte Sonde. Bei weiteren
Markierungsreaktionen sollte, trotz hoherem Zeitaufwand bei der Detektion deshalb

die indirekte Methode verwendet werden.

3.43 Immunfluoreszenzfarbung

3.4.3.1 Immunfluoreszenzfarbung von Centrosomen und Teilungsspindeln

Die Immunfluoreszenzfarbung der Centrosomen und Teilungsspindeln erfolgte in
Kooperation mit PD Dr. rer. nat. Alice Fabarius am Forschungslabor der Abteilung
Hamatologie und internistischen Onkologie des Universitatsklinikums Mannheim.

Bei der Immunfluoreszenzfarbung werden Proteine in Zellen Uber geeignete
Antikorper nachgewiesen und sichtbar gemacht. Um die Centrosomen zu analysieren

wurde ein spezifischer primarer Antikdrper gegen Pericentrin (PCNT) eingesetzt. Das
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Gen PCNT ist auf dem Chromosom 21qg22.3 lokalisiert und kodiert das Protein
Pericentrin. Dieses Protein ist in den Centrosomen lokalisiert und gewahrleistet eine
regulare Funktion von Centrosomen, Zytoskelett und Zellzyklusprogression (Flory et
al., 2000; Takahashi et al., 2002; Zimmerman et al., 2004). Durch einen sekundaren
Antikdrper, an den der Fluoreszenzfarbstoff Cy3 gekoppelt ist wurden die
Centrosomen sichtbar gemacht. Die Teilungsspindeln wurden Uber einen primaren
Antikorper gegen a-Tubulin und anschlie3end Uber einen sekundaren Antikorper, der
den Farbstoff FITC tragt sichtbar gemacht. Als Gegenfarbung fir die DNA wurde
DAPI eingesetzt. Die adharenten Zelllinien wurden flr die Immunfluoreszenzfarbung
auf einem teflonbeschichteten Objekttrager angezichtet und nach 24-48h gefarbt.
Die Begutachtung erfolgte unter einem konventionellen Fluoreszenzmikroskop,
welches mit geeigneten Filtern ausgestattet ist. Mehr als 2 Centrosomen wurden als
numerisch aberrant gewertet und bei einem Durchmesser eines Centrosoms mehr
als zweimal so grol3 wie der eines normales Centrosoms wurden die Centrosomen
als strukturell aberrant bezeichnet. Ein Verbund von mehr als zwei Centrosomen
wurde als 'clustering' der Centrosomen beschrieben. Es wurden, wenn mdglich 100
Zellen analysiert. Der 'cut off' der Fluoreszenzsonden liegt bei 5%, unterhalb dieses

Schwellenwertes wurden die Veranderungen als Artefakte gewertet.

3.5 Datenanalyse und Statistik

3.5.1 Datenanalyse mittels ‘CyDAS'

Das freie Analyse-Programm 'CyDAS' (‘Cytogenetic Data Analysis System',
www.cydas.org; Hiller et al., 2005) wurde zur Analyse der SKY- und aCGH-
Karyotypen und Extraktion der Daten, also der Anzahl der Bruchpunkte, Zugewinne
und Verluste genutzt. Die SKY- und aCGH-Karyotypen wurden einzeln und gruppiert
in die Software importiert. Bei der 'CyDAS'-Analyse wurde als erstes die
Karyotypformel auf ISCN-Fehler hin analysiert, danach erfolgte eine Auswertung der
Zugewinne, Verluste und Bruchpunkte bezogen auf eine Auflésung von 2 'digits’, 400
und 500 Banden pro haploidem Chromosomensatz (bphs). 'CyDAS' bietet hier
sowohl die Moglichkeit einer graphischen, als auch einer tabellarischen Ansicht der
Ergebnisse. Die Tabellen verfugen Uber die Angaben der betroffenen Banden, Uber
die man in die 'NCBI'-Datenbank gelangt, die ermdglicht einzusehen welche Gene in
der betroffenen Region liegen und Informationen dazu abzurufen. Ein besonderer

Vorteil der Software ist die Moglichkeit Idiogramme zu erstellen, was bei komplexen
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Karyotypen einen besseren Uberblick Uber die zahlreichen Rearrangements
ermoglicht und somit die Uberpriifung des Karyotyps erleichtert. Die Karyotypen der
Tochterzelllinien 143b und MNNG-HOS der Zelllinie HOS wurden nicht in der
Gesamtberechnung der Zugewinne, Verluste und Bruchpunkte bericksichtigt. Bei
der Analyse der SKY-Karyotypen wurde zuerst eine Bruttoverteilung der Zugewinne
und Verluste und danach eine Nettoverteilung erstellt, um die Ergebnisse mit denen
der aCGH vergleichen zu konnen. Hierbei wurde die Auflosung von 2 'digits' (368
bphs) gewahlt, die sich Uber die ersten zwei nummerischen Stellen ('digits') hinter der
Angabe des Chromosomenarms (z.B. 1937) ergibt. In Abbildung 3.11 wird die
Nummerierung der Chromosomenbanden der 24 humanen Chromosomen
vorgestellt. Aberrationen wurden als rekurrent gewertet, die mehr als zwei Mal in

einer Zelllinie oder in mehr als zwei Zelllinien beobachtet wurden.
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Abbildung 3.11: Idiogramme der 24 humanen Chromosomen. Die Chromosomen werden nach ihrer
Grolke verschiedenen Gruppen zugeordnet: A (1-3), B (4-5), C (6-12,X), D (13-15), E (16-18), F (19-
20) und G (21-22,Y).Quelle: http://www.biologia.uniba.it/rmc/.
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3.5.2 Statistische Analyse der Verteilung der Bruchpunkte

Nach der aCGH wurde die Verteilung der Bruchpunkte auf signifikante Unterschiede
zwischen beobachteten und erwarteten Werten fur die Chromosomenbriche
analysiert. Die  p-Werte  wurden Uber die  Poissonverteilung, als
Summenwahrscheinlichkeit flir das Auftreten von k oder mehr diskreten Ereignissen
(k=beobachtete Bruche) in einem Intervall (Ldnge Chromosomenarm) bei
gegebenem Erwartungswert Lambda (A=Gesamtzahl Bruche - Lange
Chromosomenarm/Lange Genom) berechnet. AnschlieRend wurden die p-Werte
nach Holm-Bonferroni auf multiples Testen korrigiert. Als schwach signifikant wurden
die p-Werte ab einem Wert von <0,1 angesehen, als signifikant ab <0,05, als hoch
signifikant ab <0,01 und als hochst signifikant ab <0,001. Die statistischen Analysen

wurden von Dipl.-Ing. Manfred Beier durchgefuhrt.

3.5.3 Datenbankanalysen

Nach der Analyse der Verteilung der haufigsten Bruchereignisse erfolgte eine
Auswertung der Bruchpunkte auf Genebene. Hierzu wurden Gene, die in rekurrente
Bruchereignisse involviert waren mit Hilfe der Datenbanken 'Pubmed', 'Gene' und
'OMIM' des NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) auf interessante Funktionen wie
Regulation des Zellwachstums, der Apoptose, Tumorgenese, Knochenentwicklung

und Aufbau des Spindelapparates oder der Centrosomen analysiert.
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4 Ergebnisse

4.1 Methodenvergleich
4.1.1.1 aCGH-Methodik und Analysequalitat

Bei der aCGH gibt es einige Kontrollschritte, die zum Uberpriifen des korrekten
Verlaufs der Methode dienen. Abbildung 4.1 zeigt die typische FragmentgroRe der
DNA nach der Fragmentierung, die bei allen Fragmentierungen beobachtet werden

konnte.

Abbildung 4.1: Analyse der

Fragmentierung auf einem 0,8%igen

bp 100 bp weibl. mannl. OSA

Agarosegel. Die FragmentgroRe der
DNAs der weiblichen und mannlichen
Kontroll-Probe, sowie der Zelllinie OSA
liegt zwischen der 200 und 500 bp.

Die Ergebnisse der Absorptionsmessungen, die Aufschluss Uber die
Markierungseffizienz geben sind flr die Proben-DNA in Tabelle 4.1 dargestellt.

Die zu erwarteten Werte der spezifischen Aktivitat und der Ausbeute sind detailliert in
Tabelle 3.3 (Abschnitt 3.3.3.3) dargestellt. Die Werte fur Ausbeute und spezifische
Aktivitat entsprachen meist denen der Herstellerangaben. Die DNA-Ausbeute betrug
zwischen dem 4- bis 6-fachen der eingesetzten Menge. Gute 260/280-Werte fur die
DNA-Reinheit wurden bei allen Messungen beobachtet. Bei den Zelllinien OS18 und
TPXM wurden Abweichungen festgestellt. OS18 zeigte sowohl bei der ersten
Markierung mit Cyanin 5, als auch bei einer zweiten Markierung mit Cyanin 3
schlechte Werte. Die Werte fur die Referenz-DNA wurden hier nicht dargestellt,
entsprachen aber immer den zu erwartenden Werten des Herstellers.
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Tabelle 4.1: Ergebnisse der Absorptionsmessung, der Berechnung der spezifischen Aktivitdt und

Ausbeute der aufgereinigten und markierten DNA.

Probe ng/pl pmol/pl 260/280 spez. Akt. (pmol/ug) Ausbeute (ug)
143b 262,82 6,6909 1,8386 25,5 55
HAL 228,12 4,7336 1,8097 20,8 4,8
HOS 243,39 5,5059 1,8438 22,6 5,1
KPD 293,02 7,0752 1,8289 241 6,2

MG63 309,90 7,4677 1,8394 241 6,5
MHM 255,41 6,5915 1,8596 27,2 4,9

MNNG-HOS 230,80 6,9658 1,8526 30,2 4,5

MOS 278,15 6,0264 1,8389 21,7 5,8
OHS 272,29 7,2257 1,8043 26,5 57

0S09 302,27 7,0918 1,8588 23,5 6,3

0S10 252,02 5,6821 1,8434 22,5 53

0Ss14 214,57 4,0800 1,8600 19,0 4,5

0s15 287,40 7,3456 1,8064 25,6 6,0

0S18 241,19 3,6517 1,8208 15,1 5,1

0S18-2 191,51 3,0332 1,8080 15,8 4,0
OSA 263,27 6,8282 1,8328 25,9 55

OSA-2 232,54 7,4900 1,8400 32,2 4.8

OST 244,02 6,2694 1,7718 25,7 51
SAOS2 277,00 6,1582 1,8428 22,2 5,8

SARG 277,51 6,0721 1,8349 21,9 5,8

TPXM 238,64 3,3864 1,7913 14,2 5,0

U-20S 238,21 6,8433 1,8604 28,7 4,6

U-20S-2 227,30 5,4867 1,8202 241 4,7

ZK-58 205,47 5,2041 1,7885 25,3 4,3

Exzellente oder gute Werte konnten bei der Analyse der Qualitatsparameter bei 87%
aller Werte beobachtet werden. Eine detaillierte Tabelle mit allen
Qualitatsparametern ('DLRSpread', Signal-zu-Rauschen, Signalintensitat,
Hintergrundrauschen und Reproduzierbarkeit) wurde anschliefend mit der Software
'‘Genomic Workbench' generiert. Eine grafische Darstellung der Verteilung der Werte
findet sich in Abbildung 4.2. Der DLRS-Wert war bei 68% der Zelllinien gut bis
exzellent, bei den ubrigen Zelllinien war der DLRS-Wert schlecht, eine Auswertung
der aCGH-Ergebnisse konnte dennoch erfolgen. Die Werte fur das

Hintergrundrauschen der Farbe Rot war in 31,8 % der Experimente schlecht.
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Abbildung 4.2: Verteilung der Werte der Qualitatsparameter aller aCGH-Analysen. Grin=Exzellent,
Blau=Gut, Rot=Schlecht, SigNoi G/R=Signal-zu-Rauschen Grin/Rot, Sigint G/R=Signalintensitat
Griin/Rot, BGNoi G/R=Hintergrundrauschen Griin/Rot, Rep G/R=Reproduzierbarkeit Grin/Rot.

Die Agarosegelanalyse zur DNA-Qualitat zeigte nur bei der Zelllinie OS18, dass die
eingesetzte DNA zum Teil degradiert war, die DNA der erneuten Praparation wies
eine gute DNA-Qualitédt auf (Abbildung 4.3). Die Werte fir die Qualitatsparameter
konnten bei der wiederholten aCGH-Analyse der Zelllinie OS18 nicht wesentlich
verbessert werden. Es wurden aber bei beiden Analysen die gleichen Aberrationen,
trotz hoher Streuung detektiert, weshalb die Auswertung der Zugewinne und Verluste

der Zelllinie trotzdem erfolgen konnte.
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Abbildung 4.3: Uberpriifung der DNA-Qualitat der
Zelllinie OS18 auf einem 1%igen Agarosegel. OS18

kb 1kb 0%18a 0O518b 100bp bp

a=erste Praparation, OS18 b=zweite Praparation. Die
DNA in Spur OS18 a ist teilweise degradiert.

100

Ein Vergleich zwischen dem aCGH-Profil des Chromosoms 1 der Zelllinie OS18 und
der Zelllinie MG63 veranschaulicht die hohe Streuung der Oligonukleotide bei der
Zelllinie OS18 (Abbildung 4.4).

Abbildung 4.4: Vergleich zweier aCGH-Profile des Chromosoms 1 in der Chromosomenansicht des
Programms 'Genomic Workbench'. a) Starke Streuung der Fluoreszenzverhaltnisse der einzelnen
Oligonukleotide bei der Zelllinie OS18. b) Geringe Streuung der Fluoreszenzverhaltnisse der

einzelnen Oligonukleotide der Zelllinie MG63.
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Die Analyse der Referenz-DNAs gegeneinander konnte zeigen, dass die Kontrollen
uber keine genomischen Imbalancen verfugten und sich somit gut als Referenz
eigneten (Abbildung 4.5).
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Abbildung 4.5: aCGH-Analysen der weiblichen Referenz-DNA gegen die mannliche Referenz-DNA in
der Genomansicht der Software 'Genomic Workbench'. Lediglich in den Geschlechtschromosomen
werden Aberrationen angezeigt.

Die 'dye swap'-Experimente der Zelllinie OSA zeigten, dass die Profile der beiden
Analysen genau ubereinstimmten, was eine hohe technische Reproduzierbarkeit der
Experimente  bedeutet  (Abbildung 4.6). Die Vergleichsanalysen der
Wiederholungsexperimente der Zelllinie U-20S mit DNA aus unterschiedlichen
Zellpassagen zeigte ebenfalls eine gute Uberlappung der Profile (Abbildung 4.7).
Abweichungen konnten hier nur fur einzelne Oligonukleotide beobachtet werden,
was eine gute biologische Reproduzierbarkeit der Experimente bedeutet.
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Abbildung 4.6: Reproduzierbarkeit der aCGH Analysen des 'dye swap'-Experimentes: Profile zweier
aCGH-Analysen der Zelllinie OSA in der Genomansicht der Software 'Genomic Workbench'. Beide
Profile in blau und rot Uberdecken sich nahezu vollstdndig und zeigen damit einen hohen Grad der
Reproduzierbarkeit an.
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Abbildung 4.7: Reproduzierbarkeit der aCGH Analysen: Profile zweier aCGH-Analysen der Zelllinie
U2-0S in der Genomansicht der Software 'Genomic Workbench'. Beide Profile berdecken sich

nahezu vollstandig und zeigen damit einen hohen Grad der Reproduzierbarkeit an.

Die aCGH-Analysen der Zelllinien zeigten an nahezu jedem Chromosom genomische
Imbalancen. Auf Grund der gro3en Menge der in dieser Arbeit produzierten Daten,
wurde sich primar auf Aberrationen konzentriert, die in mehreren Zelllinien auftraten
und solche die bereits in der SKY-Analyse aufgefallen waren. Des Weiteren wurden

Bereiche mit rekurrenten Brichen auf interessante Gene hin analysiert.

4.1.1.2 Methodenvergleich SKY-, aCGH- und FISH-Analyse

Fir den Methodenvergleich zwischen SKY-, aCGH- und FISH-Analyse wurde die
Zelllinie OSA gewahlt, da diese Zelllinie mit sechs Aberrationen bei der SKY-Analyse
und einem nahezu diploiden Chromosomensatz die geringste Aberrationsrate der
hier untersuchten Zelllinien aufwies. Die Vergleich zwischen detektierten Zugewinnen
und Verlusten von SKY- und aCGH-Analyse zeigte eine gute Ubereinstimmung und
zusatzliche kleinere Aberrationen in der aCGH-Analyse (Abbildung 4.8). Ebenfalls
war es Uber die Ergebnisse der aCGH-Analyse maoglich, die Bruchpunkte der mit

Hilfe der SKY-Analyse detektierten Veranderungen genauer einzugrenzen.

63



Ergebnisse

Abbildung 4.8: Graphischer
Vergleich der in der SKY-Analyse
(hellgriin und hellrot) und der in der
aCGH-Analyse (dunkelgrin und
dunkelrot) detektierten Zugewinne
(grin) und Verluste (rot), dargestellt
mit einer Aufldsung von 500 bhps.
Die Abbildung zeigt die Zugewinne
und Verluste nach Korrektur des
SKY- und aCGH-Karyotyps auf
Grund der Ergebnisse der FISH-

Analyse der Aberrationen.

Das eingesetzte FISH-Sondenpanel zur Uberprifung der Imbalancen wird in

Abbildung 4.9 vorgestellt. Die Analysen werden gegliedert in Ubereinstimmungen

zwischen den Analysen und zusatzlich detektierten Imbalancen mittels aCGH.
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Abbildung 4.9: Sondenpanel fir die FISH-Analyse der mittels aCGH detektierten Aberrationen der

Zelllinie OSA.
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Die Zelllinie OSA wies bei der aCGH-Analyse acht Imbalancen auf, die mit denen der
SKY-Analyse ubereinstimmten. Es handelte sich hierbei um die Zugewinne der
chromosomalen Bereiche 1p22.1-1p12, 5p15.33-5p15.32, 5q15-5935.3 und 8q11.21-
8913.3 und die Verluste der Regionen 4p16.3-4p11, 9p24.3-9p13.1, 11q13.4-11g25
und 17921.31-17925.3. Drei dieser Aberrationen werden hier im Detail vorgestellt.

Sowohl in der SKY-Analyse, als auch bei der aCGH-Analyse wurde ein Verlust des
kurzen Arms Chromosoms 9 detektiert (Abbildung 4.10 a & b). Der Verlust des
Armes resultiert aus Anlagerung des langen Arms des Chromosom 9 an den langen
Arm des Chromosom 14 (dic(9;14)(p11;p11)). Mit Hilfe der BAC-Sonde RP11-83012,
die an den Bereich 9p21.1 bindet, konnte der heterozygote Verlust des

chromosomalen Materials von 9p in allen analysierten Zellen gezeigt werden
(Abbildung 4.10 c).
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Abbildung 4.10: 9p-Deletion der Zelllinie OSA. a) Verlust des Chromosoms 9p schematisch
dargestellt mittels 'CyDAS' nach SKY-Analyse. b) Verlust des Chromosoms 9p dargestellt als aCGH-
Profil des gesamten Chromosoms 9 mittels 'Genomic Workbench'. ¢) Bestatigung des Verlustes von
9p mittels FISH mit der BAC-Sonde RP11-83012 (rot). Der Bereich 9p21.1 ist auf dem normalen
Chromosom 9 vorhanden (roter Pfeil), auf dem dizentrischen Chromosom (9;14) ist der Bereich
hingegen nicht mehr nachweisbar (griiner Pfeil).

Zu einer Ubereinstimmung zwischen SKY- und aCGH-Analyse kam es ebenfalls bei
der Detektion des Zugewinns eines Teils des langen Arms von Chromosom 17
(Abbildung 4.11 a & b). Die Aberration wurde mit Hilfe der BAC-Sonde RP11-39201
(17921.31) in allen untersuchten Zellen bestatigt. Der Zugewinn von 17g-Material auf

dem derivativen Chromosom 8 konnte bereits in der SKY-Analyse detektiert werden.
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Durch die nachfolgenden aCGH- und FISH-Analysen konnte nachgewiesen werden,
dass es sich um den Bereich 17921.31 bis 17925.3 handelt (Abbildung 4.11 b & c).

Abbildung 4.11: 17g-Zugewinn der Zelllinie OSA. a) Zugewinn des Chromosoms 17q schematisch
dargestellt mittels 'CyDAS' nach SKY-Analyse. b) Zugewinn des Chromosoms 17q dargestellt als
aCGH-Profil des gesamten Chromosoms 17 mittels 'Genomic Workbench'. ¢) Bestatigung des
Zugewinns von 17q mittels FISH mit der BAC-Sonde RP11-39201 (rot). Der Bereich 17921.31 ist auf
beiden normalen Chromosomen 17 vorhanden (rote Pfeile), aulRerdem gibt es ein zusatzliches Signal

auf dem derivativen Chromosom 8 (griner Pfeil).

Mit Hilfe der aCGH- und FISH-Analyse konnte ein Markerchromosom charakterisiert
werden, das bei der SKY-Analyse in 50% der Zellen aufgefallen war, aber nicht
eindeutig klassifiziert werden konnte. Es handelte sich um ein Chromosom mit
Anteilen aus dem Bereich 12p13.33-12p13.31, der bei der aCGH-Analyse als
vermehrt angezeigt wurde (Abbildung 4.12 a). Mittels der BAC-Sonde RP11-465A21,
die im Bereich 12p13.32 lokalisiert ist konnte der Zugewinn bestatigt werden
(Abbildung 4.12 b). AuRerdem konnte gezeigt werden, dass das Markerchromosom

grofltenteils aus dem amplifizierten Bereich besteht.
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Abbildung 4.12: 12p-Zugewinn der Zelllinie OSA. a) Zugewinn des Chromosoms 12p dargestellt als
aCGH-Profil des gesamten Chromosoms 12 mittels 'Genomic Workbench'. b) Verifikation des
Zugewinns von 12p mittels FISH mit der BAC-Sonde RP11-465A21 (rot). Der Bereich 12p13.32 ist auf
beiden normalen Chromosomen 12 vorhanden (rote Pfeile), auBerdem gibt es ein zusatzliches Signal
auf dem derivativen Chromosom 12 (griiner Pfeil). Desweiteren gibt es 2 Kopien des Bereiches
3p26.2 der mit dem BAC RP11-622P3 hybridisiert wurde. Dieser Bereich war auch in der aCGH
unauffallig.

Eine Diskrepanz zwischen SKY- und aCGH-Ergebnissen konnte fur den Zugewinn
von Material des kurzen Arms von Chromosom 1 detektiert werden. In der SKY-
Analyse wurde der Zugewinn von chromosomalem Material auf dem derivativen
Chromosom 22 der Region 1931-1934 zugeordnet (Abbildung 4.13 a). In der aCGH-
Analyse wurde fur diese Region kein Zugewinn angezeigt, jedoch fur den Bereich
1p22.1-1p12 (Abbildung 4.13 b). Um diese Aberration zu Uberprifen wurden die
BAC-Sonden RP11-259N12 (1p21.1) und RP11-411H5 (1p21.2-1p21.1) verwendet.
Hierbei konnte in allen analysierten Zellen ein Zugewinn dieser Region
nachgewiesen werden, die auf dem derivativen Chromosom 22 vorlag (Abbildung
4.13 c). Der SKY-Karyotyp wurde daraufhin korrigiert.

Des Weiteren zeigte sich in der aCGH ein Zugewinn der Bereiche 8p23.3-8p21.3
(Abbildung 4.14 b). Diese Region zeigte in der 'CyDAS'-Auswertung der SKY-
Analyse keine Imbalancen (Abbildung 4.14 a). Der Zugewinn konnte mittels FISH mit
der BAC-Sonde RP11-1G6 (8p23.1) bestatigt werden. AuRerdem konnte ermittelt
werden, dass die zugewonnene Region auf dem derivativen Chromosom 8 vorlag
(Abbildung 4.14 c).
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Abbildung 4.13: 1p-Zugewinn der Zelllinie OSA. a) Zugewinn des Chromosoms 1q schematisch
dargestellt mittels 'CyDAS' nach SKY-Analyse. b) Zugewinn des Chromosoms 1p dargestellt als
aCGH-Profil des gesamten Chromosoms 1 mittels 'Genomic Workbench'. c¢) Bestatigung des
Zugewinns von 1p mittels FISH mit der BAC-Sonden RP11-259N12 (rot) und RP11-411H5 (grin). Der
Bereich 1p21.2-1p21.1 ist auf beiden normalen Chromosomen 1 vorhanden (rote Pfeile), auRerdem
konnte ein zusatzliches Signal fur beide Sonden auf dem derivativen Chromosom 22 detektiert werden
(graner Pfeil).
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Abbildung 4.14: 8p-Zugewinn der Zellinie OSA. a) Ausgeglichenes Verhaltnis von
Chromosomenmaterial 8p dargestellt mittels 'CyDAS' nach SKY-Analyse. b) Zugewinn des
Chromosoms 8p dargestellt als aCGH-Profil des gesamten Chromosoms 8 mittels 'Genomic
Workbench'. ¢) Bestatigung des Zugewinns von 8p mittels FISH mit der BAC-Sonde RP11-1G6 (grun).
Der Bereich 8p23.3-8p21.3 ist auf beiden normalen Chromosomen 8 vorhanden (rote Pfeile),
aullerdem konnte ein zusatzliches Signal auf dem derivativen Chromosom 8 detektiert werden (griiner
Pfeil).
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Die Bestatigung der aCGH-Ergebnisse bei der Zelllinie OSA mittels FISH war nahezu
in allen Fallen moglich. Lediglich bei einer Imbalance mit einem Zugewinn von
Chromosom 19p13.2 konnte das aCGH-Ergebnis nicht mittels FISH mit der BAC-
Sonde RP11-1115 nachgewiesen werden. In dieser Region betrug der mediane Wert
fur das logyratio 0,21. Bei der Auswertung der aCGH-Ergebnisse wurde ein medianer
logzratio-Wert von mindestens 0,2 gewahlt, meist jedoch lagen die medianen Werte
mindestens bei 0,25. Der Wert fur den Zugewinn auf Chromosom 19 bewegt sich
sehr nah an der Schwelle, so dass dieses Ergebnis als falsch-positiv anzusehen ist.
Insgesamt zeigte der Methodenvergleich, dass grole Zugewinne und Verluste gut
mittels SKY und aCGH detektiert werden konnten. Kleine Imbalancen konnten jedoch
nur mit Hilfe der aCGH- und FISH-Analysen aufgedeckt werden.

4.2 Numerische und strukturelle Chromosomenaberrationen

4.2.1 Konventionelle Chromosomenbandenanalyse

Die Chromosomenbandenanalyse erbrachte bei allen Zelllinien komplex veranderte
Chromosomensatze. Der Ploidiegrad der Zelllinien reichte von hypodiploid bis

hyperhexaploid. Die Ploidiegrade aller Zelllinien sind in Tabelle 4.2 aufgefuhrt.

Tabelle 4.2: Ploidiegrade der Zelllinien nach G-Bandenanalyse.

Zelllinie Ploidiegrad
143b 3n-
HAL 4n-
HOS 2n+
KPD 2n-
MG63 3n-
MHM 3n+

MNNG-HOS 3n-
MOS 2n+
OHS 3n+
0Ss09 3n-
0s10 3n-
0s14 3n+
0Ss15 6n+
0S18 6n-
OSA 2n-
OST 3n-

SA0S2 3n+
SARG 4n-
TPXM 4n+

U-20S 3n+
ZK-58 2n+
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Die Karyotypisierung anhand des G-Bandenmusters war auf Grund der zahlreichen
und komplexen Rearrangements meist nur eingeschrankt moglich. Deswegen wurde
ein kombinierter G-Banden- und SKY-Karyotyp erstellt (siehe 4.2.2). In Abbildung
4.15 wird anhand eines Karyogramms der Zelllinie OSA einer weniger komplexer
Karyotyp vorgestellt und in Abbildung 4.16 eine Metaphase der Zelllinie TPXM, die
einen hypertetraploiden Chromosomensatz aufweist und sich durch zahlreiche
komplexe Rearrangements auszeichnet. Hier zeigte sich, dass die Methode der G-

Banderung nicht ausreicht, um einen Karyotyp zu erstellen.
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Abbildung 4.15: Karyogramm der Zelllinie OSA mit komplexen Chromosomenumbauten in einem
hypodiploiden Chromosomensatz. Karyotyp: 44,XY,der(5)(15qter->15q913::5p13->5qter),
der(4;7)(4qter->4p11::7p22->7qter),+der(8)(5pter->5p15::8p11->8q13::5915->5q35::17921-
>17qter),dic(9;14)(p11;p11),der(11)t(5;11)(922;913),-15,der(22)(:1p22->1p11::22p13->22qter),+mar.
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Abbildung 4.16: Metaphase der Zelllinie TPXM mit hypertetraploidem Chromosomensatz und
komplexen strukturellen Chromosomenveranderungen.

4.2.2 Vielfarbige Karyotypisierung

Die kombinierte G-Banden- und SKY-Analyse zeigte in allen Zelllinien komplexe
numerische und strukturelle Veranderungen. Die Karyotypen der 14 analysierten
Zelllinien befinden sich in Tabelle 4.3. Abbildung 4.17 zeigt ein typisches SKY-
Karyogramm der Zelllinie OSA, welche einige strukturelle, jedoch wenige numerische

Aberrationen verfugt.
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Abbildung 4.17: Kombiniertes DAPI-Banden- und SKY-Karyogramm der Zelllinie OSA, links aul3en
die Darstellung der Chromosomen in Spektralfarben, in der Mitte die Darstellung der Chromosomen in
DAPI-Banderung und rechts die Darstellung der Chromosomen in Pseudofarben.
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In Abbildung 4.18 wird ein charakteristisches Karyogramm der Zelllinie TPXM mit

einer Vielzahl von strukturellen und numerischen Veranderungen vorgestellt.
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Abbildung 4.18: Kombiniertes DAPI-Banden- und SKY-Karyogramm der Zelllinie TPXM, links die

Darstellung der Chromosomen in DAPI-Banderung und rechts die Darstellung der Chromosomen in
Pseudofarben. Mit Ausnahme des Chromosoms 19 sind alle Ubrigen Chromosomen in strukturelle

und/oder numerische Veranderungen involviert.
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Tabelle 4.3: Karyotypen von 14 OS-Zelllinien nach kombinierter G-Banden- und SKY-Analyse. *=Tochterzelllinie der Zelllinie HOS.

Zelllinie

Karyotyp

HOS

KPD

MG63

MHM

MNNG-
HOS*

50,X,-X,der(1)t(1;6)(q32;p23),der(1)(6pter->6p11::1p13->1q11::7p11->7pter),der(2)(17qter->17q11::2p25-
>2q14:),del(2)(p11),+2,der(4;6)(q10;q10),+del(5)(q15),-
6,der(7)t(1;7)(923;934),der(7)t(7;15)(q34;923),dic(9;20)(q11;911),+9,der(9)t(5;9)(933;922),der(11;20)(20pter->20p11::11p14->11911::20p11-
>20qter),+11,der(12)t(12;14)(q24;911),der(14)(14qter->14q22::14q13->14p11::14q22->14924::18g21->18qter),+15,der(17;18)(17pter-
>17910::18910->18q21:),der(21)t(11;21)(q13;p11)

40-43,XY,der(1;6)(p10;910),der(1;19)(p11;911),del(2)(p21),-3,del(4)(q12933),der(4)(:4p14->4q23::10921->10qter),der(15;21)(21qter-
>21p11::15p11->15qter::4q13->4q32::7p13->7pter),der(6;9)(q10;q10),der(7;20)(20pter->20p10::7910-
>7q22:),der(8)t(6;8)(921;p12),del(9)(921),der(10)(10pter->10q22::6q13->6921::7q32->7qter),del(10)(q11),der(11)t(10;11)(p13;p15),der(12)(12pter-
>12p13::5911->5913::12p13->12qter),der(12)t(12;22)(q13;912),del(15)(q21),der(16)t(16;18)(p13.3;p11.3),del(17)(p11),der(17)(6qter->6q23::17p11-
>17925::17p11->17pter),der(20)(1qter->1932::7p21->7p14::20p11->20qter),+der(20)t(4;20)(q31;p11),der(22)t(Y;22)(q12;p11)

58,X,der(M)t(Y;12)(p11;p11),+1,dic(1;12)(p11;p12),der(3)t(3;21)(q13;911),der(4)t(3;4)(p12;p14),-4,-6,dic(7;20)(p10;p10),-8,der(8;9)(8pter-
>8q24::9p24->9q13::13q13->13qter)x2,der(9)(:9p12->9922::3p25->3pter),-10,der(11)t(5;11)(q31;923),-12,der(12)t(12;13)(p13;q14),-13,-
14,der(15)t(15;17)(p11;921),-17,-18,der(17)(17qter->17921::17q11->17p13::17q11->17q21::9p13->9pter),der(17)(17pter->17911::8q13->8qter),-
18,-19,der(20)(20qgter->20p11::8q11->8913::6q13->6qter),hsr(21)(q22),+mar

74-
82,XX,t(1;19)(p22;p13),1(1;3)(p22;929),der(1)t(1;19)(p22;p13),i(2)(q10),der(3)t(3;8)(q13;p11),der(4)t(4;11)(921;921)x2,del(4)(927),inv(5)(q31p15),
der(8)t(8;10)(q11;922),dic(9;22)(p11;p11),der(10)t(2;10)(p13;p12),der(11)t(4;11)(q22;921)x3,der(10;12)(10pter->10911::12p13->12924::3p25-
>3pter),der(12;21)(12pter->12q11::21p11->21922::12q11->12qter),der(14)(6pter->6p11::14p11->14q11::16922-
>16qter),+der(14)t(1;14)(q12;923),del(16)(p11)x2,+16,+der(1;18)(q10;p10),+der(19)(17qter->17921::19913->19p13::1p22->1pter),+19,+20,+21,+22

64-72,X,-X,-X,del(1)(g32)x2,der(1)(1pter->1q32::6p21->6pter)x2,+2,der(2)(::2p13->2q33::17921->17qter),der(5)(::5p13->5q11::2p11-
>2pter),+6,der(5pter->5p11::1p11->1923::6q11-
>6pter),der(6;14)(q10;910)x2,dic(6;22)(p11;p13),der(7)t(7;15)(g34;924),der(7)t(1;7)(q32;q35),der(::1932->1925::7q11->7p11::22q11-
>22pter),i(8)(q10),der(9qter->9p11::9p11->9qter),der(9pter->99q11::9q11->p22::5q33->5qter),-11,der(12)t(12;14)(q24;922),-
14,i(15)(q10),+16,der(16)(7pter->7p14::16q12->16p12::2p11->2pter),del(17)(q21),der(17)t(10;17)(q22;p13),-18,der(20)(18qter->18921::20p13-
>20q13::Xq13->Xqter)der(::20p11->20913::20913->20p11::),+20,der(21)t(5;21)(q11;p13),-21,der(22)t(2;22)(q11;911),der(22)t(8;22)(q11;911),+22
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Zelllinie

Karyotyp

MOS

OHS

0S09
0810

0S18

OSA

OSsT

52-60,X,-X,i(1)(p10),der(1)t(1;5)(925;q13),der(X;2)(9pter->9p22::Xp22->Xp10::2q10->2qter),der(3)(10qter->10q24::3p23->3q21::17921-
>17qter),der(4)t(4;14)(q21;913),dic(4;11)(927;913),der(5)(:5p11->5q11::Xq13-
>Xgqter),+5x2,del(5)(q11),+der(5;8)(p10;p10),+dic(5;16)(q11;922),+6x2,del(6)(q15),der(6)(6pter->6q13::10q11->10921::3p21->3pter),-
7,i(8)(q10),der(9)(1qter->19q42::9p23->9q22:),der(9)(1qter->19q42::9p23->9q12:),+der(9)(9pter->99q11::10p13->10p11::7q22-
>7qter),+10,der(10)t(3;10)(p23;924)x2,der(15)(7qter->7q11::6q23->6q11::15p11->15qter),+11,+12,-
13,add(14)(p13),+15,der(17)t(4;17)(p16;925)x2,der(18;19)(q10;p10),der(19)t(3;19)(p23;p13),+der(19)(19pter->19911::15q11->15924::3925-
>3q27::15q924->15qter),add(20)(q11),-21,-22

69-76,X,der(X)(3pter->3p23::2p25->2p11::Xp22->Xqter)x2,del(1)(q11),der(1)(1pter->1p10::4910->4q31::1910->1q21::11p13->11pter),-
3,der(4;15)(4pter->4q31::15p11->15qter),del(4)(q33),-5,der(5)t(5;13)(q31;914),dup(6)(p12p25),+dup(6)(p12p25),der(6;10)(6pter->6q11::1q12-
>1922::10q11-
>10pter)x2,der(7)t(7;16)(q11;q13),der(7)t(1;7)(p34;p11),+7,+7,+7,+der(1;8)(p10;q10),+idic(8)(p23),+del(8)(q11),dic(8;17)(q11;p11)x3,del(9)(922),+d
er(10)t(10;20)(p15;p11)x3,+der(10)(10pter->10q22::3p14->3p23::17921->17qter),der(11)(11pter->11925::6q15->6q26::15q15-
>15qter)x3,der(12)t(3;12)(q23;p11),-13,der(14)(3pter->3p23::14932->14922::14p13->14922::14q32->14qter),der(15)(15qter->15q24::15922::15p13-
>15qter),-15,+19,+21,-22x3

n.a.
55-65,der(X)(Xpter->Xp22.3::Xp21->Xq26::Xq22->Xq26::22q11->22913::17p13->17921::21921->21q22::Xq26->Xqter),der(X;6)(6pter->6q23:: Xp11-
>Xq22::2q33->2qter),-Y,der(1)t(1;5)(p11;p11),der(1)(1pter->1921::11q23->11924::11923->11924::39q21->3925::7p13->7pter),+1,der(2)(2pter-
>2q33::6p21->6p12::3p11->3pter),del(2)(q23933),der(3)t(3;11)(q26;p11),der(3)(5pter->5p13::3p11->3911::11912->11qter),der(3)(3p11-
>3q11::11912->11qter),-4,-5,del(5)(p11),+6,der(7)ins(7;1)(p15;p31p34),-8,der(9)t(9;18)(p10;910),der(9)(9pter->9q13::8q12->8921::17p11-
>17q23::9932->9qter),der(10)t(10;17)(p11;p11),i(11)(q10),der(11)t(11;17)(p15;p11),t(13;13)(q14;p13),der(13)(5pter->5p14::13p11-
>13q31),+der(13)(13931->13921::13p13->13qg21),+der(13)(13931->13921::13p13->13921::11923->11qter),der(17)t(4;17)(p10;910),-
18,der(18)(18pter->18q21::15922->15qter),der(19)(19pter->19q13::17q12->17q23::22q12->22qter),der(20)(20pter->20913::5q31-
>5qter)x2,der(20)(20pter->20q11::9p11->9pter),+20,-22,-22

132,XXXYYY,+X,+Y,+1,-2,der(3;6)(q10;p10)x3,der(7;11)(11pter->11p13::7p15->7q22::11p13->11qter)x4, +7x2,der(8;15)(q10;q10)x3, -
9x2,der(10;22)(q10;q10)x2,-10x2,+11x2,-13x2,-14x2,der(15;22)(q10;q10)x2,-15,der(16)t(2;16)(q35:924)x2, +16,der(18;20)(q10;q10),-18,-
19x2,+20x2,+21x1

44 XY,der(5)(15qter->15q13::5p13->5qter),der(4;7)(4qter->4p11::7p22->7qter),+der(8)(5pter->5p15::8p11->8q13::5915->5q35::17921-
>17qter),dic(9;14)(p11;p11),der(11)t(5;11)(922;913),-15,der(22)(:1p22->1p11::22p13->22qter),+mar

62,XX,der(X)(Xpter->Xq22::5915->5q921:),der(1)t(1;9)(q11;q11),der(1)(3pter->3p21::1p32->1942::6p21->6pter)x2,del(2)(933),-3,-3,der(4) (4 pter-
>4p11::4p14->49q31::18921->18qter),-4,i(5)(p10)x2,+5,del(6)(p21),-6,der(6)t(6;7)(p25;p21),+7,der(7)(:7p12->7q11.2::6923->6qter),der(7)(13qter-
>13q922::11q14->11q12::7p11->7q11.2::6921->6qter),dic(8;9)(q11;911),del(9)(g22),der(10)t(3;10)(p13;p11),der(11)(9qter->9q34::11p15-
>11p11::11p15->11923::1p34->1pter),-13,del(13)(q22),del(18)(q21),-18,der(19)t(1;19)(q42;p13),-22
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Zelllinie  Karyotyp

TPXM 94-112,XX,-Y,+der(X)(Yqter->Yp11::2911->2q23::Xp22->Xqter),i(1)(q10),+der(1)(1pter->1911::4q11->4927::Yp11->Yq12::11p13-
>11pter),der(1;8)(p10;910)x2,+i(2)(q10),der(2)t(2;3)(p11;q11),der(3)(3pter->3q12::8p12-
>8pter),der(4)t(4;11)(q35;p11)x2,del(4)(q25)x2,del(5)(q21931)x2,der(5)t(5;13)(q31;914)x2,der(6)t(6;14)(p22;924)x2,+7,+der(7)t(7;16)(q22;q12)x2,-
8,+i(8)(q10)x2,+der(8)(8pter->8q11::3q11->3q21::Xp22.1->Xpter),+i(9)(p10)x2,+der(9)t(3;9)(p21;911),der(10)t(X;10)(p22.1;p13)x4,+der(10)(10pter-
>10922::Yp11->YQq12::17q22->qter)x2,-11,der(11)(11pter->11924::6q13->6921::15q15->15qter)x3,+inv(11)(p11924)x2,der(12)(2pter->2p23::3925-
>3q927::12p11->12qter)x2,der(12)t(12;17)(g24;911),-13,+14,-15x4-
17x2,dic(2;17)(q11;p11),dic(8;17)(g11;p11),der(18)t(1;18)(q25;p11),+21x2,der(22)(6pter->6p11::11924->11q13::22p11-
>22qter)x2,dic(20;22)(q13.3;p13)

U-20S  75-
80,der(X)t(X;22)(g28;q11),del(X)(q13),der(Y)ins(Y;8)(p11;q11924),der(1)t(1;5)(p35;921),der(1;18)(q10;p10),del(2)(p15),der(2)del(2)(q11)del(2)(p13)
,+2,del(3)(p21),der(4)t(4;4)(p11;935),der(4;22)(q10;910),der(5)t(5;19)(q22;911),+i(5)(p10),r(5)(p12;q13)x2,der(6)del(6)(p11)dup(6)(q21q27),der(6;10
)(p10;p10),der(6)t(6;15)(q21;913),+6,der(7)t(7;12)(q34;p11),der(7)(7qter->7q34::7p22->7q36::14p12-
>14q22::14932),del(7)(p11),+der(7)del(7)(p11)del(7)(q31),dup(8)(q23g24),inv(8)(p11q24),del(8)(q22),der(9;16)(q10;q10),der(9)t(9;5)(p21;p13)del(9)
(913932),der(9)(5;9)(933;922),del(10)(q11)x2,del(11)(q13q24),der(11)t(5;11)(q31;p15),dup(11)(q24913),del(12)(p11),der(12)del(12)(p11)del(12)(q1
5),der(12)ins(12;8)(p11;911921),+der(12;17)(p10;910),-
13,1(13;19)(p11;p11),del(14)(q22q32),der(15)t(11;15)(q23;926),dic(15;19)(g26;911),der(15)t(2;15)(p11;p13),t(17;17)(p11;q11),der(18)(18qter-
>18923::18q11->18p11::18q11->18q23::18911->18qter),r(18)(p11.3911),+r(18)(p11.3911)x2,-
19,dup(20)(g12q13),+del(20)(p11),der(21)t(1;21)(g21;p11),der(22)t(3;22)(g25;q13),+der(22)(1922->1p11::22p11->22qter),der(22)t(10;22)(q22;q11)

ZK-58 53,Y,der(X)t(X;9)(p22.3;p11),+der(1)t(1;14)(q12;q11),der(1)(1pter->1p34::14q32->14911::1p22->1q32:),der(1;19)(1qter->1p11::19911-

>19pter),del(2)(q31),der(2)(Yqter->Yq11::1p34->1p22::2p23->2qter),der(3)t(3;8)(q12;912),-3,del(4)(q21931),der(5;5)(:5p11->5q13::5q13-
>5p11:),der(6)del(6)(p22p12)del(6)(q11),del(7)(q11),dic(8;22)(p11;p11),der(8)t(6;8)(p23;911),+der(9)t(8;9)(q11;q11),der(9)(:5p14->5p11::9p11-
>q13::8q13->8qter),der(9;20)(20pter->20q11::1p11->1p36::9913-
>9pter),+der(11)dup(11)(q23925)del(11)(p11),del(11)(q11),del(12)(p12),der(12;22)(pter->q22::22p13->22q13::3q11->3qter),der(13)(13pter-
>13921::13912->13q921::13934->qter),del(13)(q12914),-14,der(11;17)(7gter->7911::11p15->11911::17925->17p13::3925-
>3qter),+der(11;17)(:11p15->11q11::17925->17p13::3925->3qter),der(18)(11qter->11913::18p11->18qter),der(18)(18pter->18p11.1::18p11.3-
>18q11:),+der(19)t(7;19)(q11;q13.1),der(19)t(8;19)(p11;911),+del(19)(q11),+del(20)(q11),del(20)(p11),-21
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4.2.3 'CyDAS'-Analyse der SKY-Karyotypen

Die Analyse mittels dem Programm 'CyDAS' konnte die Verteilung der Zugewinne
und Verluste aufdecken. Des Weiteren half die Erstellung von Idiogrammen bei der
Uberpriifung der Karyotypen. In Abbildung 4.19 wird das Idiogramm der Zelllinie OSA
mit nahezu diploiden Chromosomensatz und Uberschaubaren Aberrationen, wie
Verluste von  kompletten  Chromosomen, Translokationen mit einem
Translokationspartner oder Insertionen vorgestellt. Abbildung 4.20 zeigt, dass
besonders bei komplexaberranten Karyotypen, wie bei der Zelllinie ZK-58 durch das
Idiogramm ein besserer Uberblick Uber die Verdnderungen gewonnen werden
konnte. Nahezu jedes Chromosom, mit Ausnahme der Chromosomen 10, 15 und 16
war in Aberrationen involviert. Bei diesen Veranderungen handelte es sich um diffizile

Translokationen mit zwei oder mehr Translokationspartnern.

- Abbildung 4.19:
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Abbildung 4.20:
Idiogramm der Zelllinie ZK-
58 bezogen auf eine
Auflésung von 400 Banden
pro haploidem Satz, die
aberranten Chromosomen
sind durch eine Raute (#)

gekennzeichnet.

Bei der Analyse der Zelllinien auf Zugewinne und Verluste von chromosomalem

Material zeigte sich, dass nahezu alle Chromosomenregionen Zugewinne und

Verluste aufwiesen. Die Verluste von chromosomalem Material Gberwogen mit einer

Gesamtzahl von 2000 denen der Zugewinne mit einer Anzahl von 1536 bei einer

Auflésung von 368 bphs. Abbildung 4.21 zeigt die graphische Darstellung der

Zugewinne und Verluste mit einer Auflosung von 400 bphs, welche durch die

Balkenhohe einen vereinfachte Auswertung der

ermdglichte.

Haufigkeit der Ereignisse
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1
16

Abbildung 4.21: Verteilung der Netto-Zugewinne und -Verluste chromosomalen Materials der
Zelllinien auf Basis des kombinierten SKY- und G-Bandenkaryotyps, bezogen auf eine Auflésung von
400 bphs. Die Zugewinne sind in grin dargestellt und die Verluste in rot. Die Hohe der Balken zeigt

die Haufigkeit der Ereignisse an.

Bei der Analyse der Zugewinne fiel auf, dass besonders Bereiche der kurzen Arme
der Chromosomen 3, 5, 6, 7, 9 und 11 und Bereiche der langen Arme der
Chromosomen 1, 6, 7, 8, 11 und 15 an chromosomalem Material zugewonnen
hatten. Von Verlusten waren hauptsachlich Regionen der kurzen Arme der
Chromosomen 4, 9, 10, 15, 17, 18 und 22 und Bereiche der langen Arme der
Chromosomen 1, 4, 5, 9, 11, 18 und 19 betroffen (Tabelle 4.4).
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se

Tabelle 4.4: Auflistung der Anzahl der am haufigsten von Zugewinnen oder Verlusten betroffenen

Chromosomenbanden.
Chromosomenbanden Anzahl Zugewinne Chromosomenbanden Anzahl Verluste
11923 14 22p13 18
11914 12 15p13, 22p12 17
3p25, 11p13, 11921922,
11924 11 9g22q32 16
3p26, 3p23, 5p10,
6p21p12, 7p14, 7910911, 9qg33, 15p12p11,
9p22, 11p14, 11p11, 10 22p11, 15
11913
9q34 14
3p24, 5p15p14, 5p11, 4935 13
6921, 7p13, 7921, 8q13, 9
9p21p11, 11p12, 11925
1502425, 17923 4q33, 10p15, 15910 12
5p13, 6p23, 613916,
7p21p15, 7p12p10, 7922,
8q21, 9p24p23, 9p10, 8 4q34, 9921, 15p10, 11

11p15, 11912, 15922423,
15026, 17922

22p10

Die Analyse der Verteilung der Bruchpunkte zeigte, dass die Bruche zwar Uber das

gesamte Genom verteilt sind, es in manchen Regionen aber gehauft zu Brichen

kam. Insgesamt konnten 650 Bruchereignisse bei einer Auflosung von 368 bphs

detektiert werden. Die Verteilung der Bruchpunkte in der graphischen Darstellung

wird in Abbildung 4.22 gezeigt.
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Abbildung 4.22: Verteilung Bruchpunkte der
Zelllinien auf Basis des kombinierten SKY- und G-
Bandenkaryotyps, bezogen auf eine Auflésung von
400 bphs. Die Hohe der blauen Balken zeigt die
Haufigkeit der Ereignisse an.

Bei der Analyse der Bruchereignisse in den Zelllinien zeigte sich, dass es haufig in
den Centromeren oder in Centromernahe zu Brichen kam. In den telomernahen
Regionen Xp22 und 11p15 kam es auch gehauft zu Bruchereignissen. Aulderhalb
dieser Regionen waren besonders die Banden 3qg25, 5q31, 6921, 9922, 10922,
11913, 11923, 11924, 13914 und 17921 betroffen (Tabelle 4.5).

Tabelle 4.5: Auflistung der haufigsten Bruchereignisse. Briiche im Centromer, oder in Centromernahe
sind fett dargestellt. Briiche in Telomernahe sind in kursiv dargestellt.

Chromosomenbande Anzahl Briiche
8q11 9
1p10, 8910, 19911 8

Xp22, 1p11, 5931, 11913, 17p11, 17q21,

18p11, 20p11 7
1910, 6921, 7q11, 9911, 9922, 12p11, 18910 6
325, 4910, 8p11, 9p11, 10q11, 10g22, 11p15, 5

11p11, 11923, 1124, 13914, 20911, 22p11
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Insgesamt zeigten die SKY-Analysen die genetische Heterogenitat der Tumoren.
Rekurrente und/oder balancierte Translokationen konnten nicht detektiert werden.
Dicentrische Chromosomen und komplexe Chromosomen die aus mehr als zwei
Translokationspartnern bestanden lagen haufig vor. Nahezu alle
Chromosomenregionen waren von Briuchen betroffen und die Briche lagen

hauptsachlich in den Centromeren oder in Centromernahe vor.

4.3 Spezifische Chromosomenaberrationen

4.3.1 Ausschluss von EWSR1-Translokationen mittels FISH

Die Ergebnisse der FISH-Analysen, sowie der aCGH-Analysen fur das Gen EWSR1
kénnen der Tabelle 4.6 entnommen werden. 16 Zelllinien zeigten ein abweichendes
Signalmuster mit zusatzlichen Signalen bei der FISH-Analyse. In den acht Zelllinien
143b, HAL, MG63, MNNG-HOS, OHS, OS09, OS14 und OS15 war dies auf eine
ganzzahlige Vermehrung des Chromosomensatzes zurlckzufuhren. Bei den
Zelllinien MHM, MOS, 0S10, 0OS18, SARG, TPXM und U2-OS korrelierte die
Signalvermehrung mit der Kopienzahlvermehrung des Gens in der aCGH-Analyse.
Der durch die aCGH-Analyse ermittelte Kopienzahlverlust von EWSR1 bei den
Zelllinien KPD, OS15 und OST konnte ebenfalls bei der FISH beobachtet werden.
Die Zelllinie OS15 zeigte bei der FISH ein gemischtes Ergebnis (71% Zellen 6
Signale, 29% Zellen 2 Signale), das entweder mit dem Ergebnis der aCGH oder dem
Ploidiegrad der Zelllinie zu vereinbaren war. Es konnten bei 15 Zelllinien
Rearrangements des kompletten Gens, ein Bruch im Gen EWSR1 mit
Rearrangements der 5'- und 3'-Anteile jedoch nur bei der Zelllinie OS10 beobachtet
werden, somit war nur hier die Vorrausetzung fir die Fusion mit einem anderen Gen

gegeben.

Tabelle 4.6: Ergebnisse der EWSR1-FISH-Analysen und der aCGH-Analysen fir das Gen EWSRT,

u=unauffallig, +=Zugewinn, -=Verlust, prox.=proximal, dist.=distal.

Zelllinie aCGH Signale EWSR1 Rearrangement

143b u 3 ja
HAL u 3-4 ja

HOS u 2 nein
KPD - 1 ja

MG63 u 3-4 nein
MHM + 4 ja
MNNG-HOS u 3 ja
MOS + 4-5 ja
OHS u 3 ja
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Zelllinie aCGH Signale EWSR1 Rearrangement
0Ss09 u 3 ja
0S10 u/+ 3 prox./6 dist. ja
0S14 u 3-4 nein
0Ss15 - 2/6 ja
0Ss18 -/+ 5-7 ja
OSA u 2 ja
OST - 2 nein

SAOS2 u 2 nein
SARG + 3-7 ja
TPXM + 5 ja
U-20S + 4 ja
ZK-58 u 2 ja

Abbildung 4.23 zeigt die komplexe Umverteilung der Sonde 'EWSR1 break probe’,
mit einer Signalkolokalisation lediglich auf einem Chromosom 22 und einer Aufteilung
der Signale, sowie einer Vermehrung des distalen Anteils der Sonde auf den Ubrigen
Chromosomen. Der Abgleich mit den aCGH-Daten zeigte ebenfalls eine
Kopienzahlvermehrung mit einem logyratio von 0,46 fur 3'-EWSR1 und fur 5'-EWSR1

eine ausgeglichene Kopienzahl mit einem normalen logyratio.

- - l‘
. a ‘ L 4
-
-
l ' o ™ »
Abbildung 4.23: a) Metaphase der Zelllinie OS10 nach Hybridisierung mit der Sonde 'EWSR1 break

probe' (5'-EWSR1=rot, 3'-EWSR1=grin) Es liegt ein kolokalisiertes Signal auf Chromosom 22 vor, die

Sonde fiir den proximalen Bereich liegt auf zwei Chromosomen einzeln vor und die Sonde flr den

e . b

distalen Bereich auf drei Chromosomen mit einer Vermehrung der Kopienzahl auf einem derivativem
Chromosom vor. b) Metaphase der Zelllinie OS10 nach Hybridisierung mit den Sonden RP11-612D3
(22912.2, grin) und RP11-39201 (17921.31, rot). Die Gene EWSR1 und ETV4/E1AF liegen auf dem

derivativen Chromosom 19 kolokalisiert vor.

Der Bruchpunkt lag zwischen den Oligonukleotidproben A_14 P115003 (28.013.110-
28.013.168) und A_14 P119490 (28.022.210-28.022.266). Die SKY-Analyse zeigte
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eine Umlagerung der Region 22q12 auf das derivative Chromosom 19
(der(19)(19pter->19q13::17912->17923::22912->22qter)). Die FISH-Analyse mit den
BAC-Sonden RP11-39201 (E1AF, 17921.31) und RP11-612D3 (EWSR1, 22q12.2)
konnte eine Kolokalisation der Gene EWSR1 und E1AF/ETV4 auf dem derivativem
Chromosom 19 aufdecken. Eine Reverse Transkriptase-PCR-Analyse zum Nachweis
eines ETV4/E1AF-EWSR1-Fusionstranskriptes, die am Institut fur Pathologie
durchgefihrt wurde, konnte allerdings keine Fusion der Gene nachweisen.

Bei den Ubrigen Zelllinien konnten fur die 'EWSR1 break probe'-Sonde heterozygote
Deletionen, Duplikationen, aber auch komplexe Umverteilungen des kompletten
EWSR1-Gens beobachtet werden (Abbildung 4.24).
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Abbildung 4.24: Metaphasen der Zelllinien KPD, OSA, U-20S und TPXM nach Hybridisierung mit der
Sonde 'EWSR1 break probe'. a) Die Zelllinie KPD weist nur eine Kopie des Gens auf. b) Bei der
Zelllinie OSA liegen 2 Kopien des EWSR1-Gens vor. c) Die Zelllinie U-20S weist 4 Kopien des Gens
auf. d) Die Zelllinie TPXM hat insgesamt 5 Kopien des Gens, wobei sich 2 Kopien auf demselben

Chromosom 22 befinden.
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Insgesamt zeigten die Analysen, dass bei den in dieser Arbeit benutzten Zelllinien
keine spezifischen EWSR71-Translokationen mit Genfusionen detektiert werden

konnten.

4.4 Rekurrente chromosomale Bruchpunkte

Bereits die SKY-Analyse und anschlieRende Datenaufarbeitung mit dem Programm
'CyDAS' zeigte eine hohe Rate an Bruchereignissen von 650 detektierten Brichen,
bei der Analyse der aCGH-Ergebnisse wurden zusatzlich besonders viele kleine
Aberrationen aufgedeckt. Insgesamt konnten bei der Bruchpunktanalyse der aCGH-
Ergebnisse 4266 Briche bei 19 Zelllinien beobachtet werden (Tabelle 4.7). Von allen
Zelllinien war die Zelllinie MG63 am haufigsten mit einer Anzahl von 326
Chromosomenbruchen betroffen und die Zelllinie OS18 mit einer Anzahl von 72
Bruchereignissen am geringsten. Das Chromosom 8 war mit 340 Briuchen am
haufigsten in Bruchereignisse involviert und das Chromosom 22 war mit einer Anzahl
von 74 Brichen am geringsten betroffen. Bei der Analyse auf
Chromosomenarmebene zeigte sich eine gehaufte Verteilung der Briche auf die
langen Arme der Chromosomen, lediglich bei den Chromosomen 6, 9 und 16
uberwog die Anzahl der Bruche auf den kurzen Armen. Die kurzen Arme der
akrozentrischen Chromosomen 13, 14, 15, 21 und 22 koénnen mittels 44k-
Oligonukleotidarray nicht aufgelost werden und wurden deshalb bei der Analyse nicht
bertcksichtigt. Der am haufigsten von Bruchen betroffene Chromosomenarm war mit
einer Anzahl von 281 Bruchereignissen der lange Arm von Chromosom 8. Die
geringste Anzahl von chromosomalen Brlchen ereignete sich mit einer Anzahl von
31 Brichen auf dem kurzen Arm des Chromosoms 10. Die statistische Analyse der
Bruchpunkte zeigte einen signifikanten Unterschied zwischen beobachteten und
erwarteten Werten vor allen bei den Chromosomen der Gruppen D-G (Tabelle 4.8).
Bei einer zufalligen Verteilung der Bruchereignisse wurde man eine Verteilung der
Briche nach prozentualem Grof3enanteil des Chromosoms am Genom erwarten. Es
zeigte sich aber, dass die kleineren Chromosomen deutlich mehr Bruche aufwiesen
als erwartet.
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Tabelle 4.7: Bruchereignisse bei den OS-Zelllinien nach aCGH-Analyse aufgelistet nach Zelllinie und Chromosom. Insgesamt konnten 4266 Briche detektiert
werden. Die Zelllinie MG63 zeigte mit einer Anzahl von 326 Briichen die grofste Anzahl an Bruchereignissen und die Zelllinie OS18 mit einer Anzahl von 72
Briichen die geringste Anzahl an Bruchereignissen. Das Chromosom 8 war mit einer Anzahl von 340 Briichen am haufigsten betroffen und das Chromosom 22

mit einer Anzahl von 74 Briichen am geringsten.

Zelllinie 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 Summe
HAL 6 2 14 18 4 14 16 10 10 8 4 42 10 18 6 4 12 6 20 4 10 2 240
HOS 8 8 2 4 6 4 16 2 6 0 30 4 0 6 0 6 11 4 8 8 2 0 135
KPD 2 2 8 23 6 38 20 0 20 16 4 34 4 2 6 10 12 0 10 8 2 8 235
MG63 6 5 2 31 2 38 24 46 25 20 14 14 6 8 12 27 8 8 18 8 2 2 326
MHM 14 4 4 8 12 2 6 5 4 4 36 50 0 22 2 12 10 2 16 4 2 2 221
MOS 28 20 30 4 6 14 8 25 8 5 4 4 6 2 36 12 8 2 10 4 8 6 250
OHS 26 20 4 0 4 24 12 26 2 13 8 2 20 12 3 2 40 0 4 5 12 8 275
0S09 6 20 2 2 6 20 18 8 51 2 22 2 20 12 2 10 22 4 2 2 4 0 237
0s10 10 40 2 2 18 6 24 18 12 2 2 0 24 0 14 0 26 8 8 8 2 4 230
0S14 14 4 12 14 15 6 2 14 10 10 8 8 6 2 2 4 10 4 4 8 4 0 161
0Ss15 8 18 14 22 2 14 18 19 6 10 10 14 8 72 2 6 18 13 6 18 10 2 310
0S18 4 4 0 4 2 4 8 0 4 0 14 2 0 2 0 2 8 4 4 4 2 0 72
OSA 15 0 4 14 24 0 16 8 2 2 24 24 36 0 2 0 8 0 4 0 0 0 183
OST 6 2 6 6 6 14 10 2 10 4 22 2 2 2 4 12 0 16 10 12 0 4 152

SAOS2 14 10 10 6 4 12 4 8 4 2 2 12 14 4 8 6 6 4 18 6 2 4 160

SARG 16 12 20 6 6 6 30 38 8 6 42 6 2 4 2 4 8 6 27 4 6 10 269

TPXM 20 14 14 6 4 16 12 38 6 14 12 4 16 16 24 10 32 10 6 7 12 2 295

U-20S 12 8 6 10 8 6 21 17 8 8 8 14 7 8 6 4 8 18 6 6 8 14 211
ZK-58 9 6 8 18 6 12 17 5 18 12 16 24 16 6 2 10 8 12 24 6 12 6 304

Summe 224 199 162 198 141 250 282 340 214 138 282 262 197 198 161 141 255 121 205 122 100 74 4266
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Tabelle 4.8: Auflistung der Bruchereignisse getrennt nach p- und g-Arm der 19 OS-Zelllinien nach
aCGH-Analyse. Es zeigte sich eine hohere Anzahl von Bruchereignissen auf den g-Armen der
Chromosomen, aul3er bei den Chromosomen 6, 9 und 16 bei denen mehr Briiche auf den p-Armen als
auf den g-Armen der Chromosomen beobachtet wurden. Des Weiteren wurde die Uberprift, ob die
beobachteten Briiche signifikant von den erwarteten Brichen abweichen. (*)= schwach signifikant
(p<0,1), *= signifikant (p<0,05), **= hoch signifikant (p<0,01), ***= hochst signifikant (p<0,001).

Chromosom Gruppe Beobachtet Erwartet p-Wert (korrigiert)
1p 86 190 1,000000
1q 138 188 1,000000
2p A 57 142 1,000000
2q 142 228 1,000000
3p 56 140 1,000000
3q 106 165 1,000000
4p 48 77 1,000000
4q B 150 215 1,000000
5p 52 73 1,000000
5q 89 203 1,000000
6p 148 92 0,000002***
6q 102 169 1,000000
7p 119 90 0,051193(*)
7q 163 152 1,000000
8p 59 69 1,000000
8q 281 154 0,000000***
9p 121 79 0,000221***
9q c 93 135 1,000000

10p 31 62 1,000000
10q 107 145 1,000000
11p 113 81 0,011245*
11q 169 124 0,002583**
12p 78 54 0,031910*
12q 184 148 0,051631(*)
13q 197 150 0,003759*
14q D 198 139 0,000039***
15q 161 127 0,051193(*)
16p 78 58 0,166165
169 63 77 1,000000
17p E 123 34 0,000000***
17q 132 86 0,000097***
18p 42 25 0,023138*
18q 79 92 1,000000
19p 80 43 0,000016***
199 F 125 54 0,000000***
20p 44 41 1,000000
20q 78 54 0,031665*
21q G 100 53 0,000000***
22q 74 58 0,457861
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Abbildung 4.25: Verteilung der absoluten Haufigkeiten von Bruchereignissen pro Chromosom. Die
Gesamtzahl der Bruchpunkte pro Chromosom ist in dunkelblau dargestellt und die Anzahl der

rekurrenten Briche in hellblau. Insgesamt konnten 1620 rekurrente Briiche detektiert werden.

Die Mehrzahl der Briiche war Uber die gesamten Chromosomen verteilt, es gab aber
auch einige Regionen die rekurrent von Brichen betroffen waren. Bei der Analyse
der Bruchpunkte zeigte sich mit einer Anzahl von 907 Bruchereignissen (22%) eine
Haufung der Briche im Centromer oder in Centromernahe (Chromosomenbanden
p12-p11 und q11-q12). Des Weiteren konnten bei Analyse der Bruchpunkte
innerhalb der 4266 Bruchereignisse 1620 (38%) rekurrente Briche identifiziert
werden (Abbildung 4.25).

4.5 Rekurrente Bruchpunkte in einzelnen Genen

Uber die Datenbankanalysen konnten von den 1620 rekurrenten Bruchpunkten, die
teilweise in Genen lagen und teilweise in genleeren Bereichen 57 Gene, die 168 der
Bruchereignisse ausmachten, auf Grund interessanter Funktionen ausgewanhlt

werden.
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Abbildung 4.26: Anteile der Funktionsgruppen, zu denen die in den rekurrenten Bruchpunktregionen
lokalisierten Gene zuzuordnen sind. Von den insgesamt 57 Genen sind die meisten bei der
Tumorgenese oder Progression involviert. Tumorsuppressorgene, sowie Gene die bei Proliferation,

Apoptose oder dem Aufbau des Mitoseapparates involviert sind waren ebenfalls haufig betroffen.

Die Gene konnten sich verschiedenen Kategorien (Abbildung 4.26) zuordnen lassen,
der grofdte Anteil der Gene ist in die Tumorgenese bzw. Progression involviert (25%).
Es wurden aber auch einige Gene gefunden, die als Tumorsuppressor fungieren
(16%), die bei Wachstum und Proliferation von Zellen, Knochenentwicklung oder
dem Aufbau des Centrosomen- bzw. Spindelapparates beteiligt sind (6%). Mit einem
Anteil von 9% konnten Gene gefunden werden, bei denen Aberrationen die
Metastasierung von Tumoren begunstigen. Eine Liste mit allen Genen, die rekurrent
von Bruchereignissen betroffen sind findet sich in Tabelle 4.9. Auf einzelne Gene

wird in der Diskussion genauer eingegangen.
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Tabelle 4.9: Auflistung der rekurrent von Briichen betroffenen Gene nach Chromosomenlokalisation.

Chromosom  Gensymbol Genname Anzahl Briiche Gruppe
2p25.1 GREB1 growth regulation by estrogen in breast cancer 1 3 Wachstum und Proliferation
2q14.2 CLASP1 cytoplasmic linker associated protein 1 4 Centrosomen/Spindel
2934 ERBB4 v-erb-a erythroblastic leukemia viral oncogene homolog 4 3 Tumorgenese/Tumorprogression
3p14.2 FHIT fragile histidine triad gene 2 Fragile Site
3913.31 LSAMP limbic system-associated membrane protein 2 Tumorsuppressor
4q35.2 FRG1 FSHD region gene 1 7 Transkription
5p15.2 ANKH ankylosis, progressive homolog 2 Knochenentwicklung
5921.3 EFNAS ephrin-A5 2 Tumorgenese/Tumorprogression
5934 ODZz2 odz, odd Oz/ten-m homolog 2 4 Tumorgenese/Tumorprogression
6p21.2 GLO1 glyoxalase | 2 Stressantwort
6p21.31 SCUBE3 signal peptide, CUB domain, EGF-like 3 2 Knochenentwicklung
6p25.3 IRF4 interferon regulatory factor 4 6 Tumorgenese/Tumorprogression
6927 PCD2 programmed cell death 2 5 Apoptose
7p14.3 BBS9 Bardet-Bied| syndrome 9 4 Knochenentwicklung
7921.3 LMTK2 lemur tyrosine kinase 2 3 Wachstum und Proliferation
8p21.3 TNFRSF10B tumor necrosis factor receptor superfamily, member 10b 2 Tumorgenese/Tumorprogression
8p22 PSD3 pleckstrin and Sec7 domain containing 3 2 Metastasierung
8p23.2 CSMD1 CUB and Sushi multiple domains 1 6 Metastasierung
8q913.2 CSPP1 centrosome and spindle pole associated protein 1 3 Centrosomen/Spindel
8924.11 RAD21 RAD21 homolog 2 Centrosomen/Spindel
9p21.3 MTAP methylthioadenosine phosphorylase 4 Tumorgenese/Tumorprogression
9p23 PTPRD protein tyrosine phosphatase, receptor type, D 6 Wachstum und Proliferation
9933.1 PAPPA pregnancy-associated plasma protein A, pappalysin 1 2 Knochenentwicklung
10911.21 CXCL12 chemokine (C-X-C motif) ligand 12 (stromal cell-derived factor 1) 2 Metastasierung
10923.1 NRG3 neuregulin 3 3 Tumorgenese/Tumorprogression
11p13 wr1 Wilms tumor 1 2 Tumorsuppressor
11p15.4 PHLDA2 pleckstrin homology-like domain, family A, member 2 7 Tumorsuppressor
11p15.4 NAP1L4 nucleosome assembly protein 1-like 4 2 Tumorsuppressor



06

Ergebnisse

Chromosom  Gensymbol Genname Anzahl Briliche Gruppe
119121 AGTRL1 apelin receptor 2 Angiogenese
11922.2 BIRC2 baculoviral IAP repeat-containing 2 2 Angiogenese
11923.2 CADM1 cell adhesion molecule 1 3 Tumorsuppressor
12p11.21 PKP2 plakophilin 2 2 Tumorgenese/Tumorprogression
12923.1 NEDD1 neural precursor cell expressed, developmentally down-regulated 1 2 Centrosomen/Spindel
13912.11 CRYL1 crystallin, lambda 1 3 Tumorgenese/Tumorprogression
13914.2 RB1 retinoblastoma 1 3 Tumorsuppressor
13934 TFDP1 transcription factor Dp-1 3 Transkription
14923.1 PPM1A protein phosphatase, Mg2+/Mn2+ dependent, 1A 2 Stressantwort
14932.33 MTA1 metastasis associated 1 3 Metastasierung
15915.1 BMF Bcl2 modifying factor 3 Apoptose
15924.2 NRG4 neuregulin 4 2 Tumorgenese/Tumorprogression
15926.3 MEF2A myocyte enhancer factor 2A 4 Apoptose
16qg22.2 MTSS1L metastasis suppressor 1-like 3 Metastasierung
16923.1 WWOX WW domain containing oxidoreductase 2 Tumorsuppressor
16924.3 GASS8 growth arrest-specific 8 2 Tumorsuppressor
17p13.1 TP53 tumor protein p53 6 Tumorsuppressor
17p13.2 XAF1 XIAP associated factor 1 3 Apoptose
17921.31 MPP2 membrane protein, palmitoylated 2 2 Signaltransduktion
189111 ROCK1 Rho-associated, coiled-coil containing protein kinase 1 2 Tumorgenese/Tumorprogression
19p13.3 BSG Basigin 2 Tumorgenese/Tumorprogression
19913.31 XRCC1 X-ray repair complementing defective repair in Chinese hamster cells 1 3 DNA-Reparatur
19913.33 KLK13 kallikrein-related peptidase 13 2 Tumorgenese/Tumorprogression
19913.33 KLK14 kallikrein-related peptidase 14 2 Tumorgenese/Tumorprogression
20p13 ADRA1D adrenergic, alpha-1D-, receptor 2 Wachstum und Proliferation
20q11.21 PDRG1 p53 and DNA-damage regulated 1 2 p53 Pathway
21922.12 MORCS3 MORC family CW-type zinc finger 3 2 p53 Pathway
22912.2 EWSR1 Ewing sarcoma breakpoint region 1 2 Transkription
22912.3 MCM5 minichromosome maintenance complex component 5 3 Zellzyklusregulation
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4.6 Rekurrente Zugewinne und Verluste
Bei der Analyse der aCGH-Karyotypen (siehe Anhang Tabelle 1) zeigte sich eine

Gesamtzahl von 2072 Zugewinnen und 1712 Verlusten chromosomalen Materials bei
einer Auflosung von 368 bphs. Ebenfalls zeigte sich, dass nahezu alle
Chromosomenbanden von genomischen Imbalancen betroffen waren (Abbildung
4.27). Die groRen Bereiche, wie Ganzarmverluste oder -Zugewinne stimmten mit

denen der SKY-Analyse Uberein.

16

Abbildung 4.27: Verteilung der Netto-Zugewinne und -Verluste chromosomalen Materials der
Zelllinien auf Basis des aCGH-Karyotyps, bezogen auf eine Auflésung von 550 bphs. Die Zugewinne
sind in grun dargestellt und die Verluste in rot. Die H6he der Balken zeigt die Haufigkeit der Ereignisse
an.

91



Ergebnisse

Zusatzlich konnten uber die 'CyDAS'-Analyse kleine Zugewinne von chromosomalem
Material besonders der Chromosomenbanden 6p21-6p12, 8g24, 19913 und 2013
detektiert werden. Verluste traten gehauft in den Chromosomenbanden 3p14, 9p21,
13q14-13921, 17911, 18911 und 19913 auf. Beim Vergleich der aCGH-Daten der
Zelllinien untereinander im sogenannten ‘'penetrance plot', einer kumulativen
Darstellung der Zugewinne und Verluste, fielen einige Bereiche mit Zugewinnen von
chromosomalem Material besonders auf (Abbildung 4.28). Die Ansicht der
Aberrationen auf diese Weise ermoglicht auch die Detektion rekurrenter kleiner
Aberrationen, da hier eine héhere Aufldsung als bei der héchsten Auflésung von
'CyDAS' mit 550-Banden erreicht wird. Die 'penetrance plots' fur die einzelnen
Chromosomen konnen im Anhang (Abbildungen 1-24) eingesehen werden. Bei der
Analyse zeigte sich, dass die Regionen 1p34.1, 1p13.3, 6p21.2, 6p12.2, 7922.2,
8924.3, 11q13.1, 17p11.2 und 19p13.12 in 60-75% der Zelllinien von Zugewinnen
betroffen waren. Bei den Chromosomenbanden 3p14.1, 4q922.1, 6q14.3, 7q35,
9p21.3, 13921.33 und 17912 kam es in 60-75% der Zelllinien zu Verlusten. Die
nachfolgenden Abschnitte zeigen die Ergebnisse der Analysen von Regionen, die bei
vielen Zelllinien von Zugewinnen oder Verlusten betroffen waren oder die sich durch

besonders hohe log,ratios auszeichneten.
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Abbildung 4.28: Verteilung der Zugewinne und Verluste chromosomalen Materials aller 19 Zelllinien nach aCGH-Analyse dargestellt als 'penetrance plot' der
einzelnen Chromosomen. Diese Ansicht ermdglich auch die Darstellung kleiner Aberrationen, die in der groberen Bandenansicht des Programms 'CyDAS' nicht
moglich ist. Die Zugewinne sind in rot und die Verluste in dargestellt. Die Hohe der Balken gibt den prozentualen Anteil der Zugewinne oder Verluste der

Chromosomenregionen bezogen auf alle Zelllinien an.
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4.6.1 6p-Zugewinne

Im chromosomalen Bereich 6p21.33-6p12.1 konnte bei 16 Zelllinien eine Duplikation
oder Amplifikation chromosomalen Materials mittels aCGH detektiert werden. Unter
Berucksichtigung der Verwandtschaft der Zelllinien HOS und MNNG-HOS musste die
endgultige Zahl der Zelllinien mit Zugewinn von chromosomalem Material der Region
6p21.33-6p12.1 auf 15/19 korrigiert werden, somit waren 79% der untersuchten
Zelllinien betroffen. Zum Teil war der gesamte Bereich 6p21.33-6p12.1 vermehrt
vorhanden oder aber kleine Regionen, die nur 72 kb gro3 waren. Die Bande 6p12
war in 7 Zelllinien vermehrt, hierbei wurden Aberrationen gefunden die zwischen 3
und 113 Oligonukleotidproben betrafen und eine GroRRe von 83,5 kb bis hin zu 10,6
Mb hatten. Die medianen log,ratios reichten von 0,21 bis 1,80. In 15 Zelllinien konnte
eine Vermehrung der Bande 6p21 identifiziert werden, der Zugewinn erstreckte sich
Uber 3 bis 238 Oligonukleotide und hatte eine Grofle von 72,1 kb bis 12,3 Mb. Die
mittleren logoratios waren wesentlich hoher, als die fur den Bereich 6p12 und wiesen
Werte von 0,26 bis 3,37 auf. Zur genaueren Analyse der Zugewinne wurden zwei
verschiedene FISH-Sonden fir den in allen betroffenen Zelllinien vermehrten Bereich
6p21.1 verwendet. Hierbei handelt es sich um die BAC-Sonden RP11-720D9 fur das
Gen CCND3 und RP11-152M23 fur das Gen CDCS5L. Die Analyse zeigte fur 12
Zelllinien einfache Duplikationen in dem Bereich, bei einer Zelllinie wurde eine
leiterféormige Anordnung der Duplikation beobachtet und bei zwei Zelllinien konnten
hochgradige intrachromosomale Amplifikationen gezeigt werden (Tabelle 4.10). Fur
die Zelllinien OS09 (Abbildung 4.29), TPXM (Abbildung 4.30) und MG63 (Abbildung
4.31) wird die Bestatigung der Vermehrung des Bereichs 6p21.1 in den
nachfolgenden Abbildungen gezeigt.
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Abbildung 4.29: 6p-Zugewinn der Zelllinie 0S09. a) aCGH-Profil mit Zugewinn von Chromosom 6p.
b) Metaphase nach FISH mit den BAC-Sonden RP11-720D9 (CCND3, rot) und RP11-152M23
(CDCS5L, grin) aus der Region 6p21.1. Die Signale der Sonde fliir CCDN3 sind auf 5 und die fir
CDCA5L auf 6 unterschiedlichen Chromosomen vorhanden.
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Abbildung 4.30: 6p-Zugewinn der Zelllinie TPXM. a) aCGH-Profil mit Zugewinn von Chromosom 6p.
b) Metaphase nach FISH mit den BAC-Sonden RP11-720D9 (CCND3, rot) und RP11-152M23

CDCS5L, grun) aus der Region 6p21.1. Die Signale der Sonden sind auf insgesamt 6 verschiedenen

Chromosomen vorhanden.
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Abbildung 4.31: 6p-Zugewinn der Zelllinie MG63. a) aCGH-Profil mit Zugewinn von Chromosom 6p.
b) Metaphase nach FISH mit den BAC-Sonden RP11-720D9 (CCND3, rot) und RP11-152M23
CDC5L, grun) aus der Region 6p21.1. Fir das Gen CDCLS5 liegen zusatzlich zu den zwei Signalen auf
den Chromosomen 6, mindestens sechs Signale in leiterformiger Anordnung auf einem derivativen
Chromosom vor. Fur das Gen CCND3 sind 2 Signale vorhanden.

4.6.2 12q-Zugewinne

In bis zu 11 Zelllinien konnte eine Vermehrung chromosomalen Materials im Bereich
der Banden 12913-12q15 identifiziert werden. Der Bereich 12q13.3-12q14 war bei 11
Zelllinien betroffen (58%) und der Bereich 12915 bei 8 Zelllinien (42%). Die
Aberrationen im Bereich 12q13.3-12914 zeichneten sich durch besonders hohe
logoratios aus, die von 0,20 bis hin zu 36,7 reichten. Es waren 3 bis 485
Oligonukleotide betroffen und die GroRe der Aberrationen lag zwischen 5,0 kb und
18,8 Mb. Die Zugewinne wurden mittels FISH-Analysen Uberpruft. Hierzu wurden die
BAC-Sonden RP11-181L23 fir den Bereich 12913.3 und RP11-66N19 fur die Bande
1214 verwendet. In diesen Bereichen liegen viele Gene, wie zum Beispiel: GLI1,
MARS, DDIT3, DTX3, OS9, CENTG1, TSPAN31, CDK4, MDM2, AVIL und HMGA2.
Besonders auffallig war der Zugewinn von 12q bei der Zelllinie OSA. Bei der SKY-
Analyse wurde das Chromosom 12 als unauffallig eingestuft, in der aCGH-Analyse
zeigte sich jedoch ein enormer Zugewinn der Region 12q13.3-12q14. Die
Bestatigung dieser Aberration mittels FISH-Analyse zeigte multiple Signale auf einem
derivativen Chromosom, das laut SKY-Analyse aus dem langen Arm des

Chromosoms 4 und fast dem kompletten Chromosom 7 bestehen sollte.
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Abbildung 4.32: 12g-Zugewinn der Zelllinie OSA. a) aCGH-Profil mit Zugewinn von Chromosom 12q.
b) Metaphase nach FISH mit den BAC-Sonden RP11-66N19 (rot) und RP11-181L23 (grlin). Der
Bereich 12913.3-12g14 ist auf beiden normalen Chromosomen 12 vorhanden (rote Pfeile), zuséatzlich
konnte ein erheblicher Zugewinn fur beide Sonden auf dem derivativem Chromosom 4 und dem

derivativen Chromosom 5 detektiert werden (griine Pfeile).

Um zu Uberprifen, aus welchem Material das derivative Chromosom besteht, wurde
eine Mikrodissektion des Chromosoms vorgenommen. Nach Amplifikation und
Markierung (Abschnitt 3.4.2.3) der mikrodissektierten chromosomalen DNA wurde
eine reverse FISH (rFISH) durchgefuhrt. Hierbei wurde die DNA des
mikrodissektierten Chromosoms mit den Chromosomen einer gesunden Testperson
hybridisiert. Es zeigten sich nur Signale auf dem kurzen Arm von Chromosom 4 und
auf dem langen Arm von Chromosom 12. Keine weiteren Chromosomen wiesen
Signale der reversen Sonde auf. Dies konnte bedeuten, dass das derivative

Chromosom nur aus amplifiziertem Material von Chromosom 4p und 12q besteht
(Abbildung 4.33 a).
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Abbildung 4.33: 12g- und 4p-Zugewinn der Zelllinie OSA. a) Hybridisierung der DNA des
mikrodissektierten derivativen Chromosoms mit Normalchromosomen. Die Kontrollsonden fir 4p14
(RP11-39516), 7qter (GS-3K-23) und 12g13.3 (RP11-181L23) sind in griin markiert. Die DNA des
mikrodissektierten Chromosoms wurde rot markiert. Die Sonde des derivativen Chromosoms
erbrachte Signale auf 4p und 12q, nicht aber auf 7q. b) aCGH-Profil mit Zugewinn von Chromosom
4p. c) Metaphase der Zelllinie OSA nach FISH mit den BAC-Sonden RP11-282C14 (griin, 4p15.31)
und RP11-66N19 (rot,12q14). Der Bereich 4p ist auf einem normalen Chromosomen 4 vorhanden
(roter Pfeil), zusatzlich konnte ein erheblicher Zugewinn von 4p15.31 auf dem derivativem
Chromosom 4, welches sich aus 4p und 12q zusammensetzt und dem derivativen Chromosom 5
detektiert werden (grune Pfeile). Die normalen Chromosomen 12 sind durch blaue Pfeile
gekennzeichnet.

Um den amplifizierten Bereich von 4p genauer einzugrenzen wurden die aCGH-
Daten auf Amplifikationen Uberpruft. Hier zeigte sich ein Zugewinn der Region
4p15.33-4p15.31 (Abbildung 4.33 b). Die Aberration wurde mittels FISH-Analyse mit
der BAC-Sonde RP11-282C14, die in dem Bereich 4p15.31 bindet, bestatigt. Es
zeigte sich, dass das derivative Chromosom nur aus amplifiziertem Material der
Regionen 4p15.33-4p15.31 und 12913.3-12914 bestehen kdnnte (Abbildung 4.33 c).
Um die genaue Zusammensetzung des Chromosoms zu ldentifizieren, misste das
Chromosom sequenziert, oder auf einen hochauflésenden Oligonukleotidarray
hybridisiert werden.

Die detaillierten Ergebnisse der Bestatigung der Zugewinne von 12q13.3 und 12q14
aller Zelllinien befinden sich in Tabelle 4.10. Die Zugewinne prasentierten sich in
sieben Zelllinien als einfache Duplikationen und bei vier Zelllinien als hochgradige

intrachromosomale Amplifikation.
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4.6.3 17p-Zugewinne

Auf Chromosom 17 konnten im Bereich der Chromosomenbanden 17p13.3-17p11.2
Zugewinne chromosomalen Materials in 15 Zelllinien detektiert werden. Der haufigste
betroffene Bereich konnte auf die Region 17p12-p11.2 eingegrenzt werden, die bei
12 Zelllinien einen Zugewinn zeigte. Nimmt man die Tochterzelllinien der Zelllinie
HOS aus diesem Resultat heraus, so ergibt sich eine finale Anzahl von 10 Zelllinien
(53%), bei denen eine Vermehrung von Material der Chromosomenbanden 17p12-
17p11.2 vorliegt. Bei 4 bis 590 Oligonukleotiden wurde eine Aberration angezeigt,
wobei die Groflen der Imbalancen von 40,0 kb bis zu 20,4 Mb reichten. Die
medianen logoratios hatten Werte von 0,24 bis 1,79. Die Veranderungen wurden
mittels FISH-Analysen mit den BAC-Sonden RP11-136M15 fir das Gen PMP22
(17p12) und RP11-48J10 fur das Gen MAPK7 (17p11.2) begutachtet. In Abbildung
4.34 wird die Vermehrung von chromosomalem Material des Bereichs 17p12 und
17p11.2 bei der Zelllinie OS10 vorgestellt. Abbildung 4.35 zeigt die Ergebnisse der
aCGH und die Bestatigung der Vermehrung mittels FISH-Analyse bei der Zelllinie
ZK58 und Abbildung 4.36 zeigt die leiterformig angeordnete Verteilung des

zugewonnenen Materials bei der Zelllinie OHS.
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Abbildung 4.34: 17p-Zugewinn der Zelllinie 0OS10. a) aCGH-Profil mit Zugewinn von Chromosom
17p. b) Metaphase nach FISH mit den BAC-Sonden RP11-136M15 (PMP22, griin) und RP11-48J10
(MAPK?, rot). Die Signale der Sonde fir PMP22 sind 3 unterschiedlichen Chromosomen vorhanden,
auf einem Chromosomen. Die Signale fir das Gen MAPK7 sind auf 4 unterschiedlichen

Chromosomen vorhanden, wobei 2 Chromosomen 2 Signale fiir das Gen aufweisen.
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Abbildung 4.35: 17p-Zugewinn der Zelllinie ZK-58. a) aCGH-Profil mit Zugewinn von Chromosom
17p. b) Metaphase nach FISH mit den BAC-Sonden RP11-136M15 (PMP22, griin) und RP11-48J10
(MAPK?7, rot). Die Signale der Sonde fur PMP22 sind auf 2 unterschiedlichen Chromosomen

vorhanden. Die Signale fur das Gen MAPK?7 sind auf 4 unterschiedlichen Chromosomen vorhanden,

wobei 1 Chromosom 2 Signale fiir das Gen aufweist.

pilY

Abbildung 4.36: 17p-Zugewinn der Zelllinie OHS. a) aCGH-Profil mit Zugewinn von Chromosom 17p.
b) Metaphase nach FISH mit den BAC-Sonden RP11-136M15 (PMP22, griin) und RP11-48J10
(MAPK?7, rot). Die Signale der Sonde fir PMP22 sind auf 5 unterschiedlichen Chromosomen

vorhanden, aulRerdem zeigte sich eine leiterférmige angeordnete Anordnung der Signale auf einem

Chromosom. Die Signale fur das Gen MAPK?7 sind leiterférmig als intrachromosomale Duplikation auf

einem Chromosom angeordnet.
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Die Zugewinne im Bereich 17p prasentierten sich in 9 Zelllinien als einfache
Duplikationen chromosomalen Materials mit einem Zugewinn von einer bis funf
zusatzlichen Kopien. Lediglich bei der Zelllinie OS15 lag zytogenetisch eine
'homogeneously staining region' vor. Bei der Zelllinie OHS und zeigte sich eine
leiterformig angeordnete Vermehrung sowohl von dem Gen MAPKY7, als auch des
Gens PMP22 auf verschiedenen Chromosomen. Insgesamt wurde bei funf Zelllinien
eine Verlagerung der einzelnen Gene auf verschiedene Chromosomen beobachtet.
Dies spricht flr einen Translokationsbruchpunkt zwischen den Genen. Der Abstand
zwischen den Genen betragt 4,1 Mb. Eine genaue Abgrenzung der Bruchpunkte und
somit die Uberpriifung auf einen rekurrenten Bruchpunkt war mit den hier benutzten
Arrays mit einer Auflosung von 43 kb nicht moglich. Fir diese Region wurde sich ein
sogenannter 'custom'-Array zur weiterfUhrenden Analyse eignen. Hierbei kdnnen die
Oligonukleotide aus einer Datenbank selbst gewahlt und eine Auflosung zwischen
200 bp und 2 kb erreicht werden.

Die Ergebnisse von allen FISH-Analysen fur den Zugewinn der chromosomalen
Region 17p11.2 bis 17p12 findet sich in Tabelle 4.10.

Die hier beschriebenen Uber die aCGH detektierten potentiellen Zugewinne
chromosomalen Materials konnten alle mittels FISH-Analysen mit den hier
eingesetzten BAC-Sonden bestatigt werden. Es konnten einfache Duplikationen,
aber auch 'nomogeneously staining regions' beobachtet werden. Bei den
Chromosomen 6 und 17 zeigten sich Vermehrungen hauptsachlich als einfache
Duplikationen bis hin zu einem 5-fachen Zugewinn der Chromosomenregionen. Die
12g-Zugewinne prasentierten sich in 4 von 11 Fallen als intrachromosomale
Amplifikate mit multiplen Kopien, die 6p-Zugewinne in 2 von 15 Zelllinien und bei den
17p-Zugewinnen nur in einer von 10 Zelllinien. Bei den 17p-Zugewinnen konnte
rekurrent eine Aufteilung der Signale fur die Sonden auf verschiedene Chromosomen
beobachtet werden, was auf ein Bruchereignis und Translokationen dieser Region

hindeutet.
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Tabelle 4.10: 6p-, 12g- und 17p-Zugewinne. Aufgelistet sind die bei der aCGH ermittelten medianen log,ratios fur die einzelnen Regionen und die dazugehorigen
Ergebnisse der FISH-Analyse. Alle erwarteten Zugewinne konnten bestatigt werden. Die Zugewinne sind in rot dargestellt, die Verluste in griin und die Bereiche
mit neutraler Kopienzahl in schwarz. n.a.=nicht analysiert, amp=amplifiziert.

6p21.1 6p21.1 6p21.1 6p21.1 12913.3 12913.3 12914 12914 17p12 17p12 17p11.2  17p11.2
Zelllinie CCND3 RP11- CDC5L RP11- GLI1,DDIT3 RP11- TSPAN31,CDK4 RP11- PMP22 RP11- MAPK7 RP11-
logoratio 720D9 logoratio 152M23 logoratio 181L23 logoratio 66N19 logoratio  136M15  loggratio 48J10
143b ~0 3 ~0 3 ~0 n.a. ~0 n.a. 0,553 5 0,870 5
HAL 1,189 5/6 2,089 8-10 3,171 amp 4,013 amp -0,368 n.a. ~0 n.a.
HOS 0,687 3 0,495 3 0,585 2-3 0,551 2-3 0,972 3 1,295 3
KPD 2,757 amp 2,862 amp 3,834 amp 4,521 amp ~0 n.a. ~0 n.a.
MG63 -0,541 2 1,727 8 ~0 n.a. ~0 n.a. -0,575 1 -0,365 1
MHM 0,546 4 0,268 4 3,008 amp 4,663 amp ~0 n.a. ~0 n.a.
M:lngG- 0,438 4 0,583 4 ~0 n.a. ~0 n.a. 0,546 3/4 0,656 3/4
MOS 1,152 4 0,454 4 ~0 n.a. ~0 n.a. -0,592 n.a. -0,473 n.a.
OHS 0,583 5 0,775 5 ~0 n.a. ~0 n.a. 1,603 6-8 ~0 2/3
0S09 0,477 5 1,030 6 ~0 n.a. ~0 n.a. 0,880 6 2,260 7
0Ss10 0,481 4 0,508 4 ~0 n.a. ~0 n.a. 0,593 3-5 0,875 3-5
0Ss14 0,886 5 0,442 5 1,649 8 1,755 8 1,851 8 1,781 8
0S15 1,186 amp 1,501 amp 0,668 6-7 0,784 6-7 1,634 amp 1,874 amp
0s18 1,053 5-7 0,830 5-7 1,387 5-7 2,398 5-7 1,673 5-6 1,739 5-6
OSA ~0 n.a. ~0 n.a. 4,769 amp 4,635 amp ~0 n.a. ~0 n.a.
OST 0,783 4 -0,851 2 ~0 n.a. ~0 n.a. ~0 n.a. ~0 n.a.
SAOS2 ~0 n.a. ~0 n.a. 0,746 4 0,964 4 ~0 n.a. ~0 n.a.
SARG 0,482 3-5 1,420 6/7 0,451 4-5 1,798 9 1,038 8 1,015 8
TPXM 1,133 6-7 0,981 6-7 ~0 n.a. ~0 n.a. 1,253 7 ~0 4
U-208 ~0 n.a. ~0 n.a. ~0 n.a. ~0 n.a. -0,846 n.a. ~0 n.a.
ZK-58 ~0 n.a. ~0 n.a. 0,913 4-5 1,160 5-6 ~0 2-3 1,718 4-5
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4.6.4 3g-Verluste

In der aCGH fielen bei sieben Zelllinien eine partielle und bei drei Zelllinien komplette
Deletionen des Gens LSAMP (limbic system-associated membrane protein'),
welches auf Chromosom 3q13.31 (117.001.832-117.647.068 bp) lokalisiert ist, auf
(Tabelle 4.11). Bei der partiellen Deletion handelt es sich um das 5-Ende des
LSAMP-Gens. Von insgesamt funf Oligonukleotiden, die fur das Gen verfugbar sind
war in diesen Fallen nur das Oligonukleotid A_14 P122740 deletiert oder es lag eine
zusatzliche Deletion des Oligonukleotides A 14 P126332 vor. Die Deletionen
konnten mittels FISH mit den BAC-Sonden RP11-663H6 und RP11-402E20 in sieben
Zelllinien bestatigt werden. Hierbei handelt es sich um die drei verwandten Zelllinien
HOS, 143b und MNNG-HOS, sowie die Zelllinien HAL und OS14, die eine
homozygote Deletion des Gens aufwiesen und die Zelllinien OS15 und OST bei
denen eine heterozygote Deletion des Gens vorlag. Nimmt man die Tochterzelllinien
der Zelllinie HOS heraus, so zeigten letztendlich finf Zelllinien eine Deletion von
LSAMP, dies entsprach einem Anteil von 26 %. Die Ein-Oligonukleotid-Deletionen,
die Uber ein logzratio nahe dem definierten Mindestwert von 0,2 verfugten konnten

nicht bestatigt werden.

Tabelle 4.11: Identifizierte LSAMP-Deletionen. Angegeben sind der in der aCGH als potentielle
Deletion angezeigte Bereich, sowie die betroffenen Oligonukleotide und die Ergebnisse der FISH-
Analysen. Die nicht nachweisbaren Deletionen sind in grau hinterlegt, es handelt sich hierbei um Ein-

Oligonukleotid-Deletionen.

Zelllinie Deletion LSAMP aCGH (Lokalisation bp)  Oligonukleotide FISH
143b partiell (117.599.603-117.646.822) 2 Homozygote Deletion
HAL komplett (117.054.109-117.646.822) 5 Homozygote Deletion
HOS partiell (117.599.603-117.646.822) 2 Homozygote Deletion
MNNG-HOS partiell (117.599.603-117.646.822) 2 Homozygote Deletion
0S14 komplett (117.054.109-117.646.822) 5 Homozygote Deletion
0S15 komplett (117.054.109-117.646.822) 5 Heterozygote Deletion
OST komplett (117.054.109-117.646.822) 5 Heterozygote Deletion

Die partiellen Deletionen von LSAMP konnten nur detektiert werden, indem der
selbstdefinierte stringente Aberrationsfilter (mind. 3 Oligonukleotide, mind.
durchschnittlicher absoluter logoratio 0,2), mit dem die Ergebnisse der aCGH-
Analysen ausgewertet wurden, ausgeschaltet wurde (Abbildung 4.37 a). Es wurde
dann auf Auffalligkeiten geachtet, die bei mehreren Zelllinien auftraten.
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Problematisch bei dieser Auswertung ist, dass auch viele falsch positive Aberrationen

angezeigt werden.

_ Abbildung 4.37: aCGH-Profil in der

- ml - RIS EEDIIEOA s * 2T | Chromosomen- und Gen-Ansicht des
| o || Chromosom 3 der Zelllinie HOS. a)

i Die Deletion in der Region 3q13.31
| : -g" ¢ | wird in der Chromosomenansicht mit
I 5 & i eingeschaltetem Aberrationsfilter
J;f nicht angezeigt (Position blaue

"E,; : horizontale Linie). b) Die detaillierte

:: =l Ansicht der Region 39q13.31 mit dem

"“_ Gen LSAMP zeigt eine Deletion von
"E‘.‘ a :. b zwei Oligonukleotiden, die mittels

| FISH bestatigt werden konnte.

Die Ergebnisse der FISH-Analysen zeigten, dass bei dieser Deletion mindestens
zwei Oligonukleotide in der aCGH betroffen sein mussten, um die Aberration

nachweisen zu kdnnen (Abbildung 4.37 b).

4.6.5 9p-, 13g- und 17p- Verluste

Bei der Auswertung der aCGH-Daten wurden alle Zelllinien auf Verluste in den
bekannten Tumorsuppressorgenen CDKN2A (9p21.3), RB1 (13q14.2) und pb3
(17p13.1) analysiert. Deletionen des Gens CDKNZ2A konnte in 13 von 19 Zelllinien
(69%) gefunden werden, wobei sechs (32%) der Zelllinien Uber eine homozygote
Deletion verfugten und sieben (37%) Uber eine heterozygote Deletion. Fur das Gen
RB1 konnte bei 11 der 19 Zelllinien (58%) ein Deletion detektiert werden. Die
Zelllinien OS14 verfugte uber eine homozygote Deletion, alle anderen Zelllinien
hatten eine heterozygote Deletion des Gens. Ein Verlust des Gens p53 lag bei 5 von
19 Zelllinien vor, was einen Anteil von 26% ausmachte. Interessanterweise waren die
Zelllinien meist nur von einem oder zwei der drei Verlustereignisse betroffen, nie aber

von allen gleichzeitig (Tabelle 4.12).
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Tabelle 4.12: Kopienzahl der Zelllinien fur bekannte Tumorsuppressorgene nach aCGH-Analyse.

+=Zugewinn, - - =homozygoter Verlust, - =heterozygoter Verlust und norm.=normale Kopienzahl. Die

Tochterzelllinien der Zelllinie HOS sind in grau hinterlegt und wurden nicht mit in die Gesamtzahl an

detektierten Aberrationen einbezogen.

Zelllinie 9p21.3, CDKN2A 13914.2, RB1 17p13.1, p53
HAL - - norm.
HOS -- norm. +
KPD - norm. -

MG63 -- - norm.
MHM - - norm.
MOS norm - -
OHS + + +
0S09 -- - norm
0Ss10 -- - +
0S14 + -- +
0S15 - - - norm
0S18 - - norm +
OSA - norm norm
OST - - norm
SAOS2 norm norm -
SARG - - -
TPXM + + +
U-20S - - -
ZK-58 norm norm norm

4.7 Veranderungen des Mitoseapparates

4.7.1 Indirekte Inmunfluoreszenzfarbung

Bei acht OS-Zelllinien wurden mittels indirekter Immunfluoreszenzfarbung mit anti-

Pericentrin und anti-a-Tubulin Centrosomen und Teilungsspindeln auf aberrante

Verteilungsmuster untersucht. Die Ergebnisse der Analysen sind in Tabelle 4.13

aufgefuhrt.

Tabelle 4.13: Ergebnisse der Immunfluoreszenzfarbung mit den Antikérpern gegen Pericentrin und a-

Tubulin.
Zelllinie Geclusterte Numerisch aberrante Anal_ysierte Abe_rrante
Centrosomen Centrosomen Spindel Spindel
HOS - 11% 30 16,6%
MG63 - 7%: 21 7,8%
MOS - - 5 -
OHS 3% 31%, 4 -
0S15 18% - 7 28,6%
0S18 23% 13%n 62 19,4%
OSA 37% - 52 -
SAOS2 31% 10% 61 18%
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Abbildung 4.38: Immunfluoreszenzfarbung der Zelllinien OSA (a), MG63 (b) und OS18 (¢ & d).
Abbildungen a) und b) zeigen die Centrosomen (Cy3, rot), Abbildungen b) und d) die Spindeln (FITC,
grun). Die Zellen wurden mit DAPI gegengefarbt. a) Normales Centrosom der Zelllinie OSA. b)
Normale Teilungsspindel der Zelllinie MG63. c¢) 'clustering' der Centrosomen bei der Zelllinie OS18. d)

Multipolare Teilungsspindel der Zelllinie OS18.

Bei funf Zelllinien konnten numerisch aberrante Chromosomen beobachtet werden.
Es lagen keine strukturell aberranten Centrosomen vor. Bei funf Zelllinien zeigte sich
ein 'clustering' der Centrosomen. Des Weiteren konnten in funf Zelllinien aberrante
Spindeln in einem Prozentsatz von bis zu 28,6% detektiert werden. Abbildung 4.38

zeigt die Ergebnisse der Immunfluoreszenzfarbung bei drei Zelllinien.
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4.8 Zusatzliche Analysemethode zur Aufklarung komplexer

Aberrationen
4.8.1 Durchflusszytometrische Karyotypisierung
Die Chromosomen der Zelllinie OSA wurden mit Hilfe eines Durchflusszytometers
analysiert und sortiert. Das durchflusszytometrische Karyogramm ist in Abbildung
4.39 dargestellt. Die einzelnen Chromosomen liel3en sich gut abgrenzen und es war
moglich 29 Chromosomenfraktionen auszusortieren, die fir weitere Analysen zur

Verfligung stehen.

HO Lin

256
Chromomycn A3 LIn

Abbildung 4.39: Flow-Karyogramm der Zelllinie OSA. Dargestellt ist die Auftrennung der linearen
Fluoreszenzintensitaten von Chromomycin A3 (X-Achse) gegen Hoechst 33258 (Y-Achse).

der=Derivativchromosom.
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5 Diskussion

5.1 Beurteilung der Methodik
5.1.1 SKY

In Rahmen dieser Arbeit wurden 14 Osteosarkomzelllinien mittels kombinierter SKY-
und G-Bandenanalyse analysiert. Sie zeigten alle komplexe numerische und
strukturelle Chromosomenaberrationen auf, die nur zum Teil alleine mit Hilfe der
Chromosomenbandenanalysen charakterisiert werden konnten. Die spektrale
Karyotypisierung erlaubt durch die Darstellung jedes Chromosoms in einer
unterschiedlichen  Farbe eine detaillierte  Analyse von verschiedenen
Chromosomenveranderungen, wie Translokationen und Insertionen, sowie die
Klassifizierung von Markerchromosomen (Bayani und Squire, 2001). Besonders bei
der Analyse solider Tumoren, zum Beispiel beim Ewingsarkom (Carlotti et al., 1999),
beim Mammakarzinom (Adeyinka et al., 2000) oder Prostatakarzinom (Beheshti et
al., 2000) konnten die komplexen Karyotypveranderungen mittels SKY-Analyse
genauer charakterisiert werden. Durch die Verwendung der SKY-Technik war es
auch moglich die komplexen Rearrangements beim Osteosarkom genauer zu
bestimmen. Als problematisch stellte sich aber die SKY-Analyse von Chromosomen
mit hochgradigen Amplifikationen, wie bei einem derivativen Chromosom 12 der
Zelllinie OSA heraus. Dieses Chromosom wurde zuerst als
Translokationschromosom mit zwei Translokationspartnern klassifiziert. Mittels
aCGH- und nachfolgenden FISH-Analysen zur Bestatigung der aCGH-Ergebnisse
konnte aber gezeigt werden, dass das Chromosom nur aus Amplifikationen der
Chromosomenregionen 4p15.33-4p15.31 und 12913.3-12914 bestehen konnte.
Zytogenetisch prasentierten sich die Amplifikationen als sogenannte 'homogeneously
staining regions' (HSRs), homogen anfarbbare Regionen. Diese Regionen setzen
sich aus einer Vervielfachung einzelner Gene zusammen und wirken deshalb bei der
Banderung homogen. Da sich Amplifikate zum Teil aus Genen von unterschiedlichen
Chromosomen zusammensetzen, kdnnen bei der SKY-Analyse DNA-Sequenzen von
unterschiedlichen Chromosomen binden, so dass die Zuordnung der
Farbkombinationen zu bestimmten Chromosomen fehlerhaft oder nicht eindeutig ist.
In einer Studie konnten Lee und Kollegen zeigen, dass es Limitierungen bei der
Chromosomenklassifikation mittels vielfarbiger Karyotypisierung gibt (Lee et al,
2001). Innerhalb dieser Publikation wurden neun verschiedene Falle vorgestellt, bei

denen es zu irrefuhrenden oder falschen Ergebnissen bei der vielfarbigen
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Karyotypisierung kam. Obwohl es sich hierbei um unterschiedliche Veranderungen
handelte, basierten die Fehler wahrscheinlich auf der gleichen technischen
Grundlage. Dieses Phanomen wird als sogenannter ‘flaring-Effekt' beschrieben.
Hierbei kommt es durch Translokationen oder Verdopplung von chromosomalem
Material zu einer Uberlappung der Fluoreszenz an den Nahtstellen der
Translokationen, so dass die Auswertung des Fluoreszenzsignales hier zu
Fehlinterpretationen fuhrt (Lu et al., 2000).

Auf Grund der relativ geringen Auflosung kdnnen kleine Insertionen oder Deletionen
mittels SKY oder mFISH erst ab einer Grof3e von etwa 1-2 Mb detektiert werden
(Schrock et al., 1996; Fan et al.,, 2000). Aus diesem Grund konnten Duplikationen
(siehe 5.2.6.1, 5.2.6.2, 5.2.6.3) und Deletionen (siehe 5.2.6.4 und 5.2.6.5) von
kleinen chromosomalen Bereichen nur mittels aCGH aufgefunden und mit Hilfe der
FISH bestatigt werden, die mittels SKY nicht detektiert werden konnten.

In dieser Arbeit zeigte sich bei manchen Zelllinien erst durch die aCGH- und FISH-
Analysen, dass einige Chromosomen uber die SKY fehlklassifiziert worden sind.
Deshalb ist es bei komplexen Karyotypen erforderlich eine Kombination
verschiedener Analysemethoden zu verwenden, um die vorhandenen

zytogenetischen Veranderungen moglichst umfassend zu charakterisieren.

5.1.2 aCGH

Die aCGH mit den DNA-Microarrays der Firma Agilent Technologies zeigte sich als
zuverlassige Methode zur Identifizierung von genomischen Zugewinnen und
Verlusten. Besonders bei kleinen Aberrationen, die mittels SKY nicht identifiziert
werden konnten zeigte sich der Vorteil der hohen Auflésung der aCGH. Eine neue
Vergleichsstudie zeigte ebenfalls, dass die benutzte Microarrayplattform fir
komparative genomische Vergleiche die besten Ergebnisse lieferte (Curtis et al.,
2009).

Die Qualitat der Microarrays wurde Uber die von der Software 'Genomic Workbench'
ausgegebenen Qualitatsreporte begutachtet. Einer der wichtigsten Werte ist der
DLRS-Wert, er misst Experiment-bedingte Schwankungen der
Fluoreszenzintensitaten zwischen einzelnen Oligonukleotidproben und lag bei den
meisten Zelllinien (68%) im exzellenten bis guten Bereich (Agilent Protokoll Vers.
6.2.1). Ein zu hoher Wert weist auf eine unzureichende DNA-Qualitat der Probe hin.
Bei der Analyse der DNA-Qualitat zeigte sich, dass nur die DNA der Zelllinie OS18,
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die bei der aCGH Uuber einen sehr schlechten DLRS-Wert verflgte teilweise
degradiert war. Die DNA der Zelllinie OS18 wurde aus diesem Grund erneut
prapariert und hybridisiert. Der DLRS-Wert der zweiten Hybridisierung war besser,
dennoch kam es bei einigen anderen Werten zu Abweichungen in den schlechten
Bereich.

Der Wert fur die Signalintensitat, sowohl fur die Farbe Grun, als auch fur die Farbe
Rot war fast bei allen Hybridisierungen gut. Eine zu niedrige Signalintensitat geht auf
zu geringe DNA-Ausgangsmengen, Verlust der DNA bei der Aufreinigung oder eine
mangelhafte Fluoreszenzmarkierung zurick (de Witte, 2006). Die eingesetzten DNA-
Mengen waren bei allen Experimenten gleich und auch die Ausbeute stimmte mit den
zu den erwartenden Werten nach der Markierung uberein, so dass ein Verlust der
DNA bei der Aufreinigung ausgeschlossen werden kann. Somit kann eine schlechte
Signalintensitat in dieser Arbeit am ehesten auf eine unzureichende Markierung der
DNA zuruckzufuhren sein.

Ein hohes Hintergrundrauschen in den Farben kann mit Problemen bei den
Waschschritten oder einer Kontamination der bei der Bearbeitung des Microarrays
genutzten Reagenzien zusammenhangen (de Witte, 2006). Bei allen Experimenten
wurde ein exzellenter bis guter Wert fur das Hintergrundrauschen der Farbe Grin
beobachtet, aber ein schlechter Wert in 31,8% der Experimente flr das
Hintergrundrauschen der Farbe Rot. Das hohe Hintergrundrauschen kdonnte mit der
Anfalligkeit fir Ozondegradierung von Cyanin 5 zusammenhangen.

Die Werte fur das Verhaltnis von spezifischen Signalen zu unspezifischen
Hintergrundsignalen, 'signal to noise ratio' (SNR), ergeben sich aus der Division der
Werte flr die Signalintensitat insgesamt durch die Werte flr die Intensitat der
unspezifischen Hintergrundsignale. Ein Wert Gber 30 wird hier angestrebt, um sicher
zwischen biologischen Aberrationen und zuféalligem technischem Rauschen
unterscheiden zu kdnnen. Somit bietet der Wert fur diesen Qualitdtsparameter eine
Orientierung, ob die beobachtete Signalabweichung eine genomische Abweichung
anzeigt (Vacha, 2006). Bei den meisten Zelllinien (77-90%) waren diese Werte sehr
gut. Die Zelllinie OS18 zeigte hier bei beiden aCGH-Analysen zu niedrige Werte, was
die groRe Streuung der Oligonukleotide auf Grund zu hoher Intensitaten der
Hintergrundsignale erklaren konnte. Trotzdem konnten Aberrationen detektiert

werden.
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Der letzte wichtige Wert des Qualitatsreports gibt Aufschluss Uber die
Reproduzierbarkeit. Er wird Uber die logoratios der 200 triplizierten Kontroll-
Oligonukleotidproben, die Uber den gesamten Microarray verteilt sind, berechnet
(Agilent Protokoll Vers. 6.2.1). In den jeweils gleichen Oligonukleotiden sollten die
logoratio-Werte moglichst wenig voneinander abweichen. Zu hohe Werte kdnnen auf
Grund von schlechtem Mischen des Hybridisierungsansatzes, groRen Luftblasen in
den Microarraykammern oder durch Verlust der Probe Uber undichte
Hybridisierungskammern entstehen (de Witte, 2006). Die Reproduzierbarkeit war bei
allen Experimenten gut, aul3er bei einem Experiment mit der Zelllinie SAOS2, die
aber bei keinem der anderen Qualitdtsparameter einen schlechten Wert zeigte, so
dass dieses Experiment nicht wiederholt wurde.

Die Wiederholung von aCGH-Experimenten an der gleichen Zelllinie nach
verschiedenen Kulturpassagen erbrachte identische Ergebnisse. Daher konnte
geschlossen werden, dass die aCGH eine sehr verlassliche Methode ist. Daruber
hinaus zeigte sich bei den 'dye swap'-Experimenten mit der Zelllinie OSA, dass der
Nachweis von genomischen Imbalancen unabhangig von den gewahlten Farbstoffen
erfolgt.

Mittlerweile wird die Methode der aCGH auch fur diagnostische Fragestellungen
eingesetzt., z.B. bei geistiger Entwicklungsverzogerung unklarer Ursache (Shinawi
und Cheung, 2008). Auf Grund der vielen verschiedenen Auswertealgorithmen, die
fur die aCGH-Analyse zur Verfiugung stehen (Hupé et al., 2004; Chi et al., 2004,
Chen et al., 2005; Myers et al., 2005), die aber durchaus verschiedene Ergebnisse
liefern konnen, muss zusatzlich eine Bestatigung der Ergebnisse mittels einer
zweiten unabhangigen Methode erfolgen. Hier eignen sich besonders die FISH, Uber
die auch die chromosomale Lokalisation von Zusatzkopien mdglich ist, als auch die
Analyse der Kopienzahl Uber eine quantitative PCR (Yu et al., 2009). Desweiteren
zeigte sich bei den Auswertungen der aCGH-Analysen und deren Bestatigung Uber
FISH wund dem Vergleich mit den SKY-Ergebnissen, dass benutzte
Auswertealgorithmen und Filter variiert werden sollten, um kleine Aberrationen nicht
zu Ubersehen oder aber um nicht zu viele falsch-positive Aberrationen angezeigt zu

bekommen.
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5.2 Zytogenetische und molekularzytogenetische Veranderungen

der Zelllinien
5.2.1 Numerische und strukturelle Chromosomenaberrationen
In dieser Arbeit wurden insgesamt 14 Osteosarkomzelllinien einer umfassenden
Chromosomenbanden- und SKY-Analyse und 21 einer aCGH-Analyse unterzogen.
Damit handelt es sich um die bislang grofdte Serie von zytogenetisch
charakterisierten Osteosarkomzelllinien. Bisher wurden nur 8 der Zelllinien mittels
CGH und SKY oder mFISH analysiert (Ozaki et al., 2003). Im Rahmen dieser Arbeit
konnte eine Vielzahl von Aberrationen aufgedeckt werden, die in diesem Ausmalfl
noch nicht fur die Osteosarkomzelllinien beschrieben waren.
Die numerischen Aberrationen betrafen vorwiegend ganze Chromosomensatze, aber
auch Zugewinne einzelner Chromosomen wurden beobachtet. Die Ploidiegrade
reichten von hypodiploid bis hyperhexaploid. Bei Osteosarkompatienten konnten
ebenfalls polyploide Chromosomensatze beobachtet werden (Aurias, 1988; Biegel et
al., 1989; Mertens et al., 1993; Ozisik et al., 1994; Bridge et al., 1997; Batanian et al.,
2002). Die Chromosomen bzw. Chromosomenarme 1q, 3p, 5p, 6, 7, 89, 9p, 11 und
15q waren gehauft vermehrt vorhanden. Ein Verlust lag haufig von den
Chromosomen 4, 9 und 18 bzw. der Chromosomenarme 1q, 5q, 10p, 119, 17p und
19p vor. CGH-Analysen bei Osteosarkompatienten zeigten ebenfalls gehauft
Zugewinne oder Verluste dieser Chromosomen (Tarkkanen et al., 1993; Tarkkanen
et al., 1995; Bridge et al., 1997; Larramendy et al., 1997; Tarkkanen et al., 1998;
Bayani et al., 2002; Ozaki et al., 2002).
Mittels aCGH konnten die Regionen, die von Zugewinnen und Verlusten betroffen
waren, weiter eingegrenzt werden. Es stellte sich heraus, das besonders die
Bereiche 6p21-6p12, 8924, 12q913-12q15, 17p12-17p11.2, 19913 und 20913
vermehrt vorlagen. Eine verminderte Kopienzahl zeigten die Bereiche 3p14, 9p21,
13914-13g21, 17911, 18911 und 19p13. Neuere Studien an Osteosarkompatienten
konnten ebenfalls eine Haufung von Zugewinnen der Regionen von Chromosom 6p,
89, 12q und 17p zeigen (Sandberg und Bridge, 2003; Man et al., 2004; Lim et al.,
2005; Selvarajah et al., 2007; Selvarajah et al., 2008). Im Rahmen dieser Arbeit
konnte gezeigt werden, dass in jeder Zelllinie fast alle Chromosomen von kleinsten
Veranderungen betroffen waren. Es ist somit wahrscheinlich, dass weitere
hochauflosende Analysen bei den Tumoren der Patienten ebenfalls Aberrationen bei

ursprunglich normal eingestuften Chromosomen aufdecken werden. Die
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Osteosarkomzelllinien wiesen eine hohe Ahnlichkeit zu Tumoren der Patienten auf,
so dass sie ein gutes Modellsystem darstellen, um genetische Veranderungen von
Osteosarkomen zu studieren.

Auf einige im Rahmen dieser Arbeit detektieren rekurrenten Bruchereignisse, sowie
Zugewinne und Verluste chromosomalen Materials wird im Verlauf der Diskussion

genauer eingegangen.

5.2.2 Balancierte und unbalancierte Chromosomenaberrationen

Die Analyse der Osteosarkomzelllinien zeigte, dass alle gefundenen Veranderungen
unbalanciert vorlagen. Balancierte Translokationen oder Inversionen sind vor allen
ein Subtypen-spezifisches Charakteristikum von hamatologischen Neoplasien. Hier
hat besonders die Bildung von Fusionsgenen eine hohe Bedeutung, da diese durch
Insertionen von Promotoren zur Aktivierung oder Inaktivierung von Genen fuhren
konnen. Durch die Aufnahme dieser spezifischen Aberrationen in das internationale
Klassifikationssystem der WHO kann den Patienten eine bessere Diagnose und
Therapie der Erkrankung gewahrleistet werden (Vardiman, 2009). Unbalancierte
Translokationen treten haufig bei Tumoren epithelialen Ursprungs, wie zum Beispiel
dem Ovarialkarzinom (Despierre et al., 2010) oder beim hepatozellularen Karzinom
(Keck et al, 1999) auf. Bei Osteosarkompatienten sind bisher auch keine
balancierten Translokationen beschrieben. Dies weist darauf hin, dass andere

Aberrationen die spezifischen Charakteristika der Osteosarkome ausmachen.

5.2.3 Spezifische Chromosomenaberrationen

Beim Ewingsarkom sind spezifische Translokationen beschrieben, bei denen das
Gen EWSR1 ('Ewing Sarcoma 1'; 22912) Genfusionen mit einer Vielzahl von
Translokationspartnern bildet (Urano et al., 1998; Dagher et al., 2001; Khoury, 2007).
Diese Genfusionen fihren zu onkogenen Fusionsproteinen (Sandberg und Bridge,
2001; Khoury, 2007). Bei hamatologischen Neoplasien zeigen verschiedene
Subtypen der Erkrankungen teilweise Translokationsfusionen, bei denen die gleichen
Gene involviert sind. So kann bei 90-95% der Patienten mit einer chronisch-
myeloischen Leukamie und bei 20% der Patienten mit einer akuten lymphatischen
Leukdmie eine Translokation der langen Arme 9 und 22 beobachtet werden
(Kurzrock et al., 2003). Das hierbei entstehende 'Philadelphia-Chromosom' resultiert

aus der reziproken Translokation 1(9;22)(q34.1;q11.23). Hierdurch fusionieren die
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Gene BCR ('breakpoint cluster region') und ABL1 (‘c-abl oncogene 1'). Aus dem
chimaren Transkript wird ein Fusionsprotein gebildet, das als konstitutiv aktivierte
Tyrosinkinase fungiert (Rowley, 1990). FISH-Analysen sollten zeigen, ob es analog
zu den Aberrationen bei hamatologischen Neoplasien auch bei Sarkomen zu
gleichen spezifischen Aberrationen kommt. Die Analyse der Osteosarkomzelllinien
konnte zeigen, dass aulier bei der Zelllinie OS10 kein Translokationsbruch im Gen
EWSR1 vorlag. Mittels RT-PCR konnte kein Fusionstranskript in der Zelllinie OS10
nachgewiesen werden. Insgesamt zeigten die Analysen, dass die EWSRT-

Translokationen kein spezifisches Merkmal flir Osteosarkome sind.

5.2.4 Rekurrente chromosomale Bruchpunkte

In dieser Arbeit konnten mittels 'CyDAS'-Analysen 650 Bruchereignisse aus den
SKY-Karyotypen extrahiert werden. Es handelte sich hierbei zwar um teilweise
rekurrente Bruchereignisse in einigen Chromosomenbanden, die Translokationen
waren aber alle unbalanciert und rekurrente Translokationen konnten nicht
beobachtet werden. Durch die aCGH-Analysen konnten die Bruchpunkte genauer
eingegrenzt und zusatzliche Bruchereignisse detektiert werden. Insgesamt wurden
hierbei 4266 Briuche detektiert. Diese waren oft im Centromer oder in Centromernahe
lokalisiert. Interstitielle Briche konnten vor allen bei kleineren Regionen mit
rekurrenten Zugewinnen und Verlusten beobachtet werden. Gisselsson und Kollegen
konnten zeigen, dass niedrigmaligne Tumore, oder Tumore mit geringflgig
aberrantem Karyotyp eher Chromosomenbriche in Telomernahe aufweisen und
karyotypisch hochkomplexe Tumore, wie z.B. die Osteosarkome eher uber
interstitielle und Centromerbriche verfugen (Gisselsson et al, 2000). Diese
Beobachtung und das Vorhandensein von dicentrischen Chromosomen, sowie
'homogeneously staining regions' zeigt die chromosomale Instabilitat der
Osteosarkome, deren Ursachen in Abschnitt 5.4 genauer erlautert werden. Bei den
Analysen der Bruchereignisse konnte festgestellt werden, dass meist die g-Arme der
Chromosomen im Verhaltnis zu den p-Armen gehauft betroffen waren, was man auf
Grund der grolieren Lange auch erwarten wirde, zusatzlich konnte aber beobachtet
werden, dass die kleineren Chromosomen der Gruppen D-G signifikant hoher von
Chromosomenbruchen betroffen waren als erwartet. Hier hatte man auf Grund des
geringeren Basenpaaranteils am Gesamtgenom bei einer zufalligen Verteilung

erwartet, dass mehr Briche auf den grolien Chromosomen auftreten, es konnte aber
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gezeigt werden, dass alle g-Arme der Chromosomen in etwa gleich haufig von
Bruchen betroffen waren. Insgesamt konnten bei den Bruchpunktanalysen 1620
(38%) rekurrente Bruche, also Bruche, die entweder die gleiche Oligonukleotidprobe,

oder das gleiche Gen bei mindestens zwei Zelllinien betrafen, detektiert werden.

5.2.5 Rekurrente Bruchpunkte in einzelnen Genen

Mittels Datenbankanalysen konnten 57 rekurrent von Brichen betroffene Gene
herausgefunden werden. Bei einem Teil der Gene ist bereits eine Beteiligung bei
Tumoren bekannt bzw. auf Grund der Funktion eine Wirkung bei der Entstehung des
Osteosarkoms denkbar. Auf diese wird nachfolgend naher eingegangen. Einige der
Gene sind bei anderen Tumorentitaten auf verschiedene Arten bei der
Tumorentstehung involviert, andere hingegen haben Funktionen inne, die besonders
bei der Knochenentwicklung oder aber dem Aufbau des Mitoseapparates eine Rolle
spielen und somit interessant fur die Tumorgenese und Progression beim
Osteosarkom sein konnten. Problematisch bei der Bruchpunktanalyse war, dass die
Briche in einem Oligonukleotid auftreten kbnnen, aber auch zwischen zwei oder
mehr Oligonukleotiden, da es sich auf Grund der einzelnen Schwankungen zwischen
den logoratios nicht immer genau abgrenzen liel, wo der Bruch stattgefunden hat.
Desweiteren ist die mediane Auflosung der 44k-Microarrays mit 43 kb noch relativ
grob, so dass fur eine genaue Eingrenzung und Charakterisierung der Bruchpunkte
weitere Analysen mit hochauflésenderen Arrays, FISH-Analysen oder PCR-Analysen
bzw. Sequenzierungen notig sind. Bei den hier vorgestellten Bruchereignissen, der
uber die Datenbankanalysen herausgefilterten interessanten Gene handelt es sich

also putative Bruche, die noch genauer untersucht werden mussen.

5.2.5.1 Tumorgenese

Den grofdten Anteil (25%) der Gene, die in Bruchereignisse involviert waren machten
Gene aus, die bei der Tumorgenese bzw. Progression involviert sind. Das Gen ODZ2
(5934) wurde als Partner bei IGH-Translokationen in MALT-Lymphomen identifiziert.
Bei IGH-Translokationen gelangen Protoonkogene unter den Einfluss von Enhancern
der Immunglobulingene auf Chromosom 14q32.33, was meist zu einer
Uberexpression des translozierten Gens fiihrt. Bei den MALT-Lymphomen wird
ODZ2 deshalb eine onkogene Funktion zugeschrieben (Vinatzer et al., 2008). Ein

Bruch, der in dieser Arbeit bei vier Zelllinien beobachtet wurde und eine
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Translokation dieses Gens konnte also auch bei den Osteosarkomen eine
Aktivierung des potentiellen Protoonkogens bedeuten.

Ein umgekehrter Effekt, also ein Funktionsverlust, wurde flr das Gen MTAP (9p21.3)
bei Non-Hodgkin-Lymphomen beobachtet. Hier liegt es kodeletiert mit den Genen
CDKN2A (p16™“") und CDKN2B (p15™“®) vor und wurde als Tumorsuppressor
beschrieben (Nobori et al., 1996; Dreyling et al., 1998). Ein Verlust der Funktion
wurde mit der Transformation niedrigmaligner Non-Hodgkin-Lymphome in
hochmaligne diffuse groRRzellige B-Zell-Lymphome assoziiert. Der Funktionsverlust
des Gens konnte also ein spates Ereignis bei der Tumorgenese darstellen. Ein Bruch
wurde in dem Gen in 4 Zelllinien beobachtet.

Es konnten 3 rekurrente Briche in dem Gen CRYL1 (13912.11) bei der
Bruchpunktanalyse beobachtet werden. Eine reduzierte Expression des Gens ist mit
der Tumorprogession bei hepatozellularen Karzinomen assoziiert. So zeigten
Patienten mit gehemmter CRYL7-Funktion groRere Tumoren und eine klrzeres
krankheitsfreies Uberleben, als Patienten mit normaler Expression (Chen et al.,
2003a; Cheng et al., 2010).

Ein weiteres Gen in dem 4 rekurrente Bruche auftraten war NRG4 (15924.2). Eine
Expression dieses Gens konnte mit einer besseren Prognose beim
Blasenzellkarzinom korreliert werden (Memon et al., 2004). Bruchereignisse in
diesem Gen koénnten also die Expression positiv, als auch negativ beeinflussen.

Eine Uberexpression des Gens BSG (19p13.3) konnte bei malignen Melanomen oder
beim Prostatakarzinom mit der Tumorprogession, Tumorinvasivitat und
Medikamentenresistenz assoziiert werden (Kanekura und Chen, 2010; Hao et al.,
2010). Eine Umlagerung des Gens an einen Promotor oder Enhancer kdnnte auch

beim Osteosarkom eine Uberexpression des Gens bedeuten.

5.2.5.2 Tumorsuppressorgene

Bruchereignisse konnten ebenfalls gehauft in Tumorsuppressorgenen, wie RB71 und
pb53 (Abschnitt 5.2.6.5) beobachtet werden. Ein weiteres interessantes
Tumorsuppressorgen, in dem 2 Briuche stattgefunden haben ist das Gen WWOX
('WW domain containing oxidoreductase'), welches auf Chromosome 16qg23.1
lokalisiert ist. Es kodiert fur ein Protein, welches zwei WW-Domanen besitzt. WW-
Domanen sind Proteindomanen, die aus zwei hochkonservierten Tryptophanen

bestehen und prolinreiche Proteinmotive binden kdnnen (Ramos und Aldaz, 2006).
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Proteininteraktionen von WWOX mit anderen Peptiden, die als Apoptoseregulatoren
und Transkriptionsfaktoren dienen sind beschrieben worden (Bednarek et al., 2001).
Ebenso konnte gezeigt werden, dass das Gen in der zweithaufigsten fragilen Region
des Genoms, FRA16D liegt (Bednarek et al., 2001; Ramos und Aldaz, 2006), was die
haufigen Briche in dem Gen erklaren kdonnte. Der Verlust des Gens konnte beim
Ovarial-, Mamma-, Hepatocellular- und Prostatakarzinom mit der Tumorprogression
korreliert werden (Yang und Zhang, 2008). Beim Osteosarkom zeigten erste Studien
eine Deletion des Gens in bis zu 30% (Squire et al., 2003; Yang et al., 2009) und ein
Verlust der Proteinexpression in 62% der analysierten Falle (Yang et al., 2009).
Weitere Analysen bei Osteosarkompatienten werden zeigen, wie WWOX die

Tumorgenese, Progression und Prognose beeinflusst.

5.2.5.3 Metastasierung

In Genen deren Fehlfunktion mit Metastasierung assoziiert sind konnten ebenfalls
Briche festgestellt werden. Hierbei handelt es sich zum Beispiel um CSMD1 ('CUB
and Sushi multiple domains 1'; 8p23.2), welches bei colorectalen Adenokarzinomen
(Farrell et al., 2008) und MTA1 (‘metastasis associated 1'; 14q32.33), das bei
Mammakarzinomen mit Tumorprogression und Metastasierung korreliert wurde
(Gururaj et al., 2006). Es konnten jeweils 6 und 3 Brliche in diesen Genen

beobachtet werden.

5.2.5.4 Knochenentwicklung

In vier Genen die bei der Knochenentwicklung eine Rolle spielen, konnten ebenfalls
Briche detektiert werden. Die Gene SCUBES3 ('signal peptide, CUB domain, EGF-
like 3'; 6p21.31) und BBS9 ('‘Bardet-Biedl syndrome 9'; 7p14.3) sind mit der
Stimulation der Osteoblasten und Knochenresorption und -Formation assoziiert
(Adams et al., 1999; Wu et al., 2004). Fehlfunktionen in diesen Genen kdnnten zu
einer begunstigten Zellproliferation beim Osteosarkom flhren. Ein Bruchereignis im

Gen SCUBES3 konnte zweimal und im Gen BBS9 viermal beobachtet werden.

5.2.5.5 Mitoseapparat
Die Briche in den Genen CLASP1 (‘cytoplasmic linker associated protein 1'; 2q14.2),
RADZ21 ('RAD21 homolog'; 8q24.11) und NEDD1 (‘'neural precursor cell expressed,

developmentally down-regulated 1'; 12923.1) kdnnten durch ihre Funktionen beim
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Aufbau des Spindel- und Kinetochorapparates, der Chromosomenbindung oder bei
der Centrosomenorganisation (Pereira et al., 2006; Beauchene et al., 2010; Manning
et al.,, 2010) einen Einfluss auf die Funktionalitdt des Mitoseapparates und somit auf

die Chromosomenintegritat und -Stabilitat beim Osteosarkom haben.

5.2.6 Rekurrente Zugewinne und Verluste

5.2.6.1 Zugewinne 6p21.33-6p12.1

In dieser Arbeit konnten mittels aCGH und FISH in 15 der 19 Zelllinien (79%)
Duplikationen oder Amplifikationen in der chromosomalen Region 6p21.33-6p12.1
nachgewiesen werden. Wolf et al. zeigten Uber cDNA-Microarrayanalysen eine
Hochregulation des Gens HSP90g (‘heat shock protein 908'; 6p21.1) in den Zelllinien
0S09, OS10 und OS15 (Wolf et al., 2000). Die Hochregulation fur HSP90B konnte
ebenfalls bei drei Patienten nachgewiesen werden, die auch im Rahmen dieser
Publikation untersucht wurden. Durch Bindung an hydrophobe Regionen von
neusynthetisierten oder fehlgefalteten Proteinen hilft das Protein HSP90B bei der
korrekten Faltung. Proteine dieser Art bezeichnet man als Chaperone. Eine
Uberexpression der HSP-Proteine kann durch Hitzeschock induziert werden, daher
ruhrt der Name 'heat shock protein'. Eine Studie konnte zeigen, dass das Protein
eine Rolle bei der Regulation des Mikrotubuliauf- und Abbaus spielt (Garnier et al.,
1998). Hierbei wird die Tubulinpolymerisation inhibiert und somit die Zellteilung
behindert. Eine Uberexpression von HSP90aq, einem anderen Mitglied der HSP-
Familie, wurde bei Mammakarzinomen beschrieben und ist hier mit einer
schlechteren Uberlebensrate assoziiert (Jameel et al., 1992). Ebenfalls wurde eine
erhohte Expression von HSP90 bei Ovarialkarzinomen beschrieben (Mileo et al.,
1990). Die Rolle der HSP-Proteine beim Osteosarkom ist noch weitgehend
unbekannt. Es wurde eine Uberexpression von HSP27, die mit einer schlechten
Prognose einhergeht von Uozaki und Kollegen beschrieben (Uozaki et al., 1997). In
einer neueren Studie konnte gezeigt werden, dass HSP90 ein potentielles Ziel fur
therapeutische Ansatze beim Ewingsarkom ist. Hier kam es bei der Inhibierung von
HSP9O0 allein oder in Kombination mit Inhibierung von IGF1R durch 17-AAG (17-
Allylamino-17-Demethoxygeldanamycin) und siRNA zu einem signifikant
verringertem Tumorwachstum (Martins et al., 2008).

Amplifikationen in den Regionen 6p21-6p12 wurden bei Osteosarkompatienten von
Lau et al. bei 7 der 20 untersuchten Patienten (28%) beschrieben (Lau et al., 2004).
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In dieser Studie wurden die Patienten mittels CGH, SKY und FISH untersucht. Das
Gen CDCS5L ('cell division cycle 5-like protein'; 6p21.1) wurde hier als Kandidatengen
ausgewahlt, da es eine wichtige Rolle als positiver Zellzyklusregulator bei dem
Ubergang von der pramitotischen Go-Phase in die Mitose spielt (Bernstein und
Coughlin, 1998). Bei Patienten mit einer 6p-Amplifikation zeigte sich ein Trend zu
einem kirzeren ereignisfreien Uberleben, als bei Patienten ohne Amplifikation
(Overholtzer et al., 2003). Die Zugewinne im Bereich 6p21-6p12 konnten kurze Zeit
spater auch mittels BAC-Arrayanalysen bei 33/48 Patienten (65%) nachgewiesen
werden. Bei 25% der Patienten mit einem chromosomalem Zugewinn dieser Region
wurden hochgradige Amplifikationen beschriecben (Man et al., 2004). Die
Amplifikationen konnten in allen Proben (Biopsie, resektierter Tumor und
metastatische Lasionen) nachgewiesen werden, so dass die Vermutung nahe liegt,
dass es sich hierbei um ein frihes Ereignis in der Pathogenese der Osteosarkome
handelt. Im Jahr 2008 untersuchte dieselbe Arbeitsgruppe die Rolle von CDCS5L als
Kandidatengen des 6p-Amplikons genauer (Lu et al., 2008). Hierbei konnte die
amplifizierte Region auf 7.9 Mb eingegrenzt werden. Zahlreiche Gene liegen in der
amplifizierten Region, dennoch konnte Uber gRT-PCR-Analysen eine signifikante
Uberexpression nur in den Genen CCND3, CDC5L und RUNX2 nachgewiesen
werden, auf Proteinebene erwies sich nur die Menge von CDCS5L als signifikant
Uberexprimiert, so dass sich hier erneut CDC5L als das potentiell interessanteste
Kandidatengen flir diese Region herausstellte. Die aCGH-Analysen dieser Arbeit
zeigten bei 15 Zelllinien eine minimale Ubereinstimmende Region auf Chromosom
6p21.1, in der das Gen CDC5L enthalten war.

Das Gen CCND3 (‘cyclin D 3') ist lokalisiert auf Chromosom 6p21.1 und kodiert ein
Protein der Cyclinfamilie. Cycline fungieren als Regulatoren der CDK-Kinasen (siehe
Abbildung 5.1). Das Protein CCND3 bildet Komplexe und fungiert als regulatorische
Untereinheit der Proteine CDK4 und CDKG, deren Aktivitaten fur den G¢- zu S-
Phasenubergang notwendig sind (Sherr, 1993). Ebenfalls konnte gezeigt werden,
dass das Protein bei der Phosphorylierung des Tumorsuppressors RB17 involviert ist
(Mgller et al., 2000). Somit handelt es sich bei dem Gen CCND3 ebenfalls um ein
interessantes Kandidatengen aus der amplifizierten Region des kurzen Arms von
Chromosom 6. In den in dieser Arbeit durchgefuhrten FISH-Analysen der Gene
CCND3 und CDCS5L wurde deutlich, dass es nicht nur zu Duplikationen, sondern

auch zu hochgradigen Amplifikationen, wie in den Zelllinien KPD und MG63, kam.
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Das Vorliegen dieser homogen anfarbbaren Regionen oder ahnlichen Korrelaten von
Amplifikationen genetischen Materials, wie zum Beispiel 'double minutes', sind ein
Hinweis auf die Instabilitat beziehungsweise Heterogenitat der Karyotypen der
Osteosarkome. Auf die Ursachen von chromosomaler Instabilitat wird im spateren
Verlauf der Diskussion genauer eingegangen.

Ein weiteres Kandidatengen aus der vermehrten Region ist das Gen RUNX2 ('runt-
related transcription factor 2'), welches auf 6p21.3 lokalisiert ist. Die Mitglieder der
RUNX-Familie sind Transkriptionsfaktoren. RUNXZ2 kodiert ein nukleares Protein mit
einer Runt-DNA-Bindedomane. Das Protein ist essentiell fur die osteoblastische
Differenzierung und Skelettmorphogenese (Olfa et al., 2010; Pratap et al., 2003).
Mutationen im Gen RUNX2 sind mit Erkrankungen mit Knochenbildungsstérungen
wie zum Beispiel der Cleidocranialen Dysplasie assoziiert. Beim Osteosarkom konnte
die haufig vorliegende Uberexpression von RUNX2 mit Metastasierung und einer
schlechten Prognose korreliert werden (Andela et al., 2005; Galindo et al., 2005;
Nathan et al., 2009; Won et al., 2009). Eine Amplifikation der Region 6p21.3 kdnnte
bei den hier analysierten Osteosarkomzelllinien ebenfalls eine Uberexpression
bedeuten, die sowohl in frihen Schritten, also bei der Differenzierung der
mesenchymalen Stammzellen, als auch bei spaten Ereignissen, wie der

Metastasierung eine Rolle spielt (siehe Abbildung 5.2).

5.2.6.2 Zugewinne 12913-12q15

Besonders auffallig zeigte sich der chromosomale Bereich 12913-12915 in den
aCGH-Analysen. Hier lagen in 11 der 19 (58%) Zelllinien Vermehrungen von
genetischem Material vor. Oft handelte es sich um hochgradige Amplifikationen, die
sich bei der nachfolgenden FISH-Analyse als homogen anfarbbare Regionen
prasentierten. Amplifikationen fur den chromosomalen Bereich 12913-12g15 sind in
der Literatur haufig flr die unterschiedlichsten Tumorentitaten, wie z.B.
Neuroblastome (Corvi et al, 1995), maligne fibrose Histiozytome, Liposarkome
(Nakayama et al., 1995), Hodenkarzinome (Riou et al, 1995), Blasenkarzinome
(Simon et al., 2002) und maligne Melanome (Muthusamy et al., 2006) beschrieben.
In dieser Region liegt eine Vielzahl von potentiellen Kandidatengenen, die auch bei
der Tumorgenese der Osteosarkome eine Rolle spielen kdnnten. Roberts et al.
zeigten 1989 Uber in situ Analysen eine 15-fache Amplifikation des Gens GL/7 (‘GLI
family zinc finger 1') bei der Osteosarkomzelllinie OSA (Roberts et al., 1989), eine
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Uberexpression des Gens konnte 1994 bewiesen werden (Forus et al., 1994). Das
Gen ist lokalisiert auf 12913.2-12913.3, kodiert fur eine 4.0 kb mRNA und wurde
ursprunglich beim Glioblastom identifiziert (Kinzler et al., 1987). Es ist ein Mitglied der
Krippel-Zinkfingerfamilie und ein Transkriptionsfaktor, der durch die 'Sonic-
Hedgehog'-Signaltransduktionskaskade aktiviert wird und die Stammzellproliferation
reguliert (Bigelow et al., 2004). Insbesondere bei den kindlichen Sarkomen konnte
eine signifikant erhohte Expression des Gens gezeigt werden, die mit der
Tumorgenese und dem Tumorgrad korreliert (Stein et al., 1999). Die Amplifikation
oder Duplikation des GL/1-Gens konnte in dieser Arbeit fur alle Zelllinien mit einer
Vermehrung des chromosomalen Bereichs 12g13-12915 nachgewiesen werden.

Ein weiteres interessantes Gen ist MDM2 (‘'murine double minute p53 binding protein
homolog'), welches in der Region 12914.3-12915 lokalisiert ist. Die beobachtete
Anzahl von 42% Amplifikationen des Gens in den in dieser Arbeit analysierten
Zelllinien liegt etwas hoher, als bisher in der Literatur beschrieben. Hier konnte eine
Amplifikation von 4.4%-20% und eine bis zu 30-fach erhdhte Expression beim
Osteosarkom von verschiedenen Arbeitsgruppen beschrieben werden (Oliner et al.,
1992; Ladanyi et al., 1993; Flgrenes et al., 1994; Nakayama et al., 1995; Miller et al.,
1996b; Szymanska et al., 1997; Tarkkanen et al., 1998; Wei et al., 1999; Lau et al.,
2004). MDM?2 bildet Komplexe mit p53. Es kann die von p53 regulierte
Wachstumskontrolle Uber seine E3-Ubiquitin-Ligaseaktivitat durch proteasomale
Degradation von p&3 abschalten. Dies fuhrt zu einer erniedrigten Apoptoserate
(Meltzer et al., 1991; Momand et al., 1992; Picksley und Lane, 1993; Levine et al.,
1994; Deb, 2003). Aulderdem konnte eine Interaktion von MDM2 mit RB1 gezeigt
werden (Xiao et al., 1995), bei der ebenfalls die wachstumsregulierende Funktion von
RB1 inhibiert wird (Deb, 2003). Die Amplifikation und Uberexpression des MDM2-
Gens ist meist mit einer schlechten Prognose bei den Sarkomen assoziiert (Onel und
Cordon-Cardo, 2004). Beim Osteosarkom konnten Amplifikationen und eine erhdhte
Expression des Gens sowohl bei fortgeschrittenen metastasierenden OS (Ladanyi et
al., 1993; Flgrenes et al., 1994; Berner et al., 1997a), als auch bei primaren Lasionen
(Nakayama et al, 1995) und gehauft bei parostealen OS mit niedrigem
histologischem Grad beobachtet werden (Gisselsson et al., 2002). Bei Patienten mit
klassischem Osteosarkom mit einer Amplifikation zeigte sich ein erhohtes
Erkrankungsalter und eine weibliche Praferenz im Gegensatz zu Patienten ohne

Amplifikation (Mejia-Guerrero et al., 2010). Eine Amplifikation mit der mehr als 10-
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fachen Anzahl des Gens und eine erhdhte Expression des Gens konnte bei der
Zelllinie OSA gezeigt werden (Forus et al., 1994; Henriksen et al., 2003), eine
moderate Expression liegt bei der Zelllinie U-20S bei normaler Kopienzahl vor
(Henriksen et al., 2003). Auf Grund der ursprunglichen Beobachtung, dass MDM2-
Amplifikationen nicht parallel zu p53-Mutationen auftreten wurde postuliert, dass es
sich bei der MDM2-Amplifikation um einen alternativen Mechanismus handelt, um
der Wachstumskontrolle zu entgehen (Oliner et al., 1992). Auch in spateren Studien
wurde das parallele Auftreten von MDMZ2-Amplifikationen und p53-Mutationen
aulerst selten beobachtet (Flarenes et al., 1994; Miller et al., 1996b; Lonardo et al.,
1997; Landers et al., 1997). Deletionen des Gens p53 konnten im Rahmen dieser
Arbeit mittels aCGH nur in funf Zelllinien (KPD, MOS, SAOS2, SARG, U-20S)
gefunden werden, ein paralleler Zugewinn des Gens MDM?2 trat bei den Zelllinien
SAOS2, SARG und U-20S auf, allerdings nur mit geringer zusatzlicher Kopienzahl.
Dies lasst die Vermutung zu, dass bereits eine Aberration in einem Gen, welches die
Wachstumskontrolle reguliert, fur die Initiation der Tumorgenese bei den
Osteosarkomen ausreicht.

Ein weiteres Gen, welches ebenfalls in der amplifizierten Region 12q14.1 liegt ist das
Gen CDK4 ('cyclin-dependent kinase 4') (Berner et al., 1997a). Es kodiert fur ein
Protein der Serin-Threonin-Proteinkinasefamilie, welches die katalytische
Untereinheit des CDK4-Cyclin D-Komplexes bildet. Das Protein reguliert die
Zellzyklusprogression von der G¢-Phase in die S-Phase (Sherr, 1993). Die Aktivitat
des Proteins wird unter anderem durch den CDK-Inhibitor p16™** und durch
Proteine der Cyclinfamilie kontrolliert. Uber Phosphorylierung kann das CDK4-Protein
als Komplex mit CCND1 die Funktion von RB17 inhibieren (Ewen et al., 1993; Kato et
al., 1993; Matsushime et al., 1994). Eine Vermehrung der Kopienzahl konnte in
dieser Arbeit in insgesamt 58% der Zelllinien nachgewiesen werden, bei 21% der
Zelllinien lagen multiple Kopien vor. Eine Koamplifikation des Gens MDM?2 lag bei
37% der Zelllinien vor. Bei Glioblastomen und anaplastischen Astrozytomen konnte
ebenfalls eine Amplifikation beider Gene beobachtet werden, nicht jedoch eine
Koamplifikation (Reifenberger et al., 1993; Reifenberger et al., 1996), welches zur
Vermutung fuhrte, dass es sich bei den beiden Genen um unabhangige
Amplifikationsziele handeln  konnte. Diese Annahme konnte fur die
unterschiedlichsten Sarkomen, einschlieRlich Osteosarkome bestatigt werden (Khatib
et al., 1993; Elkahloun et al., 1996; Berner et al., 1997a; ltaliano et al., 2008). Eine
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Koamplifikation beider Gene wurde dennoch sehr oft bei parostealen Osteosarkomen
beschrieben, nicht jedoch bei klassischem Osteosarkom (Mejia-Guerrero et al.,
2010).

Die Gene CDK4 und SAS/TSPAN31 sind auf Grund der raumlichen Nahe vermehrt
koamplifiziert (Elkahloun et al., 1996). Das Gen TSPAN31 ('tetraspanin 31') ist eine
Mitglied der Transmembran-4-Superfamilie und liegt ebenfalls wie CDK4 auf
Chromosom 12q14.1 (Oliner et al., 1992). Das an der Zelloberflache gelegene
Protein spielt bei der Wachstumsregulation und Signaltransduktion eine Rolle
(Jankowski et al., 1994). Eine Koamplifikation des Gens mit CDK4 konnte in dieser
Arbeit bei allen Fallen mit Amplifikationen in diesem Bereich beobachtet werden. In
der Literatur sind Amplifikationen und Koamplifikationen besonders bei
niedrigmalignen Oberflachen-Osteosarkomen beschrieben, wie z.B. bei den
parostealen Osteosarkomen, seltener hingegen bei den intramedullaren
Osteosarkomen mit hoher Malignitat (Noble-Topham et al., 1996; Wunder et al.,
1999). Dies weist darauf hin, das TSPAN31- bzw. CDK4-Amplifikationen eher frihe
Ereignisse bei der Tumorgenese der Osteosarkome sind (siehe Abbildung 5.2).
Ebenfalls haufig koamplifiziert mit CDK4 und TSPAN31 liegt das Gen PRIM1 vor. Es
ist lokalisiert auf Chromosom 12q13.3 und eine Amplifikation wurde in 41% der
Osteosarkome beobachtet (Yotov et al., 1999). PRIM1 ('DNA primase 1') kodiert fur
eine Enzymuntereinheit, die eine Komponente des DNA-Polymerase-a-Komplexes
ist. Das Enzym Primase, welches ein Heterodimer aus einer kleinen und einer
grolRen Untereinheit ist, synthetisiert kleine RNA-Primer fur die Okazaki-Fragmente,
die wahrend der diskontinuierlichen DNA-Replikation hergestellt werden. Das
Protein, welches von dem Gen PRIM1 kodiert wird ist die kleine Untereinheit von
Primase mit einer molekularen Grof3e von 49kDa (DePamphilis, 1996). Das Enzym
spielt eine wichtige Rolle bei der Initiation der DNA-Replikation, da die DNA-
Polymerase die Polymersynthese nicht alleine initiieren kann (Cloutier et al., 1997).
Aberrationen im Gen PRIM1 kdnnten ebenfalls eine ausschlaggebende Rolle bei der
Tumorgenese durch den Einfluss des Gens auf den Zellzyklusibergang von Gi- in S-
Phase innehaben (Yotov et al., 1999).

Das Gen CHOPIDDIT3 ('DNA-damage-inducible transcript 3'), welches auf
Chromosom 12q13.1-12q13.2 lokalisiert ist zeigt eine Uberexpression beim
Osteosarkom, die mit der Amplifikation des Gens CDK4 korreliert ist (Forus et al.,
1994; ltaliano et al., 2008). Der Bruch liegt in der 5'-Region des Gens DDIT3, so dass
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vermutet wird, dass dieser Bereich eine fragile Stelle ist, die den Ursprung des
CDK4-TSPAN31-Amplikons darstellt und die Expression von DDIT3 selbst
dysreguliert (Italiano et al., 2008). Desweiteren konnte die gleiche Arbeitsgruppe
zeigen, dass es sich bei den 12g-Amplikons um mindestens zwei unabhangige
Amplikons handelt. Das eine um CDK4 und TSPAN31 in der Region 12q13-12q14
und das andere um MDM2 und HMGAZ2 in der Region 12q15. Dies erklart auch,
warum die Gene CDK4 und MDM?2 in unterschiedlicher Anzahl bei den in dieser
Arbeit untersuchten Zelllinien dupliziert oder amplifiziert vorlagen.

Das Gen HMGAZ/HMGIC ('high mobility group AT-hook 2') ist lokalisiert auf
Chromosom 12q15 und liegt zwischen den Genen CDK4 und MDM?2. Es ist kodiert
fur einen positiven als auch negativen Transkriptionsregulator und bindet in der
kleinen Furche A-T-reicher DNA (Reeves und Nissen, 1990). Besonders bei gut-
differenzierten und dedifferenzierten Liposarkomen liegt dieses Gen amplifiziert und
rearrangiert vor (ltaliano et al., 2008), aber auch bei anderen sowohl gutartigen, als
auch bodsartigen Sarkomen konnte eine Amplifikation in bis zu 10% beschrieben
werden (Berner et al., 1997b; Cleynen und van de Ven, 2008). Fur die Zelllinie OSA
konnten Kools et al. 1996 ein Rearrangement des Gen HMGAZ2 zeigen (Kools und
van de Ven, 1996). Eine Trunkierung und Amplifikation dieses Gens konnte
Auswirkungen bei der Wachstumskontrolle von Tumorzellen haben. Ebenfalls weisen
Briche in dem Gen und Rearrangements von HMGAZ2, auf den potentiellen Ursprung
des 12915-Amplikons hin. In einer neueren Publikation konnten Polymorphismen in
dem Gen HMGAZ2 mit unterschiedlicher trabekularer Knochenmineralisierungsdichte
assoziiert werden (Kuipers et al., 2009). Weitere Funktionen von HMGA2 im
Metabolismus des Knochens bedarfen aber noch genauerer Abklarung.

Insgesamt spielen die Amplifikationen der Bereiche 12q13-12q14 und 12915
wahrscheinlich eine wichtige Rolle bei der Tumorgenese verschiedener Sarkome
(Ladanyi et al., 1995; Forus et al., 2001; Lopes et al., 2001; Mejia-Guerrero et al.,
2010). Bei benignen Sarkomen konnten auch Zugewinne in diesen Bereichen
beobachtet werden, allerdings nur zu einem sehr geringen Anteil (Hostein et al.,
2004). Besonders die niedrigmalignen parostealen Osteosarkome sind durch
Amplifikationen in dieser Region ausgezeichnet (Tarkkanen et al., 1995; Szymanska
et al.,, 1997; Lonardo et al., 1997; Wunder et al., 1999; Gamberi et al., 2000). Die
Beobachtungen, dass die Amplifikationen eher bei niedrigmaligen Osteosarkomen,

als bei hochmalignen Osteosarkomen auftreten zeigen, dass die Amplifikationen der
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Gene aus dem Bereich 12q wohl ein frihes Ereignis bei der Tumorgenese (siehe
Abbildung 5.2) der Osteosarkome darstellen. Fur die Aggressivitat der hochmalignen
Osteosarkome scheinen zusatzliche Aberrationen notwendig zu sein (Gamberi et al.,
2000; Park et al., 2004; Mejia-Guerrero et al., 2010). Das Zusammenspiel der Gene
der 12g-Amplifikationen mit anderen Genen, die bei der Tumorgenese der

Osteosarkome eine Rolle spielen kann der Abbildung 5.1 entnommen werden.

5.2.6.3 Zugewinne 17p12-17p11.2

Ein weiterer gut abgrenzbarer Bereich, der sich durch hohe log,ratios auszeichnete
war die Chromosomenregion 17p12-17p11.2. Zugewinne von chromosomalem
Material in diesen Banden konnten in 10 (53%) Zelllinien identifiziert werden. Die
Aberrationen traten hier anders als bei den 6p- und 12g-Amplifikationen auf vielen
verschiedenen Chromosomen verteilt als inserierte Duplikationen auf. Homogen
anfarbbare Regionen wurden nur bei der Zelllinie OS15 beobachtet. Die Verlagerung
einzelner Gene der gleichen Chromosomenbande auf verschiedene Chromosomen
in finf Zelllinien ist ein Hinweis flr einen Translokationsbruchpunkt zwischen den
Genen PMP22 und MAPKY. Eine hochauflosende Analyse der Bruchpunktregion (~4
Mb) konnte zeigen, ob es sich hierbei um die gleichen Bruchpunkte handelt. Fir die
Region 17p12 ist eine fragile Stelle beschrieben (Kahkoénen et al., 1989). FRA17A
l&sst sich bei 0,5% gesunder Individuen mittels Distamycin A induzieren und zahlt zu
den raren fragilen Stellen (Debacker und Kooy, 2007). Die Fragilitat dieser Region
konnte zu den Brichen und Genumlagerungen fuhren, die in dieser Arbeit
beobachtet wurden. Ebenso bieten fragile Stellen Voraussetzungen fur '‘Breakage-
Fusion-Bridge-Zyklen', die zu intrachromosomalen Genamplifikationen flhren
(Abschnitt 5.4). Zugewinne flr den kurzen Arm von Chromosom 17 sind fur
unterschiedliche Entitaten beschrieben. So ist ein Zugewinn des Bereichs 17p12-
17p11.2 in 5% der Astrozyme (Hulsebos et al., 1997; van Dartel et al., 2003), bei
24% der Leiomyosarkome (El-Rifai et al., 1998; Kaur et al., 2007), bei 38% der
Chondrosarkome (Larramendy et al., 1997) und ebenso bei multiplen Myelomen
(Fabris et al., 2007) beschrieben. Diese hohe Anzahl an Tumoren mit Amplifikation in
der Region 17p12-17p11.2 zeigt die hohe Wahrscheinlichkeit fur das Vorhandensein
eines Onkogens in diesem Bereich. Bei hochgradigen Osteosarkomen zeigen 13-
32% der Falle eine 17p12-17p11.2 Amplifikation (Tarkkanen et al., 1995; Forus et al.,
1996; Lopez-Ginés et al., 1996; Szymanska et al., 1997; Tarkkanen et al., 1998;
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Tarkkanen et al., 1999; Stock et al., 2000; Zielenska et al., 2001; van Dartel et al.,
2004; van Dartel und Hulsebos, 2004; Lau et al., 2004). Zwei Studien konnten sogar
deutlich héhere Amplifikationsraten mit 45% der Falle (Hulsebos et al., 1997) bzw.
77% (7/9) der Falle (Squire et al., 2003) zeigen, allerdings waren hier die Kollektive
sehr klein. Bei der Eingrenzung eines Zielgens erwies sich die Suche nach einem
Kandidaten zuerst als sehr kompliziert, da in der Chromosomenregion viele Gene
liegen (Wolf et al., 1999). Van Dartel et al. haben diese im Jahr 2002 auf die drei
Kandidatengene PMP22, TOP3A und MAPK7 eingegrenzt (van Dartel et al., 2002;
van Dartel et al., 2004). PMP22 (‘peripheral myelin protein 22') kodiert fur ein 22kDa
grolRes peripheres Myelinprotein. Eine genaue Funktion des Gens bei der
Tumorgenese ist bisher noch nicht bekannt.

Ein weiteres Kandidatengen, lokalisiert auf 17p11.2 ist das Gen COPS3 ('COP9
constitutive photomorphogenic homolog subunit 3'), dass in einer Studie gehauft
Uberexprimiert bei Osteosarkomen gefunden werden konnte (Henriksen et al., 2003).
COPS3 codiert fur eine Untereinheit des COP9-Signalosoms (CSN) (Elsea et al.,
1999), welches im Zusammenhang mit vielen regulatorischen Prozessen, unter
anderem mit der Ubiquitin-vermittelten Proteolyse (Bech-Otschir et al., 2002) steht.
Die Phosphorylierung des CSN steuert die MDM2-vermittelte Ubiquitinierung von p53
und anschlieRende Degradation durch das 26S-Proteasom von p53 (Bech-Otschir et
al., 2001). Das Zusammenspiel (siehe Abbildung 5.1) zwischen MDMZ2 und p53
macht COPS3 zu einem interessanten Kandidatengen fur die Region 17p (Henriksen
et al., 2003). In dieser Arbeitsgruppe wurde postuliert, dass eine Aberration, 17p12-
17p11.2-Zugewinn, 12q12-12q15-Zugewinn oder 17p13.1-Verlust bzw. Mutation in
p53, ausreicht, da alle Gene in der betroffenen Region bei der p53-vermittelten
Apoptose involviert sind. Bei der Analyse von 61 Genen aus der Region konnte eine
Amplifikation und signifikante Uberexpression der Gene COPS3 und PMP22 beim
Osteosarkom nachgewiesen werden (van Dartel und Hulsebos, 2004). In einer
Studie mit 155 OS-Patienten konnte bei 31% der Falle eine COPS3-Amplifikation
beobachtet werden (Yan et al., 2007). Desweiteren konnte hier die Amplifikation mit
grolRer TumorgrolRe sowie einer klrzeren Zeitspanne zur Metastasierung der
Tumoren und somit mit einer schlechteren Prognose bei den Patienten korreliert
werden. Die These, dass eine Aberration in der Region genugt, konnte hier nicht
bestatigt werden, vielmehr wurden haufig gleichzeitig COPS3-Amplifikationen und
p53-Mutationen in  denselben  Tumoren gefunden werden. Fir die
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Osteosarkomzelllinien OSA und U-20S konnte eine moderate Expression des Gens
COPS3 bei normaler Kopienzahl beobachtet werden (Henriksen et al., 2003). Bei
den hier in der Arbeit benutzen 44k-Arrays ist das Gen COPS3 nur durch ein
Oligonukleotid reprasentiert, so dass keine Aussage Uber den Kopienzahlstatus des
Gens getroffen werden konnte. Bei konstitutionellen Erkrankungen konnten
Aberrationen in der Chromosomenregion 17p12-17p13 mit genomischer Instabilitat
assoziiert werden (Ji et al., 2000). Zu den konstitutionellen Erkrankungen mit 17p-
Aberrationen gehort zum Beispiel der autosomal-dominant vererbte Morbus Charcot-
Marie-Tooth (Hereditare motorisch-sensible Neuropathie Typ [), bei dem es im Gen
PMP22 zu einer Duplikation kommt (HUhne et al., 1999; Kabzinska et al., 2009).
Insgesamt konnte gezeigt werden, dass die Zugewinne im Bereich 17p12-17p11.2
wahrscheinlich eine wichtige Rolle bei der Tumorgenese der Osteosarkome spielen,
der Zusammenhang zwischen TumorgroRe und kurzer Zeitspanne zur
Metastasierung bei Amplifikationen von Genen aus der Region konnte auf ein
spateres Ereignis bei der Tumorgenese hindeuten (siehe Abbildung 5.2).
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Abbildung 5.1: Ausschnitt Uber das komplexe Zusammenspiel molekulargenetischer Pfade bei der
Tumorgenese der Osteosarkome. Griiner Pfeil=Amplifikation/Uberexpression/Funktionszugewinn,

roter Pfeil=Deletion/Mutation/Funktionsverlust.
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5.2.6.4 Verluste 3q13.31

Zu Beginn dieser Arbeit waren noch keine Deletionen im Bereich 3q13.31
beschrieben, die sich mit der Rolle von LSAMP als potentiellem Tumorsuppressor bei
der Pathogenese der Osteosarkome beschéaftigen. Das 'limbic system-associated
membrane protein'-Gen (LSAMP) kodiert fur ein neuronales Oberflachenprotein, das
in den kortikalen und subkortikalen Regionen des limbischen Systems exprimiert
wird. In dieser Arbeit konnten Deletionen in der chromosomalen Region 3913.31 und
speziell des LSAMP-Gens in 5 Zelllinien (26%) aufgedeckt und bestatigt werden. Es
konnten heterozygote, sowie homozygote Deletionen des kompletten Gens
identifiziert werden, des Weiteren wurde in einer Zelllinie eine homozygote partielle
Deletion des Gens gefunden werden. Eine veranderte Kopienzahl oder ein Verlust
der Heterozygotie des Chromosomes 3 wurden flr Osteosarkome schon haufig
beschrieben (Yamaguchi et al., 1992; Tarkkanen et al., 1995; Zielenska et al., 2001;
Ozaki et al, 2002). Auf Grund des Auflésungsvermogens der eingesetzten
Techniken wurde die kleine Deletion aber uUbersehen. Ein Verlust der Region
3913.31 wurde 2007 bei der Zelllinie HOS beschrieben (Selvarajah et al., 2007). Die
Zelllinie wurde im Vergleich zu den Zelllinien MG63, SAOS2 und U-20S mittels
aCGH und multicolor-Banding auf gemeinsame Mikroaberrationen untersucht. Da die
ubrigen Zelllinien keine Deletion im Bereich 3q13.31 aufweisen wurde diese Region
nicht genauer betrachtet. In einer Studie einer Kooperation mehrerer Arbeitsgruppen,
aus Oslo, Dusseldorf und Bologna, die innerhalb des EU-Verbundes EuroBoNet an
Knochentumoren forschen, wurden 36 Patienten mit Osteosarkom und 20 Zelllinien
mittels aCGH mit einem BAC/PAC-Array mit einer Auflosung von 1 Mb analysiert
(Kresse et al., 2009). Hierbei zeigte sich in 56% der Falle eine Deletion eines Klons
in der Chromosomenregion 39q13.31. Nach zusatzlichen Analysen mit quantitativer
real time RT-PCR und Fluoreszenz-in situ-Hybridisierung zeigte sich, dass das Gen
LSAMP ein potentieller Kandidat flr ein neues Tumorsuppressorgen beim
Osteosarkom ist. Die Expression des Gens war im Vergleich zu normalen
Knochenproben in 6/15 Tumoren und in 5/9 Zelllinien mit LSAMP-Deletion und in
5/14 Tumoren und 3/11 Zelllinien mit einer normalen Kopienzahl oder einem
Zugewinn heruntergesetzt. Eine partielle oder komplette Methylierung des Promotors
von LSAMP konnte bei 3/30 Tumoren und 7/20 Zelllinien bei den untersuchten CpG-
Inseln gezeigt werden. Eine Methylierung des Promotors hat zur Folge, dass das

Gen nicht mehr abgelesen werden kann, bei Tumorsuppressorgenen wird somit auch
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die zellzykluskontrollierende Funktion abgeschaltet. In dieser Studie konnte
auRerdem eine geringe Expression von LSAMP mit einer niedrigen Uberlebensrate
assoziiert werden. In einer weiteren Studie einer Arbeitsgruppe aus Taiwan, die kurz
darauf publiziert wurde, wurden 37 Patienten und 5 Zelllinien mittels SNP-Arrays,
FISH und gRT-PCR untersucht, auch hier konnte die Deletion und reduzierte
Expression von LSAMP nachgewiesen werden (Yen et al., 2009). Die identifizierten
Deletionen der Region 3913.31 wurden hier in Typ | und Typ Il Deletionen unterteilt.
Typ | Deletionen betrafen hierbei die Region 118,05-118,13 Mb und Typ Il Deletionen
die groRere Region 117,46-118,13 Mb. Bei 6/11 (54%) primaren Tumoren und 3/5
(60%) Zelllinien konnten sowohl hetero-, als auch homozygote Deletionen des Gens
mit FISH nachgewiesen werden. Die homozygote Deletion von LSAMP in der
Zelllinie HOS, die innerhalb dieser Arbeit gefunden wurde, wurde auch hier
beschrieben. Es konnte gezeigt werden, dass diese Deletionen somatischer Natur
waren, da sie in DNAs aus peripheren Blutlymphozyten der Patienten nicht gefunden
werden konnten. Die aktuellste Publikation einer Arbeitsgruppe aus Toronto bestarkt
ebenfalls die These, dass es sich bei LSAMP um ein Tumorsuppressorgen beim
Osteosarkom handelt (Pasic et al., 2010). In dieser Studie wurden 49 Kinder,
Jugendliche und junge Erwachsene unter 31 Jahren mit Osteosarkom, sowie die
Zelllinien U2-0S, SAOS2, HOS und MNNG-HOS untersucht. Die Patientenproben
wurden zum Teil mittels DNA-Microarrays (Affymetrix genome-wide 6.0 Microarrays),
gRT-PCR-Analysen oder FISH-Analysen analysiert. Bei 51,9% der Patienten konnte
mittels Microarrayanalyse ein Verlust der chromosomalen Region 3q13.31
festgestellt werden. Durch die parallele Analyse von Blut-DNA der Patienten wurde
gezeigt, dass es sich bei den Kopienzahlveranderungen dieser Region um ein de
novo Ereignis handelt. Die Uberlappungsregion der Deletionen wurde mit einer
GroRe von etwa 0,5 Mb zwischen 117,8-118,3 Mb eingegrenzt. Dies entspricht in
etwa der Region der Typ Il Deletionen, die von Yen et al., 2009 beschrieben wurden.
Uber gPCR-Analysen konnte gezeigt werden, dass heterozygote Deletionen der
Region weitaus haufiger sind als homozygote Verluste. Desweiteren zeigte sich,
dass ein Verlust der Heterozygotie haufig in Tumoren mit homozygoten Deletionen
vorliegt. Die betroffene Region enthalt neben dem Gen LSAMP auch die nicht-
kodierenden RNAs (ncRNAs) LOC285194 und BC040587. In dieser Arbeit wurde
gezeigt, dass die Gene in Osteoblasten exprimiert werden, was eine mogliche Rolle

bei der Knochenentwicklung der Gene bedeuten kdnnte. Die Expression von LSAMP
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war in 64,6%, die von LOC2857194 in 81,2% und die von BC040587 in 77,1% der
analysierten Proben heruntergesetzt. Es wurde bereits gezeigt, dass eine verringerte
Expression von LSAMP mit einer schlechteren Uberlebensrate assoziiert ist (Kresse
et al, 2009; Yen et al., 2009), in dieser Studie konnte gezeigt werden, dass
Deletionen von LOC285194 und BC0408587 ebenfalls mit einer dramatische
Abnahme der Uberlebensrate assoziiert sind. Bei Fallen mit einer Uberexpression
des Gens konnte jedoch nicht gezeigt werden, dass die erhdhte Expression Effekte
auf Proliferation, Uberleben, Zellzykluskontrolle oder Apoptoserate hatte, es konnte
aber gezeigt werden, das der Abbau von LSAMP und LOC285194 einen Anstieg der
Zellpopulationen in der G4- oder S-Phase und somit einen Anstieg der Proliferation
der untersuchten Osteoblasten zur Folge hatte. Dies weist darauf hin, dass diese
Gene eine Funktion als Wachstumssuppressor innehaben. Unabhangig von einander
wurde von drei Arbeitsgruppen gezeigt, dass die Deletion von 3913.31 eine wichtige
Rolle bei der Entstehung der Osteosarkome spielt.

Auch bei anderen Tumoren wurde LSAMP als Tumorsuppressorgen beschrieben. So
ist es beim Nierenzellkarzinom als Translokationspartner von NORE1 (RASSF5, 'Ras
association (RalGDS/AF-6) domain family member 5') in der Translokation
t(1;3)(q32.1;913.3) beteiligt (Chen et al., 2003b). Hierdurch wird die Expression von
LSAMP und NORE1 heruntergesetzt, was eine erhdhte Zellproliferation zur Folge
hat. Das Expressionslevel von Mitgliedern der IgLON-Familie (Immunglobulin-
Superfamilie-Untergruppe mit LSAMP, OPCML & NTM) ist ebenso bei epithelialen
Ovarialkarzinomen signifikant herunter gesetzt (Ntougkos et al., 2005). Es konnte
gezeigt werden, dass das Expressionslevel von LSAMP negativ mit dem
GesamtlUberleben der Patienten verknupft ist. Diese verschiedenen Analysen zeigen,
dass LSAMP mit einer Deletionsrate von bis zu 60% und einem verringerten
Expressionlevel in bis zu 65 % der untersuchten Falle, ein gutes Kandidatengen als
Tumorsuppressor beim Osteosarkom ist. Das Zusammenspiel mit LOC285194 und

BC040587 als putative Tumorsuppressoreinheit bedarf noch genauerer Abklarung.

5.2.6.5 Verluste 9p21.3, 13914.2 und 17p13.1

Beim Osteosarkom sind haufige Verluste in den Bereichen der Chromosomen 9p,
13q und 17p beschrieben (Bridge et al., 1997; Sandberg und Bridge, 2003). In diesen
Regionen befinden sich die Tumorsuppressorgene CDKNZ2A, RB1 und p53, die alle
eine wichtige Rolle bei der Zellzykluskontrolle spielen. Das Gen CDKNZ2A (‘cyclin-
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dependent kinase inhibitor 2A') oder der sogenannte INK4a/ARF-Lokus ist lokalisiert
auf Chromosom 9p21.3 und kodiert die Proteine p16™“* und p14"%F. Diese
verschiedenen Proteine werden Uber bicistronische Transkription und differentielles
SpleilRen Uber ein alternatives Leseraster hergestellt (Quelle et al., 1995; Sharpless,
2004). p16™“* und p14”RF stabilisieren das p53-Protein durch Inhibition von CDK4
oder MDM?2 (siehe Abbildung 5.1), infolgedessen kommt es zu einem
Zellzyklusarrest in der Gqi-Phase (Benassi et al., 1999; Maitra et al., 2001). Die
Phosphorylierung von RB1 durch CDK4 wird ebenfalls gehemmt und somit wird ein
weiterer Kontrollimechanismus abgeschaltet (Swanton, 2004). Uber Deletionen oder
Mutationen in dem Gen CDKN2A kommt es also sowohl zu einer herabgesetzten
Aktivitat von p53, als auch von RB1. Bei Osteosarkomen wurde eine Inaktivierung
des Gens CDKNZ2A in 10%-15% der Patienten beobachtet (Maelandsmo et al., 1995;
Miller et al., 1996a; Nielsen et al., 1998; Wei et al., 1999). Hierbei wurden Deletionen
des Gens haufiger detektiert als Punktmutationen. Im Rahmen dieser Arbeit konnte
der homozygote Verlust von CDKNZ2A in 32% der Zelllinien und der heterozygote
Verlust des Gens in 37% der Zelllinien detektiert werden. Ein heterozygoter Verlust
trat oft parallel mit einer Amplifikation der Gene MDMZ2 oder CDK4 auf, homozygote
Deletionen des Gens konnten eher bei Zelllinien mit normaler Kopienzahl fur die
Gene der Region 12q detektiert werden.

Ein Tumorsuppressorgen bei dem ebenfalls haufig Aberrationen beim Osteosarkom
beobachtet wurden ist RB1 ('retinoblastoma 1'), welches auf Chromosom 13q14.2
lokalisiert ist. Das Gen reguliert den Ubergang von Gi- zu S-Phase, indem es an
Gene der E2F-Famile bindet und diese inaktiviert (Nevins et al., 1997; Sharpless,
2004). Die Gene der E2F-Familie fungieren als Transkriptionsfaktoren und haben
somit regulatorischen Einfluss wahrend des Zellzyklus (Chen et al., 2009). Die
Suppression der Funktion wird erst aufgehoben, wenn RB1 durch den CDK4/Cyclin
D1-Komplex phosphoryliert wird (Abbildung 5.1). Eine Funktion von RB1 wahrend
der mitotischen Progression, der Segregation der Chromosomen und
Chromatinremodellierung, die dem Erhaltung der genomischen Integritat dient konnte
ebenfalls gezeigt werden (Zheng und Lee, 2001). Beim Retinoblastom, einem
malignem Tumor der Retina, der bei Kindern bis zum 5. Lebensjahr auftritt, kommt es
zu Mutationen in diesem Gen. Etwa 45% der Retinoblastompatienten haben die
erbliche Form der Erkrankung, die erste Mutation im Gen RB7 wurde autosomal-

dominant vererbt, jedoch liegt eine unvollstdndige Penetranz vor. In nahezu 95%
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dieser Patienten kommt es zu einer zweiten somatischen Mutation. Der zweite
Verlust eines funktionstichtigen Allels 16st die Entstehung des Tumors aus. Patienten
mit hereditarem Retinoblastom haben verglichen mit der Normalbevdlkerung ein
1000-fach erhdhtes Risiko an einem Osteosarkom zu erkranken (Kitchin und
Ellsworth, 1974; Abramson et al., 1979; Abramson et al., 1984; Longhi et al., 2001).
Sporadische Osteosarkome zeigen in bis zu 70% der Falle Aberrationen im Gen RB1
(Araki et al., 1991; Scholz et al., 1992; Wadayama et al., 1994; Sandberg und Bridge,
2003). Ein Verlust der Heterozygotie liegt bei 39-70% der Tumore vor (Yamaguchi et
al., 1992; Feugeas et al., 1996; Heinsohn et al., 2007). Strukturelle Rearrangements
(30%) und Punktmutationen (10%) treten seltener auf (Araki et al., 1991; Wunder et
al., 1991; Miller et al., 1996b; Wadayama et al., 1994). Desweiteren konnte gezeigt
werden, dass ein Verlust der Heterozygotie mit einer schlechteren Prognose bei
Osteosarkompatienten korreliert (Feugeas et al., 1996; Benassi et al., 1999; Marina
et al., 2004). Eine heterozygote Deletion des Gens RB17 lag in 58% der im Rahmen
dieser Arbeit analysierten Zelllinien vor. Zusatzlich lagen bei den zwei Zelllinien OHS
und TPXM Briche in dem Gen vor, die ebenfalls mit einem Funktionsverlust des
Gens assoziiert sein kdnnten.

Eines der wichtigsten Tumorsuppressorgene ist p53, welches auf Chromosom
17p13.1 lokalisiert ist. Eine Veranderung von diesem Gen ist bei der Tumorgenese
vieler Tumorentitaten involviert (McBride et al., 1986; Levine et al., 1991; Hollstein et
al., 1991; Bennett et al., 1992; Olivier et al., 2010). Es kodiert fur ein DNA-bindendes
Protein, welches Uber eine Trankriptionsaktivierende-, eine DNA-bindende- und eine
Oligomerisierungsdomane verfugt. Das p53-Protein induziert die Transkription einer
Vielzahl von Genen, die bei der Zellzykluskontrolle oder Apoptose involviert sind
(Hung und Anderson, 1997; el-Deiry, 1998). Neuere Studien konnten eine
zusatzliche Rolle von p53 bei der Inhibierung der Angiogenese zeigen (Teodoro et
al., 2007; Yamakuchi et al., 2010; Wang et al., 2010). Beim Osteosarkom kann ein
Funktionsverlust des Gens pb53 sowohl durch Allelverlust (75-80%) und
Genrearrangements (10-20%), als auch durch Punktmutationen (20-30%) erfolgen
(Toguchida et al., 1992; Miller et al., 1996b; Radig et al., 1998). Hierbei machen
Missensmutationen in Exon 5-8 den Hauptteil der Punktmutationen aus (Gokgoz et
al., 2001; Ragland et al., 2002). Der Abbau des Gens p53 wird von den Genen
MDM?2 und CDK4 gefordert und durch Inhibierung der beiden Gene durch CDKN2A

verhindert (Abbildung 5.1). Bei Osteosarkompatienten konnten in vielen Studien
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Aberrationen von p53 in 15-50% der Falle gezeigt werden (Masuda et al., 1987; Guo
et al., 1996; Miller et al., 1996b; Lonardo et al., 1997; Gokgoz et al., 2001; Park et al.,
2004). Die Alterationen treten bereits in den Primartumoren auf, so dass sie
wahrscheinlich frihe Ereignisse bei der Tumorentstehung der Osteosarkome sind
(Sandberg und Bridge, 2003). Ein erhdhtes Risiko an einem Osteosarkom zu
erkranken konnte bei Patienten mit dem Li-Fraumeni-Syndrom beobachtet werden
(Mclintyre et al., 1994). Bei dieser Erkrankung, die mit multiplen Tumoren einhergeht
tragen die Patienten eine Keimbahnmutation im p53-Gen (Li et al., 1988; Srivastava
et al, 1990). Bei Patienten mit sporadischem Osteosarkom konnte eine
Keimbahnmutation bei 3% beobachtet werden (Kleihues et al., 1997). Studien zur
prognostischen Signifikanz von p53-Mutationen konnten eine schlechtere Prognose
mit dem Funktionsverlust von p53 korrelieren (Pakos et al., 2004; Wunder et al.,
2005; Bakhshi und Radhakrishnan, 2010). In dieser Arbeit konnte eine heterozygote
Deletion nur bei den 5 (26%) Zelllinien KPD, MOS, SAOS2, SARG und U2-OS
beobachtet werden. Bei diesen Zelllinien lag meist keine parallele Amplifikation der
Gene CDK4 und MDM?2 vor. Desweiteren konnten in den 5 (26%) Zelllinien HAL,
KPD, OS10, OS15, SAOS2 Bruche im Gen p53 beobachtet werden, die auch zu
einer Inaktivierung fuhren konnten. Insgesamt konnte die Funktion des Gens also bei
8 (42%) Zelllinien gestort sein. Eine ausfuhrliche Studie zu p53-Mutationen bei den
Osteosarkomzelllinien zeigte eine Mutation in sieben von siebzehn (41%)
analysierten Osteosarkomzelllinien. Es handelt sich hierbei um die Zelllinien HOS,
MOS, OHS, 0S10, OS18, SAOS2 und SARG (Ottaviano et al., 2010). Da nicht alle
Zelllinien von pb3-Alterationen betroffen waren ist es madglich, dass die
Zellzykluskontrolle Uber Veranderungen in anderen Genen wie zum Beispiel MDM?2,
CDK4, CDKNZ2A oder RB1 umgangen wird.

5.3 Entstehung und Progression der Osteosarkome

Die in Abschnitt 5.2 beschriebenen Veranderungen zeigen das komplexe
Zusammenspiel von Genen, die bei der Entstehung der Osteosarkome beteiligt sind.
Einige Veranderungen stellen eher frihe Ereignisse bei der Tumorgenese dar und
andere hangen mit der Progression und Metastasierung zusammen. Einen
zusammenfassenden Uberblick der in dieser Arbeit beschriebenen putativen
Mechanismen bei der Tumorgenese soll Abbildung 5.2 geben. Bisher konnten fast

nur Gene identifiziert werden, die auch bei anderen Tumoren eine Rolle bei der
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Pathogenese spielen. Gene, die als Marker dienen konnten, die die spezifische
Diagnose beim Osteosarkom erleichtern wirden konnten bis jetzt noch nicht

identifiziert werden.

Mesenchymale Stammzelle Abbildung 5.2: Uberblick der genetischen

Mechanismen bei der Entstehung und Progression
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5.4 Ursachen von Zugewinnen und Verlusten chromosomalen

Materials - Chromosomeninstabilitat
Die chromosomale Instabilitat ist eines der fundamentalsten Merkmale von humanen
Tumorzellen. Besonders bei soliden Tumoren wird oft eine Heterogenitat der
Karyotypen beschrieben. Genamplifikationen mit den zytogenetisch identifizierbaren
Strukturen der extrachromosomalen 'double minutes' (DMs) oder auch doppelte
Kleine und den intrachromosomalen ‘homogeneously staining regions' (HSRs) bzw.
homogen anfarbbaren Regionen werden haufig beobachtet. 'Double minutes' sind
einige Mb grofRRe acentrisch-atelomerische Doppel-Chromatinsticke (Spriggs et al.,
1962; Mark, 1967; Kaufman et al., 1979; Barker, 1982; Stark und Wahl, 1984). Sie
besitzen einen Durchmesser von 0,3-0,5 um und werden nur bei Tumoren
beobachtet (Barker et al., 1980 und stellen hier eher fruhe Ereignisse vor den HSRs
dar (Reddy, 2007). Ursprunglich nahm man an, dass sie de novo bei jeder Mitose

(Levan et al., 1976) oder durch Fragmentierung aus den HSRs (Balaban-Malenbaum
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und Gilbert, 1977) entstehen. Die Theorie, dass DMs aus intramolekularer homologer
Rekombination und Dimerisierung von Episomen hervorgehen, wurde von Carroll et
al., 1988 im 'Episomenmodell' aufgestellt und spater bestatigt (Schoenlein et al,,
1992). Episomen sind etwa 250 kb grolde circulare extrachromosomale Strukturen,
die durch chromosomale Deletionen entstehen (von Hoff et al., 1988; Wahl, 1989).
Sie sind in ihrer ursprunglichen Form zu klein fir die konventionelle Lichtmikroskopie
und konnen so bei der Chromosomenbandenanalyse nicht detektiert werden (Carroll
et al., 1987; Maurer et al., 1987; Windle et al., 1991). Carroll et al. konnten 1987 und
1993 zeigen, dass sie einen eigenen Replikationsursprung besitzen, der dem der
Chromosomen gleicht. Solch einen 'origin of replication (ORI)' konnte man auch bei
DMs nachweisen, ebenso, dass sie einmal pro Zellteilungszyklus in frUher oder
mittlerer S-Phase mitrepliziert werden (Barker et al., 1980; Barker, 1982; Stark und
Wahl, 1984). Ebenso verfligen sie Uber eine sogenannte 'Matrix attachment region'
(MAR) mit deren Hilfe sie sich von der Anaphase bis zur Telophase distal an die
Chromosomen anheften kdnnen (Kanda et al., 2001; Shimizu et al., 2001; Jenke et
al., 2004), die mitotische Segregation der DMs ist dennoch zufallig. Sowohl die Gabe
von Hydroxyharnstoff bei vorgeschrittenen Ovarialkarzinomen (Raymond et al.,
2001), als auch ionisierende Strahlung bei Colonkarzinomen reduzierte die Anzahl
der DMs (Schoenlein et al., 2003). Sie werden hierbei Uber Micronuclei aus Zelle
eliminiert, dies wurde z.B. bei Neuroblastomen beobachtet (Valent et al., 2001).
HSRs werden im Gegensatz zu den DMS eher bei hochgradigen Tumoren mit
komplexen Karyotypen, wie bei den Osteosarkomen beobachtet (Wahl, 1989; Benner
et al.,, 1991; Menghi-Sartorio et al., 2001) und kaum bei Tumoren mit spezifischen
Aberrationen, wie z.B. rekurrenten Translokationen (Gisselsson et al., 2000;
Myllykangas und Knuutila, 2006). HSRs sind Regionen auf einem Chromosom, bei
denen kein typisches G-Bandenmuster vorliegt, die Banden also homogen
erscheinen (Biedler und Spengler, 1976; Hamlin et al., 1984). Diese Regionen
werden normal repliziert (Stark und Wahl, 1984). Man kann sich sowohl vorstellen,
dass HSRs durch Reintegration von DMs in das Chromosom entstehen (Kohl et al.,
1983), als auch dass sie direkt im Chromosom entstehen. Das anerkannteste Modell
fur die intrachromosomale Entstehung ist das des 'Breakage-Fusion-Bridge-Cycle'
(BFB) (McClintock, 1941, McClintock, 1951; Debatisse und Malfoy, 2005). Hierbei
wird postuliert, dass einem Chromosomendoppelstrangbruch die Replikation und

End-zu-End-Fusion von Schwesterchromatiden folgt. Hierdurch werden mitotisch
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instabile dicentrische Chromosomen oder Ringchromosomen generiert. Dies
wiederum fuhrt zu einer Anaphasenbrickenformation und einem erneuten Bruch in
der Nahe des ersten Bruches (Gisselsson et al., 2000). Multiple Zyklen dieser Bruch-
Fusion-Brickenformationsereignisse fihren zu einer Multiplikation von Genen nahe
der Bruchpunkte (Abbildung 5.3). Die BFB-auslésenden
Chromosomendoppelstrangbriiche (Smith et al., 1992; Toledo et al., 1992; Toledo et
al., 1993; Ma et al., 1993; Poupon et al., 1996) kdnnen durch verschiedene Faktoren
wie Folsaure-Defizienz (Crott et al, 2001; Kimura et al, 2004),
Telomerfehlfunktionen, die zu genomischer Instabilitat fuhren (Gisselsson, 2003) und
Hypoxie (Coquelle et al., 1998) beglinstigt werden. Folsaure ist die Vorstufe des
Coenzyms Tetrahydrofolsaure (THF), welches wichtig bei der Synthese von
Purinbasen wahrend DNA-Replikation ist.

Telomere sind die 5-15 kb langen einzelstrangigen Chromosomenenden aus
TTAGGG-Repeats (Allshire et al., 1988). Sie schitzen die Chromosomenenden und
beugen Chromosomenfusionen vor (de Lange T., 1995; Blackburn, 2001). Eine
Verklrzung, um 40-50 bp pro Zellgeneration fuhrt zur Unfahigkeit die schitzende
Kappe zu formen, was ab einer kritischen Lange von 4 kb zu Seneszenz und
Apoptose der Zellen fuhrt (Albertson, 2006; Karlseder et al, 2002). In
Keimbahnzellen werden die Telomere durch das Enzym Telomerase verlangert
(Greider und Blackburn, 1985; Yu und Blackburn, 1991; McEachern et al., 2000), in
somatischen Zellen kommt es zur Verklrzung durch eingestellte Telomeraseaktivitat.
Der Verlust der Schutzfunktion der Telomere fuhrt zu Schwesterchromatidfusionen
und dadurch zu BFB-Zyklen (Murnane, 2006). In Tumoren wurde eine
Telomeraseaktivitdt beobachtet, was zu erhdohter Wachstumsaktivitat oder
Immortalitat der Tumorzellen fuhrt (Counter et al., 1992; Kim et al., 1994; Harley,
1995; Shay und Wright, 1996). Bei Tumoren ohne Telomeraseaktivitdt konnte ein
alternativer Mechanismus beobachtet werden, der zu Verlangerung der Telomere
fuhrt (Murnane et al., 1994; Bryan et al., 1995; Bryan et al., 1997). Beim ALT-
Mechanismus (‘alternative lengthening of telomeres') werden die Telomere Uber
Rekombination durch intrachromosomale Austausche von Telomersequenzen
verlangert, der genaue Mechanismus ist jedoch noch nicht bekannt (Dunham et al.,
2000). ALT wurde haufig bei Osteosarkomen beobachtet und ist hier mit
Telomerfehlfunktionen und chromosomaler Instabilitat assoziiert (Scheel et al., 2001).

Im Gegensatz zu Osteosarkomen mit Telomeraseaktivitat zeigen die Osteosarkome
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mit ALT-Phanotyp hdéhere Proportionen und eine héhere Gesamtzahl von komplexen
Rearrangements (Scheel und Poremba, 2002). Gisselsson und Kollegen konnten
zeigen, dass eine kurze Telomerrepeatlange bei malignen Tumoren zu terminalen
Brichen fuhrt (Gisselsson et al., 2001). Hierbei fusionieren vorzugsweise die
Chromosomenarme mit den klrzesten Telomeren und sind somit BFB-Zyklen
ausgesetzt (der-Sarkissian et al., 2004). Bei gesunden Individuen sind die
Telomerlangen heterogen zwischen den verschiedenen Chromosomen, aber gleich
bei allen Zellen eines Individuums (Londofo-Vallejo, 2004). Die initiale Verteilung der
Telomerlangen kdnnte somit den Karyotyp von Tumoren bestimmen. Das Fehlen der
Telomerverlangerungsmechanismen Uber Telomerase oder ALT ist bei Patienten mit
Osteosarkom mit einem langeren krankheitsfreien Uberleben assoziiert (Ulaner et al.,
2003; Sanders et al., 2004). Die Telomerfehlfunktionen stellen also einen wichtigen
Schritt bei der Tumorgenese der Osteosarkome dar.

Doppelstrangbriche (DSB) sind desweiteren oft an sogenannten 'common fragile
sites' (CFS), also haufigen fragilen Stellen, beschrieben (Coquelle et al., 1997; Ciullo
et al., 2002; Hellman et al., 2002). Diese fragilen Stellen sind langsam replizierende
Bereiche, die anfallig fur spontane Briche in der S-Phase sind (Arlt et al., 2004). Der
Konsum von Tabak, Ethanol und Koffein induziert DSBs an CFS (Ban et al., 1995;
Kuwano und Kajii, 1987; Rao et al, 1988). Beim BFB brechen die
Anaphasenbriicken meist an spezifischen Stellen, was ein Hinweis auf fragile Stellen
sein konnte (Shimizu et al., 2005).

Bei der Zellteilung werden die unstabilen Chromosomen, die Uber die BFBs
entstehen auf die Tochterzellen verteilt. So bekommt eine Tochterzelle das
Chromosom mit der Duplikation und eines das mit der Deletion (Murnane,
2006)(Abbildung 5.3). Die in die BFB involvierten Chromosomen nehmen immer
wieder an BFBs teil. Die Anaphasenbricken sind hochelastisch, die Lange der
Spindelachsen bestimmt Lange der HSRs und begrenzt somit die Anzahl der Zyklen
(Shimizu et al., 2005). Die Repeats in den HSRs sind palindromisch organisiert
(Saunders et al., 2000; Shuster et al., 2000; Gisselsson et al., 2000; Ciullo et al.,
2002; Hellman et al., 2002), was ein weiteres Indiz fur die Entstehung der HSRs uber
BFB-Zyklen ist.
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Abbildung 5.3: BFB-Zyklus nach McClintock. Dargestellt ist zuerst das intakte Chromosom mit
Telomeren (TTAGGGN), dem Centromer (gelber Kreis) und einigen Genen (blauer, pinker und griiner
Pfeil). Der primare Verlust eines Telomers erfolgt iber einen Chromosomendoppelstrangbruch. Nach
der Replikation lagern sich die Chromosomenenden ohne Telomere aneinander. Wahrend der
Anaphase werden Briicken ausgebildet, da das dicentrische Chromosom mit jedem Centromer zu den
Spindelpolen gezogen wird. Die Anaphasenbriicken brechen und es enstehen sowohl Chromosomen
mit Duplikation, als auch mit Gen-Deletionen. Die Chromosomen nehmen immer wieder an BFBs teil,

bis die Lange der Spindeln die Grdfie der entstandenen HSRs begrenzt.

Die vorerst instabilen Chromosomen, die durch die BFBs entstehen, werden in
komplex aberranten Tumoren weniger eliminiert, als bei normalen Zellen, in denen
sie durch y-Strahlung induziert worden sind. Die erhohte Toleranz der DNA-
Schadigung fuhrt zu konstanter genomischer Reorganisation und damit zu klonaler
Evolution und Progression (Gisselsson et al., 2000).

Eine weitere Voraussetzung fur BFBs ist eine Stérung an ein oder mehreren Stellen
des Zellzyklus-Kontrollpunkt-Systems z.B. durch eine Mutation in p53 (5.2.6.5), die
haufig bei Osteosarkomen gefunden werden (Gisselsson et al., 2000). Hoch maligne
komplex aberrante  Tumoren wie das Osteosarkom zeigen mehr

Anaphasenbriickenkondensationen (ABC) und oft dicentrische Chromosomen. Eine
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Tumorprogression sowohl in benignen als auch malignen Tumoren durch standig
wiederholende BFBs ist bei vielen Entitaten wie bei der Colitis ulcerosa (O'Sullivan et
al., 2002), dem Ovarialkarzinom (Hoéglund et al., 2003), beim Renalzellkarzinom
(Gisselsson et al., 2004a), dem Mammakarzinom (Chin et al., 2004) und auch bei
Knochen- und Weichteilsarkomen (Gisselsson et al., 2004b) beschrieben worden.
Bei den Osteosarkomzelllinien HOS, SAOS2, U-20S und MG63 konnte eine erhohte
Anzahl von Anaphasenbrucken (10,3%-35,7%), dicentrischen Chromosomen (1,8-3,5
auf 46 Chromosomen), centrosomalen Anomalien und multipolaren mitotischen
Figuren nachgewiesen werden (Selvarajah et al., 2006). In der gleichen Arbeit wurde
postuliert, dass die Breakage-Fusion-Bridge-Zyklen fur die chromosomale Instabilitat
(CIN) bei Osteosarkom verantwortlich sind. Die zahlreichen Bruchereignisse und
strukturellen chromosomalen Aberrationen hangen direkt mit der chromosomalen
Instabilitdt und mit Fehlern im DNA-Reparaturmechanismus zusammen. Nach einem
Bruchereignis werden zwei instabile Chromosomenstucke frei, die in der Regel durch
Reparaturmechanismen ohne Verluste wieder zusammengefugt und repariert
werden. Bei mehreren Bruchereignissen kann der Reparaturmechanismus die
einzelnen Bruchenden mitunter nicht mehr unterscheiden und es kann zu Verlusten
von Bruchsticken oder aber falschen Chromosomenverbindungen kommen. Auf
diese Weise konnen Translokationen, Inversionen und Insertionen oder aber

dicentrische Chromosomen entstehen (Jackson, 2002).

5.5 Veranderungen des Mitoseapparates

Mono- oder Polysomien einzelner Chromosomen koénnen Uber eine mitotische 'Non-
Disjunction’, also eine fehlende Trennung der Schwesterchromatiden wahrend der
Metaphase entstehen. Aneuploidien oder Polyplodien gehen eher auf Probleme beim
Aufbau des Mitoseapparates zurtck. Die Centrosomen spielen bei der Organisation
der mitotischen Spindeln, bipolaren Chromosomensegregation und dem Erhalt der
genetischen Stabilitat eine fundamentale Rolle (Giehl et al., 2005; Fabarius et al,,
2008). Sie sind zellulare Organellen, die aus je aus einem Paar rechtwinklig
angeordneter zylinderformiger Microtubuli, den sogenannten Centriolen bestehen
(Bornens, 2002). Die Centriolen sind in der amorphen pericentriolaren Matrix
eingebettet (Andersen et al., 2003). Die Duplikation der Centrosomen erfolgt
wahrend der S-Phase und wird durch die Proteine CDK2 und RB1 gesteuert (Kramer
und Ho, 2001). In der Prophase wandern die Centriolen zu den Zellpolen. Um die
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Centriolen herum findet man in der Metaphase sternformig angeordnete Microtubuli-
Blndel, die Astralfasern, und zwischen den Centriolen ausgespannt die Kinetochor-
Microtubuli, also die Teilungsspindeln und die Polfasern, mit denen die Centriolen
untereinander in Kontakt stehen (Seyffert und Balling, 1998). Veranderungen in G-
oder S-Phase-Regulatoren, wie CDKNZ2A, p53 und RB1 konnten somit auch die
Centrosomenfunktion beeinflussen. Desweiteren konnte gezeigt werden, dass die
Centrosomen als regulatorische Einheiten bei der Mitose dienen (Tritarelli et al.,
2004). Ein Defekt der Einfluss auf die Centrosomenfunktion hat kénnte also die
Zellproliferation beeinflussen (Kramer et al., 2004). Uber die immunhistologischen
Untersuchungen mittels indirekter Immunfluoreszenzfarbung gegen Pericentrin und
a-Tubulin konnte im Rahmen dieser Arbeit gezeigt werden, dass 63% der Zelllinien
Uber numerisch aberrante Centrosomen verfligen. Bei funf Zelllinien lag ein
'clustering', also eine Gruppierung der Centrosomen vor. Bei normalen Zellen fuhren
uberzahlige Centrosomen zu multipolaren Spindeln und die aberranten Zellen gehen
in Apoptose. In Tumorzellen allerdings liegen haufig zusatzliche Centrosomen vor,
dennoch konnen sich die Zellen normal teilen (Godinho et al., 2009). Die
Gruppierung von Centrosomen wurde bei soliden Tumoren und hamatologischen
Neoplasien haufig beobachtet (Lingle et al., 1998; Giehl et al., 2005). Bei einer
kleinen Anzahl Uberzahliger Centrosomen gehen wenige Zellen multipolare Mitosen
ein und sterben, was einen minimalen Einfluss auf das Tumorwachstum haben sollte.
In Tumoren mit einer vermehrten Anzahl zusatzlicher Centrosomen kommt es durch
die Entfernung von uberzahligen Centrosomen, Centrosomeninaktivierung oder
Gruppierung der Centrosomen zu einer normalen bipolaren Teilung (Ring et al.,
1982; Duensing, 2005; Godinho et al., 2009). Die Gruppierung der Centrosomen ist
ein komplexer Prozess bei dem eine Vielzahl von Proteinen mit unterschiedlichen
zellularen Funktionen involviert ist (Gergely und Basto, 2008). Die Gruppierung der
Centrosomen kann durch das Zytotoxin Griseofulvin aufgehoben werden, was bei der
Therapie von Tumoren ein vielversprechender Ansatz ist (Rebacz et al., 2007;
Kramer et al., 2008; Rgnnest et al., 2009). Eine erhohte Anzahl von chromosomalen
Aberrationen wurde in dieser Arbeit bei den Zelllinien ohne oder bei geringem
'clustering' beobachtet. Die Gruppierung der Centrosomen und der relativ niedrige
Prozentsatz an aberranten Teilungsspindeln, bei den hier analysierten
Osteosarkomzelllinien, koénnte erklaren weshalb die Karyotypen der polyploiden

Zelllinien relativ stabil sind.

140



Diskussion

5.6 Zusatzliche Analysemethode zur Aufklarung komplexer

Aberrationen
5.6.1 Durchflusszytometrische Karyotypisierung und Sortierung von
Chromosomen
Die durchflusszytometrische Karyotypisierung und nachfolgende Sortierung der
Chromosomen erwies sich als sehr schéne Methode, um die aberranten
Chromosomen der Zelllinie OSA zu vereinzeln. Diese ersten Vorschritte sind hilfreich
fur nachfolgende Analysen einzelner Chromosomen. Markerchromosomen koénnten
so sowohl Uber die reverse FISH, als auch Uber Hybridisierung der DNA auf
hochauflosende Microarrays charakterisiert werden. Diese Methode wird als 'Array
Painting' bezeichnet. Desweiteren konnten die Bruchpunkte von
Translokationschromosomen mittels 'Array Painting' genauer eingegrenzt werden. So
wurden sowohl Bruchpunkte unbalancierter Translokationen, als auch balancierter
Translokationen schon mittels aCGH von durchflusszytometrischen sortierten
Chromosomen untersucht (Veltman et al., 2003; Fiegler et al., 2003; Gribble et al.,
2007). Fur gewohnlich konnen Uber die aCGH balancierte Bruchereignisse nicht
erfasst werden. Wird die DNA der jeweiligen Translokationspartner einer balancierten
Translokation aber mit verschiedenen Fluoreszenzfarben markiert und
gegeneinander hybridisiert, so kommt es im Bruchpunkt zu einer Uberlappung der
Fluoreszenzsignale und das logoratio ist in diesem Bereich ausgeglichen. Bei
Brustkrebszelllinien konnten so balancierte Translokationen mittels 'Array Painting'
aufgedeckt und die Bruchpunkte detailliert beschrieben werden (Howarth et al,
2007). Die Vorarbeiten zur Etablierung des Verfahrens der durchflusszytometrischen
Karyotypisierung und Sortierung von Chromosomen fur Osteosarkomzelllinien

erdffnet somit die Mdglichkeit flr weitere interessante Folgeanalysen.
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5.7 Ausblick

Die relativ niedrigen Heilungsraten von 50-70% und die hohe Rate an Metastasen
bei Erstdiagnose zeigen (Bacci et al., 2008; Bielack, 2010), dass die Aufdeckung
weiterer diagnostischer und prognostischer Marker noétig ist, um die Tumoren der
Patienten besser charakterisieren und somit eine zielgerichtetere Therapie
entwickeln zu kdnnen. Die Vielzahl der Faktoren, die eine Rolle bei der Tumorgenese
spielt macht es schwer den Ursprung der Erkrankung aufzudecken.

Die hier angewendeten Methoden wie SKY und aCGH deckten eine Fulle von
komplexen Chromosomenrearrangements, Deletionen und Amplifikationen bei den
Osteosarkomzelllinien auf. Die aCGH-Profile der Osteosarkomzelllinien und die von
Patienten, die mittels CGH, BAC-Arrays oder SNP-Arrays analysiert wurden (Squire
et al., 2003; Yen et al., 2009; Yang et al., 2009; Kresse et al., 2009, zeigen eine sehr
gute Ubereinstimmung der Aberrationen. Dies zeigt, dass die hier verwendeten
Osteosarkomzelllinien gute Modellsysteme darstellen, die die genetische Konstitution
der Patienten reprasentieren.

Im Rahmen dieser Arbeit konnten rekurrente Briche in putativ far die
Osteosarkomentstehung wichtigen Genen detektiert werden, die in weiterfUhrenden
Arbeiten Uber hochauflosendere Arrays oder Sequenzierung genauer charakterisiert
werden sollten. Funktionelle Proteinanalysen, Expressions- oder
Methylierungsanalysen kénnten zeigen, inwiefern die Funktion der Gene durch die
Bruchereignisse beeinflusst wird.

Eine elegante Methode, eine Vielzahl einzelner Chromosomen zu erhalten, ist die
durchflusszytometrische Karyotypisierung und Sortierung (Gray et al., 1975; Gray et
al., 1987; Arkesteijn et al., 1990). Diese Chromosomen konnten fur nachfolgende
Analysen wie dem 'Array Painting' oder bei der Sequenzierung eingesetzt werden,
um die Zusammensetzung von einzelnen  Markerchromosomen  oder
Translokationschromosomen genauer abzuklaren (Fiegler et al., 2003; Howarth et
al., 2007). Vorarbeiten zur durchflusszytometrischen Karyotypisierung haben im
Rahmen dieser Arbeit stattgefunden und ermoglichen somit weiterfUhrende
Analysen.

Neue Methoden wie das 'Next Generation Sequencing' ermoglichen die
Sequenzierung von kompletten Genomen. Hierbei werden basierend auf der
Pyrosequenzierungs-Technologie Leseraster mit einer Durchschnittslange von 400-
500 Basenpaaren erzeugt. Dadurch ist es moglich etwa 400-600 Millionen
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Basenpaare pro Lauf zu sequenzieren (Wheeler et al., 2008). Diese Methode ist im
Moment noch relativ kostspielig und mit einer aufwandigen Auswertung grof3er
Datenmengen verbunden. Darum ware es vorstellbar mit Hilfe der
Hochdurchsatzsequenzierung einzelne aberrante Chromosomen, die zuvor Uber
andere Methoden analysiert und vereinzelt wurden, zu charakterisieren.

Die Analyse der Centrosomen zeigte Anomalien bei den hier untersuchten Zelllinien,
die Untersuchung der Centrosomen und Mitosespindeln der Ubrigen Zelllinien und
von Osteosarkompatienten kénnte Aufschluss Uber die Stabilitdt und den Ursprung
der Komplexitat der Karyotypen geben.

Desweiteren konnte ebenso die Analyse der Telomerstruktur, der Telomeraseaktivitat
oder das Vorhandensein von ALT-Mechanismen bei den Zelllinien, aber auch bei
Patienten mit Osteosarkom eine Erklarung fur verschiedene Haufigkeiten von

Aberrationen, die Heterogenitat und die Stabilitat der Karyotypen liefern.
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6 Zusammenfassung

Das Osteosarkom (OS) ist der haufigste primare maligne Knochentumor bei Kindern und
Jugendlichen. Bei diesem aggressiven Tumor sind bei 70% der Patienten komplexe
chromosomale Veranderungen beschrieben.

In dieser Arbeit wurden Osteosarkomzelllinien (OSZL) auf Osteosarkom-spezifische
chromosomale Aberrationen untersucht.

Bei den Analysen numerischer und struktureller Chromosomenaberrationen konnten mittels
spektraler Karyotypisierung (SKY) haploide bis hexaploide Karyotypen mit komplexen
Chromosomenaberrationen bei 14 OSZL aufgedeckt werden, die auf genomischer Ebene
unbalanciert waren. Rekurrente spezifische Translokationen wie z.B. die, die den EWSR1-
Lokus mit einbeziehen, konnten nicht beobachtet werden.

Es wurden 1620 (38%) wiederholt auftretende Bruche bei insgesamt 4266 Bruchereignissen
bezogen auf eine Auflésung von 850 Banden per haploidem Chromsomensatz (bphs) mittels
vergleichender genomischer Hybridisierung auf DNA-Microarrays (aCGH) detektiert. Anhand
von Datenbankanalysen konnten 57 Gene, die sich auf Grund ihrer Funktion bei der
Tumorgenese, Zellzykluskontrolle, dem Knochenwachstum und der Organisation des
Mitoseapparates als Kandidatengene eignen, identifiziert werden.

Die aCGH-Analysen zeigten eine hohe Anzahl von Zugewinnen (2072) und Verlusten (1712)
bei 19 OSZL bezogen auf eine Auflésung von 368 bphs. Die detaillierten Analysen mittels
aCGH und FISH (Fluoreszenz-in situ-Hybridisierung) der drei auffalligen Regionen 6p21.33-
6p12.1, 12q13-12915 und 17p12-17p11.2 mit wiederholten chromosomalen Zugewinnen in
79%, 58% und 53% der OSZL =zeigte, dass sich die Genvermehrungen als
intrachromosomale Amplifikationen oder Duplikationen prasentierten. Die innerhalb dieser
Regionen amplifizierten Gene MDM2, CDK4, CCND3 und COPS3, die Regulatoren der RB1-
und p53-Pathways sind, konnten durch Verlust der Zellzyklusregulationskontrolle und der
chromosomalen Instabilitdt (CIN) zur Tumorgenese der OS flihren. Die hohe Rate an
Amplifikationen kénnte durch die CIN und anschlieRenden 'Breakage-Fusion-Bridge'-Zyklen
beglnstigt werden. Die Analyse der Kopienzahl bekannter Tumorsuppressorgene zeigte
einen Verlust von CDKN2A (9p21.3) in 69%, RB1 (13q14.2) in 58% und p53 (17p13.1) in
26% der Zelllinien. Ein wiederholter Verlust des putativen Tumorsuppressorgens LSAMP
(3913.31) konnte bei 26% der OSZL beobachtet werden. Die Vielzahl der genetischen
Veranderungen weist darauf hin, dass fir die Tumorgenese der OS wahrscheinlich ein
komplexes Zusammenspiel von Veranderungen in Onkogenen und Tumorsuppressorgenen,
ein Verlust der Zellzykluskontrolle und Wachstumsvorteile der aberranten Zellen notwendig
ist.

Die Centrosomenanalysen zeigten numerische Aberrationen der Centrosomen (CS) bei 63%
der OSZL. Ein 'clustering' der CS, welches die Zellen zu einer regularen bipolaren Teilung
befahigt, wurde in 63% der OSZL beobachtet. Dies kann die Stabilitat der Aberrationen Uber
mehrere Zellteilungen erklaren. Weiterfuhrende Analysen in Hinblick auf die Balance
zwischen chromosomaler Instabilidt und genetischer Stabilitat kénnten die Ursachen fir die
hochkomplexen Karyotypen der OS aufdecken.

Alle hier beschriebenen chromosomalen Aberrationen sind auch bei OS-Patienten
beschrieben. Dies zeigt, dass die OSZL sich zur Analyse der genetischen Veranderungen
beim OS eignen.

Die durchflusszytometrische Karyotypisierung und Sortierung von Chromosomen eroéffnet
weitere Mdglichkeiten fur Analysen einzelner aberranter Chromosomen. Erfolgversprechend
ist hierbei die genauere Analyse der hier kartierten Bruchpunkte und chromosomalen
Imbalancen auf hochauflosenden Arrays (‘Array Painting'), durch Sequenzieren mittels der
Technik des 'Next-Generation-Sequencing' oder Uber Expressionsanalysen. Diese Analysen
kénnten Aufschluss Uber die Rolle der Veranderungen bei der Tumorgenese der OS geben.

144



Abstract

7 Abstract

Osteosarcoma (OS) is the most common primary malignant bone tumour in children and
adolescents. In this aggressive tumour chromosomal changes are described in up to 70%.

In this thesis osteosarcoma cell lines (OSCL) were investigated for osteosarcoma-specific
chromosomal aberrations. The analysis of numerical and structural chromosomal aberrations
(CA) with spectral karyotyping (SKY) revealed haploid to hexaploid karyotypes with complex
unbalanced CA in 14 OSCL. Recurrent specific translocations e.g. involving the EWSR1-
locus were not observed.

Analyses with comparative genomic hybridisation with oligonucleotide arrays (aCGH)
showed a number of 1620 (38%) recurrent chromosomal breaks in a total of 4266 breakage
events at a resolution of 850 bands per haploid set (bphs). With the help of database search
57 genes were identified, which could be interesting candidate genes according to their
function in tumourgenesis, cell cycle control, bone development and organisation of the
mitosis apparatus.

ACGH analyses showed a high number of gains (2072) and losses (1712) of chromosomal
material at a resolution of 368 bphs in 19 OSCL. The regions 6p21.33-6p12.1, 12q13-12915
and 17p12-17p11.2 showed a recurrent chromosomal gain in 79%, 58% and 53%,
respectively. Extensive aCGH and FISH (fluorescence in situ hybridisation) analyses showed
an intrachromosomal localisation of the gene amplifications and duplications. Amplification in
regulators of the RB1 and p53-pathways, like MDM2, CDK4, CCND3 and COPS3, which
were amplified within these regions, could drive tumourgenesis via loss of cell cycle control
and chromosomal instability (CIN). CIN and breakage-fusion-bridge cycles could be
responsible for the high rate of amplifications in OS. Copy number analyses in common
tumour suppressor genes (TSG) showed a loss of CDKN2A (9p21.3) in 69%, RB1 (13q14.2)
in 58% and p53 (17p13.1) in 26% of OSCL. Repeated loss was also detected in the putative
TSG LSAMP (3913.31) in 26% of the OSCL. The multitude of genetic changes indicates that
a complex interaction of alterations in oncogenes and TSGs is needed for loss of cell cycle
control and proliferative advantage of the aberrant cells.

Immunofluorescent staining analyses with 8 OSCL showed numerical aberrations in 63% of
the centrosomes (CS). A clustering of CS, which allows regular bipolar mitosis, was
observed in 63% of the OSCL. Centrosome clustering could be the reason for the stability of
the aberrations over several cell divisions. Further analyses regarding the balance of CIN
and genetic stability could give information about the causes of the complex karyotypes of
the OSCL.

All chromosome aberrations, which were detected in this study have also been observed in
OS patients. This indicates that the OSCL are useful to study genetic changes in OS.

Flow karyotyping and sorting of chromosomes provide further alternatives for analyses of
single chromosomes. Detailed analyses of the here mapped breakpoints and chromosomal
imbalances with high resolution arrays (‘array painting'), 'next-generation-sequencing' or
expression analyses are promising. These analyses could provide further information about
the role of the genetic changes in OS.
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Anhang

Anhang

Abbildungen 1-24: aCGH-'Penetrance Plots' der Chromosomen 1-Y von 19 Osteosarkomzelllinien.
Die Hohe der Balken gibt die Prozentzahl der Zelllinien mit Aberrationen an. Rote Balken=Zugewinn,
Grine Balken=Verlust.
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Anhang

Tabelle 1: aCGH-Karyotypen der 21 Osteosarkomzelllinien. *=Tochterzelllinien der Zelllinie HOS.

aCGH-Karyotyp

*143b|Rev ish enh(1p36.33p36.13; 1p34.3p31.3; 1921.1921.3; 2p22.3p16.3; 29437.1937.3;
3911.2929; 5933.1935.3; 6p25.3p25.2; 6p22.3; 6p12.2p12.1; 7911.21; 8911.21921.11;
11p15.4p15.3; 11913.1913.3; 11922.1922.3; 11923.3924.2; 14921.3932.33; 15921.3924.2;
16922.1922.2; 17p13.3p11.2; 17921.33; 18p11.32p11.22; 18921.1; 20911.21q13.33),
dim(1p36.13p34.3; 1p31.3p12; 1921.3922; 1924.1925.1; 2p25.3p25.1; 2q11.1936.3; 2937.3;
3p26.3p26.1; 3q13.31; 4p15.1p13; 4913.1921.23; 5p15.2911.1; 5911.2q32; 6p25.2p22.3; 6p22.2;
6p12.1927; 7p15.3; 7p15.2p15.1; 7911.21936.3; 9p23; 9p21.3; 9921.33q34.2; 11911913.1;
11913.4922.1; 11922.3923.3; 11924.2925; 13q12.11; 13933.3934; 14911.2921.3; 15q12;
15924.2926.3; 17911.1912; 17925.2925.3; 18911.1923; 19p12913.43; 20p13p11.1; 21922.13922.3;
Xp22.33p11.1; Xq22.3928)

HAL|Rev ish enh(1p34.3p12; 1921.1943; 2933.1; 2935036.1; 29q37.1; 3912.29q12.3; 3922.2929;
4922.1; 4931.22932.1; 5p15.33p12; 5q23.1935.3; 6p21.1p12.1; 6916.3; 6925.1; 7911.21936.3;
8p23.3p22; 8913.3921.11; 8922.1q22.3; 8923.3q24.21; 9p24.3p24.2; 9p24.1p23; 9934.11q34.3;
10p15.3p11.21; 10911.21924.33; 11912.2913.4; 12p13.33p13.32; 12p13.31; 12p12.3p12.1;
12912923.1; 12923.3924.11; 12924.12q24.13; 12924.23q24.31; 13912.11914.11; 14921.3922.2;
14923.1; 15921.2926.3; 17p13.2p13.1; 17922q25.3; 18911.1911.2; 19p13.3p13.11; 19912913.32;
19q13.42; 20p13p11.1; 20911.21q13.33; 21922.2922.3; Xp22.2; Xp22.13p11.4; Xp11.22p11.1;
Xq13.3921.1; Xq21.31; Xg21.32922.1; Xq22.3; Xq28; Yp11.2), dim(3p14.1p11.1; 3q11.2912.1;
3912.3913.32; 4p16.3p15.2; 4912921.23; 4922.3931.22; 4931.23931.3; 4932.1935.2; 6p25.3p21.33;
7p14.1; 7p13; 7p12.3p12.1; 7p11.2; 9p24.2p24.1; 9p23p13.1; 10921.3; 11p15.4p11.2; 12p12.1p11.1;
12912; 12914.1; 12923.1923.3; 12924.12q24.22; 12924.31924.33; 13q14.12934; 14q11.2921.3;
14923.1932.33; 16p11.2p11.1; 17p13.1p12; 17p11.2q921.2; 18p11.32q11.1; 19p13.3;
19913.33913.42; 19913.43; 21911.2921.3; 21921.3922.11; 21922.13922.2; 21922.3; 22q12.1;
Xp22.33p22.2; Xp11.3p11.22; Xq25; Yq11.21911.223)

HOS|Rev ish enh(1p13.3p12; 1911921.3; 2p22.3p16.3; 2q11.1911.2; 29q36.3q37.3; 4p14p11;
5p15.33p11; 5022.1922.3; 5932q35.3; 6p25.3p25.2; 6p22.3p12.2; 7p22.3p11.2; 7q11.21; 7922.1;
80g24.3; 9913921.33; 9933.3934.3; 11p15.3p11.12; 11912.2913.3; 11922.1922.3; 11923.3924.2;
12913.11914.1; 12923.1; 14921.3932.33; 15p11.2926.3; 16p13.3; 16922.1922.2; 17p13.3q11.2;
17921.31922; 18p11.32p11.22; 19913.11q13.33; 19q13.41q13.42; 20p13p12.1; 20911.21913.33;

Xp11.4p11.3), dim(1921.3922; 1931.1931.3; 2p25.1; 3p14.2p11.1; 4p16.1p15.2; 7p15.2p15.1;

7933q36.3; 9p21.3; 16921; 17911.2q12; 18911.2q23; 21922.13q22.2; Xp22.33p11.4; Xp11.22928)
KPD|Rev ish enh(2p14p13.3; 3913.13q13.31; 4928.1928.3; 4931.21q34.1; 5p15.2p14.3;
6p21.33p21.32; 6p21.31; 6p21.2p12.3; 6p12.1; 6q21922.1; 7p22.3p15.1; 7p14.3; 7p12.1p11.2;
10911.22; 10922.3923.1; 11p15.5; 12p12.1p11.21; 12q12914.1; 15q23; 15926.1926.3;
16p12.1p11.2; 17922; 17q24.1925.3; 20q13.12913.33),dim(1942.3944; 2p25.3p22.2; 3p26.3p11.1;
39011.2913.13; 3q13.31929; 4p16.3p15.32; 4q22.1928.1; 4934.3; 5p15.33p15.31; 5934q35.1;
6p21.32p21.2; 6p12.1921; 60922.1923.3; 6q24.2924.3; 7p15.1; 7p14.3p12.1; 7931.1q34;
8p23.3p23.1; 9p24.3p21.2; 9p21.1p13.2; 9921.33q34.3; 10911.23922.1; 10923.1926.3;
11p15.4p14.1; 12p13.31p12.1; 12913.13913.2; 12914.1921.32; 13922.1932.3; 13933.1; 15923925.1;
16p13.3; 16p13.2; 16p13.13; 17p13.3p13.1; 17q12; 17925.3; 19912913.43; 21911.2; 22q11.22;
22912.1q13.1; Yq11.222)

MG63|Rev Ish enh(1p13.3p13.2; 2p25.3p24.3; 4p13; 4q11912; 4q32.1932.3; 4q34.2; 4934.3;
6p25.1p23; 6p22.1; 6p21.32; 6p21.31; 6p21.2; 6p21.1p12.3; 6p12.2p12.1; 89q13.1913.2;
8023.1q24.3; 9p23p22.3; 9p22.1; 9p21.3; 9p13.3p13.2; 10911.23; 12p13.33; 12p11.23p11.21;
12921.1921.2; 16p13.3p11.2; 16912.1921; 16924.1; 16924.3; 17p13.1; 19p13.3p12; 20p12.3p12.2;
20911.22913.33; 21922.13q922.3; Xp22.33p21.3; Yp11.31),dim(1p31.1; 1941; 2p25.3p25.1;
2p12p11.2; 3p26.3p11.2; 4p16.3p14; 4p12p11; 4912932.1; 4932.3934.1; 4q34.3935.1; 4935.2;
5p15.33p15.2; 5p15.1p13.3; 6p25.3p25.1; 6p22.3p21.31; 6p21.2p21.1; 6p12.3p12.2; 6p12.1927;
79011.21q36.3; 8924.3; 9p24.2p23; 9p21.3p13.3; 9p13.2p13.1; 9912921.33; 9931.1; 10p15.3926.3;
11p15.5p15.4; 11p15.2p13; 11p13p11.2; 11911912.2; 11914.2q14.3; 12912; 12915921.1;
12923.1923.3; 12q24.32924.33; 13q12.11934; 14911.2932.33; 15911.2915.2; 15921.2921.3;
15025.3926.2; 16p11.2p11.1; 16912.1; 16q21924.3; 17p12q11.1; 17911.2q12; 17921.33q23.1;
18p11.32923; 19p13.3; 19p12; 20p13p12.3; 20p12.1p11.21; 22911.23q12.1; Xp21.3928; Yp11.2;
Yq11.221q12)



Anhang

aCGH-Karyotyp

MHM|Rev ish enh(1p36.33g44, 2q13q37.3, 3q26.1q29, 4p16.3p16.1, 4922.3q28.1, 5p15.33p15.1,
5033.1, 5335.2g35.3, 6p25.3p11.2, 7p22.3p11.2, 722.1, 8p21.1q11.1, 8923.2924.3, 9933.3934.3,
10911.21q11.22, 11p15.5p15.4, 11p11.2, 11q13.1q13.3, 11g14, 11922.122.3, 12913.3¢23.1,
12q24.31q24.32, 14922.2931.1, 15q26.2926.3, 16p13.3p11.2, 16¢22.1, 16q923.1924.3,
17p13.2p13.1, 17921.3125.3, 18p11.32q11.1, 19p13.3p12, 19q12q13.42, 20p13q13.33, 21q922.3,
22q11.1913.33, Xq28), dim(3p26.3p26.1, 4g22.1, 4G35.1935.2, 5q11.2931.1, 8p23.3p21.1,
9p24.3p13.1, 10g11.23921.3, 11q14.1g22.1, 11922.3925, 12q12q13.13, 12924.33, 14q12G22.2,
19p13.12p13.13, Xp22.33p11.22, Xq21.1q28)

*MNNGHOS|Rev ish enh(1p36.33p36.13; 1p34.3p12; 1921.1921.3; 1925.3932.1; 1944; 2p22.3p16.3;
2911.1911.2; 2936.3q37.3; 4p15.1q12; 5922.1923.1; 5935.2935.3; 6p25.3p25.2; 6p22.3p12.2;
6p12.1; 6p11.2927; 7p14.3p14.2; 7p14.1p13; 7p12.3; 7q11.21; 7921.2922.1; 7q22.2933; 7q34;

8911.1924.3; 9913921.33; 9922.33; 9934.13934.3; 10p15.3p11.22; 11913.1913.3; 11922.1922.3;
11923.3924.2; 12p13.33p11.21; 12923.1; 12924.11; 12q24.33; 14911.2932.33; 15q11.2924.2;
16911.2924.3; 17p13.3q11.2; 17921.31923.1; 18p11.32p11.22; 20p11.21913.33; 21921.1922.3;
22913.2q13.33),dim(1p36.13p34.3; 1921.3922; 1932.2942.12; 2p25.3p25.1; 2911.2923.3;
3924q25.1; 3925.32926.32; 6p25.2p22.3; 6p22.2; 6p12.2p12.1; 7p15.3; 7p15.2p15.1; 7911.21;
7921.2; 7922.1922.2; 7932.2932.3; 8p23.3p11.21; 9p24.3p21.2; 9921.33q22.33; 9931.2933.3;
11p15.5q13.1; 11913.4922.1; 11922.3q23.3; 11924.2925; 15q12; 15q24.2926.3; 17q11.2q12;
18911.2923; 21q11.2; Xp22.33928)

MOS|Rev ish enh(1p36.33p33, 1921.1921.3, 1924.2925.2, 1925.3, 1g32.1, 2q11.1q11.2, 2q13q14.1,
2931.3933.1, 325.1, 3926.1, 3926.2926.31, 3q26.33¢29, 5p15.33p11, 5921.3q35.3, 6p25.3p12.1,
6023.3q24.2, 6q27, 8q22.3q24.3, 9921.13, 9931.3932, 933.3q34.11, 10p15.3924.32, 11p15.5p15.4,
15q15.1g21.2, 15923925.2, 15925.3, 15926.2926.3, 16p13.3p11.2, 16922.122.2, 17g21.32q21.33,
19p13.3p13.11, 19q13.11q13.42, 20p13q13.33, 21922.11922.13, 22q11.21q12.2, 22q13.31,
Xq24q25),dim(1g21.3g24.1, 1g25.2, 1925.3931.1, 1931.3, 1932.1g44, 2p25.3q11.1, 2q24.1q24.2,
3p21.31p14.3, 3p14.1p11.1, 3q11.2q13.31, 3q24G26.1, 3926.31, 3928, 4p15.33, 4G22.1q35.2,
5q11.2g21.1, 6q11.1916.3, 6922.32G23.3, 6q24.2q927, 7p12.3p12.1, 7q11.21911.23, 7921.11g31.1,
8p12p11.21, 8923.2g23.3, 9G34.11q34.3, 10924.32q26.3, 11p14.2p14.1, 12912913.11,
12q14.1g24.11, 13q12.11934, 14q11.2921.3, 15q14q15.1, 15926.3, 16q11.2924.3, 17p13.3q21.32,
17924.2925.3, 18911.1922.2, 19913.43, 21p11.1, 21q11.2921.3, 22q13.31913.33, Xp21.1q11.1,
Xq21.33q24, Xq25q28)

OHS|Rev ish enh(1p36.33944, 2p25.1937.3, 3q22.1929, 5p12, 5935.3, 6p23p12.3, 6916.3925.3,
7p22.3936.3, 8p22911.23, 8912.3, 8q13.1, 8921.3q24.22, 8924.3, 9p24.3p13.1, 10p15.3923.1,
11p15.4p15.3, 11p13, 11p11.2, 11912.1925, 13913.3914.12, 13914.2, 139q21.31921.32,
14911.2932.33, 15015.1926.3, 16p13.3p11.2, 17p13.3p11.2, 17921.31925.3, 19p13.3q13.43,
20911.21913.32, 21911.2921.1, 22911.22912.1, 22q13.2q13.33),dim(3p22.3p11.1, 6p12.2q16.3,
6925.3q927, 12p13.33p12.3, 13912.11913.3, 13914.12q14.2, 13914.3921.31, 13921.33922.1,
15911.2914, 17p11.2, 17911.1921.31, 20q13.13913.2, Xp22.33q28)

OS09|Rev ish enh(2p24.1p13.2, 2q12.1q12.2, 2922.2936.1, 6p21.33p12.1, 7q22.1, 7932.1935,
8022.1, 8422.2q24.12,8q24.21, 8q24.22q24.3, 9p24.1, 9p23p22.3, 9p22.1p21.3, 9p21.2,
9p21.1p13.3, 921.13, 9922.1922.2, 11p15.4, 11p13p11.2, 11q12.2913.4, 12p13.31p13.2,
13914.3g21.1, 13g21.33q22.1, 14912, 14924.3g31.1, 14931.3, 17p13.1p11.2, 2122.2q22.3,
Yp11.31911.223),dim(1p31.3p11.2, 1g32.3q44, 2p25.3, 2p25.2q24.1, 2p13.2922.2, 2936.1937.3,
3p24.3p11.1, 4g22.1935.2, 5p15.33q35.3, 6p21.32p21.31, 6p21.1923.2, 7p21.3p21.1, 7p15.1921.11,
7935q36.3, 8p23.3p11.23, 8q11.1q22.3, 8924.12q24.13, 8q24.22, 9p24.3p23, 9p21.3p21.1,
9912921.13, 9921.31922.1, 9922.2934.3, 10926.13G26.3, 11p15.5p14.3, 11p13, 11p11.2q11,
11913.4925, 13912.11q14.3, 13g21.1q921.33, 13q31.1934, 14q32.12932.33, 15q12q15.3,
16p13.3p12.1, 17q11.2q12, 17921.33q22, 18p11.32g23, 19p13.3, 20p13p11.21, 21q11.2g22.11)



Anhang

aCGH-Karyotyp

0S10|Rev ish enh(1p36.23p36.13, 1G22q23.1, 1925.3, 2q11.2q12.2, 2q13q14.3, 2¢23.1923.3,
2q24.2, 2q24.331.1, 2q931.2, 2932.1932.3, 2g33.1, 2937.3, 322.3929, 5q34.935.3, 6p25.3927,
7p22.3q11.22, 7q22.1, 7931.32q31.33, 8q24.12q24.13, 8q24.21, 8q24.22, 8q24.3, 9p24.3p23,
9934.13q34.3, 11911925, 13q932.1, 13932.2q33.1, 13933.3934, 15q13.1q14, 15q15.121.1,
17p13.3p11.2, 17912, 17922925.1, 19p13.3p12, 20q11.21q13.31, 20q13.33, 21q22.3, 22q12.2,
22q12.3, Xq25q27.2),dim(1p36.33p36.23, 2p22.3, 2q31.1932.1, 2932.3g33.1, 2g37.3, 4912935.2,
5q11.2923.1, 534, 8q11.21, 8q13.1924.11, 8q24.22, 9p22.3p13.1, 10p15.3p11.21, 13912.11g31.3,
13933.1933.3, 13934, 15q21.3, 17p13.1p12, 17q11.2912, 1725.3, 18p11.21q11.1, 18q11.2q23,
19913.2913.43, 20p11.21, 20q13.32q13.33, Xp22.33¢25, Xq26.2, Xq27.3)

0OS14|Rev ish enh(1p36.33p12; 1921.1941; 2p25.1p11.2; 2911.1911.2; 3p26.3p11.1; 3q11.2913.31;
3913.32q29; 4p16.3p11; 4921.1921.23; 4927928.3; 4931.22; 5p15.33p12; 5911.1933.1;
6p25.3p12.3; 7911.21936.3; 8p11.22p11.21; 8911.1912.1; 8912.3q24.3; 9p24.3p13.1; 9921.11q34.3;
10911.21911.22; 10923.32g26.3; 11p15.5; 11p12p11.12; 11912.2913.3; 12p13.33p11.1;
12012924.33; 13934; 14911.2921.1; 15922.33926.3; 16p13.3; 16921923.1; 17p13.3p13.1;
17p12p11.2; 17921.31921.32; 17921.33g25.3; 18p11.32p11.21; 19p13.3p13.11; 19q12913.43;
20p13p11.23; 20911.21913.33; 21921.1922.3),dim(1941944; 3q13.31; 4913.2q13.3; 4921.23924;
4q32.1934.2; 6914.3924.1; 6g25.2927; 8p23.3p12; 10p15.3p11.21; 11914.1; 13912.11; 13q14.2;
17911.2912; 18912.1)

0S15|Rev ish enh(1p36.33p12, 1g21.132.2, 2p25.3p21, 2p14q13, 3p12.1p11.2, 3q13.2, 325.1,
4p13q12, 4g28.1, 5p15.33p11, 6p21.31p12.1, 6q23.3q23.3, 6q24.1q24.2, 7p22.3936.3,
8q11.1q11.23, 8q12.3¢24.3, 9p13.3p13.1, 11p12, 11913.1q13.3, 12p13.33p13.31, 12q12924.33,
14911.2932.33, 15G21.2926.2, 16q11.2q12.1, 16923.1g24.3, 17p13.1p11.2, 17q11.1q11.2,
18p11.32p11.31, 18p11.22, 19p13.13p13.11, 20q11.21q13.33, 21q921.1, 21g21.3, 21922.12G22.3,
Xp11.23913.1),dim(1g42.3q44, 2q13933.1, 3p26.3p14.1, 3q12.3913.13, 3q13.2923, 3925.2G26.1,
4G22.1q35.2, 6p25.3p21.31, 6p12.1p11.2, 6912916.1, 6q25.1927, 8p23.3p12, 8q11.23q12.3, 8q22.1,
9p24.3p21.3, 10911.21926.3, 11p15.4p11.2, 11q14.1925, 12p13.31p12.1, 13q12.11q34,
16912.1g21, 17q11.2, 18p11.31p11.21, 18q11.2923, 19913.12q13.13, 19q13.33q13.43,
20p13p11.21, 2121.322.11, 21q22.3, 22q12.1q13.33, Xp21.3p11.3, Xq13.1528)

0OS18|Rev ish enh(1p36.33p12, 1921.1921.3, 2p22.3p16.3, 3p21.31p21.1, 5p15.33p12, 6p25.3p25.1,
6p22.3p12.2 ,7p22.3p11.2, 7922.1, 8924.3, 9921.11921.33, 9934.11q34.3, 11p15.5p15.4,
11p15.3p11.12, 11912.2913.3, 11922.1922.3, 11923.3924.2, 12912914.1, 14921.3q32.33,
16p13.3p11.2, 16q12.1923.1, 17p13.3911.1, 17q11.1q911.2, 17921.2922, 17923.3925.3,
18p11.32p11.21, 19p13.3p13.11, 19913.11q13.33, 20p13p12.1, 20911.21913.33, 21q22.2922.3,
22q11.21913.33, Xp11.4p11.22, Xq11.1928),dim(2p25.2p25.1, 4p16.1p15.2, 4911q13.1,
7p15.2p15.1, 7933936.3, 9p21.3, 10p15.1p11.21, 17q11.2912, 17925.1, 18911.2923, Yq11.221q12)
OSA|Rev ish enh(1p36.33; 1p35.3p34.3; 1p34.1p33; 1p32.3; 1p22.1p12; 3927.1; 4p15.33;
4p15.32p15.31; 5p15.33p15.32; 5p15.1; 5q15935.3; 7p22.1; 7p21.1; 7p15.3; 7933; 8p23.3p21.3;
8911.21913.3; 8924.3; 11p15.5p15.4; 11p15.2p15.1; 11p11.2; 11912.1913.3; 12p13.33p13.31;
12913.11; 12913.13; 12913.3q14.1; 12914.3; 12q15; 12921.33, 12923.1; 12923.3; 12924.11;
12924.21; 12924.33; 13922.2; 13922.3; 13931.1; 13931.3; 13932.1,13932.2q34, 13q33.1,
13933.2933.3; 14932.12; 17921.31925.3; 19913.31q13.33),dim(1931.3; 1g41; 3p26.2; 3924;
4p16.3p11; 5p15.2; 5p14.3p13.2; 7p21.3p21.2; 7935036.1; 9p24.3p13.1; 10921.1; 11p15.5; 11p15.4;
11p15.1; 11913.4925; 21921.3; Xq13.1)

OST|Rev ish enh(1p21.2p12, 1942.2q42.3, 3p25.3, 5p15.33p11, 6p25.2p21.1, 7p22.3p21.1, 8q24.3,
9913922.32, 9933.334.3, 10q11.21q11.22, 11p15.4p15.2, 11p14.3p11.12, 11q12.1q14.1,
12912q13.2, 15q11.2, 15q24.1926.3, 16p13.3p13.12, 16p12.2p12.1, 16q23.3924.3, 20q11.21q13.33,
22q13.1913.33, Xq22.1922.2),dim(1p35.3p21.2, 2g31.3q37.3, 3p14.2q29, 4p16.3p15.33, 4q11935.2,
5q11.1911.2, 531.3q35.3, 6p21.1925.3, 7p15.2p11.2, 7q31.33932.1, 7g33q36.3, 8q11.23q24.21,
9p24.3p13.1, 922.31933.1, 10p15.3p11.21, 11p15.5, 11q14.2q14.3, 1121925, 13q12.11G32.1,
14911.2932.33, 16G23.1, 18p11.32q23, 19p13.3p13.2, 19p12, 19q12q13.43, 20p13p11.21,
22q11.1913.1, Xp22.33p22.32, Xq21.1922.1, Xq22.3G28)



Anhang

aCGH-Karyotyp

SAOS2|Rev ish enh(1p36.33p13.3, 1g21.1g42.13, 2p24.1p11.2, 2q11.1912.2, 232.1937.3,
3g13.12913.2, 3921.3923, 3q27.1928, 4p16.1p11, 4928.3q32.1, 4932.3g34.1, 5p13.3p12,
6p24.3p21.32, 6p12.3925.3, 7p21.3, 8p11.21, 8923.1g24.3, 9g21.11, 12p13.33p11.21,
12913.3q21.2, 12921.33, 12q24.33, 13q12.3q14.13, 1321.2q34, 14q11.2922.3, 15G22.1q23,
15¢26.3, 16q12.1912.2, 16q22.3923.1, 16g24.3, 17922G25.3, 18p11.31p11.21, 19q12q13.43,
20p12.3911.22, 21911.2922.3, 22q11.23, 22q12.3, Xp22.33q22.1, Xq27.1q28),dim(1q42.13q44,
3p14.3p11.1, 3q11.2913.12, 5p15.33p15.2, 6p25.3, 7q11.22921.11, 8p23.3p11.21, 8q11.23q13.2,
9933.1, 10p15.3p14, 11924.3925, 12p13.31p13.2, 13q14.2, 14q24.3, 15q23q24.3, 17p13.1,
18922.1g23, 19912, 20q11.23, Xq27.1928)

SARG|Rev ish enh(1p36.33p33, 1g21.1q25.2, 2p25.3p11.2, 2q12.1q12.2, 2q14.3921.2, 3q12.2q29,
4912, 4926, 5321.3q35.3, 6p25.3p11.1, 7p22.3936.3, 8p12p11.23, 8q11.21g13.2,
8g21.13923.1,8q923.3q24.11, 8q24.12q24.22, 9931.2931.3, 10g22.1, 11p15.5p15.4, 11912.1q13.4,
11g14.1, 11q14.2, 1121, 11g23.1, 11923.3, 1124.1q24.2, 12q14.1, 14q23.2q24.2,
14932.12932.33, 16911.2, 16q21q24.3, 17p13.3, 17p13.2p11.2, 18p11.32q11.1, 19p13.3q13.12,
19913.2, 20p12.1p11.22, 20q11.21q13.33, 21q11.2922.3, 22q11.21913.33, Xq22.1q27.3,
Xq27.3g28),dim(1p33p12, 1931.3, 2p22.1, 2q11.2, 2q13q14.2, 3p26.3p11.2, 4912926, 6911.1923.3,
8p23.3p12, 8921.11g21.13, 8923.1923.3, 8G24.22q24.3, 9p24.3p21.2, 9p13.2p13.1, 10q11.21,
10926.12926.3, 11q11q12.1, 11q13.4q14.1, 11g14.3g21, 11922.122.3, 11923.1923.2,
11923.3g24.1, 11924.2925, 12p13.33p11.23, 13q12.11g34, 15q11.2q15.3, 18q11.2, 19913.2913.32,
19913.33q13.41, Xp22.33p11.22, Yq11.222q11.223)

TPXM|Rev ish enh(1p36.33941; 2p23.3p23.1; 2q11.1q14.2; 2922.3; 2q31.1937.3; 3p24.1; 3p21.31;
3p12.3p11.1; 3913.31921.3; 5935.3; 6p25.3p12.3; 6q16.3925.3; 7p22.3036.3; 8911.1924.3;
9p24.3p13.1; 9933.3q34.3; 10p15.3923.1; 11p15.5; 11p13913.2; 13913.3914.12; 13914.2;

13921.31921.32; 13932.1q34; 14911.2924.3; 15915.1921.1; 15922.31q24.2; 15926.1; 15926.3;
16p13.3p11.2; 16912.2924.3; 17p13.3; 17p12p11.2; 17921.31925.3; 18p11.32923; 19p13.3p13.11;
19912q913.12; 20p12.3p11.22; 20911.21q13.33; 21911.2q22.3; 22911.1q13.33; Xp11.22;

Yp11.2),dim(2921.1922.2; 2922.3931.1; 3p26.2p21.31; 3p21.1p12.3; 4931.23935.2; 5p15.2p13.3;
10923.1926.3; 11p14.3p14.2; 12p13.33p11.21; 12921.33; 13912.11913.3; 13q14.12921.31;

13921.32922.1; 15911.2915.1; 17p13.3; 17p12; 17p11.2921.31; 19913.12913.13; 20913.13913.2;

Xp22.33928; Yp11.31p11.2; Yq11.21; Yq11.221)

U-20S|Rev ish enh(1p34.2p34.1; 1p13.3p12; 2p25.1921.3; 3q11.2921.3; 4p15.1p11; 4g25q26;
5p15.33p11; 5q31.1; 6p12.3912; 7p22.3p21.3; 7p15.3p11.2; 7911.23931.1;8p21.2p12; 8p11.22;
8021.11921.3; 8924.11924.3; 9p21.2p21.1; 10911.21922.2; 11p11.2p11.12; 11q13.5914.1;
11923.1923.3; 12p13.33p12.3; 12p12.1; 13932.1; 13q34; 14911.2; 14q21.2924.3; 15921.3923;
16924.3; 17922925.3; 18p11.32911.2; 18923; 19912; 20q11.21913.33; 21921.3922.11;
22911.21913.33),dim(1p36.32p36.23; 1931.2; 1931.3; 1942.13; 2p25.3; 2q22.1; 3922.2926.32; 3929;
4p16.3p15.1; 4928.1931.1; 5921.1921.2; 5q31.1931.3; 6q14.1922.31; 7931.1936.3; 8p23.3p23.1;
8p12; 8922.1922.2; 9p24.3p21.3; 10p15.3p15.1; 10923.1926.3; 11923.3925; 12q14.3924.11;
13912.11q34; 14932.11932.33; 15921.2921.3; 16p13.12p11.2; 17p13.1p11.2; 18911.2922.2;
19p13.3p12; 21922.12922.3; 22911.1911.21; Xp22. 33928)

ZK58|Rev ish enh(1p35.1p12, 1921.1925.1, 2p24.2p24.1, 2g31.133.2, 3p26.3p24.2, 3q13.31,
4p15.2, 4911912, 4g31.22931.23, 5q13.2922.3, 5035.2935.3, 6q22.1q23.2, 7p22.3p21.1,
7911.21q36.3, 8p21.3, 8p11.21q11.1, 8912.3q13.1, 8g21.11921.12, 8g21.2, 8q21.3q24.3, 9921.13,
9g21.31q34.3, 10p11.21, 10g22.3923.1, 10g24.2q24.32, 10926.12926.13, 11q13.1, 11913.4q13.5,
11922.2, 11923.2923.3, 11q24.2, 12p13.33p11.1, 12q12q24.31, 12924.33, 13912.11q13.3, 13q14.3,
13933.1g34, 14911.2q13.2, 14922.2932.33, 15q23, 16p13.3, 16p12.1p11.2, 16q22.1922.2, 17p11.2,
17921.32925.3, 18p11.32p11.31, 18q12.3, 18q21.33g22.1, 19p13.13p12, 19913.11913.12,
19913.33, 19913.41q13.42, 20q11.21q13.33, 21q11.2922.3, 22q11.1911.22, Xp11.22p11.21, Xq23,
Xq28),dim(1p36.33p36.32, 1g31.1, 141, 2933.2936.3, 3p23p21.31, 3p14.1p11.1, 4922.1q31.22,
4G31.3q35.2, 6p24.3, 6p22.3p22.1, 6p11.2g22.1, 8p23.3p23.2, 8q12.1912.3, 8q13.2g21.2,
8g21.13q21.2, 8921.3, 9p23, 9912921.11, 9g21.12¢21.13, 10p15.3p14, 11p15.5p11.2, 11g11q12.1,
13¢21.32933.1, 14422.122.2, 17p13.3, 18q21.1921.2, 18922.1q23, 19p13.3, 19q13.33q13.41,
19913.43, 20p12.1, 22q13.33, Xp22.33p22.31, Yq11.222q11.223)
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