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1 Zusammenfassung/Summary

Das Zystadenolymphom ist ein gutartiger Tumor der Glandula parotis, dessen Atiologie
unbekannt ist. Nachdem vergleichende genomische Untersuchungen erste Hinweise auf
chromosomale Aberrationen in Form von Gewinnen und Verlusten am Chromosom 20 gezeigt
haben, war es die Zielsetzung der vorliegenden Arbeit, das Chromosom 20 mittels der Technik
der Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung  (FISH) im  Zystadenolymphom naher zu
charakterisieren. Im chromosomalen Abschnitt #20g13 ist das Zinkfingerprotein 217 (ZNF217)
lokalisiert, welches bei Untersuchungen in Mammakarzinom- oder Kolonkarzinomzelllinien

starke Amplifikationen gezeigt hat.

4 Zystadenolymphome wurden mittels der vergleichenden genomischen Hybridisierung (CGH)
und 28 Zystadenolymphome wurden mit der FISH-Untersuchungstechnik unter Einsatz einer
zentromerspezifischen Sonde fur Chromosom 20 in Kombination mit einer lokusspezifischen
Sonde fur #209l13 untersucht. Bei 8 Tumoren war aufgrund der Gewebsqualitat der

Tumorschnitte keine FISH-Untersuchung maglich.

In 2 Zystadenolymphomen wurden mittels CGH chromosomale Aberrationen in Form von
Gewinnen (Chromosom 1, 2, 11, 16, 19. 22 und X) und Verlusten (Chromosom 2, 3, 4, 13)
detektiert. 18 der 20 Zystadenolymphome (90%) zeigten in den FISH-Untersuchungen
Monosomien der Region #20913 und 5 der 20 Tumore (25%) wiesen Gewinne in der Region
#2013 auf. Die Zentromerregion von Chromosom 20 zeigte mittels FISH in 80% (16/20) der

untersuchten Tumore Monosomien auf.

Die ausgefuhrten Untersuchungen beobachteten deutliche Verluste im Zentromerabschnitt
des Chromosoms 20 und der Region #20913 bei Zystadenolymphomen. Die zuséatzliche
Beobachtung von Gewinnen in der Region #20913 sind Ausdruck einer Tumorheterogenitat.
Diese Ergebnisse bestatigen vorangegangene Befunde vergleichender genomischer
Hybridisierungen chromosomaler  Verdnderungen des  Chromosoms 20 in
Zystadenolymphomen. Weitere molekularbiologische Untersuchungen sind notwendig, um die
Bedeutung der detektierten chromosomalen Veranderungen in der Tumorbiologie des

Zystadenolymphoms zu bestimmen.



1 Summary

Cystadenolymphoma is a benign tumor oft he parotid gland, with unknown etiology. After
comparative genomic analysis has indicated initial evidence regarding chromosomal
aberrations in the form of gains and losses on chromosome 20, the aim of the present scientitic
work was to characterize chromosome 20 in more detail using the technique of fluorescence
in situ hybridization (FISH) in cystadenolymphoma. The zinc finger protein 217 (ZNF217) is
located in the chromosomal region #20g13, which has shown strong amplifications in studies

in breast cancer or colon cancer cell lines.

4 cystadenolymphomas were examined using comparative genomic hybridization (CGH) and
28 cystadenolymphomas were examined using the FISH examination technique using a
centromere-specific probe for chromosome 20 in combination with a locus-specific probe for
#20913. FISH examination was not feasible in 8 tumors due to the tissue quality of the tumor

section quality.

In 2 cystadenolymphomas, chromosomal aberrations in form of gains (chromosomes 1, 2, 11,
16, 19, 22 and X) and losses (chromosomes 2, 3, 4, 13) were detected using CGH. 18 of 20
cystadenolymphomas (90%) showed monosomies in region #20g13 by FISH analysis and 5
of the 20 tumors (25%) showed gains in region #20q13. The centromeric region of

chromosome 20 showed monosomies by FISH in 80% (16/20) of the tumors examined.

The conducted studies observed distinct losses in the centromere section of chromosome 20
and the region #20g13 in cystadenolymphomas. The additional observation of gains in region
#2013 is an expression of tumor heterogeneity. These results confirm previous findings of
comparative genomic hybridizations of chromosomal alterations of chromosome 20 in
cystadenolymphomas. Further molecular biological studies are necessary to clearify the
consequence of the detected chromosomal alterations in the tumor biology of

cystadenolymphoma.



2 Einleitung
2.1 Hinfihrung zur Thematik

Der Begriff Tumor bezeichnet unabhangig von der Atiologie (u.a. traumatisch, entzindlich,
neoplastisch, habituell) eine umschriebene Volumenzunahme von Gewebe. Im Speziellen wird
damit eine Neubildung von Gewebe (Neoplasie) beschrieben, die nach Verlust der
Wachstumskontrolle aus korpereigenen Zellen mit urspringlich intaktem Zellzyklus und damit
auch intakter Wachstumsregulation, entstehen. Dieses Basiswissen geht grundlegend auf
Theodor Boveri und Mitarbeiter (1903 und 1914) zurick, welcher veroffentlichte, dass bei
Neubildungen eine Zunahme der Vermehrungsfahigkeit von Zellen eintritt und in der Folge die
Zellen morphologische Unterschiede zum Ursprungsgewebe zeigen. Des Weiteren
proklamierte er, dass Tumorzellen nicht als krank im Sinne einer Herabsetzung ihrer Vitalitat
zu beurteilen sind, sondern vielmehr darin, dass die ,Vermehrungsrichtung® eine Falsche sei.
Auch stellte er erste Theorien zur Tumorgenese auf, welche Einflussfaktoren forderlich bzw.
kausal verantwortlich flr die Tumorentstehung sein kénnten, wie z.B. Hitze oder chemische
Noxen. Er blieb jedoch grundsatzlich bei der Annahme, dass es innerhalb der Tumorzelle
selbst ein Korrelat ihrer Andersartigkeit geben misse und legte sich auf Veranderungen der
Chromosomen fest. Auf diesen grundlegenden Ausfiuihrungen (Boveri und Mitarb., 1914),
welche sich sachlich als spater zutreffend erwiesen, bauten nachfolgende wissenschaftliche
Publikationen auf. Der menschliche Chromosomensatz wurde numerisch determiniert (Tjio
und Mitarb., 1956), wodurch anhand von numerischen Abweichungen von der Norm erstmals

Krankheitsbilder kausal auf chromosomale Unterschiede zurlickverfolgt wurden.

Zunachst fulRten die Erkenntnisse auf der klassischen Zytogenetik. Erst in der jungeren
Vergangenheit wurden die technischen Moglichkeiten entwickelt, die tiefergehende Einblicke
ermoglichten und die Ursprungsgedanken weiter starkten. So ist der direkte mikroskopische
Nachweis chromosomaler Aberrationen grundlegender Bestandteil der Tumorforschung.
Weiterhin wurde wissenschaftlich erschlossen, das veranderte genetische Informationen von
einer Mutterzelle auf die jeweilige Tochterzelle im Rahmen der Zellteilung weitergegeben
werden kdnnen. Ferner wurde darauf hingewiesen, dass Tumorwachstum durch exogen
bewirkte chromosomale Veré&nderungen beeinflussbar ist (Wagener und Mitarb., 1996). Durch
die weitere Erforschung des menschlichen Erbgutes mittels molekulargenetischer Verfahren
konnten einzelne veréanderte Gene isoliert dargestellt werden, welche unmittelbar mit der
Genese von Tumoren in Verbindung zu bringen waren. So handelte es sich hierbei u.a. um
Gene, die Proteine kodierten, welche den zelluldren Proliferationszyklus mafgeblich

beeinflussten. Boveris Thesen wurden somit weiter gestarkt.



2.2 Kanzerogenese

Grundsatzlich werden Tumore nach ihrer Dignitat (Verhalten) eingeteilt. Hierbei unterscheidet
man gutartige (benigne) von bosartigen (maligne) Tumoren. Ist ein Tumor etwa durch hohe
mitotische Aktivitat, infiltratives Wachstum mit Destruktion des ihn umgebenden Gewebes und
Metastasierung gekennzeichnet, so kann man mit hoher Wahrscheinlichkeit einen malignen
Tumor diagnostizieren. Von dieser Einteilung nach ,sicheren® Malignitatskriterien missen
jedoch Ausnahmen der Regel beachtet werden. So existieren etwa Borderline-Tumore, wie
das Zystadenoadenom des Ovars, bei welchem maligne Gewebsveranderungen mit Zell-, als
auch Gewebsatypien vorliegen, wobei jedoch der histologische Beweis infiltrativen
Wachstums nicht erbracht werden kann. Auch existieren sogenannte semi-maligne Tumore,
wie etwa das Basaliom der Haut, welches lokal sowohl destruktiv als auch infiltrativ wachst,
jedoch eine auferst geringe Metastasierungswahrscheinlichkeit aufweist. Eine spezielle
Tumorentitat ist das Frihkarzinom, welches ein maligner Tumor mit infiltrativem Wachstum ist.
Die Infiltrationstiefe ist zum Diagnosezeitpunkt auf die Tunica submucosa beschrankt. Die
Nomenklatur des ,Frihkarzinoms® wird bei Tumoren beispielsweise des Magens verwandt
sowie die Begrifflichkeit ,Mikrokarzinom* in Verbindung mit Zervixkarzinomen gebraucht wird.
Betrachtet man diese Beispiele, so erschlief3t sich, dass es zwar generelle Mdglichkeiten der
Einteilung gibt, jede Tumorentitat und ihr Wachstumsverhalten jedoch einzeln zu betrachten
und zu bewerten sind.

In der Entstehung von Tumoren lassen sich unterschiedliche Phasen betrachten. Eine
Initialschadigung des Genoms kann auftreten. Hierbei konnen fehlerhafte Zellteilungen in der
Keimbahn oder zu einem spéateren Zeitpunkt unterschieden werden. Als Beispiel hierzu lasst
sich das von Knudson (1971) erforschte Retinoblastom nennen, bei welchem in der autosomal
dominant vererbten beidseitigen Form schon ein Allelverlust in der Keimbahn nachgewiesen
werden konnte (Lohmann und Mitarb., 1996). Dieser Verlust genetischen Materials kann durch
Deletion, non-disjunction, nicht suffizienter Rekombination oder Punktmutationen erfolgen.
Auch ist es moglich, dass es zu einem spateren Zeitpunkt durch exogene Noxen, etwa der
langjahrigen Exposition mit kanzerogenen Giftstoffen (z.B. Nikotin und Alkohol) im Falle des
Larynxkarzinoms (Dietz und Mitarb., 2006; Petti und Mitarb., 2010), Nikotin im Falle des
Zystadenolymphomes (Allen und Mitarb., 1980) oder UV-Strahlung beim malignen Melanom
der Haut (Gilchrest und Mitarb., 1999; Trakatelli und Mitarb., 2010) eine priméare
Genomschadigung auftritt. Bei diesen Schadigungen ist eine multilolkuldre Entstehung zu
berlicksichtigen. So etablierte bereits Nordling (1953) eine Theorie von mehrfachen,
multilokularen und zeitlich divergierenden Mutationen, die letztendlich zur Tumorgenese
fuhren. Aufbauend auf diese These formulierte Knudson seine ,multi-hit* Hypothese, welche
er anhand des Retinoblastoms etablierte. Diese wird in der folgenden Abbildung Uberblickartig
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dargestellt (siehe Abb. 1). Bei dieser Tumorentitat wurde nachgewiesen, dass die Neubildung
erst dann entsteht, wenn beide Allele eines protein- kodierenden Gens verloren gegangen
sind. Hierbei ist anzumerken, dass der erste Allelverlust in der Keimbahn erfolgen kann und
der zweite wéhrend der weiteren Lebenszeit eintreten kann. Tritt diese Konstellation auf, kann

bei den betroffenen Personen schon im Kindesalter eine Tumorentstehung auftreten.

Tumorentstehung falls Mutationen in beiden Allelen vorliegen:

Falll:
- Destabilisierung der DNA durch den ersten ,hit“ (Mutation eines Gens) im
Laufe des Lebens
- Deaktivierung des betroffenen Allels durch zweiten ,hit* im Laufe des Lebens
und mdgliche Tumorentstehung
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Abb. 1: Knudson's 2-hit Hypothese



An die Initiationsphase schlief3t sich eine Latenzphase an, welche die Zeit zwischen Initiation
und klinischer Manifestation beschreibt. Je nach Tumorentitét und Genese kann diese
Latenzphase viele Jahre, wie beim Larynxkarzinom in Folge von langjahrigem Nikotinabusus,
oder nur wenige Jahre betragen. So kommt das papillare Karzinom der Schilddriise schon bei
Kindern oder Jugendlichen mit nur wenigen Jahren der Latenz nach Bestrahlungen oder nach
Umweltexposition in radioaktiv belasteten Gebieten vor (Ron, 2007; Yoskovitch und Mitarb.,
1998).

Nach der Latenzphase kommt es zur sogenannten Tumorpromotion. Durch Proliferation wird
der Genomschaden von der Mutterzelle auf die Tochterzellen weitergegeben und so die
Aberration klonal etabliert.

Letztendlich erfolgt die Tumor-Progression, worunter die vielfache Proliferation der mutierten
Zellklone zu verstehen ist, welche sich dann je nach Tumorbiologie mehr oder minder schnell
entwickelt. Mit zunehmendem Wachstum wird das neoplastische Gewebe makroskopisch
sichtbar und fuhrt zu klinischen Symptomen. Eine gerichtete Therapie kann meist erst ab
diesem Stadium erfolgen, da der Tumor eine ausreichende Grof3e besitzen muss, um

diagnostiziert werden zu kdnnen.

Histologisch kann man zwar bereits oft wahrend der Latenzzeit erste sich zeigende
Veranderungen in Form von Dysplasien (Zellatypien in Verbindung mit reversiblem
Differenzierungsverlust, etwa bei der Friihform des Mundbodenkarzinoms) oder Metaplasien
(Umwandlung eines ausdifferenzierten Gewebes in ein anderes, wie beim Barret-
Oesophagus: Plattenepithel wird durch Zylinderepithel ersetzt) zeigen. Dies sind jedoch meist
Zufallsbefunde, die im Rahmen anderer Eingriffe oder durch Vorsorgeuntersuchungen
apparent werden. Meist kann erst ab dem Stadium der Tumorprogression eine gerichtete
Therapie erfolgen, da der Tumor erst jetzt durch seine GréfRenzunahme oder Symptome
klinisch erkannt wird.

2.3 Das Zystadenolymphom

Dieser Tumor wird auch als ,Warthin's tumour“ bezeichnet. Benannt ist er nach Aldred S.
Warthin, einem amerikanischen Pathologen, welcher die beiden ersten Fallstudien Uber die
Tumorentitat im ,, The Journal of Cancer Research® veroffentlichte (Warthin, 1929). Zuvor war
er 1895 erstmals von Hildebrand als Variante einer lateralen Halszyste und 1910 von Albrecht
und Arzt als papillare Zystadenome in Lymphknoten beschrieben worden. Warthin war es, der
dieser Tumorentitdt den Namen papillares Zystadenom lymphomatosum gab (1929).



Die durchschnittliche Inzidenz von Speicheldrisentumoren betréagt etwa 5 je 100.000
Individuen (Pinkston und Mitarb., 1999), wobei etwa 65% nach den Daten des Hamburger
Spiecheldriisenregisters davon benigne sind. Das Zystadenolymphon wird auch zu den
benignen Speicheldrisentumoren gezéhlt (Zurek und Mitarb., 2023). Der Anteil der
Zystadenolymphome betragt etwa 3% aller Speicheldriisentumore (Ellis und Mitarb., 1996)
oder 15% aller Tumore der Parotis (Seifert und Mitarb., 1996), wobei die Inzidenz in kleineren
Regionen, wie den zentralen Teilen Pennsylvanias (Bundesstaat der USA) bis zu 30%
betragen kann (Simpson und Mitarb., 2005). Das Zystadenolymphom ist der nach dem
pleomorphen Adenom zweithaufigste gutartige Speicheldriisentumor und tritt am haufigsten in
der Ohrspeicheldrise auf (Lyu und Mitarb., 2019; EI-Naggar und Mitarb., 2017). Eine
steigende Inzidenz des Warthin-Tumors ist weltweit zu beobachten (Tunc und Mitarb., 2020).
In einer deutschen retrospektiven Studie war das Zystadenolymphom die am haufigsten
vorkommende Tumorentitét der Parotis (Franzen und Mitarb., 2018). Hierbei erhdhte sich der
Anteil am untersuchten Tumorkollektiv von 20,6% (Auswertungszeitraum 1975-1986) auf
44,9% (Auswertungszeitraum 2008-2017). Am haufigsten erkranken Patienten in der finften
und sechsten Lebensdekade mit einem mittleren Diagnosealter von 62 Jahren (Kotwall, 1992;
Pinkston und Mitarb., 1996; Psychogios und Mitarb., 2020). In der Mehrheit der Falle sind
Manner von diesem Tumor betroffen, jedoch konnte in den letzten 50 Jahren eine Zunahme
des Zystadenolymphoms bei Frauen beobachtet werden mit einem aktuellen
Geschlechterverhaltnis (M&nner zu Frauen) von 2:1 bzw. 2,3:1 (Simpson und Mitarb. 2005;
Ellis und Mitarb., 1996; Ebbs und Mitarb., 1986; Lamelas und Mitarb., 1987; Psychogios und
Mitarb., 2020). Die bereits erwahnte Studie von Franzen und Mitarbeitern ergab eine Abnahme
des Geschlechterverhaltnisses (M&nner zu Frauen) von initial 5,3:1 (1975-1986) auf nunmehr
2,1:1 (2008-2017). Als eine mdogliche Ursache werden die veranderten Rauchgewohnheiten
der weiblichen Bevélkerung mit Zunahme des Anteils der weiblichen Raucher diskutiert. Der
Tumor hat eine achtfache héhere Inzidenz bei Rauchernim Vergleich zur Normalbevélkerung
(Snyderman und Mitarb., 1986), bzw. weisen 93% der Patienten, die an einem

Zystadenolymphom erkranken, eine positive Raucheranamnese auf.

Das Zystadenolymphom imponiert meist als verkapselter Tumor der Ohrspeicheldrise,
welcher sowohl zystische als auch solide Anteile beinhaltet. In der Regel entsteht das
Zystadenolymphom am kaudalen Pol der Parotis und besteht aus onkozytaren
Epithelzellelementen, welche in Doppellayern angeordnet sind. Diese onkozytaren Zellen
konnten in Zukunft maoglicherweise eine Option in der Diagnostik des Zystadenolymphomes
darstellen, wie eine veroffentlichte Arbeit von Su und Mitarbeitern (2010) zeigt. Die per
Feinnadelaspiration =~ gewonnenen Onkozyten wiesen hier spezielle, nur beim
Zystadenolymphom vorhandene Eigenschaften auf (exzentrische, sehr feine Nucleoli), und



stellen somit ein diagnostisches Kriterium dar. Seltene andere Manifestationen etwa in

zervikalen oder submandibuldren Lymphknoten sind beschrieben (Tascan und Mitarb., 2023)

Zytomorphologisch konnten in einer Studie typisch fur die untersuchten Zystadenlymphome
unter anderem folgende Charakteristika gezeigt werden: in 92% der Falle konnten
Lymphozyten nachgewiesen werden, in 83% der Falle onkozytéare Layer und Papillen mit
onkozytischen Zellen in 67% der Falle (Kdybasioglu und Mitarb., 2020). Eine neuere Arbeit,
welche Onkozyten aus Zystadenolymphomen untersuchte, konnte etwa Veranderungen der
Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase nachweisen, einem Enzym das fur die Glycolyse
relevant ist und auf Chromosom 12 (12p13.31) codiert ist (Mandic und Mitarb., 2020). Der
Tumor entwickelt im Verlauf seines Wachstums sowohl zystische und papillare
Gewebsanteile, als auch stromatdose Areale, welche Lymphgewebe beinhalten. Luminale
Zellen innerhalb der Tumore besitzen eine groRe Ahnlichkeit zu den gestreiften
Ausfuhrungsgéangen regularen Speicheldriisengewebes und beinhalten eine groRe Anzahl an
Mitochondrien. Die eher basal orientierten Zellen weisen unterschiedliche Grade der
Differenzierung auf und kdnnen nach ihrer Zytokeratinexpression als regenerative Zellen
beschrieben werden (Schwerer und Mitarb., 2001). Neben diesen epithelialen, zystischen
Tumoranteilen liegen auch stromale Areale vor, welche lymphozytare Infiltrate sowie
Lymphfollikel aufweisen, die sich jedoch durch die epithelialen Anteile stark von ihrer normalen
Anlage unterscheiden. Des Weiteren ist zu bemerken, dass etwa 8-10% der
Zystadenolymphome Areale mit Plattenepithelmetaplasien und regressiven Veranderungen

zeigen.

Anhand des Verhdltnisses von epithelialen und lymphoiden Anteilen lasst sich das
Zystadenolymphom in vier histologische Subtypen einteilen (Masuda und Mitarb., 1994). Beim
Subtyp I, dem ,typischen® Zystadenolymphom sind beide Gewebstypen gleich stark
ausgebildet. Bei einem Uberwiegen der epithelialen Zellen handelt es sich um die
»Stromaarme® Form (Subtyp Il). Betragt der Anteil der epithelialen Gewebsabschnitte 20-30%
liegt die ,stromareiche” Form vor (Subtyp Ill). Werden ausgedehnte Plattenepithelmetaplasien
festgestellt, handelt es sich um den Subtyp IV.

In seinem Anfangsstadium imponiert das Zystadenolymphom meist asymptomatisch und zeigt
ein sehr langsames Wachstumsverhalten. Erst spater imponiert das Zystadenolymphom als
indolente Schwellung der Ohrspeicheldriise. In der Uberwiegenden Mehrheit der Falle tritt der
Tumor einseitig auf, kann aber auch in etwa 4-10% der Falle beidseitig entstehen (Seifert und
Mitarb., 1980; Faviaund Mitarb., 1995; Renehan und Mitarb., 1996; Seifert und Mitarb., 1996;
Patz und Mitarb., 1997). In etwa 8% der Falle kommt es zur Entstehung von
Zystadenolymphomen in zervikalen Lymphknoten, der Glandula submandibularis oder dem

Larynx (Astor und Mitarb., 1996; Patterson und Mitarb., 1999; Simpson und Mitarb., 2005).
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Auch kann ein gemeinsames synchrones Vorliegen etwa mit Adenomen, wie dem
pleomorphen Adenom, dem onkozytischen papillaren Zystadenom (Kakkar und Mitarb., 2020),
unterschiedlichen Typen von Karzinomen oder malignen Lymphomen (Alnoor und Mitarb.,
2020) in derselben Ohrspeicheldriise vorkommen. Es ist weiterhin von groRer Bedeutung nach
der gestellten Verdachtsdiagnose eines Warthin-Tumors das entnommene Gewebe genau
histologisch zu untersuchen, da durchaus neben den benignen Tumoranteilen maligne
Tumorbereiche vorliegen konnen, welche die Prognose des Patienten malf3geblich

beeinflussen.

Jedoch bleibt anzumerken, dass eine maligne Transformation eines priméaren vorliegenden
Zystadenolymphoms mit etwa 0.1-2% &aul3erst selten zu beobachten ist (Foschini und Mitarb.,
2005; Skalova und Mitarb., 2005). Eine der Giberaus seltenen malignen Transformationen stellt
etwa die Transformation zu einem Plattenepithelkarziom dar (Kim und Mitarb., 2019). Die
Uberaus grofdte Mehrheit solcher ,maligner Zystadenolymphome® ist nach einer Studie von

Batsakis und Mitarbeitern (1978) auf parallel vorliegende Zweittumore zurtckzufthren.

2.3.1 Klinisches Bild und Diagnose

Reguldr imponiert das Zystadenolymphom als schmerzlose langsam zunehmende Schwellung
praaurikular (Yoshimura und Mitarb., 1979). Palpatorisch zeigt sich das Zystadenolymphom
zystisch bis prall-elastisch und ist glatt begrenzt. Es wird klinisch eine Verdopplung des
Tumorvolumens in etwa 9 Jahren beobachtet (Schwalje und Mitarb., 2015). Auch ist das
typische Zystadenolymphom etwas weicher, als das haufiger auftretende pleomorphe
Adenom. Diese beiden Tumorformen kénnen in Einzelfallen aber schwer unterscheidbar sein.
Im Gegensatz zum pleomorphen Adenom besitzt das Zystadenolymphom eine von der
Umgebung gut abzugrenzende Kapsel. Eine MRT gestitztes Diagnosemodell zur
Unterscheidung der beiden Entitdten, welches maschinelles Lernen einbegreift, liegt aktuell
vor (Yang und Mitarb., 2024).

Eine erste differentialdiagnostische, klinische Uberprifung auf Vorliegen eines Malignoms ist
durch die Funktionsprufung des Nervusfacialis méglich, wobei eine Parese des Gesichtsnervs
ein wichtiges klinisches Zeichen fir das Vorliegen einer malignen Infiltration sein kann. Bei
einem Zystadenomlymphom ist keine Fazialisparese zu erwarten.

Sonographisch stellt sich das Zystadenolymphom als glatt und scharf begrenzte
Raumforderung mit zystischen und soliden Anteilen zum Teil mit bandférmigen
Schallausléschungsphdnomenen dar. Das differentialdiagnostische zu bedenkende
pleomorphe Adenom hat im Gegensatz dazu eine homogene Binnenstruktur. Die

durchschnittliche Ausdehnung des Zystadenolymphomes betragt etwa 2 x 4 cm (Dietert, 1975;
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Vanhaudenarde und Mitarb., 1988; Rehberg und Mitarb., 1998,). Bei eindeutigem klinischem
Befund ist keine Probeexzision indiziert, da dieses Verfahren die Gefahr in sich birgt
Tumorzellen in unbefallene Drisenanteile oder das umgebende Gewebe zu verstreuen. Die
Gefahr einer Nervenschadigung ist bei einer Probebiopsie zu beachten. Durch eine etwaige
histologische Bestatigung andert sich zudem nichts an der Therapie. Diese besteht in Form
einer je nach Befund zu modifizierenden Parotidektomie. In unklaren Fallen ist die
Feinnadelbiopsie ein etabliertes Verfahren zur Sicherung der Verdachtsdiagnose, dessen
pradiktiver Wert bei 91-98% liegt (Fisher und Mitarb., 2022). Diese kann noch zusatzlich mit
einer Tc-99m (Technetium 99m) Szintigraphie kombiniert werden (Nishimura und Mitarb.,
2022; Zahran und Mitarb., 2021; Boccato und Mitarb., 1998; Filopoulos und Mitarb., 1998;
Tanaka und Mitarb., 1998; Chan und Mitarb., 1992).

Préoperativ kann zur genaueren Eingrenzung und besseren operativen Planung eine MRT
durchgefihrt werden. In der folgenden Abbildung zweier MRTs, welche ein
Zystadenolymphom unter (A) sehr gut darstellt, zum Vergleich unter (B) ein pleomorphes
Adenom (siehe Abb. 2).

Abb. 2: MRT-Aufnahmen eines Zystadenolymphomes der rechten Parotis (A) und eines
pleomorphen Adenoms der linken Parotis (B), (entnommen aus: frontiers in Oncology, Yang und
Mitarb., 2024). (A) Zystadenolymphom (Pfeil) in der rechten Ohrspeicheldrise eines 52-jghrigen
Mannes. Das T2-gewichtete Bild (Achsenebene) zeigt einen Tumor mit deutlich hoher Intensitat; Darin
ist eine Septierung sichtbar. (B) Pleomorphes Adenom (Pfeil) in der linken Ohrspeicheldriise eines 26-
jahrigen Mannes. Das T2-gewichtete Bild (axiale Ebene) zeigt einen leicht hypointensen Tumor. Im
oberen Teil des Tumors gibt es unregelmalige Bereiche mit hoher Intensitét.
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2.3.2 Therapie

Bei klinisch gestellter und sonographisch, ggf. mit MRT oder Feinnadelaspiration bestatigter
Verdachtsdiagnose eines Zystadenolymphomes stellt sich oft die Indikation zur operativen
Therapie. Die operative Therapie stellt einen kurativen Therapieansatz dar, der ein mit nur 2-
5% aulierst geringes Rezidivrisiko aufweist (Comoretto und Mitarb., 1990; Debets und Mitarb.,
1992; Yuund Mitarb., 1998; Williamson und Mitarb., 2000). Je nach Tumorbefund und Patient
kann auch ein konservativer Therapieansatz (wait and scan) mit klinsichen, sonographischen

und radiologischen Kontrollen vorgenommen werden (Borsetto und Mitarb., 2020).

Je nach Lage und Ausdehnung des Tumors wird die Indikation zur lateralen, subtotalen
(Leverstein und Mitarb., 1997) oder totalen Parotidektomie gestellt. In der Regel der Falle
genugt eine laterofaziale Resektion zur Resektion des Tumors. Diese Operationstechniken
stellen die aktuell am haufigsten vorgenommenen operativen Verfahren dar (Quer und Mitarb.,
2021). Als operative Alternativen findet eine extrakapsulére Dissektion Anwendung (Lee und
Mitarb.2017; Iwai und Mitarb., 2005; Mantsopoulos und Mitarb., 2018). Sollte der
Tumorprozess weiter ausgedehnt sein oder sich intraoperativ eine maligne Entartung
darstellen, wird eine subtotale oder totale Parotidektomie unter angestrebter Erhaltung des
Nervus facialis vorgenommen.

Nach der Exposition der Parotis durch einen S-férmigen Hautschnitt praaurikular und zentraler
Anhebung eines Hautlappens wird zundchst der Nervus facialis zwischen der Pointerspitze
des Tragus und dem Musculus digastricus dargestellt, um nachfolgend die Bifurkation des
Gesichtsnervs und die weiteren Nervenaste soweit notwendig zu praparieren. Intraoperativ hat
sich hier das kontinuierliche Nervenmonitoring als sehr hilfreich gezeigt. Sowohl die laterale
Drisenportion als auch die medialen Drisenanteile konnen, falls erforderlich, unter
kontinuierlicher Kontrolle der Nervenfunktion mit dem Tumor reseziert werden. Bei Resektion
sind die drisigen Anteile oft mit einem weil3lichen oder braunlichen, cremigen Sekret gefullt
(Limaiem und Mitartb., 2023; Kdybasioglu und Mitarb., 2020). Bei Malignomverdacht wird
intraoperativ eine Schnellschnitthistologie durchgefihrt und die Ausdehnung des Eingriffes
dann dementsprechend modifiziert. Risiken der operativen Therapie sind passagere
Sensibilitatsausfalle im Operationsgebiet infolge einer Durchtrennung von Hautnerven von in
bis zu 64% der Operationen, partielle Fazialisparesen (je nach Literatur 25-40%) oder totale
Fazialisparesen bei 1,6-2% (Albosaily und Mitarb., 2020; Tung und Mitarb., 2014; Ruohoalho
und Mitarb., 2017). Weitere Komplikationen sind postoperativ auftretende Infektionen (12,8%)
oder Speichelfisteln (9,8%). Ebenso kann es zu einem Frey-Syndrom (Kauschwitzen) in bis zu
50% der Falle kommen, welches erst mit einer Latenz von mehreren Monaten bis zu einem
Jahr postoperativ auftritt. (Stewart und Mitarb., 2021; Tung und Mitarb., 2014; Ruohoalho und

Mitarb., 2017).
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Die operative Therapie stellt derzeit den einzig klinisch fest etablierten, regular eingesetzten
kurativen Therapieansatz in der Behandlung des Zystadenolymphoms dar. Wenn ein
Malignom ausgeschlossen ist, wird ein zunachst abwartendes Verhalten ebenfalls fir mdglich
gehalten. Das in Kontrollen wahrnehmbare Wachstumsverhalten und das subjektive
Empfinden bilden dann die Grundlage fir die therapeutische Entscheidung. In
Ausnahmesituationen, wie im Falle einer inoperablen 77-jahrigen Patientin, kann bei
Tumorwachstum eine alleinige Radiotherapie zur Anwendung kommen (Stallmann und
Mitarb., 2001). Der bei ihr vorliegende 7cm grol3e Tumor konnte durch Bestrahlung mit 50 Gy
in Vollremission gebracht werden. Eine primére Bestrahlung wurde in einem weiteren Fall
durchgefihrt (Yoshimura und Mitarb., 1979). Wenngleich von einer Einzelbeobachtung keine
Therapieempfehlung abgeleitet werden kann, ist dieser Ansatz im Einzelfall zu beachten, wenn
Patienten eine Operation strikt ablehnen, ein erhohtes, nicht vertretbares Operationsrisiko
vorliegt oder eine erhebliche Gefahrdung besteht. Weitere mittlerweile verfligbare
Therapieverfahren stellen die Mikrowellenablation, die Radiofrequenzablation oder die
ultraschallgesteuerte Ethanol Sklerotherapie dar (Jin und Mitarb., 2019; Tung und Mitarb.,
2019; Cha und Mitarb.,2021; Mamidi und Mitarb., 2021). Mit diesen Verfahren konnten etwa
Patienten therapiert werden, die sich keiner konventionellen Operation unterziehen konnten
oder wollten. Die Reduktion des Tumorvolumens wird etwa durch die Radiofrequenzablation
mit 94,3 % angegeben. Facialislasionen wurden in den erwahnten Studien nicht beschrieben.
Allerdings stehen bei diesen neuen Verfahren mit nur kleinen Fallzahlen Langzeitstudien aus.
Sie stellen jedoch potentielle alternative Behandlungsoptionen in der Zukunft dar.

2.4 Verfahren der Molekularzytogenetik

Die grundlegenden Techniken, welche die heute vorliegenden Forschungsergebnisse erst
ermoglichten, wurden in Form der In-situ-Hybridisierung (ISH) durch John und Mitarbeitern
(1969), Pardue und Gall (1969) und der vergleichenden genomischen Hybridisierung (CGH,
comparative genomic hybridization) von Kallioniemi und Mitarbeitern (1992, 1993, 1994) sowie
du Manoir und Mitarbeitern (1993) etabliert.

Die ISH ermdglicht das Einbringen von markierten DNA-Sequenzen, welche sich im
biologischen Praparat (in situ) mit ihren jeweils komplementéaren Basensequenzen des
Praparates zusammenlagern. Diese markierten Sequenzen, welche man auch als Sonden
bezeichnet, werden spezifisch fur die zu untersuchenden chromosomalen Abschnitte
hergestellt und mit Fluorochromen markiert, welche die spéatere Auswertung ermdglichen. Die
Technik der indirekten Fluoreszenzmarkierung durch Pinkel und Mitarbeiter (1986) und die

Etablierung der direkten Fluoreszenzmarkierung durch Bauman und Mitarbeiter (1980), sowie
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Wiegant und Mitarbeiter (1991) stellen die Grundlage dessen dar, was heute immer noch
Anwendung findet. Die ISH und die im Rahmen dieser Arbeit verwandte FISH (Fluoreszenz-
in-situ-Hybridisierung) mit direkt markierten Sonden ermdglichen das Hybridisieren
spezifischer Sonden an unterschiedlichen Geweben und Zellen, wie etwa aus Lymphozyten
gewonnenen Metaphasechromosomen, Interphasekernen oder zu untersuchenden

Tumorgewebsschnitten.

Weitere Techniken, die auf der ISH beruhen bzw. diese erganzen, stellen die chromosomale
in-situ supression (CISS) und das ,chromosome-painting“ dar. Die CISS, welche durch Lichter
und Mitarbeiter (1988) eingefihrt wurde, ermdglicht die Signalunterdriickung repetitiver
Sequenzen, da diese Areale das Ergebnis einer FISH verfalschen kénnen. Dies wird durch
eine zusatzliche Vorhybridisierung gewahrleistet. Ein anderer Ansatz, um repetitive
Sequenzen zu blocken, stellt die Zugabe von Plazenta-DNA dar. Das ,chromosome-painting*
ermdglicht die Markierung gesamter Chromosomen oder etwa die Rickhybridisierung von
Chromosomen auf Metaphasechromosomen nach vorheriger PCR-Amplifikation. Wendet man
beide Verfahren gemeinsam an, ist die Rickhybridisierung kompletter Tumorgenome auf

Normalchromosomen maglich (Joos und Mitarb., 1993).

Die CGH (comparative genomic hybridization), welche auf der Technik der FISH beruht,
ermdglicht eine Aussage Uber Gewinne und Verluste kodierender Regionen des Genoms im
Uberblick. So wird im Versuchsaufbau einer CGH, Referenz-DNA (Normal-DNA) und Tumor-
DNA nach unterschiedlicher Fluoreszenzmarkierung im gleichen Verhéltnis, simultan auf
Chromosomen hybridisiert. Folgend kommt es, je nach Kopienzahl des spezifischen
Abschnittes zu Uber- oder Unterreprasentation des jeweiligen Bereiches. Dadurch kann etwa
eine Amplifikation von onkogencodierenden Bereichen oder die Deletion von
Tumorsuppressorgen codierenden Bereichen nachgewiesen werden. Die CGH wurde in der
vorliegenden Dissertation eingesetzt, um das Tumorkollektiv grundlegend zu untersuchen und
einen Uberblick Gber numerische Veranderungen und interessante Konsensusregionen zu

erhalten.

2.5 Genese des Zystadenolymphoms

Die Genese des Zystadenolymphoms konnte trotz verschiedener Forschungsarbeiten bislang
nicht geklart werden. Derzeit werden unterschiedliche Theorien zur Tumorentstehung eines
Zystadenolymphoms diskutiert. Die erste Theorie geht von einer adenomattsen Veranderung
der Ohrspeicheldriise aus, welche eine lymphozytare Infiltration erfahrt. Die zweite Theorie
legt der Tumorgenese eine Heterotopie zugrunde. Der dritte Ansatz diskutiert eine
immunogene Genese.
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Die Theorie der adenomattsen Genese grindet sich darauf, dass Zystadenolymphome in
frihen Stadien nahezu ausschliel3lich aus epithelialen Anteilen bestehen, jedoch in spateren
Stadien immer mehr Anteile an lymphoidem Stroma aufweisen. Allerdings wurde von Honda
und Mitarbeiter (2000) nachgewiesen, dass die lymphozytaren Infiltrate polyklonalen
Ursprungs sind. Dies steht der allgemein anerkannten Definition entgegen, dass ein Tumor als
monoklonaler Prozess zu verstehen ist, welcher sich aus einer einheitlichen Zellpopulation
entwickelt. Demnach wirde das Zystadenolymphom keinen regularen Tumor darstellen,

sondern eher zum Kollektiv der tumorahnlichen Lasionen gezahlt werden missen.

Die Theorie der Heterotopie basiert auf den Thesen von Albrecht und Arzt (1910), welche
besagen, dass es zur Entstehung von Zystadenolymphomen kommt, weil eine
Speicheldriisengewebsheterotopie in peri- und intraparotidealen Lymphknotenvorliegt. Dieser
Gedanke wird durch die Beobachtung untermauert, dass Speichelganggewebseinschliisse in
lymphoidem Gewebe bei Feten und Kindern beobachtet wurde (Rauch und Mitarb., 1959;
Thompson und Mitarb., 1950). Erklarbar ist dies durch die Einwanderung epithelialer Zellen
der Mundschleimhaut wahrend der Embryogenese in die sich erst spater verkapselnde
Parotis. Dies fuhrt zu einem Vorliegen von sozusagen ,gefangenen® intraparotidealen
Lymphknoten und Resten von heterotopem Speicheldriisengewebe in diesen Lymphknoten.
Demnach sei der Ursprung des Zystadenolymphomes in diesen epithelialen Einschliissen zu

suchen.

Ein anderer Ansatz diskutiert eine mogliche immunogene Genese (Allegra und Mitarb., 1971).
So besteht eine gewisse Ahnlichkeit zwischen  Zystadenolymphomen und
Schilddrisengewebe bei bestehender Thyreoiditis vom Typ Hashimoto. Wenn man eine
hypersensible Immunreaktion vom verzogerten Typ zugrunde legt, flhrt diese zu einer
Metaplasie der duktalen Epithelien der Parotis, welche bei weiterem Fortbestehen auch zur
Bildung von zystischen Strukturen fuhren kann. Die zystischen Anteile kénnen wiederum
reabsorbiert und phagozytiert werden, was eine Einwanderung vonimmunkompetenten Zellen
voraussetzt. Diese Reaktion zwischen lymphoidalem Stroma und Epithel konnte durch
immunhistochemische Verfahren gezeigt werden (Ogawa und Mitarb., 1990). So besteht die
Maoglichkeit, dass onkozytéare Zellen den eigentlichen Tumor bilden und es erst reaktiv zu einer
Hyperplasie des lymphoiden Stromas kommt. Auch konnte von Ogawa und Mitarbeiter (1990)
gezeigt werden, dass Infiltrate, die aus dem subepithelialen Raum stammen, grol3e Mengen
an Ig-A produzierenden B-Zellen enthalten. Hierbei sind die Epithelzellen des Tumors in der
Lage einen Ig-A Transport ins Lumen durchzufiihren, was eine groRe Ahnlichkeit des
Tumorgewebes mit intestinalem lympoidalem Gewebe zeigt. Auch wird in diesem
Zusammenhang diskutiert, dass diese epithelialen Zellen des Tumors wie die intestinalen

Schleimhautzellen als antigenprésentierende Zellen fungieren. Damit waren sie maf3geblich
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sowohl an der Induktion als auch der Regulation von Immunreaktionen beteiligt. Des Weiteren
konnten MHC Il (Major histocompatibility complex class 1l) Antigene und IL-1 (Interleukin-1)
innerhalb der luminalen onkozytaren Zellen isoliert werden, was eine madgliche
antigenprasentierende Attributierung der luminalen Tumorzellen suggeriert. Hierbei zeigte sich
keine Korrelation zwischen hohen oder niedrigen Konzentrationen an T-Lymphozyten und der
Menge an MHC-Il und IL-2. In diesem Zusammenhang berichteten Kuzenko und Mitarbeiter
(2016), dass Sie auf dem Boden immunhistochemischer Untersuchungen nachweisen
konnten, dass die epitheliale Komponente des Tumors als Trigger fur dessen Wachstum
verantwortlich sein konnte und die Atiologie des Tumors inflammatorischer Genese sein
konnte. Weitere Hinweise auf diese immunogene bzw. autoimmunogene Genese liefert eine
Arbeit, welche die Interaktion zwischen Stammzellen des lymphoiden Stromas und epithelialen
Zellen der Speicheldrise untersuchte. Hier wird diskutiert, ob eine chronische Veranderung
der Zellen durch Tabak oder eine virale Infektion (z.B. Ebbstein-Barr-Virus), als
antigenrepresentierende Zellen fungieren und MHC Il exprimieren. Damit kdnnten sie als
Aktivator und Modulator einer autoimmunen Antwort fungieren (Dell Aversana Orabona und
Mitarb., 2015).

Es existiert eine gro3e Anzahl von méglichen Risikofaktoren, die eine Tumorgenese triggern,
von welchen die Wichtigsten im Folgenden ndher beschrieben werden. So konnte bei einer
groRen Zahl an Zystadenolymphomen EBV-DNA (Ebbstein-Barr-Virus-DNA) nachgewiesen
werden. Hier besteht jedoch eine widerspriichliche Studienlage. So gehen Santucci und
Mitarbeiter (1993) davon aus, dass eine EBV- Infektion kausal der Tumorgenese zugrunde
liegt. Diese Feststellung konnte jedoch von Laane und Mitarbeitern (2002) nicht bestatigt
werden. Weiterhin wird der Einfluss des HHV-8 (Humanes Herpes Virus 8) auf die
Tumorentstehung des Zystadenolymphoms diskutiert. Veroffentlichte Arbeiten zeigten mittels
PCR (Polymerase Chain Reaction) im untersuchten Kollektiv von 43 Tumoren 19 mit positiven
Testergebnissen auf HHV-8 DNA (Dalpa und Mitarb., 2008). Neben den beiden gerade
beschriebenen Virusarten werden auch CMV, HHV-6 und HHV-7 oft in Speicheldrisengewebe
isoliert. Eine abschlieRende Einordnung einer madglichen kausalen Beteiligung an der
Tumorentstehung konnte bisher nicht erfolgen. Strahlenexposition stellt einen weiteren
atiologischen  Faktor (Saku und Mitarb., 1997) neben dem Vorliegen von
Autoimmunerkrankungen dar (Gallo und Mitarb., 1997). Ein anderer Risikofaktor, der nicht
derart kontrovers diskutiert wird, ist das Rauchen. Etwa 93% der Patienten welche an einem
Zystadenolymphom erkranken weisen eine positive Raucheranamnese auf (Psychogios und
Mitarb., 2020) So besteht beim Zystadenolymphom, eine im Gegensatz zu anderen
Tumorerkrankungen von Speicheldriisen, erhohte Korrelation zum Rauchen (Cadier und
Mitarb., 1992; Gallo und Mitarb., 1997; Vories und Mitarb., 1997; Yu und Mitarb., 1998; Chung

und Mitarb., 1999). Im Vergleich weist etwa das pleomorphe Adenom nur in 47% der Falle
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eine positive Korrelation zu einer Raucheranamnese auf (Psychogios und Mitarb., 2020). In
vielen Zystadenolymphomenkonnten onkozytare Zellen isoliert werden, welche Mitochondrien
aufwiesen, die eine deutlich herabgesetzte metabolische Funktion aufwiesen oder stark
strukturell verandert waren. Diese Veranderungen treten reguldar normalerweise im Zuge des
Alterns auf, liegen aber bei Rauchern schon zu einem viel friilheren Zeitpunkt vor. Die im Rauch
enthaltenen Giftstoffe (z.B. Benzol, Nitrosamine oder Formaldehyd) und vor allem deren
reaktive Sauerstoffverbindungen kénnen zu einer Zellschadigung und im Speziellen zu einer
Schédigung der mitochondrialen DNA fuhren (Allen und Mitarb., 1980). Dies konnte in
onkozytaren Zellen des Zystadenolymphomes gezeigt werden (Lewis und Mitarb., 2000).
Durch Rauchen ausgeltste bzw. verstarkte chronische Entziindungsreaktionen und daraus
resultierender abnormer mitochondrialer Stoffwechsel tber einen zunehmenden Verlust der
GAPDH (Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase) stellen maoglicherweise einen
zentralen Anteil der Tumorgenese dar (Aoki und Mitarb., 2024).

Hormonelle Einflisse in der Tumorentstehung werden ebenfalls diskutiert. So konnten
Progesteronrezeptoren in Zystadenolymphomen nachgewiesen werden (Teymoortash und
Mitarb., 2001), welche dafir verantwortlich sein kdnnten, dass das méannliche Geschlecht
haufiger von dieser Tumorentitéat betroffen ist. Allerdings konnte es sich dabei auch nur um
einen Cofounder handeln, da in Relation mehr betroffene Manner als Frauen rauchen und
somit eine eindeutige Aussage Uber eine hormonelle Einflussnahme aussteht. Diese
Erkenntnisse beziglich Nikotinexposition und mdaglicher hormoneller Einfliisse bestatigten
sich in einer klinischen retrospektiven Studie von Teymoortash (Teymoortash und Mitarb.,
2001), welche in einer Fallzahl von 96 auf das klinische Bild des Zystadenolymphoms sowie
bekannte und bislang nicht bestatigte Risikofaktoren einging.

Die Daten, die aus der Zytogenetik vorliegen, zeigen sowohl reguldre Karyotypen als auch
strukturelle und numerische Aberrationen bei Zystadenolymphomen (Martins und Mitarb.,
1997). Daher besteht die Vermutung, dass es sich hierbei pathogenetisch um durchaus
unterschiedliche Gruppen von genetischen bzw. chromosomalen Veranderungen, bezogen
auf das gesamte Tumorkollektiv, handelt. Alle bisherigen zytogenetischen Studien
zusammengenommen erreichen eine Fallzahl von annahernd 40 Féllen (Bullerdiek und
Mitarb., 1998; Nordkvist und Mitarb., 1994; Martins und Mitarb., 1995; Martins und Mitarb.,
1997). Diese Arbeiten zielten darauf ab, einen Uberblick (ber mogliche, gehaufte
chromosomale Aberrationen, bzw. Konsensusregionen des Zystadenolymphomes zu
erhalten. Hierbei wurde zum Beispiel die Translokation t(11;19) (g21;p13) in einigen Fallen
beschrieben, welche ein Fusionsgen erzeugt, bei welchem Exon 1 des CRTC1 (CREB (cAMP
response element-binding protein) regulated transcription coactivator 1) Genes mit den Exons

2-5 des MAML2 (Mastermind-like protein 2) Genes fusionieren. Arbeiten, die sich etwa mit
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diesem speziellen Lokus befassen (Fehr und Mitarb., 2008) zeigen, dass nur in wenigen Fallen
diese Translokation in Zystadenolymphomen nachzuweisen ist. Und wenn sie vorhanden war,
sei der Tumor nur grenzwertig von einer anderen Tumorentitat, in diesem Falle vom
mukoepidermoiden Karzinom, abzugrenzen gewesen. Eine maligne Transformation von
Zystadenolymphomen zu Mukoepidermoidkarzinomen wurde diskutiert (Rotellini und Mitarb.,
2012; Yan und Mitarb., 2023; Yorita und Mitarb., 2019; Bienkowski"und Mitarb., 2020). In einer
neueren Arbeit wird die Relevanz von FISH Studien zur Detektion von MAML2 Veranderungen
mit dem Ziel aufgezeigt, das Zystadenolamphom von einem mukoepidermoiden Karzinom
abzugrenzen (Zhang und Mitarb., 2020).

Weitere beobachtete Translokationen sind t(11;19) (g21:p12-13) (Martins und Mitarb., 1997),
t(6;8)(p23;922) (Martins und Mitarb.,1995) und t(7;12)(g11;921) (Mark und Mitarb., 1989). An
chromosomalen Veranderungen sind bei Zystadenolymphomen eine Vielzahl an numerischen
Aberrationen bekannt, welche jedoch von Tumor zu Tumor erheblich divergieren kénnen und
sich bisher als keine die Mehrheit betreffende allgemein vorfindbare Veranderung darstellen
lieRs.

Es liegen nur wenige Studien vor, die das Zystadenolymphom mittels CGH untersucht haben.
Hier fanden sich mit einer gewissen Haufigkeit folgende interessante Konsensusregionen:
Verluste auf Chromosom 8 in der Region 8p23.1pter (ANGPT2/Angiopoietin 2 Protein,
MCPH1/Microcephalin, PINX1/ PIN2/TERF1-interagierender Telomerase Inhibitor 1), Verluste
auf Chromosom 17 in der Region 17p13.1 (TP53, Tumoprotein 53) und Chromosom 12 in der
Region 12g24.2 (HRK-Gene, oder Harakiri Gen) sowie Gewinne auf Chromosom 5 in der
Region 5g15-21.1.1 (PCSK1 Gen, Proprotein convertase subtilisin/kexin Typ 1) (Giefing und
Mitarb., 2008; Wemmert und Mitarb., 2014). Verluste des Y-Chromosoms oder des
Chromosoms 17 wurden in weiteren Studien beim Zystadenolymphom berichtet (Martins und
Mitarb., 1997; Mark und Mitarb., 1989).

Neben den Verfahren der Karyotypisierung und den in dieser Arbeit verwendeten CGH und
der spezifischen FISH werden auch andere Methoden, wie die DNA-
Durchflusszytophotometrie angewandt. Hier zeigte sich in einer Arbeit, welche unter anderen
Tumorentitaten auch 51 Zystadenolymphome mit dieser Technik auf Aneuploidieraten hin
untersuchte, dass alle untersuchten Tumoren wie auch andere benigne Tumore diploid waren
(Driemel und Mitarb., 2007).
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2.6 Die Region #20q13 und ZNF217

Amplifikationen der Region #20g13 werden in einer Vielzahl unterschiedlicher Neoplasien
beobachtet, wie z.B. Tumore der Brust (Courjal und Mitarb., 1997) oder des Ovars (Sonoda
und Mitarb., 1997). Des Weiteren zeigte sich bei dieser Veranderung eine deutlich reduzierte
Uberlebenszeit (De Angelis und Mitarb., 2001), eine erniedrigte tumorfreie Uberlebenszeit
nach Therapie (Diebold und Mitarb., 2000), und eine deutlich erhdhte Aggressivitat des
Tumorwachstums bei Brusttumoren (Tanner und Mitarb., 1995; Isola und Mitarb., 1995). Die
Tatsache, dass eine Amplifikation dieser Region mit gesteigertem Tumorwachstum
einhergeht, legt die Vermutung nahe, dass an diesem Locus verschiedene
Tumorpromotorgene lokalisiert sind. In dieser Region sind Gene codiert, welchen
tumorwachstumsfordernde Interaktionen zugeschrieben wird: STK15/BTAK/Aurora2 (Aurora
kinase 2), (Sen und Mitarb., 1997; Bischoff und Mitarb., 1998; Ewart-Toland und Mitarb., 2003),
CAS (von CRISPR (Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats )-associated),
(Brinkmann und Mitarb., 1996; Savelieva und Mitarb., 1997; Peiro und Mitarb., 2002)
BCAS1/NABC1 (von Brain Enriched Myelin Associated Protein 1), (van Dekken und Mitarb.,
2006), PFDN4 (von Prefoldin Subunit 4), (Heidenblad und Mitarb., 2005), EEF1A2 (Eukaryotic
Translation Elongation Factor 1 Alpha 2), (Lee und Mitarb., 2003), CYP24 (Cytochrome P450
Family 24), (Albertson und Mitarb., 2000) sowie dem zentralen ZNF217 (Collins und
Mitarb.,1998).

Diese Gene werden beziglich ihrer Funktionsweise und moglicher Zusammenhéange zur
Entstehung maligner Neubildungen n&her beschrieben. So steuert die Aurora-2 Kinase,
welche durch STK15 codiert wird, die Progression des Zellzyklus von der G2- zur M-Phase.
Des Weiteren regelt es die Formation von Mikrotubuli insbesondere zur Stabilisierung der
Spindelpole wahrend der Mitose oder zum Mikrotubuliremodeling wahrend der
Neuritenextension (Nigg und Mitarb., 2002). Eine Begunstigung des Tumorwachstums bei
Mutation dieses Genes wird in der Literatur diskutiert (Zhou und Mitarb., 1998). Mittlerweile
konnte anhand unterschiedlicher Tumorentitaten wie etwa dem Mammakarzinom (Cox und
Mitarb., 2006) oder dem Magenkarzinom (Fang und Mitarb., 2010) gezeigt werden, dass eine
Uberexpression oder ein Polymorphismus der Aurorakinase den Progress von Tumoren
deutlich beschleunigt. Das CAS Protein spielt moglicherweise eine Rolle im
tyrosinkinasebasierenden Signalweg, der Zelladhdsionsvorgange steuert, und ist beim
Wachstum der Zellen involviert. Des Weiteren wird vermutet, dass CAS die Funktion von
Importin alpha im Zellkern bzw. dem Zytoplasma beeinflusst. Tumorsuppressorgenprodukte
wie z.B. P53 (Tumor protein 53) oder BRCAL (Breast cancer type 1 susceptibillity protein)
Protein (Behrens und Mitarb., 2003) sind wie auch Transskiptionsfaktoren in ihrem
Stoffwechsel abhangig von Importin alpha. p53 gehort zu den am besten erforschten
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Tumorsupressorgenen. Seine Hauptfunktionen sind: Induktion der Apoptose und das Stoppen
des Zellzyklus, DNA-Reparatur sowie Steuerung des Zellmetabolismus und der Zellalterung
(Engeland und Mitarb., 2022; Levine und Mitarb., 2009; Hernandez-Borrero und Mitarb., 2021,
Lane und Mitarb., 1992). In Uber 50% der bosartigen Tumore des Menschen ist p53 mutiert
und eine biologische Inaktivierung des Proteins ist zu beachten (Lain und Mitarb., 2003). Auch
bei BCAS1 (breast carcinoma amplified sequence) handelt es sich um ein Gen, welches bei
einigen Brustkarzinomzelllinien deutlich amplifiziert vorliegt, aber nicht regelhaft bei allen
Mammakarzinomen zu finden ist (Beardsley und Mitarb., 2003). Diskutiert wird, dass es sich
dabei um ein Onkogen handelt. Das Protein PFDN4 (Prefoldin 4) stellt einen von 6 Prefoldin
Untereinheiten dar, welches einen molekularen Chaperonkomplex bildet, der neu
synthetisierte Polypeptide stabilisiert und bindet, wodurch eine korrekte Faltung derselben
ermoglicht wird. Dieser Chaperonkomplex besteht aus zwei alpha und vier beta Untereinheiten
(Vainberg und Mitarb., 1998). Von EEF1A2 (eukaryotic translation elongation factor alpha 2)
ist bekannt, dass es einen Elongationsfaktor fir Proteine codiert und es in der Lage ist,
NIH3T3-Fibroblasten zu transformieren, wobei diese Zellen wiederum Tumore in Mausen
hervorrufen (Lee und Mitarb., 2003). Bei CYP24A1 (cytochrome P450 family 24 subfamily 24
polypeptide 1) handelt es sich um ein Mitglied der Superfamilie der P450 Enzyme. Diese sind
Monooxygenasen, welche eine Vielzahl an Metabolisierungsschritten innerhalb der
Verstoffwechselung etwa von Medikamenten oder der Synthese von Cholesterin, Steroiden
und anderen Lipiden spielen.

ZNF217 schlie3lich, welches sich in der zentralen Region von #2013 befindet, scheint das
Schlusselgen dieser amplifizierten Region zu sein, wie Collins und Mitarbeiter (1998) durch
Klonierung dieser Region feststellen konnte. Sie vermehrten eine 1Mb Region innerhalb von
#20q13, der als Bereich von etwa 260 kb besonders stark bei Mammakarzinomen amplifiziert
vorlag. In dieser zentralen Region wurde das Gen ZNF217 entdeckt. AnschlieRende
Testreinen ergaben, dass es sich bei ZNF217 um das Hauptgen des Amplikons #20g13
handelt. Neben Tumoren der Brust (Daigo und Mitarb., 2001), ist die Region #20g13 auch in
anderen Tumorentitaten amplifiziert, wie Tumore des Magens (Weiss und Mitarb., 2003), des
Ovars (Tanner und Mitarb., 2000), des Pankreas (Holzmann und Mitarb., 2004), oder von B-
Zelllymphomen (Briest und Mitarb., 2023). Konnte eine Amplifizierung von #20q13 bzw. eine
Uberexprimierung von ZNF217 nachgewiesen werden, so war dies mit einer schlechteren
Prognose assoziiert (Littlepage und Mitarb.,, 2012), welche durch erhohte
Metastasierungsneigung und gesteigerte Invasivitdt gekennzeichnet war (Koynova und
Mitarb., 2007). Des Weiteren konnte anhand von Mammakarzinomzellen gezeigt werden
(Nonet und Mitarb., 2001), dass ZNF217 eine Bedeutung hat, Krebszellen zu immortalisieren,
was als entscheidender Schritt der Tumorprogression zu werten ist. Diese durch ZNF217

immortalisierten Zelllinien zeigten vollkommen stabile Telomerregionen und eine deutlich
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erhohte Telomerase-Aktivitdt. Diese Wirkung wird zu Teilen ZNF217 zugeschrieben. Eine
Folgearbeit, welche durch Transduktion von ZNF217 und Zugabe EGF (Epithelial Growth
Factor) in immortalisierten Ovarzellen untersuchte, konnte zeigen, dass beide Komponenten
bendtigt wurden um eine Immortalisierung zu erreichen. War dies jedoch erreicht, war eine
weitere Zufohrung von EGF nicht mehr notwendig, um ein weiteres Wachstum zu
gewahrleisten (Li und Mitarb., 2007). Ein durch Zugabe von siRNA induzierter knock-downvon
ZNF217 fuhrte zum Arrest des Wachstums, was als Beweis der ZNF217
Wachstumsabhangigkeit zu werten ist. Des Weiteren zeigten Huang und Mitarbeiter (2005),
dass ZNF217 einen erheblichen Einfluss auf die zelluldre Resistenz gegeniber apoptotischen
Signalen hat. So haben ZNF217 Uberexprimierende Zellen eine deutlich erhéhte Resistenz
gegenuber Chemotherapeutika wie Doxyrubicin oder Apoptoseeinleitung, hervorgerufendurch

Veranderung der Telomerregion.

ZNF217 weist 8 C2H2 Domanen auf, welche an eine spezifische DNA-Sequenz binden,
(T/A)(G/A)CAGAA(T/GIC), und damit die Expression von etwa E-cadherin Promotoren
unterdrickt oder die Transskription von C-terminalem-Bindungsprotein (CtBP) hemmt (Nunez
und Mitarb., 2011; Cassandri und Mitarb., 2017). Es konnte ebenfalls gezeigt werden, dass
ZNF217 in den Stoffwechselvon Proteinen eingreift welche in der Region #20q13 codiert sind:
AURKA (Aurorakinase A), BCL2L1 (B-cell Lymphom 2 &hnliches Protein 1), sowie eEF1A2
(Elongationsfaktor 1-alpha 2) (Cohen und Mitarb., 2015).

Die Region #20g13 mitihrem zentralen codierten ZNF217 stellt also eine &ul3erst interessante
Region dar, welche sich erwiesenermalien in einigen Tumoren amplifiziert darstellt. Im Falle
des Zystadenolymphoms ist eine Untersuchung beziglich des #20ql13 Status bislang

ausstehend.
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2.7 Zielsetzung der Arbeit

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es, einen Beitrag zur weiteren chromosomalen
Charakterisierung des Zystadenolymphoms zu leisten. Da nur wenige molekulargenetische
Erkenntnisse zu diesem Tumor vorliegen, sollte zunachst durch die Ausweitung der
molekularzytogenetischen Charakterisierung mittels CGH eine Erhéhung der Fallzahl dieses
bislang in nur relativ geringem Umfang mittels CGH untersuchten Tumors erreicht werden. In
Anbetracht des heterogenen Tumors ist die Analyse von weiteren Zystadenolymphomen

erforderlich, um Konsensusregionen zu erkennen.

Voruntersuchungen an der Klinik und Poliklinik fir HNO-Heilkunde am Universitatsklinikum
des Saarlandes zeigten spezifische genetische Veranderungen in einem Kollektiv von 30
Zystadenolymphomen, die mittels CGH analysiert wurden (Sauter, 2010; Wemmert und
Mitarb., 2014). Hierbei lagen Hinweise auf numerische Veranderungen in der Region #20q13
vor. Zu diesem bestehenden Tumorkollektiv wurden im Rahmen dieser Arbeit 4 operierte
Tumore hinzugefugt und ebenfalls mittels CGH charakterisiert. Aus der Gesamtzahl dieser
Tumoren war es das Ziel dieser Arbeit, numerische Verdnderungen der Zentromerregion von
Chromosom 20 und Region #20g13 mit lokusspezifschen Sonden im Rahmen der FISH zu
untersuchen. Neben der Uberprifung der in den CGH-Untersuchungen angedeuteten
chromosomalen Veranderungen am Chromosom 20 sollte die mdgliche Konsensusregion
#2013 uUberprift werden mit der Frage nach dem Ausmald detektierbarer vorliegender

chromosomalen Veranderungen im Zystadenolymphom.
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3 Materialund Methode
3.1. Patienten- und Tumorkollektiv

Untersucht wurden mittels CGH 35 Tumore, welche von 32 Patienten stammten. Die Tumoren
wurden mit Fallnummern versehen. Den Fallnummern 045 (Ersteingriff), 058 und 059
(Revisionseingriffe) sowie 205 (Ersteingriff) und 207 (Ersteingriff kontralateral) sind nur zwei
Personen zuzuordnen.

Die aufgefiihrten Tumore stammen von 13 Frauen und 19 Mé&nnern. An diesem Tumorkollektv
wurde im Rahmen dieser Arbeit viermal die im Folgenden erlauterte CGH (comparative
genomic hybridization) und 28 mal eine FISH (Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung)
durchgefihrt.

Die Tumoren mit den Fallnummern 033 bis einschlie3lich 196 (31 von 35 Tumoren) waren in
einer vorangegangenen Arbeit (Sauter, 2010) bereits mittels CGH vorcharakterisiert worden.

Hiervon waren 29 in der CGH auswertbar.

Die vier Tumoren mit den Fallnummern von 198 bis 207 wurden im Rahmen dieser
vorliegenden Dissertation hinzugefiigt und mittels CGH charakterisiert. Einen
Gesamtuberblicktber das Tumorkollektiv bietet die folgende Tabelle 1.
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Tabelle 1: Uberblick uber das gesamte untersuchte Tumorkollektiv

Geschlecht/

Lokalisation/

Geschlecht/

Lokalisation/

Fall Nr. Age;_ggtiu(r)nP/ GréRe [cm] Fall Nr. Al(t)‘;r-Db:'iu(r)npl GroRe [cm]
033 03.07.5000 KA 126 17.02.2004 5 5x0x25
036 w| 56 KA. 133 09.06.2004 8,5§éx2
040 24,08 2000 2 Beox 138 1911 2004 w2
89 28%8|.2800 7,5x4|1_,éx2,5 140 17%1'-%05 GX‘TXgll
045 22.04.3000 11X 149 10,04 2005 Ao
048 27110.2000 4x2|,?7>/<1,3 153 06,06.2005 5,6x4|:,2/3x1,9
055 02,08 5001 Al 157 23.06,5005 6x5,RZ>/<1,5
058 02.04.2001 5 SxxL,S 158 27.06.2005 5 5x29x2.5
059 | 15032001 A 19 | 20000005 | 45x1d
064 30,03.2001 5x342,5 164 | 5007 2005 X215
067 08,08 2001 5 5x0.5X2,5 189 20,01 2006 5.23,7%2,1
075 1312 9001 2,5xL3£<1,5 190 3101 2006 8,9XEI>_,£x4,5
078 20.01,5002 4,5xL4§<2,5 196 08.05.5006 5,4x3|>_,éx2,5
088 17,07 2002 Ca3xax3 198 26.06.2005 2 5xx1,5
099 12112002 2 83,2x1,3 203 26.08.9006 0,5¢5,4x4.2
100 14,01 2003 7x4!_2£<2,3 205 04.08.2006 2X1’F;>/‘1’4
107 26.08.2003 2215 207 17.01.2007 3 2xax2.4
108 06.06.2003 s

L: Links, R: Rechts, w: weiblich, m: mannlich, k.A.: Keine Angabe
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3.2 Comparative genomische Hybridisierung (CGH)

Die CGH (comparative genomic hybridization) wurde 1992 von Kallioniemi und Mitarbeitern
entwickelt. Sie basiert auf dem Prinzip der In-situ-Hybridisierung, mit ihr ist es maoglich
guantitative, nicht balancierte strukturelle Aberrationen auf Chromosomen nachzuweisen. Es
werden gleiche Anteile an Referenz-DNA und Tumor-DNA an Spenderlymphozyten
hybridisiert. Zuvor muss verifiziert werden, dass der Spender keine genetischen Auffalligkeiten
aufweist und gesund ist. Im Folgenden konkurriert die Spender-DNA und die Tumor-DNA um

ihre jeweiligen Bindungsstellen der Chromosomen.

Liegen in der Tumor-DNA Verluste vor (Deletionen) Uberwiegen die bindungsfahigen
Sequenzen der Referenz-DNA, welche an die chromosomalen Bindungsstellen binden. Liegen
Gewinne in der Tumor-DNA (Amplifikationen) vor, wird diese vermehrt an die Chromosomen
binden. Da beide DNA- Kollektive mit den Haptenen (Biotin und Digoxigenin) markiert wurden,
welche eine spatere Bindung von unterschiedlichen Fluoreszenzfarbstoffen ermdglichen, lasst
sich nun eine Aussage Uber Veranderungen des Tumorgenoms treffen. Dies geschieht durch
die Aufnahme mehrerer Bilder der Chromosomen mittels einer CCD-Kamera (Charge-Coupled
Device-Kamera), welche jedes Chromosom einzeln in Graustufen kodiert. Dieses Bildmaterial
wird nun digital abgespeichert und mittels einer Bildverarbeitungssoftware (ISIS Metasystems,
Altusheim) durch Berechnung der Signalintensititen ausgewertet. Hierbei werden
Veranderungen auf dem jeweiligen Chromosom, welche unter (Verluste) oder tber (Gewinne)
den errechneten Signifikanzniveaus liegen, in Form eines Ratioprofils dargestellt. Hierdurch
lasst sich eine Aussage Uber numerische Veranderungen in der vorliegenden Tumor-DNA

treffen.

3.2.1 Blutkultur

In eine Kulturflasche wurden 8 ml PB-MAX-Medium (,Peripheral-Blood“-max Kulturmedium)
pipettiert, zu denen 800 pl Lithium-Heparinblut hinzugefiigt wurden. Diese Kultur wurde fiir 72
Stunden bei 37°C und 90% Luftfeuchte mit 5%iger CO2-Begasung inkubiert. Da sich nach
dieser Zeit etwa 45% der Zellen in der S-Phase befinden, also dem mitotischen Maximum,
wurden nun 200 pl des Spindelgiftes Colcemid hinzugegeben, um den Zellzyklus zu stoppen.
Dann folgte die Inkubation bei 37°C fir 2 Stunden.

3.2.2 Chromosomenpraparation

Die Blutkultur wurde resuspendiert und bei 800rpm fir 10 Minuten bei Raumtemperatur

zentrifugiert. Dann wurde der Uberstand vorsichtig abgehoben und das Pellet mit der
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restlichen Flissigkeit resuspendiert. Dann wurde tropfenweise 0,52%, 37°C warmes KCI bis
zur Gesamtmenge von 6 ml unter stéandiger Resuspendierung auf das Pellet gegeben. Die nun
gut durchmischte Suspension wurde fir 9 Minuten inkubiert. Dies stellt die
Hypotoniebehandlung dar, welche der Aufblahung der Zellen dient. Zentrifugation bei 800rpm

far 10 Minuten. Das Pellet wurde mittels Pipette abgehoben.

Die Fixierung der Chromosomen erfolgte, indem tropfenweise eiskaltes Fixans (3 Teile
Methanol, 1 Teil Eisessig -20°C) bis zur Gesamtmenge von 10 mldirekt auf das Pellet pipettiert
und sofort gut durchmischt wurden. Dieser Ansatz wurde fir 60 Minuten bei -20°C inkubiert,
und im Anschluss bei 800upm fir 10 Minuten zentrifugiert.

Dann wurde der Uberstand entfernt. In einer Menge von 2 ml Fixans erfolgte die Waschung
des erhaltenen Pellets. Zentrifugieren fir 10 Minuten bei 800rpm. Dieses Waschprozedere
wurde so oft durchgefihrt bis das Sediment weil3 erschien. Im Anschluss wurde das Pellet,
entsprechend der jeweiligen Grol3e, in ca. 1,5 ml Fixans aufgenommen, auf einen Objekttrager
gebracht und konnte im Anschluss in der FISH oder CGH eingesetzt werden.

3.2.3 DNA-Isolierung aus Blut

Als Referenz-DNA wurde DNA verwendet, welche aus Lymphozyten eines gesunden
mannlichen Spenders stammten. Diese DNA wurde zundchst aus den gewonnenen

Lymphozyten extrahiert. Spater fand sie in ihrer geldsten Reinform Verwendung.

Das Vollblut mit den darin enthaltenen Lymphozyten wurde Uber eine periphere
Venenpunktion unter sterilen Bedingungen entnommen und in EDTA-Monovetten tberfihrt.
Von diesem Blut wurden 10 ml mit 30 ml Lysispuffer gemischt und fur 60 Minuten auf Eis
inkubiert. Nach dieser Zeit war das Gemisch homogen, klar und dunkel gefarbt. Es schloss
sich eine Zentrifugation fiir 10 Minuten, bei 2000rpm an. Der resultierende Uberstand wurde
verworfen. Es folgte die Waschung in 40 ml PBS und wiederum Zentrifugieren bei 2000rpm
fir 10 Minuten. Es konnte durch diesen Versuchsaufbau ein sog. ,Pellet* im Uberstand erzeugt
werden. Dieses wurde separiert und in 4,5 ml SE-Puffer aufgelost. Zusatzlich wurden dann 0,5
ml SDS hinzu pipettiert und miteinander vermengt. Nun konnten die Proben analog der
Aufbereitung von Tumorgewebe weiter behandelt werden
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3.2.4 DNA-Isolierung aus Tumorgewebe

Die fur die CGH benétigte Tumor-DNA stammte aus kryokonserviertem Tumorgewebe und
wurde aus der jeweiligen Tumorprobe extrahiert. Hierzu wurde das Gewebe mechanisch und

enzymatisch aufbereitet, um daraus die genomische DNA extrahieren zu kénnen.

Nach der operativen Enthahme des Tumormaterials und sterilen Verbringung desselben
wurde es in flussigem Stickstoff gelagert, um degenerative Vorgadnge sowie bakterielle
Besiedlung zu verhindern. Im ersten Schritt der Aufbereitung wurde es zerkleinert, was die
Gewebsoberflache vergroRert und dadurch die Effizienz der zugegebenen Verdauenzyme
erhoht. Dazu wurden 300-500 mg Tumorgewebe mit 5 ml SE-Puffer (pH 8,0), 0,5 ml SDS
(10%) in ein steriles 50 ml Gefal3 vorgelegt und vorsichtig durchmischt. Die folgende

Aufbereitung erfolgte fir Tumor und Blut identisch.

Zunachst wurde eine Spatelspitze Proteinase K zur Suspension hinzugefiigt, durchmischt und
bei 55°C im Schuttelwasserbad fir 2-4 Tage unter kontinuierlicher Bewegung verdaut. Alle 24
Stunden wurde Proteinase K (aus Tritirachium album), welches eine Serinprotease ist und
Keratin sowie Peptidamide proteolytisch spaltet, zugegeben, bis die Suspension vollstandig
homogen war. Die Verdauzeit fir die Blutsuspensionen lag bei 1-2 Tagen, die der
Tumorsuspensionen bei 3-4 Tagen. Im Anschluss wurde vorgewarmte, gesattigte 6 M NaCl-
Loésung bis zu einer Endkonzentration von 1,5 M (hier 1,65 ml, 6 M NaCl) hinzu pipettiert. Nun
pipettierte man 1 Volumenanteil Chloroform (6-7 ml) vorsichtig am Rande des Gefél3es hinzu,
was zur Bildung von 2 Phasen fihrte. Die Suspension wurde fur 1-2 Stunden in einem
Uberkopfschiittler bei 10rpm bewegt, was der Extraktion der DNA diente. Im Anschluss wurde
sie bei 400rpm fir 20 Minuten bei 4°C zentrifugiert.

Die DNA befindet sich aufgrund ihres geringen Molekulargewichts in der obersten klaren
Phase. Nur etwa 650 Dalton pro DNA-Basenpaar stehen den mehrere 10.0000 Dalton
wiegenden, in der Loésung enthaltenen Proteine, gegenuber. Diese obere Phase wurde
vorsichtig mittels einer schrdg gekirzten und somit im Durchmesser vergroR3erten
Pipettenspitze abgehoben. Dies erfolgte ohne die Interphase zu berlhren, da sich in dieser,
denaturierte Proteine befinden und somit eine Verunreinigung darstellen wirden und wurde in
ein neues 50 ml Gefaf Uberfihrt. Die Pipettenspitze wurde gekurzt, um einer akzidentiellen
Fragmentierung oder Scherung der DNA beim Abheben vorzubeugen und den Fluss zu
homogenisieren.

Nun wurde 1 Volumenteil 100% Isopropanol, -20°C, zur DNA-L6sung hinzugegeben und
vorsichtig miteinander vermischt. Dies fuihrte zum Ausfallen der DNA als weil3e, knauelartige
Struktur, wobei dieser Ansatz zur effektiveren DNA-Fallung tber Nacht bei -20°C gelagert

wurde. Die hochmolekulare DNA wurde uber Nacht bei -20°C in 500-1000 pl 70% Ethanol
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eingebracht. Durch diesen Schritt wird die Aufreinigung der DNA erzielt. Dieser Schritt wascht

RNA und Reste der verwandten Praparationslésungen aus der Suspension heraus.

Die DNA wurde aus dem 70% Ethanol enthnommen, in ein steriles Eppendorf Reaktionsgefaf

Uberfuhrt und in einem Exsikkator getrocknet bis das Ethanol vollstandig entfernt war.

Das DNA-Pellet wurde es in sterilem TE-Puffer, pH 8,0 aufgeldst. Je nach GrofRe des DNA-
Pellets in einer Menge von 100 pl bis hin zu 500 pl. Die Lagerung erfolgte bei -20°C. Wenn
keine Ausfallung nach Hinzufigen des Isopropanols zu verzeichnen war, erfolgte eine
Zentrifugation der DNA bei 4000rpm fiir 20 Minuten. Der Uberstand wurde in der Folge
abgehoben und in 400 ul TE-Puffer, pH 7,0 eingebracht. Der folgende Arbeitsschritt zum Lésen
der DNA erfolgte wahlweise entweder bei 65°C (20 Minuten) oder bei 4°C (60 Minuten). Nach
dem Lésen der DNA wurden 40 pl 3 M NaAc, pH 7,0 und 800 ul 100% Ethanol bei -20°C
hinzugegeben was zur Fallung der DNA fuhrte. Weiter oben ist das
Weiterverarbeitungsprotokoll der DNA bereits aufgefiihrt. Es schloss sich wiederum ein
Reinigungsschritt Uber Nacht an. Dieser wurde bei -20°C mittels 70% Ethanol durchgefihrt.
Die Weiterverarbeitung erfolgte unter dem initialen Protokoll.

3.2.5 Nukleinsaurequantifizierung und Reinheitsbestimmung

Diese Konzentrationsbestimmung ist von groRer Bedeutung, da es in der folgenden CGH
wichtig ist, moglichst gleiche Mengen an Tumor- und Referenz-DNA zu verwenden. Auch
wurde somit getestet, ob sich Verunreinigungen in der Losung befanden, welche die

Ergebnisse der CGH beeinflussen kénnen.

Die Referenz-DNA und Tumor-DNA wurden in jeweils in 1 yl TE-Puffer gelost. Diese
Suspension wurde in 99 ul H204d in einer Mikrokiivette hinzugefiigt. Es folgte der Nullabgleich
der Suspension mit 100 pl H2Od4. Mittels Spektralphotometer wurden bei 260 nm und bei 280
nm die jeweiligen Absorptionen der Suspensionen gemessen. Der Nullabgleich erfolgte wieder
mit 100 pl H2Odd. Hieraus lie sich die DNA-Konzentration der jeweiligen Losung ermitteln,
wobei sich der Zusammenhang zwischen DNA-Konzentration der untersuchten Lésung und
ihrer Lichtabsorption linear darstellt [Konzentration (K) = Absorption (a) x Faktor (F)]. Betragt
die Konzentration einer DNA-LGsung 50 pg/ul, wird das Licht zu 90% absorbiert. Die Messung
erfolgte mit Licht von 260 nm Wellenlange. Somit liel3 sich durch die Lichtabsorptionsmessung

bei 260 nm die vorliegende DNA-Konzentration ermitteln.
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3.2.6 DNA-Markierung (NICK Translation)

Im Folgenden wurden Referenz- und Tumor-DNA Uber Einbau von Biotin und das Hapten
Digoxigenin markiert, was die spatere Anlagerung der Fluoreszenzfarbstoffe erméglichte. Im
Versuchsaufbau wurden Biotin-dUTP (an Tumor-DNA) und Digoxigenin-11-d-UTP (an
Kontroll-DNA) zur Markierung der DNA verwendet. Die Bindungsstelle des Biotin-dUTP ist die
C4-Position des Pyrimidinringes, die des Digoxigenin-11-d-UTP ist die C5-Position des
Uridinnukleotids. Fur die Nick-Translation kamen jeweils ein Dig-Nick-Translationsmix, sowie
ein Biotin-Nick-Translationsmix zum Einsatz, welche bereits Biotin-, Digoxigenin-markierte und
nicht markierte Nukleotide, Enzyme, sowie lonen-, und Pufferlésungen beinhaltete. Wéahrend
der Nick-Translation wurden durch die Aktivitdt der DNase | in die Kontrol-DNA mit
Digoxigenin-markierte und in die Tumor-DNA mit Biotin-markierte Nukleotide eingebaut. Diese
erzeugten in der Gegenwart von Mg?+ an randomisiert verteilten Loci der vorliegenden DNA,
als ,nicks* bezeichnete Einzelstrangbriiche. Hier griff dann DNA-Polymerase | (aus
Escherichia coli synthetisiert) an den 3° OH-Enden dieser ,nicks“ zur 5-3'-DNA Synthese an.
Diese erfolgte dann komplementar zum intakten DNA-Strang. Wahrenddessen wurden die
Nukleotide in Syntheserichtung durch die DNA-Polymerase | entfernt (5-3"-
Exonucleasekomponente). Parallel dazu entfernte die 5-3‘- Exonucleasekomponente der
DNA-Polymerase | die Nukleotide in Syntheserichtung. Die hierdurch abgebauten DNA-Areale
wurden im Folgenden durch die markierten Nukleotide ersetzt. Der Reaktionsablauf ist
schematisch in Abbildung 3 dargestellt.
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Abb. 3: Schematische Darstellung der Nicktranslation. 1. Durch die DNasel und die DNA-
Polymerase kénnen Desoxynucleosidtriphosphate (dNTPs) in den DNA-Doppelstrang eingebaut
werden. 2. Durch die Einwirkung von DNase 1 wird ein Einzelstrangbruch erzeugt (Nick). Dadurch
werden 3'OH-Gruppen exponiert. 3. Beginnend vom Nick aus werden Nukleotide mittels DNA-
Polymerase | entfernt (Exonucleasekomponente). 4. Neue dNTPs werden beginnend am 3"-OH-Ende
des Nicks integriert (DNA-Polymerasekomponente). 5. Durch die konsekutive Wirkung der beiden DNA-
Polymerasekomponenten entsteht ein neuer komplementarer DNA-Strang. Hierbei werden auch die
markierten Nukleotide mit integriert und kénnen spater detektiert werden.

Zunachst wurden zur Markierung der Tumor-DNA und der Referenz-DNA Translationsmixe
hinzugegeben. Korrespondierend wurden jeweils 1 pg DNA (Tumor-DNA oder Referenz-DNA)
mit 4 pl Biotin-Nick-Translationsmix (Roche, Mannheim) oder 4 pl Digoxigenin-Nick-
Translationsmix (Roche, Mannheim) in Reaktion gebracht und mit H2Od bis auf ein
Gesamtvolumen von 20 ul aufgefillt. Dieser Ansatz wurde kurz zentrifugiert und dann fir 90
Minuten bei 15°C inkubiert.

Die Reaktion wurde durch Zugabe von 1 ul 0,5 EDTA mit pH 8 nach 90 Minuten gestoppt. Es
folgte eine Inkubation bei 65° fir 10 Minuten. Ausfallung der DNA durch die Addition von 2,1
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pl 3 M Natriumacetatlosung in Kombination mit 46 pl 100% Ethanol. Nun Zentrifugation ftr 25
Minuten, 14.000rpm und 4°C. Der Uberstand wurde verworfen, das Pellet getrocknet. Uber
Nacht wurde das Pellet in 10 pl H20O4d geltst und bei 4°C gelagert.

3.2.7 DOT-Blot

Das in der Nick-Translation implementierte Biotin und Digoxigenin wurde nun durch den DOT-
Blot semiquantitativ nachgewiesen. Dies geschah durch die Inkubation eines Streptavidin-
alkalische-Phosphatase-Konjugats (Biotin-Nachweis) bzw. eines Antidigoxygenin-alkalische-
Phosphatase-Konjugats (Digoxigenin-Nachweis), welche an die  eingeflgten
Nukleotidsequenzen binden. Das zugegebene BCIP (5-Bromo-4-Chloro-Indolylphosphat)
erzeugt ein blaues Prazipitat, was den Farbreaktionsverstarker NBT (Nitroblau-
Tetrazoliumsalz) reduziert. Hieraus entsteht Indigo (blauer Farbstoff) durch die ablaufende
Dimerisierungsreaktion. Durch Reduktion von NBT zu Diformazin (violett) entsteht der zweite
Farbstoff. Beide zusammen spiegeln die Quantitdt der eingebauten Nukleotide in der DNA
wieder. Die chemischen Vorgange dieser Farbreaktion sind in Abbildung 4 veranschaulicht.

Alkalische o
Phosphatase Blau!|c_hes
Prazipitat
Oxidation Tautomerisierung Dimerisierung _
H+
Violettes
Prazipitat

Abb. 4: Farbreaktion des DOT-Blot. Uberfilhrung von BCIP (5-Bromo-4-Chloro-Indolylphosphat,
chromogenes Substrat) in Indoxyl (Derivat von Indol und Vorstufe von Indigo) durch Oxidation. Dieser
wird durch Tautomerisierung (durch Umlagerung von Atomen bzw. Elektronenverschiebungen Wechsel
der strukturellen Form) hin zu einem Keton Udberfuohrt, welches durch Dimerisierung
(Zusammenlagerung zweier Monomere zu einem Dimer) zu Indigo wird (blaue kristalline organische
Verbindung, Farbstoff). Reduktion von NBT (Nitroblau-Tetrazoliumsalz, Farbstoff) zu Diformazin
(Farbstoff), (nach Brunner, 2000, Promotion).

Von der zuvor markierten DNA wurde eine Verdunnungsreihe erzeugt. Hierzu wurden auf
einen Parafilm 19 pl 6xSSC getraufelt zu dem dann 1 pl der jeweiligen Probe pipettierte. Die
Vermischung erfolgte mittels Pipette durch vorsichtiges, repetitives aufziehen und ausdrticken.
Von dieser Verdinnung wurde nun wieder 1 pl in den nachsten Tropfen 6xSSC tberfihrt und

resuspendiert, etc. bis alle Reaktionsansatze bearbeitet waren.
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Pro Verdinnungsstufe wurde 1 pl pipettiert und auf eine Nitrozellulosemembran aufgebracht.
Im Anschluss wurde diese fir 30 Minuten per Auto-Cross-Link bei 90°C, ultraviolettem Licht
der Energie 1,2 J ausgesetzt. Die Nitrozellulosemembran wurde dann zur Blockierung
unspezifischer Bindungen fur 30 Minuten in Pufferlésung Il eingelegt (5 ml bei 37°C). Im
Anschluss daran wurde mit 5 ml Pufferldsung | fir 2x2 Minuten gewaschen. Dann wurden 3 pl
Streptavidin-alkalische-Phosphatase-Konjugat bei der Tumor-DNA bzw. 3 pl Anti-Digoxigenin-
alkalische-Phosphatase bei der Normal-DNA, jeweils in 3 ml Pufferlésung | pipettiert. Dies
wurde fir 30 Minuten bei Raumtemperatur leicht geschiittelt. In der Folge wurde die Membran
jeweils in 5 ml Pufferlésung | 2x gewaschen (30 Minuten bei Raumtemperatur). Dann wurde
die Membran fur den Zeitraum von 10 Minuten in Pufferldsung lll eingelegt. Dann Inkubation
der Membranin einer Losung aus 33 pl BClp, 45 yl NBT und 5,7 ml Puffer Ill, fir 30 Minuten
in Dunkelheit und Schittelbad. Zum Stoppen der Reaktion wurde 70% Brennspiritus
hinzugegeben und die Membran im Dunkeln getrocknet.

3.2.8 Comparative genomische Hybridisierung (CGH)

Nun erfolgte die eigentliche CGH. Die folgende Abbildung (siehe Abb. 5) stellt einen
zusammengefassten Gesamtiberblick mit den unterschiedlichen Arbeitsschritten der CGH

dar.
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Abb. 5: Ubersichtsschema der gesamten CGH. Hybridisierung von Tumor-DNA markiert mit Biotin,
Cot-1-DNA (plazentare DNA) und Digoxigenin-markierter normaler DNA an Chromosomen. Cot-1-DNA
bindet an den Zentromeranteil. Tumor-DNA und normale DNA bindet nun komparativ an die
Chromosomen. Durch  Markierung  der unterschiedlichen DNA mit unterschiedlichen
Fluoreszenzfarbstoffen koénnen durch Bestrahlung mit Licht unterschiedlicher Wellenlangen
unterschiedliche Farbsignale erzeugt werden, aus denen dann aufgrund der unterschiedlichen Intensitét
in unterschiedlichen Arealen der Chromosomen Verhaltnisprofile der unterschiedlichen Chromosomen
erzeugt werden kdnnen.
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3.2.9 Vorbehandlung der Chromosomenpréaparate

Es erfolgte erst eine Aufreinigung der Praparate von stérenden Bestandteilen, die zu
fehlerhaften Bindungen fiihren kbnnen sowie einer enzymatischen Vorbereitung der zellularen

Strukturen, um die Chromosomen freizulegen.

Um unspezifische Hybridisierungen von fragmentierter RNA zu blocken, wurde RNase-Verdau
vorgenommen. Die Praparate wurden zuvor in 2xSSC kurz gewaschen. Auf das Praparat
wurden 1 pl RNase-Stammldsung (10 mg/ml Aqua dest.) und 99 pl 2xSSC getropft und
selbiges mit einem Deckglaschenbedeckt. Inkubation der Préaparate in einer feuchten Kammer
far 20 Minuten bei einer Temperatur von 37°C. Nach Entfernung des Deckglaschens wurde
der Objekttrager mit Praparat auf einem Schiittler fir 3x5 Minuten in 2xSSC gewaschen. Dann
wurde er fur 90 Sekunden bei 37°C in eine Kivette eingestellt. Diese war mit 100 ml 0,01 M
HCL-L6sung und 100 ul 5% Pepsin in H20d4 befiillt. Dies diente dazu, die Chromosomen der
Hybridisierung leichter zuganglich zu machen, da verbliebene Gewebsreste und Proteine
entfernt wurden. Das Praparat wurde nun bei Raumtemperatur in PBS fir 5 Minuten
gewaschen. Dann erfolgte die Fixierung fur 10 Minuten bei 4°C in 4% PFA/PBS. Dieser Schritt
soll das Chromosomenpréparat der Denaturierung stabilisieren. Dadurch wird einem Verlust
von DNA vorgebeugt. Es folgte eine Waschung in PBS fir 5 Minuten. Dann folgte die
Dehydrierung in einer aufsteigenden Alkoholreihe der Konzentrationen 70%, 80% und 96%.
AbschlieBend wurde das Lymphozytenpraparat fir mindestens 30 Minuten bei
Raumtemperatur getrocknet.

3.2.10 Denaturierung der Chromosomen

Die Denaturierung diente der Uberfihrung der Chromosomen und somit der DNA in
Einzelstrange. Dies ermdglichte, dass die spater zugegebene Tumor- bzw. Referenz-DNA
wahrend der Hybridisierung an die komplementaren Bindungsstellen binden konnte. Dem
Praparat wurden 100 pl Denaturierungsmix (70% Formamid/ 2xSSC) aufpipettiert und
blasenfrei abgedeckt. Der Objekttrager wurde fur 1,5 Minuten auf eine 72°C erwarmte
Heizplatte aufgelegt. Dieses hemmte die Ausbildung von Wasserstoffbriickenbindungen
innerhalb der DNA und wirkte somit destabilisierend. Je zugesetztem Volumenprozent an
Formamid wurde die bendtigte Schmelztemperatur Tm, welche benétigt wurde, um die DNA-
Doppelhelix in komplementare DNA-Einzelstrange zu Uberfihren, um 0,72°C herabgesetzt.
Die Schmelztemperatur Tm lasst sich mittels folgender Gleichung nach Leitch und Mitarbeitern
(1994) berechnen:

Tm = 0.41 (%Guanin+Cytosin) + 16.6log (mol Na+/)-55/n-0.61 (%FA) + 81.5°C.
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Um eine sichere Denaturierung zu erreichen wurde die Denaturierungstemperatur so gewahilt,
dass sie 30°C uber der errechneten Schmelztemperatur lag. Die folgende Denaturierung
erfolgte nach Abheben des Deckglaschens fur 5 Minuten pro Schritt in einer Alkoholreihe der
Konzentrationen 70%, 80% und 96%, welche eisgekihlt war. Dann wurde das Praparat for

mindestens 30 Minuten getrocknet.

3.2.11 Vorbereitung der DNA

Die vorbereitete DNA (Tumor- und Referenz-DNA) wurde zusammen mit Cot-1-DNA, welche
im Uberschuss zugegeben wurde und der Blockung repetitiver Sequenzen diente,
zusammengefihrt. Zu viel Cot-1-DNA beeintrachtigt jedoch die Hybridisierung. (Lichter und
Mitarb. 1988). 9 pl biotinylierte Tumor-DNA (1 pg/ pl) und 9 pl digoxigenierter Referenz-DNA
(1 pg/ y) sowie 60 pl Cot-1-DNA (1 ng/ yl) wurden mit 10 pl ssDNA (1:10 Boehringer,
Ingelheim, single-strandedDNA) und 8,8 yl 3 M Natriumacetat pH 5,5 vermischt. Die Féllung
der DNA erfolgte Uber Nacht bei -20°C in 220 pl Ethanol. Es folgte die Zentrifugation des DNA-
Gemischs mit 14000rpm fiir 20 Minuten bei 4°C. Der Uberstand wurde verworfen. Nun wurde
eine Waschung mit 200 pl, -20°C kaltem, 70% Ethanol durchgefuihrt und eine Zentrifugation
mit 14000rpm fir 15 Minuten bei 4°C vorgenommen. Der Uberstand wurde verworfen, das
Pellet in einem Exsikkator fur 30 Minuten getrocknet. 5 pl deionisiertes Formamid wurden zum
Pellet pipettiert mit folgendem Schitteln fir 45 Minuten. Dann wurden zusatzlich 5 pl
4AxSSC/20%DS zugefigt, mit Endkonzentration von 50% Formamid, 2xSSC, 10% DS und
erneut fur45 Minuten geschittelt. Es schloss sich eine Denaturierung der DNA-Probenwelche
im Hybridisierungsmix geldst waren an. Dies erfolgte fir 5 Minuten in einem 75°C heil3en
Wasserbad. Es folgte ein Pre-annealing von 30 Minuten bis zu einer Stunde in einem
Wasserbad bei 37°C.

3.2.12 Hybridisierung

Nun konnte die Hybridisierung durchgefihrtwerden, indem 10 yl DNA-Hybridisierungs-Mix auf
das getrocknete Praparat aufpipettiert wurde und dieses dann luftblasenfrei mit einem
Deckglaschen abgedeckt wurde. Das Praparat wurde unter Zuhilfenahme von Fixogum
komplett abgedeckt und fur drei Tage in einer feuchten Kammer bei 37°C hybridisiert. Hierbei
lagert sich die zugefiihrte Tumor- bzw. Referenz-DNA an die Chromosomen je nach anteiligem
Vorkommen an und stellt somit den Hauptreaktionsschritt der CGH dar, welcher in Abbildung
6 genau dargestellt wird.
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Abb. 6: Genaue Reaktionsdarstellung des Hybridisierungsschrittes. Anlagerung der markierten
Tumor-DNA  mit Biotin-d-UTP-(Biotinyliertes  Desoxyuridintriphosphat, DNA-Marker) markiert,
Digoxigenin-11-d-UTP-(Digoxigeninnyliertes Desoxyuridintriphosphat, DNA-Marker) markierte Normal-
DNA sowie COT-1-DNA (Plazenta-DNA) an die Chromosomen in der Hybridisierung auf einem
Objekttrager. Die DNA lagert sich je nach vorhandener Menge konkurrierend an die Chromosomen an,
woraus unterschiedliche Verteilungsmuster resultieren.
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3.2.13 Stringenzwaschung

In der folgenden Stringenzwaschung wurden falsche oder nur teilweise gebundene DNA-
Molekule entfernt, indem eine kationenarme Umgebung erzeugt wurde, wodurch sich die
anionischen DNA-Phosphatgruppen gegenseitig abstieen. Zunachst erfolgte die Entfernung
des Fixugums und das vorsichtige Abheben des Deckglaschens vom Praparat. Dann wurde
das Praparat in 50% FA/2xSSC fir dreimal je 5 Minuten bei 45°C eingelegt. Nun wurde das
Praparat bei Raumtemperatur fir 5 Minuten in 0,1xSSC eingebracht. Dann wurde das

Préaparat fur 10 Minuten bei Raumtemperatur in 4xSSC/0,1%Triton eingestellt.

3.2.14 Detektion mit Fluorochrom-gekoppelten Antikérpern

Waéhrend der sich anschlieRenden Fluoreszenzmarkierung wurde die Digoxigenin-markierte
DNA mit dem Fluoreszenzfarbstoff Rhodamin nachgewiesen. Dieses war mit Anti-Digoxigenin-
Antikorper (Fab-Fragment) konjugiert, was der immunologischen Detektion von Digoxigenin
diente. Rhodamin besitzt ein Emissionsmaximum bei 580 nm (rot, pH 8,0). Die Biotin-markierte
DNA wurde mittels des Glykoproteins Streptavidin  detektiert, welches mit
Fluoresceinisothiocyanat (FITC) konjugiert war. FITC hat sein Emissionsmaximum bei 515 nm
(gran). Die Darstellung dazu ist in Abbildung 9 (Seite 46) zu finden. DAPI interkalierte in das
Chromatingertist der Chromosomen. Dies stellte die Gegenfarbung dar und erzeugt die
typische Banderung der Chromosomen, welche durch die unterschiedlichen
Fluoreszenzintensitaten der verschieden kondensierten Chromosomenabschnitte begriindet
ist. Diese Farbung dient der Identifizierung der Chromosomen. DAPI hat sein
Emissionsmaximum bei 450 nm (blau). Die genaue Detektionsreaktion ist in Abbildung 7
dargestellt.
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Abb. 7: Detektionsreaktion mit Fluorochrom-gekoppelten Antikdrpern. Zugabe von Fluores-
zenzfarbstoff-konjugierten Antikdrpern, welche selektiv an die zuvor in der Hybridisierung (Abb. 6)
mittels Biotin- und Digoxigenin- markierter DNA binden kénnen. Der mit Rhodamin (Fluoreszenz-
farbstoff) verbundene Anti-Digoxigenin-Antikdrper bindet nun in einer erneuten Hybridisierung bei 37°C
an Digoxigenin und das mit Fluoresceinisothiocyanat (FITC, Fluoreszenzfarbstoff) verbundene
Streptavidin an die Biotin-markierte DNA. Durch spektrenadaptierte Beleuchtung kdnnen Farbsignale
hervorgerufen werden.
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Zunachst wurden 100 pl 5% BSA in 4xSSC aufpipettiert, welches unspezifische Bindungsloki
blockierte. Das Préparat wurde mittels Deckglaschen bedeckt und bei Raumtemperatur in
einer feuchten Kammer fir 20 Minuten inkubiert. Dann wurden 2 pl Streptavidin-FITC 1:50,
Anit-Digoxigenin-Rhodamin 1:20 auf den Objekttrager aufgebracht. Es schloss sich eine
Inkubation in der feuchten Kammer bei 37°C fir 45 Minuten an. Es folgten 3 Waschschritte in
4xSSC mit zugesetztem 0,1% Triton fur jeweils 5 Minuten bei 37°C. Dies diente der
Eliminierung von Uberschissigem Streptavidin-FITC. Nun wurden 5 pl Anti-Dig-Rhodamin
sowie 100 ul Blockreagenz zusammen auf das Praparat hinzu pipettiert. Die Préaparate wurden
zur Inkubation dann bei 37°C fir 45 Minuten in eine feuchte Kammer platziert. Erneut wurde
das Praparat wie zuvor mit 4xSSC/0,1% Triton dreimal fur je 5 Minuten bei 37°C gewaschen.
Die abschlielende Dehydrierung wurde mit einer aufsteigenden Alkoholreine der
Konzentration 70%, 80% und 100% durchgefihrt, fir je 5 Minuten pro Konzentrationsstufe.
Nachdem die Praparate getrocknet waren, wurden die Préparate mit 20 ul DAPI-Antifade-
Losung eingedeckt. Die Praparate wurden lichtgeschitzt bis zur Auswertung bei 4°C

aufbewahrt.
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3.3 Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH)

Die Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) wurde von Mary Lou Pardue und Joe Gall 1969
ursprunglich unter zu Hilfename vonradioaktiv markierten Sonden etabliert und ermdéglicht den
gezielten Nachweis von vorher determinierten DNA- oder RNA-Bereichen. Mittlerweile haben
sich speziell auf den jeweiligen zu untersuchenden DNA-Lokus gefertigte und mit
Fluoreszenzfarbstoffen konjugierte Sonden etabliert, welche nicht die gesundheitsschadlichen
Nebenwirkungen und ein besseres Auflosungsvermogen als die ehemals radioaktiv markierten
Sonden haben. Zudem ist ein gleichzeitiges Hybridisieren mehrerer DNA-Sonden maglich.
Zunachst muss das zu untersuchende Gewebe vorbereitet werden, was eine Entfernung von
stérendem Gewebe und RNA sowie die Uberfiihrung der DNA in Einzelstrange beinhaltet.
Dann werden die Sonden hinzugefiigt und durch Hybridisierung an der jeweils zur Sonde
komplementéren Zielstruktur gebunden. Die an die Sonden gebundenen Fluorochrome, wie
z.B. Fluorescein (FITC) und Cy3 emittieren spater unter dem Fluoreszenzmikroskop Licht,
welches es ermdglicht, eine Aussage lber chromosomale Gewinne bzw. Verluste in der

entsprechenden untersuchten Region zu treffen.

3.3.1 Blutkultur und Praparation von Metaphasechromosomen

Um die Sondenspezifitdt und die Hybridisierungsbedingungen zu optimieren, wurden die in
dieser Arbeit eingesetzte lokusspezifische Sonde fur die Region #20g13 (rot markiert) und die
zentromerspezifische Sonde #20cen (grin markiert) im Rahmen eines sogenannten ,cut off"
an gesundem Gewebe getestet. Hierfur eignen sich Lymphozyten, da sie leicht verfligbar und
praparierbar sind. In der vorliegenden Arbeit stammten sie von einem genotypisch gesunden,
mannlichen Spender. Hierzu wurde eine Vollblutkultur zur Metaphasengewinnung angesetzt.
Diese Technik wurde urspriinglich von Moorhead und Mitarbeitern (1960) unter Verwendung
von Phytohemagglutinin (PHA) als Mitosenstimulanz fir eigentlich nicht mitotisch aktive
Zellverbande etabliert. Verwendet wurde das Komplettmedium PB-MAX (,Peripheral-Blood*-
max Kulturmedium), welches bereits Phytohemagglutinin enthalt und T-Lymphozyten zur
Teilung anregt. Durch die anschlie3ende Chromosomenpraparation wurden die Lymphozyten
so aufgearbeitet, dass die in ihnen enthaltenen Chromosomen einer Untersuchung besser
zuganglich waren, was durch eine Hypotoniebehandlung, die eine Aufblahung der
Zellstrukturen zur Folge hat, erreicht wurde. Schlie3lich wurden sie fixiert, um das erzielte

Ergebnis fir die nachfolgenden Arbeitsschritte zu konservieren.

Zur Blutkultur und zur Gewinnung der Metaphasechromosomen und Interphasekernen wurden
die entsprechenden Techniken und Lésungen verwendet, wie sie auch in der CGH genutzt

wurden (siehe Kapitel 3.2, Comparative genomische Hybridisierung).
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3.3.2 FISH an Kontrollgewebe
3.3.2.1 Vorbehandlung der Préparate

Die Vorbehandlung diente der Entfernung von storender RNA, Proteinen und Bindegewebe
aus den Préaparaten, was etwaige Fehlbindungen der Sonden verhinderte. Des Weiteren
wurden die Zellstrukturen soweit aufgelost, dass die spater verwendeten Sonden sie
penetrieren konnten. Dies erméglichte, dass die Sonden in die Zellkerne und somit an die DNA
im Zellkern gelangen konnten. Die Préaparate wurden bei Raumtemperatur kurz in 2xSSC (pH
7,0) eingestellt. Dann folgte in der feuchten Kammer fir 20 Minuten mit je 100 pl RNase pro
Paparat ein Ribonuclease (RNAse)-Verdau. Dies sorgte dafir, dass die gesamte im Praparat
vorkommende RNA entfernt wurde und im spéteren Verlauf nicht zu einer fehlerhaften
Hybridisierung fuhrte. Im Folgenden wurden die Deckglaser vorsichtig entfernt und die
Praparate fur je 3x5 Minuten in 2xSSC bei Raumtemperatur auf einem Taumelschuttler
gewaschen. Nun erfolgte ein je nach Alter der Praparate sowie Zytoplasmaresten auf den
Chromosomen und Interphasekernen ein 1-3-minttiger Pepsinverdau (Ansatz: 50 ml 0,01
NaCl+ 100 pl 5% Pepsin in einer Kivette) bei 37°, welcher die im Préparat vorkommenden
Zytoplasmareste verdaut bzw. andaut, um die Zellkerne bzw. Chromosomen fir die spater
durchgefuhrte Hybridisierung zuganglich zu machen. Die Praparate wurden dann bei
Raumtemperatur in PBS (pH 7,0) fur 5 Minuten gewaschen. Hiernach schloss sich eine 10-
minUtige Fixierung mit 4% PFA/PBS und wiederum eine 5-minitige Waschung mit PBS an. In
einer aufsteigenden Alkoholreihe von 70%, 80% und 100% fir jeweils 5 Minuten erfolgte die
finale Dehydrierung. Im Anschluss wurde fur mindestens 30 Minuten luftgetrocknet, bevor die

Denaturierung durchgefuhrt wurde.

3.3.2.2 Denaturierung und Hybridisierung der Préparate

Die sich anschlieBende Denaturierung sorgte dafir, dass die sich normalerweise in der
kondensierten Form von Chromosomen vorliegende Doppelstrang-DNA in DNA-Einzelstrange
Uberfuhrt wurde. Dies geschah durch die Losung der Wasserstoffbriickenbindungen, welche
hauptsachlich fur den Zusammenhalt der Doppelstrange verantwortlich sind. Hierzu wurde die
DNA mittels der Schmelztemperatur Tm, die man exakt errechnen kann (siehe Kapitel 3.2.10,
Denaturierung der Chromosomen) und mithilfe eines Denaturierungsmixes, welcher die
Wasserstoffbriickenbindungen zusétzlich schwéachte, in Einzelstrange Uberfihrt, damit die
spater hinzugefiigten, fluoreszenzmarkierten Sonden hybridisieren konnten. Durch die
spezifische Bindung der Sonden an der Ziel-DNA konnte eine Auswertung erfolgen. Dieser
Mechanismus wird in der folgenden Abbildung verdeutlicht (siehe Abb. 8).
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Abb. 8: Denaturierung und Hybridisierungsreaktion. Zugabe eines Denaturierungsmixes bestehend
aus NaPOs (Natriumphosphat), 20xSSC (Natriumchlorid-Citrat-Puffer), Aqua dest (destilliertes Wasser)
und Formamid bei 72°C. Dies fuhrt zum Aufbrechen der chromosomalen Doppelstrang-DNA in DNA-
Einzelstrange. Durch die Zugabe von den in dieser Arbeit lokusspezifischen fluoreszenzfarbstoff-
markierten DNA-Sonden fir #20 Zentromer, sowie #20q13 kdnnen diese Regionen bei 37°C selektiv

markiert werden. Durch eine an die Fluorochrome spektrenadaptierte Bestrahlung der Praparate kann
dann eine Lichtemission derselben erzeugt werden.
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Es wurden je Objekttrager 100 pl Denaturierungslosung aufgebracht, ein Deckglas aufgelegt
und der Objekttrager fir 90 Sekunden bei 72°C auf einer Heizplatte denaturiert. Nach
vorsichtiger Entfernung des Deckglaschens erfolgte die Dehydrierung in einer dreistufigen,
eiskalten Alkoholreihe der Konzentrationen 70%, 80% und 100% fir je 5 Minuten pro Stufe.
Die Préparate wurden fir mindestens 30 Minuten luftgetrocknet, bevor die Sonden

aufgetragen wurden.

Hybridisierungsansatz: 7 pl Hybridisierungspuffer (Fa. Abbott Vysis) + 1ul #20g13-orange +
2ul #20cen-green.

Die Denaturierung des Hybridisierungsansatzes erfolgte bei 74°C fur 10 Minuten. Dieser
wurde dann direkt auf die Praparate aufgebracht, im Standard 5 pl je Praparat. Das jeweilige
Praparat wurde dann mit einem Deckglaschen bedeckt und abschliefend mit Fixugum
versiegelt. Bis dieses getrocknet war, verblieben sie auf einer 37°C warmen Heizbank. Zur
Hybridisierung wurden die Praparate in einer feuchten Kammer bei 37°C bis zum nachsten
Tag in einem Warmeschrank gelagert.

3.3.2.3 Stringenzwaschung und DAPI-Farbung

Die Stringenzwaschung diente dem Losen unspezifischer Sondenbindungen, welche das
Ergebnis verfélschen. Hierbei destabilisierte und loste das zugesetzte Formamid wiederum
fehlerhafte Bindungen. Der DNA-interkalierender Farbstoff 4',6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI)
diente einer besseren Darstellung der vorliegenden DNA und spéter bei der Bearbeitung der
Tumorpraparate zur Kontrolle der Integritat der Zellkerne.

Nachdem die Deckglaser vorsichtig von den Objekttrédgern entfernt worden waren, wurden
diese in einer 50% Formamid/ 2xSSC Losung bei 45°C dreimal fur je 5 Minuten gewaschen.
Es folgte eine zweimalige Waschung fir je 5 Minuten bei 45°C in 2xSSC und eine einmalige
Waschung in PBS fur 1 Minute bei Raumtemperatur. Es schloss sich eine aufsteigende
Alkoholreihe (70%, 80%, 100%) an, bei welcher die Objekttrager fur je 5 Minuten dehydriert
wurden und im Anschluss fur mindestens 30 Minuten luftgetrocknet wurden.

AbschlieRend wurde DAPI-Antifade zur Gegenféarbung der Zellkerne aufgetragen (10-15 pl je
nach PraparatgroRe) bevor ein Deckglas aufgebracht wurde und die Praparate zur

Auswertung unter dem Fluoreszenzmikroskop bereit waren.

3.3.2.4 Mikroskopie und Auswertung

Die Auswertung der Praparate erfolgte unter einem Fluoreszenzmikroskop (Olympus BX61

Mikroskop). Die hier erhobenen Daten dienten als Ausgangs- bzw. Vergleichswert zur spater
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durchgefiihrten FISH an Tumorgewebe. Durch die hier durchgefuhrten Testhybridisierungen
konnte anhand der Metaphasen Uberpruft werden, ob die verwandten Sonden spezifisch an
das entsprechende Zielchromosom gebunden hatten. Die Effizienz der jeweiligen Sonde
wurde durch die ausgezahlten Zellkernsignale erhoben, wobei je Praparat 200

Interphasekerne ausgezahlt wurden.

Ausgezahlt wurden nur vollstandige, sehr gut abgrenzbare sowie sich nicht Uberlagernde
Interphasekerne. Diese erste Beurteilung erfolgte im DAPI-Filter. Dadurch wurde verhindert,
dass durch die Aufbereitung ungeeignete Interphasen in das Ergebnis mit aufgenommen
wurden. Erst danach erfolgte die Auswertung unter Verwendung der entsprechenden Filter.
Ausgezahlt wurde in 40-facher und 100-facher VergréR3erung.

Das Ergebnis der 200 ausgezahlten Interphasekerne pro Praparat wurde in ein Schema
eingetragen, welches sich nach der Signalanzahl pro Zellkern aufbaut: griine Signale fur die
zentromerspezifische Sonde fur Chromosom 20 und rote Signale fir die lokusspezifische
Sonde #20g13. Im Schema existierten fir die zentromerspezifische Sonde fir Chromosom 20
Spalten von 0 bis 3 Signalen je Zellkern, fir die lokusspezifische Sonde #20q13 gab es Spalten
von O bis 5 Signalen je Zellkern. Mit dieser Einteilung war es moglich alle ausgewerteten

Zellkerne mit den darin vorkommenden Signalkombinationen aufzuschlisseln.

3.3.3 FISH an Tumorgewebe

3.3.3.1 Vorbereitung der Tumorgewebsproben und Anfertigen von Kryostatschnitt-
praparaten

Das Tumormaterial war nach der operativen Entnahme vom Patienten in flissigem Stickstoff
in einer Tumorbank gelagert worden. Diese Lagerung erfolgte, um das Gewebe langfristig zu
konservieren und vor Keinem zu schiitzen. Zur Anfertigung der Kryostatschnitte wurde das
gefrorene Tumormaterial mittels Aufblockmaterial im Kryostat fixiert, wobei darauf zu achten
war, dass sich kein Aufblockmaterial in der Kryostatschnittebene befand, da dieses sonst
spater die Auswertung der Praparate durch das Erzeugen von Hintergrundstrahlung nahezu
unmoéglich gemacht hatte. Die Kryostatschnitte wurden mit einer Schichtdicke von 6 pm
angefertigt und zwecks verbesserter Bindung der Praparate auf silanisierte Objekttrager
aufgebracht, was ein Abschwimmenvom Objekttréger verhinderte. Dann wurden sie bei -80°C
bis zur weiteren Bearbeitung gelagert. Pro Tumor wurden sieben Schnitte angefertigt, wobei
ein Schnitt zur HE-Farbung verwandt wurde und die anderen sechs als Praparate zur FISH

bzw. als Praparatevorrat fir weitere FISH-Untersuchungen dienten.
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3.3.3.2 Anfertigen von Hamatoxylin-Eosin geféarbten Schnitten

Die HE-gefarbten Kryostatgewebeschnitte erméglichten das Abschéatzen des bendtigten
Pepsinverdaus, der fir jedes Praparat separat ermittelt werden musste. Dies ist in der
Gewebskonsistenz  begrindet, welche je nach Préparat unterschiedlich kompakte
Gewebsanteile oder auch mehr zystische Strukturen enthalten kann. Es war von grof3er
Bedeutung, den Verdau so exaktwie madglich zu bestimmen. Zu lange Verdauzeiten entfernten
nicht nur stérende Gewebsanteile, wie z.B. Bindegewebe, sondern schadigen auch die Zellen
selbst, wodurch eine Auswertung unmaglich wurde. Zu kurze Verdauzeiten verhinderten eine
Hybridisierung, da die Sonden die Zellkerne nicht in ausreichendem Malf3e penetrieren und
somit die DNA nicht hybridisieren konnten. Die Praparate wurden fur 10 Minuten in eiskaltem
4% PFA/PBS fixiert und far 2 mal 5 Minuten in PBS bei Raumtemperatur gewaschen.
AbschlieRend wurde eine aufsteigende Alkoholreihe (70%, 80% und 100%) fir je 5 Minuten
vorgenommen. Die Farbung erfolgte mittels Hamalaun nach Mayers (Merk 1.09249.05000) fir
10 Minuten, wonach mit Aqua dest. in 3 hintereinander geschalteten GeféaRen gewaschen
wurde. Es folgte eine HCI-Alkoholreihe zum differenzieren (1ltr. 70% Ethanol + 10 ml 25%
HCL) in 3 Gefallen. Das Blauen wurde durch Zugabe von kaltem Leitungswasser fir 10
Minuten erzielt. Anschliel3end wurden die Préparate in 1% Eosin fur 30 Sekunden eingebracht
um sie zu Farben. AbschlieRend wurden die Praparate wiederum in Aqua dest. gespult. Die
finale Dehydrierung erfolgte mittels aufsteigenden Alkoholreihe der Konzentrationen 70%,
80% und 100% fur je 5 Minuten pro Stufe. Nach Einstellen in Xylol konnten die Préaparate mit
Entellan eingedeckt werden. Nach einer Lagerung unter einem Abzug erfolgte die Beurteilung
der Schnitte unter einem Durchlichtmikroskop, um die Pepsinverdauzeit der spateren FISH

abschatzen zu kdonnen.

3.3.3.3 FISH am Tumorgewebeschnitt

Die FISH an Tumorgewebe erfolgte entsprechend dem an den Lymphozyten etablierten
Versuchsaufbau, mit den im Folgenden dargelegten Modifikationen.

3.3.3.4 Vorbehandlung der Préparate

Bei Raumtemperatur wurden nun die Praparate kurzin 2xSSC (pH 7,0) eingebracht. Es folgte
ein 20-mindtiger Ribonuklease-Verdau (RNase) bei 37°C (RNase-Stammldsung 1:100 in 2x
SSCverdinnter, Stammldsung: 10 mg/ml) mit jeweils 100 pul RNase in einer feuchten Kammer.
Nun wurden die Deckglaser vorsichtig entfernt und die Praparate fir je 3x5 Minuten in 2xSSC
bei Raumtemperatur gewaschen. Es folgte ein je nach histologischem Aufbau der Préparate
unterschiedlich langer Pepsinverdau. Dies wurde anhand der HE-gefarbten Kryostatschnitte
ermittelt. Der Pepsinverdau erfolgte (Ansatz: 50 ml 0,01 NaCl + 100 ul 5% Pepsin) in einer
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Kivette bei 37°C, um die im Préaparat vorkommenden Bindegewebsbestandteile zu verdauen
und die Zellen fir die spater durchgefuhrte Hybridisierung penetrabel zu machen. Der
Pepsinverdau war im Gesamtkollektiv starken Schwankungen unterlegen. So wurden manche
Praparate 1 Minute, andere bis zu 12 Minuten mit Pepsin behandelt. Der Durchschnitt lag bei
7 Minuten. Die Praparate wurden dann in PBS (pH 7,0) fir5 Minuten eingestellt. Dann wurden
sie bei Raumtemperatur in Aqua dest. fur 5 Minuten gewaschen. Hiernach schloss sich eine
10-minutige Inkubation in 70°C heiRem 2xSSC mit sofortigem Uberfiihrenin die abschlieRende
Dehydrierung (aufsteigende Alkoholreihe von 70%, 80% und 100%, fur je 5 Minuten) an. Im
Anschluss wurden die Préparate mindestens 30 Minuten an der Luft getrocknet.

3.3.3.5 Denaturierung und Hybridisierung der Praparate

Pro Objekttrager wurden 100 pl Denaturierungslésung [Ansatz: 350 pl deionisiertes Formamid,
50 pl NaPO4 (0,5M pH =7,0), 50 pl steriles 20xSSC und 50 pl steriles Aqua dest. aufgebracht.
Dann wurde ein Deckglas aufgelegt und die Proben auf dem Objekttrager fir 2 Minuten auf
einer 80°C heil3en Heizplatte denaturiert. Danach wurde das Deckglas entfernt und es schloss
sich eine dreistufige Dehydrierung in einer aufsteigenden, kalten Alkoholreihe (70%, 80% und
100%) fur je 5 Minuten pro Schritt bei -20°C an. Die Préaparate wurden fir mindestens 30

Minuten an der Luft getrocknet bevor die Sonden aufgetragen wurden.
Hybridisierungsansatz: 6 pl Hybridisierungspuffer (Fa. Abbott) + 1 ul #20g13 + 3 pl #20cen

Der Sondenansatz wurde fur 10 Minuten bei 74°C denaturiert und kurz zentrifugiert. Nun
wurden auf die auf 37°C vorgewarmten Praparate der denaturierte Sondenansatz aufgebracht.
Je nach GrolRe des Préaparates waren dies 5-10 pl, folgend mittels Deckglaschen abgedeckt
dann erfolgte die Versiegelung mittels Fixogum. Bis diese getrocknet waren, verblieben sie bei
37°C. Die abschliel3ende Denaturierung erfolgte bei 80°C fir 10 Minuten. Die abschliel3ende
Hybridisierung der Préparate wurde in einem Warmeschrank bei 37°C vorgenommen. In
diesen wurde eine feuchte Kammer mit den Préaparaten Uber einen Zeitraum von 2 Tagen
eingestellt.

3.3.3.6 Stringenzwaschung und DAPI-Farbung

Die abschlieBende Stringenzwaschung und Kernfarbung wurde exakt nach demselben
Versuchsaufbau wie im Versuchsaufbau der Lymphozyten (siehe Kapitel 3.3.2.3,

Stringenzwaschung und DAPI-Farbung) vorgenommen.
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3.3.3.7 Mikroskopie

Die Auswertung der Préparate wurde mit demselben Fluoreszenzmikroskop, welches auch zur
Auswertung der Lymphozyten verwand wurde, durchgefiihrt. Je Tumorschnittpréparat wurden
bis zu 200 Kerne ausgezahlt, welche vor Aufnahme in die Statistik mittels der DAPI-
Gegenféarbung auf ihre zellulare Integritat hin zu prifen waren und die Anzahl der Signale fir
die beiden Sonden dokumentiert. Des Weiteren musste sichergestellt werden, dass die
dokumentierten Zellkerne sich nicht Uberlagerten und es so zu fehlerhaften Signalverteilungen
kam. Die Auswertung erfolgte ebenfalls nach dem Schema wie unter Kapitel 3.3.2.4,
(Mikroskopie und Auswertung) beschrieben.

3.4 Fluoreszenzmikroskopie

Die Fluorochrome, welche wie zuvor beschrieben, mittels DNA-Sonden gekoppelt in die
Praparate gebunden wurden, kénnen durch Bestrahlung mit Licht in einen Anregungszustand
gebracht werden. Diese werden mit Photonen einer vordefinierten Wellenlange bestrahlt. Nach
der Anregung wird die absorbierte Lichtenergie, welche die Elektronen auf ein hoheres
Energieniveau gebracht hat, innerhalb von 101° bis 10" Sekunden wieder in Form von gleicher
Wellenlange (Resonanzfluoreszenz) oder langerer Wellenlange abgegeben (siehe Abb. 9).
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Abb. 9: Stokes shift (entnommen aus: Handbook of probes Invitrogen, 2008).
Maximale Lichtsignal-emissionen (Fluorescence emission, EM) unterschiedlicher
DNA-Sonden (1,2 und 3) bei unterschiedlichen Wellenlangen (wavelength), beiden
jeweiligen maximalen Fluoreszenz-Anregungsbereichen (EX, Fluorescence

excitation) je nach Wellenlange des zur Bestrahlung verwendeten Lichts
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Mittels einer Quecksilberverdampfungslampe (100 W) wurde die hierzu notwendige
Lichtenergie im emittierten Lichtspektrum von ultraviolett bis infrarot zugefihrt. Dieses Licht
wurde durch entsprechend zu wahlende Anregungsfilter des Mikroskops Uber das jeweilige
Objektiv auf das Préaparat fokussiert. Der Filter war so zu wahlen, dass der zu untersuchende
Fluoreszenzfarbstoff maximal angeregt werden konnte. Hierbei fanden Schmalbandfilter

Verwendung, die nur Licht eines sehr schmalen Spektrumausschnittes passieren liel3en.

Mittels eines Teilerspiegels (dichromatisch) wurde das Licht in einem Winkel von 45° auf das
jeweilige Praparat gelenkt. Licht kurzer Wellenlange wurde vom Teilerspiegel reflektiert. Das
von den angeregten Fluorochromen innerhalb des Préparates emittierte, langerwellige Licht
wurde ungehindert vom Teilerspiegel durchgelassen. Dieses traf dann auf einen Langwellen-
Sperrfilter. Dieser ist nur fur Licht oberhalb einer definierten Wellenlange durchlassig, sodass
nur ein extrem selektiertes Lichtsignal im Okular betrachtet wurde. Von diesem Bild konnten
Uber eine in der Mikroskopanordnung verbauten Kamera Photographien angefertigt werden.
Ebenfalls war eine digitale Visualisierung und Speicherung von Bildausschnitten der Praparate
mittels CCD-Kamera madglich. Bei dem verwandten Olympus BX60 Mikroskop wurden
folgende Objektive und Filter genutzt: Plan Apo 60x; 1,40 Oil, Olympus Optical.

Am Mikroskop konnten mittels eines Wechselrads die jeweils bendétigten Filter (Olympus
Optical) korrespondierend zu den verwendeten Fluorochromen einrotiert werden. Die im
Rahmen der Versuchsanordnung dieser Arbeit verwendeten Filterkombinationen zu den

jeweiligen Fluorochromen werden ubersichtsartig zusammengefasst:

- CY3 (Anregungslicht: griin, Filternummer: BP520-550, Teilerspiegeinummer: DM565,
Sperrfilternummer: BA580IF, emittierte Farbe: Rot)

- FITC (Anregungslicht: violett, Filternummer: BP460-490, Teilerspiegelnummer:
DM505, Sperrfilternummer: BA515-550, emittierte Farbe: Grin)

- DAPI (Anregungslicht: ultraviolett, Filternummer: BP360-370, Teilerspiegelnummer:
DM400, Sperrfilternummer: BA420, emittierte Farbe: Blau)

Fluoreszenzfarbstoffe: DAPI(4',6-Diamidino-2-phenylindol, nach IUPAC-Bezeichnung firInternationale
Union fir reine und angewandte Chemie), FITC (IUPAC- Bezeichnung: Fluoresceinisothiocyanat), Cy3
(IUPAC-Bezeichnung: Cyanin-3-Carbonsaure) mit zugehorigen Herstellerbezeichnungen.
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3.4.1 Bildaufnahmen
3.4.1.1 CGH

Von jedem der angefertigten Praparate wurden zwischen 10 und 20 Metaphasen ausgewahilt,
bei welchen eine gute Spreitung vorlag und es moglichst wenige chromosomale
Uberlagerungen gab. Mittels der CCD-Kamera konnten bei VergroRerung, Aufnahmen der
entsprechenden Bildausschnitte angefertigt werden (verwendetes Objektiv: Plan Apo 60x;
1,40 Oil). In der jeweiligen Metaphase wurde fir jede Fluoreszenzmarkierung separat ein
monochromesBild in Graustufen hinterlegt. Somit wurden pro Metaphase drei getrennte Bilder
benttigt. Da fir jedes Bild aus der Starke der Lichtsignale, sowie der Lichtmenge eine
individuelle Integrationszeit errechnet wurde, konnte eine optimale Aufnahmequalitat erreicht
werden. Hierbei generierte die Software aus den jeweiligen Lichtintensitdten, den
korrespondierenden Funktionen der Lichtmengen und den daraus berechneten Integralen
graphische Darstellungen. Anhand dieser Integrale konnte die korrekte Belichtungszeit
ermittelt und gegebenenfalls manuell nachjustiert werden. Da die CCD-Kamera mit einem
Computer verbunden war, wurden alle gewonnenen Aufnahmen digital in der Software ISIS

(Version 2.5) hinterlegt

3.4.1.2 FISH

Zur Dokumentation der FISH wurde aus repréasentativem Gewebe Bildmaterial gewonnen,
welches sowohl Zellkerne mit regularer Signalverteilung (2 rote, 2 grine Lichtsignale) als auch
Zellkerne mit divergierenden Signalmustern zeigte.

3.4.2 Bildverarbeitung und Auswertung
3.4.2.1 CGH

Die initial abgespeicherten Fluoreszenzaufnahmen wurden mittels der Software
weiterverarbeitet. Fir die einzelnen hinterlegten Graustufen berechnete die Software
Falschfarbenbilder in rot, grin und blau korrespondierend zu den verwendeten
Fluorochromen. (siehe Abb. 10). Hieraus konnte nun ein viertes Bild errechnet werden,
welches alle drei einzeln aufgenommenen Spektren Ubereinander projizierte. So diente die
DAPI-Farbung der Chromosomenidentifikation, die FITC-Farbung stellte die Tumor-DNA und
Rhodamin schlieBlich die Referenz-DNA dar. Die Regulation der Intensitaten der separaten
Fluoreszenzbilder konnte bei Bedarf automatisch Uber die Software erfolgen um die
Auswertbarkeit zu verbessern. Die Hintergrundstrahlung der einzelnen Bilder lie3 sich im

Bedarfsfall ebenfalls korrigieren.
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Abb. 10: Falschfarbenkodierte Darstellung der drei verschiedenen
Fluorochrome einer Metaphase und eines Summationsbildes der einzelnen
Farbbilder (entnommen aus: Brunner, 2000, Promotion).

Die jeweiligen Metaphasen wurden karyotypisiert. In jeder einzelnen Metaphase wurden die
Chromosomen virtuell ausgeschnitten und einzeln in ein Karyogramm eingeordnet. In die
Auswertung kamen nur eindeutig identifizierte, freiliegende und axial gespreitete
Chromosomen. Die Zuordnung erfolgte tber eine inverse Darstellung der DAPI-Farbung, die
der G-Banderung entsprach. Die im Karyogramm zugeordneten Chromosomen wurden im
Folgenden automatisch begradigt und wenn notwendig manuell in Ihrer Achse korrigiert.
Senkrecht zu dieser Mittelachse wurde die Intensitat der FITC und Rhodamin Signale fir jeden
einzelnen Pixel miteinander verglichen und in ein Verhaltnis gesetzt. Dieses Verhdltnis der
Signalintensitat wurde entlang der chromosomalen Achse als Graph neben einem Idiogramm
abgebildet (sieche Abb. 11). Die einzelnen ausgewerteten Chromosomen mehrerer
Metaphasen wurden in ihrer Lange normiert, wobei das Zentromer den Fixpunkt bildete. Die
so normierten Profile wurden nun fir alle Chromosomenpaare der 10 bis 15 Metaphasen

gemittelt und als Summenprofil neben einem Idiogramm dargestellt.

Diese Verteilung und Mittelung der einzelnen Pixel wurde errechnet und ein Konfidenzintervall,
welches 99% abdeckte, als Wahrscheinlichkeitsgrenze entlang des Profils graphisch als Linie
dargestellt. Als signifikant wurden Abweichungen vom Verhaltnisprofil (hinterlegter Mittelwert
1) erst registriert, falls die Sicherheitsgrenzen Uberschritten wurden.
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Abb. 11: Graphische Darstellung der Chromosomen. Die in ein Karyogramm
zugeordneten und fluoreszenzfarbstoffmarkierten (FITC und Rhodamin) Chromosomen
werden die Intensitdten von Rhodamin und FITC verglichen und in ein Verhaltnis zueinander
gesetzt. Diese werden graphisch entlang der Achse eines normiert dargestellten Idiogramms
als Graph abgebildet. (nach Brunner, 2000, Promotion).

Somit wurde dargestellt, auf welchen Chromosomen/ Chromosomenabschnitten, Aberrationen
der Tumor DNA vorlagen.

3.4.2.2 FISH

Hier erfolgte eine manuelle Nachbearbeitung jedes einzelnen Bildes durch Anpassung der
Kontrastwerte sowie der Farbsattigung, um die Bildqualitdt zu erhéhen. Diese Bildaufnahmen
erfolgten wahrend der Auswertung, wenn sich reprasentative Praparatareale zeigten. Die
Aufnahmen wurden dann spater unter Belassung der Originale nachbearbeitet. Die
Auswertung der FISH wurde schon behandelt (siehe Kapitel 3.3.2.4, Mikroskopie und
Auswertung und 3.3.3.7, Mikroskopie)

3.5. Statistische Auswertung

In der deskriptiven Analyse wurden die Tumoren mit Fallnummern, Alter und Geschlecht der
Patienten am OP Tag, sowie Lokalisation und Grol3e des Tumors angegeben. Die demo-
graphischen Parameter Geschlecht und Alter wurden mit Angaben von Fallzahl n, Mittelwert
und Standardabweichung, Minimum, Maximum und 95%- Konfidenzintervall beschrieben.

Die Ergebnisse zu den Gewinnen und Verlusten auf den untersuchten Chromosomen im
Rahmen der CGH erfolgten mit Angaben von Fallzahl n, sowie prozentualer Angabe.

Die im Rahmen der FISH verwendete Kontrollhybridisierung der Sonden #20cen und #20913
wurden auf Validitat geprift. Hierzu wurden jeweils die Mittelwerte, Standardabweichung und

doppelte Standardabweichung erhoben.
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4 Ergebnisse
4.1 Ergebnisse der Comparativen genomischen Hybridisierung (CGH)

4.1.1 Patienten -und Tumorkollektiv

Das mittels CGH am Universitatsklinikum des Saarlandes untersuchte Tumorkollektiv umfasst
inzwischen 35 Tumore, die von 32 Patienten stammen (Tabelle 1). Die Fallnummern 045
(Ersteingriff) sowie 058, und 059 (jeweils Revisionseingriff) sind einem einzelnen Patienten
zuzuordnen, ebenso die Fallnummern 205 (Ersteingriff, rechte Parotis) und 207 (Ersteingriff
kontralateral, linke Parotis).

Das untersuchte Gesamtkollektiv besteht aus 13 Frauen und 19 Mannern. Die Patienten waren
am Tag der OP zwischen 40 und 87 Jahre alt (Ersteingriff). Das durchschnittliche Alter betrug
60,3 Jahre = 11,0 Jahre (95% Konfidenzintervall: 56,5 — 64,2 Jahre). Frauen waren im Mittel
64,5 £ 11,9 Jahre alt, Manner 57,5 £ 9,7 Jahre.

Zwei Tumore lieRen sich nicht mittels CGH auswerten (Fallnummer 040 und 189, beides
Méanner). Somit verbleibt ein Tumorkollektiv von 33 mittels CGH-Untersuchungen
auswertbaren Tumoren, davon 13 Frauen und 17 Manner. Tabelle 3 (Seite 56) gibt einen
Uberblick tber die bereits vorliegenden 29 CGH-Ergebnisse aus einer vorliegenden Arbeit
(Sauter, 2010).

Die Voruntersuchungen von 29 CGH-Untersuchungen bei Zystadenolymphomen lagen wie
erwadhnt vor und konnten in dieser Arbeit um 4 CGH-Untersuchungen von
Zystadenolymphomen erganzt werden. Diese 4 Tumore wurden wahrend der Ausarbeitung
dieser Dissertation in der Universitatsklinik des Saarlandes in der Abteilung fur Hals-, Nasen-

und Ohrenheilkunde operiert und standen fur eine CGH-Auswertung zur Verfigung.
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4.1.2 Deskriptive Analyse der vier hinzugefliigten Tumore

Wahrend in den Tumoren 198 und 205 chromosomale Veranderungen gefunden wurden,
konnten in den Zystadenolymphomen 203 und 207 keine Gewinne oder Verluste detektiert

werden.

In Tumor 198 wurden Gewinne von #19 (#, Chromosom), #22 und dem X-Chromosom
detektiert. Des Weiteren zeigten sich Gewinne der Region 1p34.2pter des #1 und Gewinne
der Region 16p des #16. Verluste lagen auf #13 in der Region 13q vor.

In Tumor 205 wurden Gewinne von #19 und # 22 detektiert sowie Gewinne in der Region
11p11.1-p12 des #11.Verluste lagen in den Regionen 2g21.3924.3 des #2 und 4926q31.1 des
#4 vor.

Im Folgenden werden die Befunde der im Rahmen dieser Arbeit durch CGH charakterisierten
4 Zystadenolymphome tabellarisch in Tabelle 2 dargestellt (Fallnummern 198, 203, 205 und
207).

Eine detaillierte Darstellung uber Gewinne und Verluste von Banden und Sub-Banden der
jeweiligen Regionen erfolgte mittels ISCN Schreibweise (International System of Cytogenetic
Nomenclature). Gewinne sind dabei als reverse in situ hybridization enhanced (rev ish enh)
und Verluste als reverse in situ hybridization diminished (rev ish dim) definiert (Mitelman,
1995). Die erste Zahl beschreibt jeweils das Chromosom, der folgende Buchstabe p fir ,petit*
(franzosisch klein) beschreibt den kurzen Arm des Chromosoms, der Buchstabe q (q folgt im
lateinischen Alphabet auf p) beschreibt den langen Arm des Chromosoms. Die darauffolgende
Zahl grenzt, falls angegeben, die von Veranderungen betroffene Region weiter ein.
Beispielhaft etwa an Fall 205 11p11.1-p12 beschrieben: rev ish enh (Gewinne), 11
(Chromosom 11), p (kurzer Arm), 1 (Regionl), 1 (Bandel), 1(Subbandel) -p12 (bis Region 1
Bande 2).

Die Ergebnisse der chromosomalen Imbalancen nach CGH sind in Tabelle 2
zusammengefasst.
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Tabelle 2: CGH-Ergebnisse der vier hinzugefliigten Tumore mit Fallnummer und geno-
mischer Veranderung

Fall Nr. Chromosomale Imbalancen nach CGH

rev ish enh (1p34.2pter, 16p, 19, 22, X),

198+ . )
rev ish dim (13q)
203+ 46, XY
205+++ rev ish enh (11p11.1-p12, 19, 22),

rev ish dim (2921.3924.3, 4q26931.1)

207+ 46, XX

** Fall 205 Ersteingriff der rechten Parotis, Fall 207 Ersteingriff der linken Parotis

+ Im Rahmen dieser Arbeit der vorbestehenden Datenbank hinzugefiigte Ergebnisse

rev ish enh (reverse in situ hybridization enhanced), rev ish dim (reverse in situ hybridization
diminished), X (Chromosom X), Y (Chromosm Y), 46 (Normaler Chromosomensatz). Die
erste Zahl beschreibt jeweils das Chromosom, der folgende Buchstabe p beschreibt den
kurzen Arm des Chromosoms, oder der Buchstabe q beschreibt den langen Arm des
Chromosoms. Die darauf folgenden Zahlen grenzen, falls angegeben, die von
Veranderungen betroffene Region (Region, Bande und Subbande) naher ein.

4.1.2.1 Graphische Darstellung der Falle 198 und 205 in der CGH

In den beiden folgenden Abbildungen 12 und 13 sind die Ergebnisse der jeweiligen CGH
(Ratioprofile) der Falle 198 sowie 205 als Ideogramm dargestellt, um die delektierten
Veranderungen auf einen Blick visuell dazustellen. Neben den vorbefundlich durch die
vorangegangenen CGH-Untersuchungen bekannte Verédnderungen kommen als neue
Befunde Verluste der Region 13q (Fall 198), Gewinne der Region 4926931 (Fall 205) sowie
Gewinne der Region 1p34.2pter zur Darstellung.

Die erste Zahl unter jedem Chromosom gibt das Chromosom selbst an, die zweite Zahl gibt
die Anzahl der Chromosomen an, aus denen der Mittelwert fir dieses Profil errechnet wurde.
Bei den beiden hier dargestellten Ratioprofilen handelt es sich um die beiden neu
hinzugekommenen Falle, welche tber mittels CGH nachweisbare Veranderungen verfugten.
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Abb. 12: CGH-Ratioprofil des Tumors Nr. 198. Grine Balken reprasentieren
Gewinne, rote Balken Verluste der entsprechenden Region. Die erste Zahl bezeichnet
das Chromosom, die Zahl in Klammern die Anzahl der Chromosomen aus welchen
der Mittelwert des jeweiligen Profils errechnet wurde.
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Abb. 13: CGH-Ratioprofil des Tumors Nr. 205. Grine Balken reprasentieren
Gewinne, rote Balken Verluste der entsprechenden Region. Die erste Zahl bezeichnet

das Chromosom, die Zahl in Klammern die Anzahl der Chromosomen aus welchen
der Mittelwert des jeweiligen Profils errechnet wurde.
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4.1.3 Ubersicht tiber das Gesamtkollektiv

4.1.3.1 Analyse des Gesamtkollektivs

Die mittels CGH-Analysen delektierten chromosomalen Verédnderungen von n=33
Zystadenolymphomen zeigten eine Vielzahl chromosomaler Gewinne und Verluste. Gewinne
wurden auf insgesamt 19 von 24 Chromosomen detektiert. Vor allem auf #19 und dem X-
Chromosom waren deutliche Gewinne feststellbar. Chromosom 19 wies bei 10 Tumoren
Gewinne auf (30%). Bei 8 von den 33 untersuchten Tumoren (24%) waren Gewinne auf dem

X-Chromosom feststellbar.

Gewinne lagen bei den Chromosomen: #1, #2, #3, #4, #5, #6, #7, #8, #10, #11, #12, #13, #15,
#16, #17, #19, #20, #22 und dem X-Chromosom vor. Auf den Chromosomen #9, #14, #18,

#21 und dem Y-Chromosom konnten keine Gewinne dargestellt werden.

Verluste wurden bei insgesamt 22 von 24 Chromosomen beobachtet. Vor allem auf den
Chromosomen #8, #9 und #16 waren diese ausgepragt. Auf #8 hatten 10 von den 33
untersuchten Tumoren Verluste zu verzeichnen (30%). Bei 12 Tumoren lagen Verluste auf #9
vor (36%) und bei 8 Tumoren auf #16 (24%). Auf #1 konnte ein Verlust bei 7 (21%), auf #22
bei 6 (18%) Tumoren dargestellt werden. Des Weiteren konnten Verluste auf den
Chromosomen: #2, #3, #4, #5, #7, #8, #10, #11, #12, #13, #14, #15, #17, #18, #19, #20, #21,
#22 und dem Y-Chromosom dargestellt werden. Auf#6 und dem X-Chromosom konnten keine
Verluste festgestellt werden.

In folgender Tabelle ist das Gesamtkollektiv der mittels CGH untersuchten Tumore dargestellt
(Tabelle 3). Die Beschreibung ist analog zur detaillierten Beschreibung von Tabelle 2 unter

Kapitel 4.1.2 (Deskriptive Analyse der vier hinzugeftigten Tumore).
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Tabelle 3: CGH-Ergebnisse des Gesamtkollektivs mit Fallnummer und genomischer Veréanderung

Fall Nr. Chromosomale Imbalancen nach CGH

rev ish enh (3q11g21, 4928q31, 6q11g16, 12q11913),

033 rev ish dim (22q11g12)

036 rev ish enh (3q11g13.3, 4026031.3, 8q13g22, 13914q922)

040 n.d.

043 46, XX

045* rev ish enh (5914923, 60921q22)

048 rev ish enh (13g22qter)

055 46, XY

058a* rev ish enh (Xq), rev ish dim (Y)

059b* rev ish dim (4p15.1p15.3)

064 rev ish dim (8q24.1qter, Y)

067 rev ish dim (5p14)

rev ish enh (4911913.1, 12911q12)

075
rev ish dim (1p33p36.1, 16p11.1p12)

078 rev ish enh (2032.1933, 3925.3926.3, 4pllpl4, 4911g21.3),
rev ish dim (15921.1q22.3, 16p13.1pter, 22911.1q13.1)
rev ish enh (5p11p14, 59q11g23.3, 6q11922.1, X)

088 rev ish dim (3p24.3pter, 5934qter, 7933qter, 8p23.1pter, 9932934.1, 11g23.1qter,
12q24.2qter, 13q32qter, 15q21.1qter, 16p12pter, 16g23qter, 17, 18q, 19q13.3qter, 20q,
21g22.1qter, 22q12.2qter)
rev ish enh (3911.2913.3, 4911922, 6912921, 13q14.3922),

099 rev ish dim (8p23.1pter, 9932934.1, 10g26.1qter, 11q23.3qter, 12q24.2qter, 14q21qter,
15q23qter, 16q22qter, 17p, 20q13.2qter,
22911.1q13.2)
rev ish enh (19p, X),

100 rev ish dim (1p34.1p36.2, 1921.2923, 1932.1q41, 2p16p23, 8p21.3pter, 8921.3923,
9922.1933, 10g22.1q24.1, 11q14.1922.1, 15¢921.1q25,
16p11.2p13.1, 18q12.1921.3, 20q, 22)

i rev ish enh (7q11.1931.2, 10921.2922.2, 13q14.1q22)
rev ish dim (1g4lqter, 8p22pter, 16p)
rev ish enh (17921.2922, 19),

108 (17921.2q )

rev ish dim (5q34qter, 9p23pter, 13q34qter)
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Fall Nr. Chromosomale Imbalancen nach CGH
rev ish enh (X),
126 rev ish dim (3q27qter, 4pl6pter, 8p22pter, 9931934.1, 16pl2pter, 17pl3pter,
21q22.3qter)
rev ish enh (19, X),
133 rev ish dim (8p23.1pter, 9p23pter, 11q24qter)
rev ish enh (12p11p12.1)
138 rev ish dim (2911.1q14.3, 3q28qter, 8p21.3pter, 15q21.3qter, 22q11.1912.3)
140 rev ish enh (19)
rev ish enh(19p, X),
149 rev ish dim (2912923, 8p23.1pter)
rev ish enh (15921.2924, 17, 19, 20q, 22912.3qter),
153 | 1oy ish dim (2921.1924.2, 8p23.1pter, 9p)
rev ish enh (1p33pter, 17plipter, 19, 20q11.1q13.1, 22q, X),
157 rev ish dim (9p22pter, 13q33qter, 20p13pter)
rev ish enh (1p32.3pter, 19p, 22q12.2qter),
= rev ish dim(3g28qter, 4q33qter, 5914921, 9p11p13, 9p23pter)
rev ish enh (1p34.1pter, 19, 20),
159 | rev ish dim (41q43qter, 9p)
164 rev ish dim (9p11p21)
189 n.d.
190 rev ish dim (1p22.1p31.1, 10g24.3qter)
196 rev ish dim (17p)
Im Rahmen dieser Arbeit charakterisierte Tumore:
rev ish enh (1p34.2pter, 16p, 19, 22, X),
198+ 1 1oy ish dim (13q)
203+ 46, XY
rev ish enh (11p11.1-p12, 19, 22),
205**+ . .
rev ish dim (2921.3q24.3, 4q26q31.1)
207**+ | 46, XX

n.d.: nicht durchfthrbar, Fallnummern,

Falle 033-196 entnommen wie erwahnt aus Sauter, 2010, Promotion

* Fall 045 Ersteingriff, die Falle 058a und 059b Revisionseingriffe

** Fall 205 (Ersteingriff, rechte Parotis) und 207 (Ersteingriff kontralateral, linke Parotis)
+ Im Rahmen dieser Arbeit charakterisierte Tumore.
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Die nachfolgende Ideogrammdarstellung (siehe Abb.14) fasst die Ergebnisse der
durchgefiihrten CGH-Untersuchungen im graphischen Uberblick zusammen. Veranderungen,
die sowohl den p-Arm als auch den g-Arm eines Chromosoms betreffen, sind nur als eine
Veranderung illustriert. Wahrgenommene chromosomale Gewinne und Verluste im

Zystadenolymphom kommen so in der Gesamtheit zu Darstellung.
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Abb. 14: Ideogramm der untersuchten Zystadenolymphome (n=33);
rote Balken links: Verluste; griine Balken rechts: Gewinne
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Eine weitere Darstellung der Ergebnisse erfolgt in Tabelle 4 und der Abbildung 15. Wahrend
die Tabelle 4 eine prézise Darstellung der numerischen Veranderung gibt, kénnen in Abbildung
15 auf einen Blick die prozentualen Beobachtungen von chromosomalen Verdnderungen
erfasst werden. Gewinne, die mehr als 20 % der Tumore des untersuchten Kollektivs betrafen,
fanden sich auf den Chromosomen #19 und dem X-Chromosom. Verluste, die mehr als 20%
der Tumore des untersuchten Kollektivs betrafen, fanden sich auf den Chromosomen #1, #8,
#9 und #16. Das Chromosom 20 wies sowohl Gewinne als auch Verluste auf.

Tabelle 4: Uberblick der Gewinne und Verluste inder CGH der untersuchten Zystadenolymphome
(n=33)

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

Gewinne bei n
Tumoren /
in %

4/ 1/ 4/ 5/ 2/ 4/ 1/ 1/ o/ 1/ 1/ 3/
121 30 121 152 61 121 3,0 3,0 0 30 30 91

Verluste bei n
Tumoren /
in %

71 5/ 4/ 4/ 4/ 0/ 1/ 10/ 12/ 3/ 4/ 2/
21,2 152 12,1 12,1 121 0 30 303 364 91 121 61

Chromosom # | 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 X Y

Gewinne bei n
Tumoren /
in %

4/ 0/ 1/ 1/ 3/ o/ 10/ 3/ 0/ 5/ 8/ 0/
12,1 0 30 30 91 0 30,3 91 0 15,2 24,2 0

Verluste bei n
Tumoren /
in %

4/ 1/ 5/ 8/ 4/ 2/ 1/ 4/ 2/ 6/ 0/ 2/
12,21 3,0 152 242 121 61 30 121 6,1 182 0 6,1
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B Gewinne (%) M Verluste (%)

Abb. 15: Prozentuale Angaben zu den Gewinnen und Verlusten auf den jeweiligen Chromosomen
in Zystadenolymphomen (n = 33)
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4.1.3.2 Spezifische Veréanderungen und Konsensusregionen

Besonderes Augenmerk galt in dieser Promotionsarbeit der Region 20q, da bereits mehrere
Amplifikationen der Region #2013 bei Tumoren, wie z.B. der Brust (Courjal und Mitarb., 1997)
oder des Ovars (Sonoda und Mitarb., 1997), beobachtet wurden.

Im Rahmen dieser Untersuchung war die Region 20q in 3 von 33 Fallen von Verlusten

betroffen (9%) und in 2 von 33 Fallen von Gewinnen (6%).

Betrachtet man die Ergebnisse der CGH auf dbereinstimmende Veranderungen in
unterschiedlichen Tumoren Uber die Region #20g.13 hinaus, so ergeben sich mehrere

interessante Konsensusregionen.

Etwa die Tumore 153, 157 und 158 wiesen ein &hnliches Profil auf. Diese drei Falle zeigten
Verluste der Region 8p23.1pter und 9p23. Weiterhin konnten in diesen Tumoren Gewinne auf
17p, 20 und 229 nachgewiesen werden, also in 3 von 33 Fallen (9%). Im Ubrigen
Tumorkollektiv wurden jedoch ausschlieBlich Verluste dieser chromosomalen Regionen
beobachtet.

Ebenso auffallend ist, dass sich bezogen auf ihre chromosomalen Veranderungen, die Tumore
088 und 099 fast identisch verhielten. So wiesen sie &hnliche bzw. gleiche Veranderungen mit
Verlusten in den Regionen 8p23, 17p, 11923, 12924, 15g21iqter, 16922, 20g13.2 und
22011.1913.2 und einem Gewinn in 6g11q12 auf.

Als weitere interessante Regionen stellten sich 6g mit ausschlie3lich Gewinnen in 6 von 33
Fallen (18%), 4q mit zwei Verlusten in 2 von 33 Fallen (6%) und funf Gewinnen in 5 von 33
Fallen (15%) dar.

In den Regionen 8p und 9p lagen ausschliel3lich Verluste in 8 von 33 Fallen (24%) vor. Ebenso
fanden sich in der Region 11q ausschlie3lich Verluste vor in 4 von 33 Fallen (12%).

Des Weiteren bestehen interessante Veranderungen auf den Chromosomen 17, 20 und 22,
hier konnten sowohl Gewinnen als auch Verluste detektiert werden. Diese bestanden in 17p,
20q, sowie 22g.
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4.2 Ergebnisse der Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH)
4.2.1 Patienten- und Tumorkollektiv

Im Rahmender FISH wurden Tumorgewebeschnitte von 28 Zystadenolymphomen untersucht.
Die Tumoren mit der Fallnummer 043, 107, 108, 126, 196, 198, 203 und 205 waren aufgrund
von mangelhafter Gewebsqualitat der Tumorproben nicht auswertbar, dementsprechend
konnten 20 Tumore mittels FISH ausgewertet werden. Diesen stammten von 8 Frauen und 12
Méannern.

4.2.2 Ergebnisse der Kontrollhybridisierungen

Zur Sondentestung wurden Kontrollhybridisierungen an gesundem mannlichen (m)
Spendergewebe (Lymphozyten) durchgefihrt. Hierdurch konnten Aussagen dber die
Stringenzbedingungen sowie die Detektionssysteme getroffen werden. Hierzu wurden jeweils
200 Interphasekerne ausgewertet (siehe Tabelle 5). Hieraus ergaben sich dann die Spezifitét,
sowie die Standartabweichungen der jeweiligen Sonde (Tabellen 5 und 6).

Die Spezifitat der zentromerspezifischen Sonde #20 betragt demnach 87,25% im Mittel, die
der lokusspezifischen Sonde #2013 im Mittel 95,25% (siehe Tabelle 5).

Tabelle 5: Sondentestung durch Kontrollhybridisierungen mit Signalverteilung in %

Kontroll- Geschlecht/ Anzahl der Signale in % Anzahl der Signale in %
geWebe Alter #20cen #20q 13
1 Signal: 15,5% 1 Signal: 6%
L hozyten, _ ) _
LS e m /36 2 Signale: 83,5% 2 Signale: 94%
Kontrolle 1 . . Mo
3 Signale: 1% 3 Signale: 0%
1 Signal: 6,5% 1 Signal: 2,5%
L h ; .
ymphozyten, m /36 2 Signale: 91% 2 Signale: 96,5%
Kontrolle 2 3 Sianale: 19
3 Signale: 2,5% ignale: 1%

m (Mann), #20cen (Chromosom 20 Zentromer), #20q13 (Chromosom 20 Region q13), Angabe der
jeweiligen Signalverteilung in %
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Die bestimmten Mittelwerte und Standardabweichungen sowie die sich daraus ergebenden

doppelten Standartabweichungen sind in Tabelle 6 zusammengefasst.

Tabelle 6: Mittelwerte und Standardabweichungen der Kontrollhybridisierungen

Anzahl der Signale in %
Sonde fur

1 Signal 2 Signale 3 Signale

Mw 11 87,25 1,75

# 20cen Std 6,36 5,3 1,06
Mw + 2 Std 0,0 - 23,72 76,65 - 97,85 0,0 - 3,87

Mw 4,25 95,25 0,5

# 20013 Std 2,47 1,77 0,71
Mw + 2 Std 0,0-9,19 91,71 - 98,79 0,5-1,92

#20cen (Chromosom 20 Zentromer), #20gq13 (Chromosom 20 Region q13), Mw (Mittelwert), Std
(Standardabweichung)

Aufgrund dessen werden Signalverluste bzw. Signalgewinne erst tiber dem entsprechenden
erhobenen Mittelwert in Addition mit ihrer jeweiligen zweifachen Standardabweichung
gewertet. Diese ergeben sich fir die Sonden folgendermaf3en:

- als signifikant fir Sonde #20cen gewertet wurden:
Verluste ab: 24% (11% + 12,72%=23,72%)
Gewinne ab: 4% (1,75% + 2,12%=3,87%)
- als signifikant fir Sonde #2013 gewertet wurden:
Verluste ab: 10% (4,25% + 4,94%= 9,19%)

Gewinne ab: 2% (0,5% + 1,42%-= 1,92%)
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In Abbildung 16 wird beispielhaft ein Interphasekern und eine Mitose in der Ansicht unter dem
Fluoreszenzmikroskop gezeigt. Es liegt hier eine Doppelhybridisierung der zentromer-
spezifischen Sonde #20cen (direkt markiert FITC - grin) und der lokusspezifischen Sonde
#2013 (direkt markiert CY3 - rotorange) vor.

Abb.16: Doppelhybridisierung der zentromerspezifischen Sonde
#20cen (direkt markiert FITC - grtn) und der lokusspezifischen
Sonde #20q13 (direkt markiet CY3 - rotorange) markiert an
Interphasekern und Mitose. Die Gegenfarbung erfolgte mit DAPI.
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4.3 Ergebnisse der FISH an Tumorproben
4.3.1 Ergebnisse der zentromerspezifischen Sonde fir Chromosom 20 (#20cen)

Die Auswertung der Ergebnisse der FISH, unter der Beriicksichtigung der
Kontrolluntersuchungen, zeigte in 80% (16/20) der untersuchten Zystadenolymphome eine
Monosomie von Chromosom 20. Der prozentuale Anteil der betroffenen Zellkerne variierte
hierbei bei den einzelnen Zystadenolymphomen zwischen 25% und 74% der ausgewerteten

Zellkerne.

In 35% (7/20) der Falle zeigten bis zu 30% der Zellkerne diese Veranderung. In 20% der
Tumore (4/20) bestand eine Monosomie von Chromosom 20 in bis zu 50% der Zellkerne.
Darliber hinaus wurden in 25% (5/20) der untersuchten Tumore mehr als 50% Monosomien
von Chromosom 20 nachgewiesen (Tumore: 040, 100, 153, 157, 159), wobei Tumor 159 in
74% seiner Zellkerne eine Monosomie aufwies und damit am haufigsten von dieser Aberration
betroffen war. Nullisomien von Chromosom 20 wurden nicht beobachtet.

Eine Trisomie 20 konnte in 2 Fallen (Tumoren 067 und 133) in 4% der Zellkerne beobachtet
werden. Interessanterweise lagen diese chromosomalen Gewinne in Fall 067 neben
Zellkernen miteiner Monosomie 20 vor. Eine Tetrasomie 20 konnte in keinem der untersuchten
Tumore beobachtet werden.

Trisomien von Chromosom 20 wurden in 10% (2/20) der Félle in den Tumoren 067 und 133
knapp oberhalb der Signifikanzgrenze nachgewiesen. In beiden Tumoren waren 4% der
Zellkerne von dieser Aberration betroffen. Hierbei ist interessant, dass nur bei Tumor 067
gleichzeitig sowonhl signifikante Monosomien als auch signifikante Trisomien von Chromosom
20 nachgewiesen werden konnten. Diese Ergebnisse sind in der folgenden Abbildung 17

dargestellt.
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Abb. 17: Graphische Darstellung der Aberrationen der zentromerspezifischen
Sonde fur Chromosom 20.

Balken: Blau: Nullisomie, Rot: Monosomie 20, Griin: Trisomie 20

Linien (Wertungsgrenzen): grin: Gewinne, blau: Verluste
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4.3.2 Ergebnisse der lokusspezifischen Sonde #20q13

Unter Berlcksichtigung des in den Kontrollhybridisierungen ermittelten Signifikanzgrenze
zeigten sich in 90% (18/20) der Féalle Monosomien der Region #20q13. Diese Aberration betraf
in 45% (9/20) der Tumore bis zu 20% der Zellkerne. 35% der Falle (7/20) wiesen heterozygote
Verluste bis zu maximal 40% der Zellkerne auf.

Mehr als 40% der Zellkerne waren von einem heterozygoten Verlust der Region #2013 in
10% (2/20) der Tumore betroffen (Tumor 088 und 100). Das Maximum an heterozygoten
Verlusten der Region #20913 lag in Tumor 088 mit 61% betroffener Zellkerne vor. Homozygote

Deletionen der Region #20q13 wurden nicht beobachtet.

Signifikante Gewinne von #2013 lagen in 25% (5/20) der untersuchten Tumore vor. Gewinne
im Bereich bis 10% lagen in 20% (4/20) der Tumore vor, wobei hier 3-7% der Zellkerne von
dieser Aberration betroffen waren.

Hervorzuheben ist Tumor 153, der in 23% seiner Zellkerne Gewinne der Region #20g13
aufwies und somit aus dem Gesamtkollektiv herausragt. Des Weiteren lag in diesem Fall
zusétzlich ein geringer Prozentsatz an heterozygoten Verlusten in 10% der untersuchten
Zellkerne vor. Auffallend sind auch die Tumoren 045 und 099, die als einziger Tumore keine
signifikante Anzahl an heterozygoten Verlusten zeigen. Diese Ergebnisse sind in der
folgenden Abbildung 18 dargestellt.
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Abb. 18: Graphische Darstellung der Aberrationen der lokusspezifischen Sonde fir
Region #20q913.

Balken: Blau: homozygote Deletion, Rot: heterozygote Deletion, Griin: Gewinn der Region
#20q13 (3 Kopien)

Linien (Wertungsgrenzen) grin: Gewinne, blau: Verluste
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4.3.3 Gesamtuberblick tber die Ergebnisse der FISH

Mit der zentromerspezifischen Sonde fur #20 sowie einer lokuspezifischen Sonde fir Region
#20913 konnten Tumorgewebeschnitte von 20 Zystadenolymphomen ausgewertet werden.
Die einzelnen Ergebnisse der FISH zu der zentromerspezifischen Sonde fur #20 sowie der
#20013 werden im Kapitel 4.3.1
zentromerspezifischen Sonde fur Chromosom 20) und Kapitel 4.3.2 (Ergebnisse der

Sonde (Ergebnisse  der

lokusspezifischen

lokusspezifischen Sonde #20q13) erlautert. In Tabelle 7 werden die Ergebnisse der FISH an

Tumorgewebeschnitten von 20 Zystadenolymphomen zusammenfassend dargestellt.

Die mittels unterstrichener Kursivschrift hervorgehobenen Daten der folgenden Tabelle 7
beinhalten die nach statistischer Auswertung erhaltenen signifikanten Gewinne bzw. Verluste
der eingesetzten Proben.

Tabelle 7: Ergebnisse der FISH-Untersuchungen

Geschlecht | Lokalisation/ | Anzahl der Signalein % | Anzahl der Signale in %
Fall Nr. | Alter bei OP | Gréte [cm]
OP-Datum #20cen #2013
0 Signale: 0% 0 Signale: 1%
033 w| 79| KA. 1 Signal: 26% 1 Signal: 37%
03.07.2000 2 Signale: 74% 2 Signale: 62%
3 Signale: 0% 3 Signale: 0%
0 Signale: 0% 0 Signale: 0%
040 m | 63 | L- 1 Signal: 65% 1 Signal: 20%
24.08.2000 2,8x2x2 2 Signale: 35% 2 Signale: 79%
3 Signale: 0% 3 Signale: 1%
w| 53| L-
043 28.08.2000 7,5%4,5%2,5 n-a.
0 Signale: 0% 0 Signale: 0%
045 m | 58 | R- 1 Signal: 28% 1 Signal: 5%
22.09.2000 1,3x1x1 2 Signale: 72% 2 Signale: 91%
3 Signale: 0% 3 Signale: 4%
0 Signale: 0% 0 Signale: 0%
048 m | 50 | R- 1 Signale: 40% 1 Signal: 14%
27.10.2000 4x2,7x1,3 2 Signale: 58% 2 Signale: 83%
3 Signale: 2% 3 Signale: 3%
0 Signale: 2% 0 Signale: 0%
o m |51 | R- 1 Signal: 17% 1Signal: 10%
30.03.2001 5x3x2,5 2 Signale: 80% 2 Signale: 89%
3 Signale: 1% 3 Signale: 1%
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Geschlecht |

Lokalisation/

Anzahl der Signale in %

Anzahl der Signale in %

Fall Nr. | Alter bei OP | GroRk
OP-Datum roRe [cm] #20cen #2013
0 Signale: 0% 0 Signale: 0%
067 m | 57 | R- 1 Signal: 30% 1 Signal: 13%
03.05.2001 5,5%x4,5x2,5 2 Signale: 66% 2 Signale:81%
3 Signale: 4% 3 Signale: 6%
0 Signale: 0% 0 Signale: 0%
075 w| 87| L- 1 Signal: 28% 1 Signal: 30%
13.12.2001 2,5x3x1,5 2 Signhale: 72% 2 Signale: 70%
3 Signale: 0% 3 Signale: 0%
0 Signale: 0% 0 Signale: 0%
078 w| 63| L- 1 Signal: 25% 1 Signal: 15%
29.01.2002 4,5x4x2,5 2 Signale: 75% 2 Signale: 85%
3 Signale: 0% 3 Signale: 0%
0 Signale: 1% 0 Signale: 1%
088 m | 63 | R- 1 Signal: 14% 1 Signal: 61%
17.07.2002 Ca.3x3x3 2 Signale: 84% 2 Signale: 37%
3 Signale: 1% 3 Signale: 1%
0 Signale: 0% 0 Signale: 0%
099 w | 46 | R- 1 Signal: 14% 1 Signal: 9%
12.11.2002 2,8x3,2x1,3 2 Signale: 86% 2 Signale: 90%
3 Signale: 0% 3 Signale: 1%
0 Signale: 0% 0 Signale: 2%
100 m | 65 | L- 1 Signal: 51% 1 Signal: 54%
14.01.2003 7x4,2x2,3 2 Signale: 49% 2 Signale: 44%
3 Signale: 0% 3 Signale: 0%
w| 62 | L-
107 .a.
0 26.08.2003 3x2x1,5 n-a
w | 80 | R-
1 .a.
08 05.05.2003 OxX8x6 n-a
m | 58 | R-
126 17.02.2004 5,5x3x2,5 n-a
0 Signale: 0% 0 Signale: 0%
133 m | 46 | R- 1 Signal: 14% 1 Signal: 28%
09.06.2004 8,5x5x2 2 Signale: 82% 2 Signale: 70%
0 Signale: 0% 0 Signale: 0%
138 m |63 | L- 1Signal: 28% 1Signal: 12%
19.11.2004 5x2,7x2 2 Signale: 72% 2 Signale: 87%

3 Signale: 0%
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Geschlecht | Lokalisation/ | Anzahl der Signalein % | Anzahl der Signale in %
Fall Nr. | Alter bei OP | GroRk
OP-Datum roRe [cm] #20cen #2013
0 Signale: 0% 0 Signale: 0%
153 w| 63| L- 1 Signal: 55% 1 Signal: 10%
06.06.2005 5,6x4,8x1,9 2 Signale: 44% 2 Signale: 67%
3 Signale: 1% 3 Signale: 23%
0 Signale: 2% 0 Signale: 1%
157 w| 72| R- 1 Signal: 69% 1 Signal: 21%
23.06.2005 6x5,2x1,5 2 Signhale: 29% 2 Signale: 79%
3 Signale: 0% 3 Signale: 0%
0 Signale: 0% 0 Signale: 1%
158 w | 56 | L- 1 Signal: 40% 1 Signal: 19%
27.06.2005 5,5x2,9x2,5 2 Signale: 58% 2 Signale: 73%
3 Signale: 2% 3 Signale: 7%
0 Signale: 1% 0 Signale: 0%
159 m | 67 | L- 1 Signal: 74% 1 Signal: 22%
29.06.2005 4,5x3,1x1,4 2 Signale: 25% 2 Signale: 76%
3 Signale: 0% 3 Signale: 2%
0 Signale: 2% 0 Signale: 0%
189 m | 42 | R- 1 Signal: 25% 1 Signal: 12%
20.01.2006 5,2x3,7x2,1 2 Signale: 73% 2 Signale: 86%
3 Signale: 0% 3 Signale 2%
0 Signale: 3% 0 Signale: 0%
190 m | 52 | L- 1 Signal: 31% 1 Signal: 22%
31.01.2006 8,9x5,2x4,5 2 Signale: 66% 2 Signhale: 78%
3 Signale: 0% 3 Signale: 0%
w| 65| L-
196 03.03.2006 | 5,4x3,5x2,5 n-a
m|78 | L-
198 28.06.2006 2,5x2x1,5 n-a.
m|72 | L-
203 28.08.2006 | 9,5x5,4x4,2 n-a
w| 57| R-
20 04.09.2006 2x1,9x1,4 n-a
0 Signale: 1% 0 Signale: 1%
207 w | 58 | L- 1Signal: 31% 1Signal: 24%
17.01.2007 3,2x4x2,4 2 Signale: 67% 2 Signale: 74%
3 Signale: 1% 3 Signale: 1%

n.a.. Nicht auswertbar, w: weiblich, m: mannlich, L; Links, R: Rechts, die mittels unterstrichener
Kursivschrift hervorgehobenen Daten der Tabelle beinhalten die nach statistischer Auswertung

erhaltenen signifikanten Gewinne bzw. Verluste der eingesetzten Proben.
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4.3.4 Korrelation der Sondenergebnisse

In 75% der Tumoren (15/20) zeigte sich, dass Verluste der Zentromerregion von #20 und der

Region #20g13 gemeinsam auftraten, d.h. der lange Arm von Chromosom 20 deletiert war.

In 50% (10/20) der mit der lokusspezifischen Sonde #20g13 untersuchten Tumore betrugen
die heterozygoten Verluste 20%. Mit der zentromerspezifischen Sonde #20 wurden in diesen
Fallen ebenfalls in 80% (8/10) Monosomien in Uber 24% der Zellkerne erfasst.

Daruber hinaus zeigten 5/20 Tumore einen Verlust der Zentromerregion von #20, in Uber 50%
der Zellkerne, in denselben Tumoren wurden in 100% der Falle (5/5) auch heterozygote
Verluste von #2013 Uber 10% dargestellt.

Die lokusspezifische Sonde fir #20q13 detektierte in 90% der Tumore (18/20) heterozygote
Verluste Uber 10%. Die zentromerspezifische Sonde #20 detektierte in 80% der Tumore

(16/20) Monosomien in Uber 24% der ausgewerteten Zellkerne.

Waéhrend in 20% (4/20) der Tumore (Fall 075, 100, 190 und 207) die heterozygoten Verluste
bzw. Monosomien in einer vergleichbaren Haufigkeit von Zellkernen beobachtet wurden,
zeigten die Ubrigen Tumoren eine hoéhere Monosomie von #20cen im Vergleich zur
heterozygoten Deletion von #20q13.

Demgegentber zeigten 3 Tumore (Fall 033, 088 und 133) eine hohe Anzahl an heterozygoten
Verlusten von #20q13, die nicht mit vergleichbar hohen Verlusten von #20cen gemeinsam

auftrat.

In 10% (2/20) der Tumoren konnten Trisomien der Zentromerregion mit 4% der Zellkerne direkt
an der Wertungsgrenze der Sonde detektiert werden (Tumor 067 und Tumor 133). In beiden
Féllen lagen auch heterozygote Gewinne von #20qg13 vor: In Tumor 133 mit 4% der Zellkerne
und in Tumor 067 mit 6% der Zellkerne.

In 40% (8/20) der Tumore wurden heterozygote Gewinne uber 2% der Zellkerne von #20q13
detektiert. In Tumor 153 mit 23% der Zellkerne, im Tumor 067 in 6% der Zellkerne und in
Tumor 158 in 7% der Zellkerne wurden die héchsten Werte ermittelt. In den folgenden
Tumoren jeweils knapp an der Wertungsgrenze waren: 045 (4%), 048 (5%) und 159 sowie 189

jeweils in 2%.

Exemplarisches Bildmaterial zur Veranschaulichung der Auswertung der Praparate unter dem

Fluoreszenzmikroskop ist in den nachfolgenden Abbildungen 19, 20, 21 und 22 dargestellt.
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Ab. 19:
Fluoreszenzaufnahme mit
simultaner Darstellung
von #20cen (direkt FITC-
grin markiert) und #20913
(direkt Cy3-rotorange mar-
kiert) am Tumorgewebs-
schnitt von Tumor Nr. 048
(Olympus BX60 Mikroskop),
3 Signale fir #20913, 1
Signal fur #20cen (mit Pfeil
markiert)

Abb. 20:
Fluoreszenzaufnahme mit
simultaner Darstellung

von #20cen (direkt FITC-
grin markiert) und #20q13
(direkt Cy3-rotorange mar-
kiert) am Tumorgewebs-
schnitt von Tumor Nr. 157
(Olympus BX60 Mikroskop),
2 Signale fur #20913, 1
Signal fur #20cen. (mit Pfeil
markiert)



73

Abb. 21:

Fluoreszenzaufnahme mit
simultaner Darstellung
von #20cen (direkt FITC-
grin markiert) und #20q13
(direkt Cy3-rotorange mar-
kiet) am Tumorgewebs-
schnitt von Tumor Nr. 158
(Olympus BX60 Mikroskop)
(mit  Pfeil markiert) Der
Schnitt  verdeutlicht  die
Schwierigkeit des Abschét-
zens des Pepsinverdaus.
Mittig und unten im Bild
genlgend verdautes Areal,
links und oben und rechts
nicht ausreichend verdauter
Bereich.

Abb. 22:
Fluoreszenzaufnahme mit
simultaner Darstellung

von #20cen (direkt FITC-
grin markiert) und #20q13
(direkt Cy3-rotorange mar-
kiert) am Tumorgewebs-
schnitt von Tumor Nr. 200
(Olympus BX60 Mikroskop).
Der Schnitt zeigt einen gut
auswertbaren Bereich von
Zellkernen mit 2 Signalen
#20913 und 1 Signal von
#20. (schwarze Pfeile). Des
Weiteren einen Zellkern mit
jeweils 1 Signal von #20q13
und 1 Signal von #20cen.
(weiBer Pfeil). Auch gut zur
Darstellung  kommt hier
bindegewebereiches Areal
dieses Zystadenolymphoms
oben links.



4.4 Korrelation der CGH-Ergebnisse zur FISH

Wie unter Kapitel 4.1 (Ergebnisse der Comparativen genomischen Hybridisierung) erwahnt
wurden die Zystadenolymphome mit den Fallnummern von 033 bis 196 (29 auswertbare Félle)
von Sauter mittels CGH im Rahmen einer vorangegangenen Arbeit (Sauter, 2010) untersucht
und die Tumore mit den Fallnummern 198 bis 207 (4 Falle) im Rahmen dieser Arbeit

hinzugefugt.

In 28 Fallen wurde eine FISH durchgefihrt, welche in 20 Fallen (71%) auswertbar war. In 5
Fallen lagen in der CGH Veranderungen vor, welche mittels der angewandten Sonden in der

FISH weiter zu untersuchen waren. Diese sind nachfolgend in Tabelle 8 dargestellt.

Dabei konnten die in der CGH erhobenen Befunde in 3 Féllen (088, 100 und 153) bestéatigt
werden. Die Falle 088 und 100 wiesen in der CGH Verluste von #20q auf, welche sich in einer
heterozygoten Deletion von #20913 in 61% der untersuchten Zellkerne (Tumor 088) bzw. 54%
der untersuchten Zellkerne (Tumor 100) in der FISH bestétigte.

Dariber hinaus konnte der in der CGH gezeigte Befund in Tumor 153 von einem Gewinn auf
#20q durch die in der FISH gezeigten Gewinne von #20q13 in 23% der ausgezahlten Zellkeren

bestétigt werden.

In zwei Fallen (099 und 159) bestatigten sich die Ergebnisse der CGH nicht in der FISH. In
Tumor 099 waren in der CGH Verluste in #20q13.2qter detektiert worden, in den mittels FISH
untersuchten Zellkernen lagen die Verluste jeweils knapp unterhalb der jeweiligen
Signifikanzschwelle der beiden Sonden: im Fall der lokusspezifischen Sonde fir #20913 in 9%
(1 Signal) der ausgewerteten Zellkerne (Signifikanzschwelle 10%) und fir die Sonde #20cen

in 14% (1 Signal) der ausgewerteten Zellkerne (Signifikanzschwelle 24%).

In Tumor 159 waren in der CGH Gewinne auf Chromosom 20 detektiert worden, dies bestatigte
sich in den mittels FISH untersuchten Zellkernen nicht. Es zeigten sich heterozygote
Deletionen von Region #20q13 in 22% der untersuchten Zellkerne, sowie Monosomien von

#20cen in 74% der untersuchten Zellkerne.

Angegeben sind in Tabelle 8 die Fallnummer und die genomischen Veranderungen des
jeweiligen Tumors, welche mittels ISCN Schreibweise beschrieben wurden. Gewinne sind
dabei als reverse in situ hybridization enhanced (rev ish enh) und Verluste als reverse in situ
hybridization diminished (rev ish dim) definiert. Die genaue Nomenklatur wurde in Kapitel 4.1.2

(Deskriptive Analyse der vier hinzufiigten Tumore) erlautert.
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Beispiel: Tumor 088 verzeichnet auf dem Chromosomenarm 20q einen Verlust bei der CGH

(rev ish dim). In der FISH zeigte sich dabei auf dem Chromosomenabschnitt #20q13 bei 61%

der untersuchten Tumorzellen nur 1 Signal und auf #20cen bei 14% der untersuchten Zellen.

Tabelle 8: Vergleich von CGH und FISH

Verluste Gewinne
GCH FISH GCH FISH
Fall Nr. Verluste 1 Signal %fgitsir:arlnit Gewinne 3 Signale O/géin;ﬁ!mmnit
SERFAEE
099 | 20q13.2qter ’zg‘géﬁ 194 - - 0
NENFE R
153 . ﬁg‘gii ég 209 #20q13 23
159 . ﬁgﬂ ii ?i 20 #20q13 2
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5 Diskussion
5.1 Materialdiskussion

5.1.1 Kontrollgewebe: Lymphozyten

Bei vielen experimentellen Arbeiten stellt sich das Problem der Testung von Sonden bzw.
Methoden im Allgemeinen in Bezug auf ihre Zuverlassigkeit und Verhalten an unverandertem
Gewebe. Nur dadurch wird es mdglich, die Ergebnisse an Tumorgewebe sinnvoll zu
interpretieren und gegebenenfalls Modifikationen am Versuchsaufbau oder den verwandten
Materialien vorzunehmen. Hier besteht jedoch die Problematik der Gewinnung solchen
Vergleichsgewebes. Humanes, gesundes Parotisgewebe ist weder regulér verfiigbar, noch
aufgrund der heterogenen Gewebszusammensetzung, als wertvolles Vergleichsgewebe zu
werten. Somit wurde zur Sondentestung auf gesunde humane Spenderlymphozyten
zurtickgegriffen. Dieses Verfahren ist sehr gut etabliert und es ermdglicht zuverlassig die
Sondentestung an einem nachweislich normalen Chromosomensatz. Lymphozyten weisen die
notwendigen Zielstrukturen auf und sind so aufzubereiten, dass ein vergleichbarer
Versuchsaufbau daran zu etablieren ist. Des Weiteren sind Lymphozyten nach ethischen
Grundsatzen gewinnbar, sowie leicht in ausreichenden Mengen verfligbar. Die im Rahmen
dieser Arbeit als Referenzgewebe zur Etablierung der Methode FISH mit den entsprechenden
Sonden eingesetzten humanen Lymphozyten stellen ein solches Gewebe dar. Allerdings
reichen sie in unterschiedlichen Punkten nur begrenzt an die Eigenschaften von humanem
Parotisgewebe heran. So existieren keinerlei bindegewebige Strukturen, noch ist die Zelldichte
von Tumorgewebe zu erreichen. Aus diesen Grinden lasst sich zwar eine sinnvolle
Sondentestung an Interphasekernen durchfuhren, jedoch bleibt zu beriicksichtigen, dass es
durch die eben genannten Unterschiede zu Parotisgewebe teils deutliche Anpassungen in
Bezug auf Dosierung und Einwirkzeit enzymatischer Verdauzeiten vorzunehmen gilt.

Eine weitere Problematik besteht darin, dass die Lymphozytenvon einem ,gesunden® Spender
stammen. Dies ist jedoch eine Proklamation bzw. eine Annahme. Sie beruht auf
Wahrscheinlichkeiten, da man sich ohne zusatzliche genetische vorab Diagnostik nur auf das
sich bietende klinische Bild und die Angaben des Probanden verlassen kann. Somit sind
chromosomale Aberrationen oder klinisch nicht manifeste Veranderungen des Erbgutes
letztendlich bei diesem Vorgehen zwar aufRerst unwahrscheinlich, aber letztendlich nicht
auszuschlieBen. Dies kann also zur Folge haben, dass falsche Ausgangswerte erhoben
werden und somit das Ergebnis als solches verfélscht wird. Um diese Fehlerquelle
auszuschlieBen musste vorab eine genaue genetische Abklarung des Probanden erfolgen, um
eine zuverlassige Kontrollstruktur zu etablieren. Diese genau untersuchten, gesunden

Spender konnten dann in vielen Untersuchungen als sichere Kontrolle dienen. Des Weiteren
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bleibt zu beachten, dass Lymphozytenpraparate in ihrer Praparation bislang international
betrachtet nur unzureichend standardisiert aufzubereiten sind. So hat jedes Labor seine
eigenen teilweise erheblich voneinander divergierenden Praparationsvorschriften. Die
Praparation als solche ist sehr anféalig u.a. fur aullere Einflisse wie Temperatur,
Luftfeuchtigkeit, vorherrschender Atmosphérendruck oder die Auftropfhdhe der
Lymphozytensuspension auf den Objekttréger. Dies fuhrt teilweise dazu, dass ganze
Praparationen nicht verwertbar oder in ihrer Spreizung unzulanglich sind. Manifest wird eine
solche ungentgende Praparation etwa in einem zu hohen Kondensationsgrad (Spowart und
Mitarb., 1994), was die maximal erreichbare Auflésung deutlich herabsetzen kann. Befinden
sich die Chromosomen noch in der Prometaphase, zeigen sich regelhaft
Uberlagerungsphanomene, welche eine Auswertung erheblich erschweren oder unmaglich
machen. Auch eine ungentgende Entfernung von Zytoplasmaresten kann teils erhebliche
Hintergrundstrahlung oder Artefakte hervorrufen (Karhu und Mitarb., 1997), welche im Fall der

FISH das Auszahlen deutlich erschweren oder unmdéglich machen kann.

Auch in der CGH bilden préaparierte Lymphozyten die Grundlage des gewahlten
Versuchsaufbaus und konnen somit bei schlechter Hybridisierungsqualitdt das Ergebnis
verfalschen, da hier die Relation von Hintergrundstrahlung zur Fluoreszenzstrahlung zu
beachten ist, bzw. Farbintensitaten als solche das Ergebnis beeinflussen kénnen. Dies kann
durch die Verarbeitungssoftware korrigiert werden, stellt jedoch potentiell eine Beeinflussung
dar. Eine bestehende Mdglichkeit, die Eignung praparierter Chromosomen zu testen besteht
in der Testhybridisierung von DNA mit vorher bekannten genetischen Veranderungen, wie z.B.
der auch in dieser Arbeit verwendeten Kolonkarzinomzelllinie Colo 320 (siehe Abb. 23) oder
Normal-DNA vs. Normal-DNA. Kommt es zu divergierenden Ergebnissen von diesem vorher
bekannten Standard, muss eine erneute Versuchsdurchfiihrung erfolgen bzw. im wiederholten
Falle eine neuerliche Chromosomenpraparation vorgenommen werden. Theorien Uber
Einflussfaktoren auf die einzelnen Praparationsschritte, wie der Hypotoniebehandlung, der
Colcemidbehandlung oder etwa der Trocknung existieren viele, sind aber meist nicht

reproduzierbar und sollen in ihrer Darlegung nicht Gegenstand dieser Arbeit sein.

Auch sind die Lymphozytenpréparate nicht langfristig haltbar und sollten optimalerweise
unmittelbar nach der Praparation experimentell verwandt werden, da eine bakterielle

Besiedlung, auch bei mdglichst sterilem Arbeiten, rasch erfolgen kann.
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Abb. 23: CGH Referenzlinie C320
(Kolonkarzinomzelllinie) mit
Veradnderungen auf Chromosom
8 und 3. Zu sehen ist hier ein
zugeordneter Satz an Chromoso-
men, der CGH Referenzlinie C320
(Kolonkarzinomzelllinie), mit
bekannter, und hier gut zur Dar-
stellung kommender Veranderung
auf den Chromosomen 8 und 3
(entnommen aus Wemmert, 2006,
Promotion).

5.1.2 Tumorgewebe und Tumorgewebeverarbeitung

Um ein zuverlassiges Endergebnis zu gewahrleisten, miussen an das Zielgewebe mehrere
Anforderungen gestellt werden, welche sowohl die Praparation, die Aufbewahrung und die
definitive Aufbereitung betreffen. So erfolgt durch den Operateur wahrend der Resektion des
Tumors eine Vorauswahl der fir die Pathologie bestimmten Gewebsprobe, falls nicht das
gesamte Préparat, sondern nur Teile davon zur histopathologischen Aufarbeitung tGbersendet
werden. In der Pathologie wird dann Uber die definitive Eignung der Gewebeproben
entschieden und an ihnen die Diagnose gestellt. So kann eine nicht représentative
Gewebsprobe zu erheblichen Ergebnisdivergenzen fihren, die dann félschlicherweise dem
Tumor zugeschrieben werden, oder eine Diagnosestellung erschweren oder gar unmadglich
machen. Im Falle des hier untersuchten Zystadenolymphoms ist die Auswahl der Tumorprobe
von grol3er Bedeutung. Wenn die operative Versorgung der Tumore in frihen Stadien erfolgt,
kann eine nur beschrankte Tumorgewebsprobe zur Verfigung stehen. Des Weiteren besteht
das Zystadenolymphom aus sehr heterogenen Gewebsanteilen. So lagen innerhalb des
untersuchten Tumorkollektives Gewebsproben vor, die fast nur aus zystischem oder
kryptischem Gewebe bestanden, aber auch sehr solide und kompakt imponierende
Tumorproben, welche sich rein optisch vollstandig von den erstgenannten unterschieden. So
kann innerhalb von Zystadenolymhomen auch lediglich proliferiertes Normalgewebe vorliegen,
welches aus lymphozytaren Einschlissen oder aus stromatdsem Gewebe besteht (Eveson
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und Mitarb., 1992). Es lasst sich demnach insbesondere bei relativ kleinem Tumor nicht
ganzlich ausschlieBen, das Gewebe in das Tumorkollektiv aufgenommen wird, welches aus
einem Randbereich stammt bzw. Bestandteile beinhaltet, welche als nicht reprasentativ zu
bezeichnen sind. Diese Fehlerquelle lasst sich nur durch den Operateur mit einer moglichst
optimalen Wahl des eingesandten Gewebes und durch eine strikte Kontrolle der Schnitte durch
HE-Farbung (Hamatoxylin-Eosin-Farbung, verbreitete Farbung in der Pathologie zur

Ubersichtsfarbung von Tumoren) minimieren.

Ahnlich hohe Anforderungen stellen sich an den anzufertigenden Kryostatschnitt. Hier ist
wiederum auf eine perfekte Schnittflihrung zu achten, sodass ein gleichmaRiger regelrecht auf
den Objekttrager einzupassender Schnitt vorliegt. Da nur bedingt viel Gewebe zur Verfigung
steht, kann dies bei mehreren Versuchsreihen ein limitierender Faktor sein. Als Schnittdicke
wurde in dieser Arbeit 6 um gewahlt, da diese Schichtdicke einerseits gerade noch grof3 genug
ist um Zellkerne unberthrt zu lassen, andererseits aber diinn genug ist, um eine moglichst
differenzierte Aussage Uber das vorhandene Zellmaterial zu erméglichen. Auch bei dieser
Schichtung kann es teils zu Uberlagerungsphanomenen von Zellkernen kommen, welche
somit auch Signallberlagerungen bedingen bzw. ist es maglich, dass akzidentiell Zellkerne
angeschnitten werden und somit falschlicherweise Signale fehlen, oder sich trotz der
gewadhlten Schichtdicke tberlagern. Dies erschwert in solchen Schnittarealen das Auszéhlen
der Fluoreszenzsignale erheblich, da eine sichere Abgrenzung der einzelnen Kerne
zueinander zum Teil auch durch wiederholtes Nachstellen der im Fokus abgebildeten Ebene
nicht moglich ist. Grundlegend bestehen unterschiedliche Optionen den Schnitt zur weiteren
Bearbeitung auf dem Objekttrager abzudecken, in dieser Arbeit wurden die Tumorschnitte mit
einem Glasplattchen abgedeckt. Allerdings sind auch andere Techniken zur Abdeckung
moglich, wie Uberzug mit einem Film (Xylene Activated Adhesive-Backed Tissue-Tek®
Coverslipping Film, Sakura™, Tokyo, Japan), oder das Abdecken mit einer Flussigkeit
(Cristallo® Diapath™, Martinengo, Italy). Eine Arbeit verglich diese Methoden, hierbei ergaben
sich Vorteile der Glasabdeckungsmethode in der Resistenz der Praparate hinsichtlich
Austrocknung, jedoch Nachteile in Bezug auf Lufteinschlisse, welche auch in der hier
vorliegenden Arbeit manchmal auftraten (Ferreira und Mitarb., 2022). Ein weiterer Punkt bei
der Herstellung der Schnitte ist der sparsame Gebrauch des Aufblockmediums. Das im
Rahmen dieser Arbeit verwendete TissueTec erzeugt, sollte es akzidentiell in die Schnittebene
und somit in das Praparat gelangt sein, bei der spateren Auswertung unter dem
Fluoreszenzmikroskop starke Hintergrundstrahlung. Diese schrénkt die Farbung der Zellkerne
in ihrer Aussagekraft ein, da die Integritat des Zellkerns in manchen Fallen nicht sicher beurteilt
werden kann. In geringerem MalRe wurde auch die Auswertbarkeit der anderen
Fluoreszenzsignale erschwert. In manchen Fallen werden ganze Schnittreihen durch diesen

Umstand unauswertbar und mussten wiederholt neu bearbeitet werden.
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Letztlich wirkt sich eine etwaige lange Lagerung der Schnitte negativ auf die spéatere
Hybridisierungsqualitdt aus. So waren die zellularen Strukturen der Schnittpraparate durch die
Lagerung teils derart degeneriert, dass die enzymatische Behandlung derselben mit Pepsin
nahezu alle geweblichen Bestandteile verdaute. Auch eine deutliche Reduzierung der
Verdauzeiten ergab keine Verbesserung des Ergebnisses. Jedoch war es nach dem
Anfertigen einer neuen Schnittserie des betreffenden Tumors ohne weiteres maoglich, diese

mit adaquaten Einwirkzeiten mit Pepsin zu behandeln.

5.2 Methodendiskussion

5.2.1 CGH

Fur das Ergebnis der CGH st wie eingangs erwahnt eine hochwertige
Lymphozytenpraparation erforderlich, da sie die Auswertbarkeit grundlegend beeinflusst. Die
Qualitat der Praparation fallt bereits bei der Zuordnung der Chromosomen ins Gewicht, welche
anhand der DAPI-Banderung erfolgt. Diese lasst sich mit einer GTG-Banderung (G-Bands by
trypsin using Giemsa), welche die Standardmethode in der Analyse von Chromosomen zur
Detektion struktureller oder numerischer Aberrationen (Vance und Mitarb., 2020) vergleichen,
ist aber nicht so hochauflésend wie eine GTG-Banderung (Wan und Mitarb., 2024). Durch
Erfahrung muss eine sichere Zuordnung gewabhrleistet sein. Ein weiterer Einflussfaktor auf die
Bildqualitéat ist die Integrationszeit der Bildaufnahmen, da durch sie die Kontrastwerte
malf3geblich beeinflusst werden. Bei der Zuordnung zeigen sich vor allem die Chromosomen
der C-Gruppe als mittelgrof3e submetazentrische Chromosomen (Chromosom 6-12) und der
Gruppe F als kurze metazentrische Chromosomen (Chromosom 16-18), aufgrund ihrer
ahnlichen Banderungsmuster anspruchsvoll. Unklar abgebildete sich Uberlagernde oder nicht
zuzuordnende Chromosomen wurden nicht in die Auswertung aufgenommen. Je Fall wurden
10-15 Metaphasen zugeordnet. Anhand dieser Metaphasen erfolgt nun mittels der Software
die eigentliche Auswertung. Hier fallt die Qualitdt der Chromosomenpraparation ein weiteres
Mal ins Gewicht, da durch eine schlechte Préparation hier teils deutliche Abweichungen in den
Profilen erzeugt werden. Eine Limitierung dieser Methode zeigt sich bei den Chromosomen
#1, #9, #16 und #19, da sie relativ hohe Heterochromatinanteile aufweisen und deshalb mittels
herkémmlicher CGH nur bedingt zu beurteilen sind (Kallioniemi und Mitarb., 1994; Heller und
Mitarb., 2009). Auch sind generell Telomerregionen und Zentromerregionen bei
unterschiedlichen Individuen teils  variabel angelegt und zeigen starke
Hybridisierungsschwankungen (Kallioniemi und Mitarb., 1994; Karhu und Mitarb., 1997).

Des Weiteren sind mittels der CGH erst Veranderungen detektierbar, die in etwa 40-50% der
Zellkerne vorhanden sind (Dupont und Mitarb., 2003). Dadurch bedingt bleiben
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Veranderungen unterhalb dieser Schwelle unerkannt. Insbesondere sind auch balancierte

Veranderungen nicht detektierbar.

Es wurden in den Jahren der experimentellen Phase dieser Arbeit grol3e Fortschritte erzielt,
um die maximale Aufldsungsgrenze herkdbmmlicher CGH-Versuche von etwa 10-20 Mb an
Veranderungen der Kopienzahl zu erhdéhen. So erreichen etwa Sequence Based High
Resolution-CGH’s eine maximale Aufldsungsfahigkeit von bis zu 2 Mb (Kowalska und Mitarb.,
2010). Die ebenfalls hochauflosende Microdissection-based-CGH (Heller und Mitarb., 2009)
oder die Array-CGH mit einem Auflésungsvermégen von 0,5-1 Mb (Pinkel und Mitarb., 2005)
bis hin zu theoretisch 36 kb (etwa Agilent 244A, Human Genome CNV Microarrays Part
Number: G4423B, Agilent™?2024) stellen mittlerweile etablierte hochauflésende Alternativen
zur konventionellen CGH dar (Coe und Mitarb., 2007; Silva und Mitarb., 2019). Die
letztgenannte Technik (Array-CGH) stellt mittlerweile eines der Standardverfahren der
Molekularzytogentik dar und hat die konventionelle CGH verdrangt. Die Array-CGH hat zwar
ein hoheres Auflésungsvermogen (Shaw und Mitarb., 2004) als die in dieser Arbeit verwandte
konventionelle CGH, hat jedoch die &hnlichen prinzipiellen Schwéachen der Methode, u.a. bei
nur kleinen Gewebsproben, heterogenem Gewebe, Detektion von Single-copy-changes oder
balancierten Veranderungen. Die Array-CGH wurde unter anderem in Arbeiten von Yang und
Mitarbeitern (2005) an Magentumoren oder von Holzmann und Mitarbeitern (2004) an
Pankreastumoren eingesetzt, um Aussagen uber eine ZBF217-Expression zu treffen. Aktuelle
Arbeiten nutzten diese Technik etwa, um Mikrozephalie bei Kindern oder chromosomale
Aberrationen bei wiederholten Fehlgeburten zu untersuchen (Tsoutsou und Mitarb., 2017;
Kowalczyk und Mitarb., 2022).

Speziell die Problematik heterogener Tumorstrukturen kommt an dieser Stelle beim
Zystadenolymphom zum Tragen, da der Tumor wie unter Kapitel 2.6 (Die Region #20g13 und

ZNF217) beschrieben aus unterschiedlichen Gewebsanteilen aufgebaut ist.

AbschlieBend ist zu sagen, dass die CGH als solche zum damaligen Zeitpunkt der
experimentellen Phase dieser Arbeit dazu geeignet war, quantitative unbalancierte
Veranderungen des genomischen Materials zu zeigen, es mittlerweile jedoch
hochauflosendere Weiterentwicklungen der Technik gibt. Strukturelle Aberrationen, wie
balancierte Translokationen bleiben durch die Methode bedingt, wie auch Insertationen oder
etwa kleine Veradnderungen, wie Punktmutationen unerkannt, ihre Detektion muss durch
andere Verfahren erfolgen. Somit ist das Verfahren grundlegend geeignet, um in einem
Tumorkollektiv  Uberblicksartig groBere chromosomale Veradnderungen oder etwa
Konsensusregionen zu detektieren. Sie sollte aber, wie in dieser Arbeit geschehen, mit einem
zweiten davon unabhéngigen, spezifischeren Verfahren, wie hier der FISH, kombiniert werden,

um die Hinweise der konventionellen CGH zu uberprufen.
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5.2.2 FISH

Die FISH stellt ein hochauflésendes Verfahren zur Detektion definierter chromosomaler
Veranderungen dar und wurde schon erfolgreich an anderen Tumorentitdten genutzt, um
numerische Veranderungen oder eine erhohte Amplifikationsraten der ZNF217 codierenden
Region nachzuweisen. Kolorektale Karzinome (Hidaka und Mitarb., 2000), Mammakarzinome
(Shimada und Mitarb., 2005), Ovarialtumore (Tanner und Mitarb., 2000; Li und Mitarb., 2006)
spinozellulare Karzinome (Freier und Mitarb., 2003) sowie Melanome (Koynova und Mitarb.,
2007) sind an dieser Stelle aufzufiihren. Eine Arbeit nutzt die Weiterentwicklung der FISH,
namlich die Mikro Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (uFISH), um den humanen epidermalen
Wachstumsfaktor 2 (HER2) in Brustkrebsgewebe zu detektieren (Huber und Mitarb., 2018;
Nguyen und Mitarb., 2017; Perez-Toralla und Mitarb., 2015).

Da dieses Verfahren empfindlich ist, ist es von besonderer Bedeutung optimale
Hybridisierungsbedingungen fir die eingesetzten Sonden zu schaffen. Dies beginnt mit der
Ermittlung der Einwirkzeit von Pepsin. Diese sogenannte ,Verdauzeit® variiert von Praparat zu
Praparat und ist teils erheblich. In dieser Arbeit waren Verdauzeiten von 2 Minuten bis hin zu
12 Minuten notwendig. Um die Préparate optimal zu verdauen und sie fir die Sonden
zuganglich zu machen, wird ein HE-Schnitt je Préparat angefertigt. In einem ersten Schritt
gestattet dieser Schnitt die Verdauzeit gut anhand der vorliegenden Zelldichte,
bindegewebiger Strukturen und Gewebsarchitektur abzuschéatzen. Eine Problematik zeigte
sich, wenn die Biopsie aus einem Bereich des Zystadenolymphomes mit rein zystischen
Anteilen stammte. Hier war es bei manchen Schnitten auch bei minimaler Einwirkzeit, etwa bei
den Praparaten 108 und 205, nicht moglich, eine geeignete Verdauzeit zu ermitteln. Durch
geringe Mengen von Bindegewebe und sehr geringer Zelldichte war hier eine Auflésung fast
der gesamten Zellsubstanz nicht zu verhindern, weshalb diese Tumore mittels FISH nicht
untersucht werden konnten. Andere Praparate waren selbst nach starker Erhéhung der
Einwirkzeit des Pepsins nicht ausreichend aufzubereiten, um  suffiziente
Hybridisierungsbedingungen  zu  schaffen. Die Etablierung eines einheitlichen
Aufbereitungsprotokolls, wie etwa von Wilkens (Wilkens und Mitarb.,, 2005) fir
unterschiedliche Gewebe wie Schmierpraparationen etabliert, war hier nicht moglich, da die
vorliegenden Praparate teils komplett unterschiedliche Gewebskonsistenzen aufwiesen. Dies

ist bei Schmierpraparationen nicht gegeben.

Maoglicherweise kann eine Vorbehandlung mittels Mikrowellenstrahlung (Shi und Mitarb., 1991;
Wilkens und Mitarb., 2005) auch im Falle des eines schwer aufzubereitenden
Zystadenolymphomgewebes zu einer besseren Hybridisierungsqualitat beitragen. Der Effekt
der Mikrowellenstrahlung grindet sich hier auf die Losung sogenannter cross-links, welche

durch Fixierschritte mit Formalin oder Formamid verursacht werden kénnen (McGhee und
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Mitarb., 1977; Shi und Mitarb., 1991; Wilkens und Mitarb., 2005). Des Weiteren wird diesem
veranderten Aufbereitungsprozedere eine verbesserte Detektionsfahigkeit fir DNA
zugeschrieben (Nolte und Mitarb., 1995; Wilkens und Mitarb., 1996). Auch wurden hier deutlich
geringere Hybridisierungszeiten benétigt. Lag im Rahmen dieser hier vorliegenden Arbeit die
Hybridisierungszeit bei etwa 2 Tagen, so reichten in diesem modifizierten Versuchsaufbau mit
Paraffin eingebetteten Schnitten 30 Minuten aus. Eine Modifizierung des hier angewendeten
Protokolls wére vor allem in Bezug auf die Zeitersparnis bei gleicher Hybridisierungsqualitat

zu Uberdenken.

Eine gute Anpassung der applizierten Sondenmenge bzw. Zusammensetzung des
Hybridisierungsmixes ist ebenfalls anzustreben (Komminoth und Mitarb., 2010), um einerseits
Fehlbindungen zu vermeiden und andererseits geniigend Sondenmaterial einzubringen, um
die Zielloki zu erreichen und somit ein optimales Hybridisierungsergebnis zu erzielen. Hierbei
sollte neben der Grol3e des jeweiligen Schnittes auch die mittels HE-Schnitt begutachteten
Gewebscharakteristika Beachtung finden. Die erwahnte pFISH kann sowohl die
Inkubationszeiten stark auf etwa 10 Minuten Einwirkzeit und die Menge der eingesetzten
Sonden auf 1% reduzieren (Huber und Mitarb., 2018).

Eine weitere Problematik besteht in der unterschiedlichen Intensitdt der emittierten
Fluoreszenzsignale. Hier zeigte sich eine deutlich bessere Diskriminierbarkeit der
zentromerspezifischen Sonde #20 (grin), jedoch fiel das Signal deutlich schwécher aus. Die
Signale waren jedoch im Vergleich zur lokusspezifischen Sonde #20g13 wesentlich feiner und
scharfer voneinander abgrenzbar. Die lokusspezifische Sonde #2013 (rot) zeigte zwar ein
starkeres Signal, welches jedoch auch eine groRere Unscharfe mit Bildung von Splittsignalen
aufwies. Dies erschwerte die Auswertung teils erheblich, da zwischen Splittsignalen und
wirklich nahe beieinander liegenden, regelrecht zur Darstellung kommenden, multiplen
Signalen unterschieden werden musste. Dieses Unscharfephdnomen bzw. auch
Fehlbindungen der lokusspezifischen Sonde #20q13 wurden auf akzidentielles Vorhandensein
von Einbettmedium und ungentgenden Verdau mittels Pepsin und RNase zurtickgefuhrt. Auch
nahm das emittierte Fluoreszenzsignal der zentromerspezifischen Sonde #20 in Relation zur
lokusspezifischen Sonde #20q13 deutlich schneller ab, was die Auswertung und die

Gewinnung von reprasentativem Bildmaterial erschwerte.

In den Kontrollhybridisierungen an gesunden, humanen Lymphozyten ergaben sich deutliche
Unterschiede in der Hybridisierungseffizienz der beiden verwendeten Sonden. Die Sonde fur
#20cen zeigte in gesunden Lymphozytenim ersten Versuch 15,5% Verluste, sowie im zweiten
Versuch 6% Verluste. Die Sonde fur #2013 zeigte im ersten Fall 6% Verluste und im zweiten
Versuch 2,5 % Verluste. Ob im ersten Versuch ggf. ungunstige Hybridisierungsbedingungen

herrschten oder die Sonde generell eine schlechte Hybridisierungseffizienz hat, ist anhand der
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beiden Kontrollhybridisierungen schlecht beurteilbar. Eine gréRere Testreihe an

Kontrollhybridisierungen waére retrospektive sinnvoll gewesen, um dem nachzugehen.

Aufgrund dessen wurde die Signifikanzschwelle fur die beiden Sonden wie unter Kapitel 4.2.2
(Ergebnisse der Kontrollhybridisierung) hoch unterschiedlich angelegt, sodass fir #20cen erst
Verluste ab 24% gewertet wurden, fir #2013 Verluste ab 10%. In Ermangelung einer
alternativen Sonde, wurde die Sonde fir #20cen unter den genannten Rahmenbedingungen

eingesetzt.

Zusammenfassend betrachtet stellt die Kombination von konventioneller CGH und
hochauflésender FISH eine wertvolle Kombination dar, um chromosomale Veranderungen zu
erkennen und zielgerichtet zu Uberprifen. Die Aufldsungsfahigkeit der Methode FISH variiert
dabei je nach verwendeter Zellpopulation, den zur Anwendung kommenden Sonden und der
Praparationstechnik. So ist bei Hybridisierungen an Metaphasechromosomen von einer
Auflésung von 3-10 Mb auszugehen, an Interphasekernen sind es etwa 50 kb (Trask und
Mitarb., 1989). Die hier verwendeten Sonden detektieren ein Zielsequenz mit 433 kb. Aus
diesem Grund wurde die FISH stetig weiterentwickelt, um ihre Spezifitat und ihr raumliches
Auflésungsvermdgen zu verbessern. Alternativen zur hier angewendeten FISH stellen die
,COMBinatorial Oligo FISH* (COMBO-FISH) (Schmitt und Mitarb., 2010) oder die wiederum
modifizierte ,triple helical* COMBO-FISHdar, welche neben der Verwendung spezifischerer,
auflosungsstéarkerer Sonden ein deutlich schonenderes Aufbereitungsprotokoll erméglichen.
In dieser Methode binden die verwendeten Sonden als dritter Strang an den nativen DNA-
Doppelstrang der zu untersuchenden Zelle (Schwarz-Finsterle und Mitarb., 2007) und
ersparen somit die in der FISH benétigte thermische Behandlung oder die Zugabe von
Denaturierungssubstanzen, wie Formamid. Durch eine Erniedrigung der thermischen
Behandlung wird etwa die Morphologie von Metaphasechromosomen oder von Zellkernen
deutlich besser erhalten (Winkler und Mitarb.,, 2003; Solvei und Mitarb., 2002).
Dementsprechend ist der morphologische Erhaltungsgrad bei der ,triple helical COMBO-FISH*
am hochsten, da hier ganzlich auf eine Trennung des DNA-Doppelstranges verzichtet wird.

Eine weitere Methode, welche aufbauend auf der FISH etabliert wurde, stellt die ,COMET*
FISH dar. Sie wurde erstmals von Santos und Mitarbeitern (Santos und Mitarb., 1997)
beschrieben und kombiniert einen COMET-assay mitder FISH. Hier dient der COMET-assay
zur Detektion von DNA-Schaden in individuellen Zellen (Collins und Mitarb., 2004), wobei nur
eine Aussage Uber das Ausmal3 vorhandener DNA-Schaden mdglich ist. In Kombination mit
der FISH lasst sich jedoch eine weitaus genauere Lokalisierung durchfiihren, etwa ob das
Zielgen sich innerhalb des beschéadigten Areales befindet oder nicht. Die Auflésungsfahigkeit
des COMET-assays liegt hier bei 10-800 kb, also deutlich hoher als das maximale

Auflésungsvermogen der CGH. In Kombination mit der FISH, bei der die meisten
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kommerziellen Sonden ein Auflosungsvermodgen von 30-100 kb besitzen, welche eine
spezifische DNA-Sequenz abdecken (Ooi und Mitarb., 2002), lasst sich eine sehr dezidierte
Aussage treffen. Die sehr guten Auflésungsféhigkeiten dieser Methode wurden etwa in
Arbeiten Uber das Tumorprotein p53 und die p53 codierende Region (Glei und Mitarb., 2009;
McKelvey-Martin und Mitarb., 1998), die Lokalisierung von Zentromeren sowie Telomeren
(Santos und Mitarb., 1997), oder die exakte Ortliche Determinierung von UV-A Strahlung
induzierten Strangabbrichen (Bock und Mitarb., 1999) gezeigt. Aktuelle Anwendung findet
dieses Verfahren etwa in der Grundlagenforschung bei der Detektion DNA-Einzelstrang- und
Doppelstrangbriichen in der sog. Flash COMET-assay (Bivehed und Mitarb., 2024), oder der
Diagnostik der Basenexzisionsreparaturaktivitat von humanen Lymphozyten und
Plazentazelllinien (Mircheva und Mitarb., 2023). Dieses hochauflésende Verfahren stellt somit
neben der weiter oben beschriebenen ,triple helical* COMBO-FISH bzw. COMBO-FISH ein
hinreichend exaktes, mdgliches Alternativverfahren zur CGH-FISH-Kombination dar.

5.3 Ergebnisdiskussion

5.3.1 CGH-Ergebnisse

Wie einleitend erwdahnt, ist die Tumorentstehung und das Tumorwachstum eng mit
Tumorsuppressorgenen, Tumorpromotoren sowie Onkogenen korreliert. Um eine Aussage
Uber eine mdogliche Beteiligung eines bestimmten Genes machen zu konnen, bedarf es
zunachst des Nachweises von Veranderungen der chromosomalen Region, in welcher das
betreffende Gen kodiert ist. Kann nun der Nachweis von Gewinnen genetischen Materials
gefuhrt werden, so ist von einer Einwirkung von Onkogenen auszugehen. Liegen jedoch im
jeweiligen Tumor Verluste in der untersuchten Region vor, so ist anzunehmen, dass
maoglicherweise Tumorsuppressorgene in ihrer Expression und Wirksamkeit eingeschrankt
oder nicht langer wirksam sind. Diese grundlegende Untersuchung wurde mittels der Methode
CGH durchgefihrt und reiht sich damit in ein relativ kleines Kollektiv an Versuchsreihen zum
Zystadenolymphom ein (Bullerdiek und Mitarb., 1988; Nordkvist und Mitarb., 1994; Martins
und Mitarb., 1995; Martins und Mitarb., 1997; Giefing und Mitarb., 2008). In den genannten
Arbeiten wurde das Zystadenolymphom jedoch nur mittels konventioneller Karyotypisierung
untersucht. Nur Giefing 2008, Sauter 2010 und die hier vorliegende Arbeit untersuchten das
Zysadenolymphom mittels CGH.

Dies mit dem Ansatz, dem bislang kleinen mittels CGH publizierten Tumorkollektiv von
Zystadenolymphomen weitere Tumore hinzuzufiigen, um ggf. weitere Konsensusregionen fir
Tumorsupressorgene oder Tumorpromotorgene identifizieren zu kodnnen oder bereits

bekannte Konsensusregionen zu bestéatigen. Das weitere Ziel war, das mittels CGH
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vorcharakterisierte Tumorkollektiv aus Zysadenolymphomen (Sauter, 2010), der Klinik fir
Hals- Nasen- und Ohrenheilkunde am Universitatsklinikum des Saarlandes, mittels FISH

weiter zu untersuchen.

5.3.1.1 Gewinne und Verluste im Vergleich

Es liegen nur zwei Arbeiten zu Zystadenolymphomen vor welche diesen Tumor mittels CGH
untersuchten (Giefing und Mitarb., 2008; Sauter, 2010). In der Arbeit von Giefing wurden 15
Zystadenolymphome mittels CGH untersucht, in der Arbeit von Sauter, wie unter Kapitel 3.1
(Patienten- und Tumorkollektiv) beschrieben, 29 Zystadenolymphome. Im Rahmen dieser
Arbeit wurden die vier neu der Tumorbank der Klinik fir Hals- Nasen- und Ohrenheilkunde

hinzugefligten Zystadenolymphome mittels CGH untersucht.

In den beiden erwahnten Arbeiten ergab sich ein sehr heterogenes Gesamtbild der mittels
CGH detektierten Veranderungen der Zystadenolymphome. Diese wiesen viele und sehr
unterschiedliche Verénderungen mit sowohl Gewinnen als auch Verlusten auf. In manchen
Chromosomen wurden jedoch Uberwiegend oder ausschlielich Verluste oder Gewinne
nachgewiesen. Bei Sauter 2010 wurden auf Chromosom 9 etwa ausschlie3lich Verluste
erfasst, betroffen waren 12 Tumore (40%), auf Chromosom 8 fast nur Verluste mit 11 Tumoren
(37%) und nur einem Tumor mit Gewinnen. Auf Chromosom X konnten nur Gewinne ermittelt

werden, vorliegend bei 7 Tumoren (23%).

Das in dieser Arbeit ndher mittels FISH untersuchte Chromosom 20 zeigte sowohl Verluste als
auch Gewinne in der CGH. Es waren 4 Tumore (12%) von Verlusten betroffen (Fall Nr. 088,
099,100 und 157), 3 Tumore (9%) wiesen Gewinne auf (Fall Nr. 153, 157 und159).
Hervorzuheben ist Tumor 157, der sowohl Verluste als auch Gewinne in Chromosom 20

aufwies.

Zwei der hinzugefigten Zystadenolymphome stammten von Mannern (Fall Nr. 198 und 203).
Die beiden Manner waren zum Zeitpunkt des Eingriffs 78 und 72 Jahre alt. Die beiden anderen
Tumore stammten von einer Frau, der Tumor 205 entstammt einem Ersteingriff rechts, der
Tumor 207 einem Ersteingriff links. Die Frau war beim ersten Eingriff 57 Jahre alt und beim

kontralateralen Zweiteingriff 58 Jahre alt.

Die vier hinzugefugten Zystadenolymphome wiesen die folgenden strukturellen Aberrationen
auf. In Tumor 198 lagen Gewinne in den Regionen 1p34.2pter und 16p vor, sowie auf den

Chromosomen #19, #22, und dem X-Chromosom. Verluste lagen in der Region 13q vor.

Tumor 205 wies Gewinne der Region 11p11.1-p12, sowie Gewinne der Chromosomen #19

und #22 auf. Verluste lagen in den Regionen 2g21.3g24.3 und 4g26g31.1 vor.
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Die anderen beiden Tumore ergaben jeweils einen normalen Chromosomensatz (Fall Nr. 203:
46, XY; Fall Nr. 207: 46, XX). Bemerkenswert ist hier wie zuvor erwahnt, das die Tumore 205
und 207 von der selben Frau stammten und in einem Fall Aberrationen vorlagen und in dem
anderen Fall ein Normalbefundin der CGH. Ob dies in den beiden Tumoren mit Normalbefund
womoglich der Nachweisgrenze der CGH von 40-50% von veranderten Zellkernen, geschuldet
ist, oder ob andere mittels CGH nicht detektierbare, etwa balancierte strukturelle Aberrationen

vorlagen, lasst sich nicht abschlie3send beantworten.

5.3.1.2 Aberrationen der Regionen 1p und 19q

Die neu hinzugekommenen Tumore bestéatigten teils schon bekannte Aberrationen. So
konnten Gewinne in 1p34.2pter bei Tumor 198 nachgewiesen werden, einer dhnlichen Region,
wie der nachgewiesenen Gewinne in 1p34.1pter in Tumor 159. In Tumor 100 lagen hingegen
Verluste in 1p34.1p36.2 vor. Die Region 1p34.2-pter wurde in einer Arbeit identifiziert, welche
Gene codiert, die in der Tumorentstehung von kolorektalen Karzinomen beteiligt sein kénnen
(Pramlund Mitarb., 1995). In der Region lagen ebenfalls Verluste in der genannten Arbeit vor.
Eine aktuelle Arbeit beschreibt ebenfalls den Einfluss von Deletionen von 1p in der
Kombination von Deletionen von Chromosom 19, auf die Entstehung von kolorektalen
Karzinomen und Gliomen (Lehrer und Mitarb., 2023). In der Region 1p wird unter anderem ein
Onkogen codiert, welches relevant in der Entwicklung von Gliomen ist. Dies fihrt bei einem
Verlust von 1p zu einer verbesserten Prognose (Lehrer und Mitarb., 2018). Eine andere Arbeit
diskutierte die Prognose von Neuroblastomen bei Deletionen von 1p (Kuick und Mitarb., 2022).
Die Prognose ist hierbei unabhéngig von Deletionen oder einem normalen Vorliegen von 1p
schlecht, da Mutationen der in Region 1p kodierten Gene denselben Einfluss auf die Prognose
haben koénnen, wie der Verlust der Region. Beschrieben werden unter anderem die
Tumorsupressorgene CHD5 (Chromodomaéanen-Helikase-DNA-bindende Protein 5), das als
Supressor von Metastasen in Neuroblastomen wirkt (Laut und Mitarb., 2022) und KIF1B@
(kinesin family member 1B), welches die Bindungsaktivitat von Mikrotubuli beeinflusst und in
der Entstehung von Neuroblastomen oder Phdochromozytomen beteiligt ist (Ando und Mitarb.,
2019)

Interessant ist hier der Zusammenhang von einer gezeigten Uberexpression von CHD5 durch
einen sog. “Knock-down” (Blockierung der Expression eines Gens durch genetische
Veranderungen der DNA-Sequenz) von p53 (TP53 oder Tumorprotein 53). Dadurch verliert
CHDS5 in diesem Fall seine Inhibition der Invasionsneigung der Tumore (Laut und Mitarb.,
2022).

Die Kombination von Verlusten von 1p und 19qg konnte in Oligodendrogliomen bei Kindern

gezeigt werden (Kreiger und Mitarb., 2005; Li und Mitarb., 2014). Hier konnte gezeigt werden,
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dass Deletionen von 1p und 19q in einer erhdhten SOX17 (SRY-Box Transcription Factor 17)
Expression resultieren, was dann wiederum zu einer erhéhten Sensitivitdt der Tumore auf
Chemotherapeutika fuhrt. Dies bedingt eine verbesserte Prognose. SOX17 ist ein
Transkriptionsfaktor, welcher eine Rolle im Zellzyklus spielt. Eine aktuelle Arbeit beschaftigt
sich mit Kolontumoren welche in Knock-out Mause, in welchen SOX17 inaktiviert war,
implantiert wurden. Dies fuhrte zu einer deutlich verstarkten Immunantwort auf die Tumore
(Goto und Mitarb., 2024; Trafton und Mitarb., 2024). SOX17 weist Interaktionen mit p53 auf
und ist in der Entstehung von unterschiedlichen Tumorentitaten beteiligt. Je nach Tumor liegt
eine Hochregulierung (Ovarialkarzinome), Herabsetzung der Expression (Hamatologische
Krebserkrankungen und Magenkarzinome), sowie alternierend entweder Hochregulierung

oder Herabsetzung der Expression (Tumore des Hodens) vor (Jiang und Mitarb., 2024).

Veranderungen von Chromosom 19 wurden in dieser Arbeit in Form von Gewinnen in den
Tumoren 198 und 205 nachgewiesen. Im vorbestehenden Tumorkollektiv lagen nur in Tumor
088 Verluste vor (19g13.3qgter), Gewinne lagen in den Tumoren 100 (19p), 108 (#19), 133
(#19), 140 (#19), 149 (19p), 153 (#19), 157 (#19), 158 (19p) und 159 (#19) vor. Somit
bestétigten die beiden neu hinzugefugten Falle 198 und 205 diese Veradnderungen im
bestehenden Tumorkollektiv.

Veranderungen auf 1p und Chromosom 19 wurden mittels CGH in Tumor 198 gezeigt, sowie

Gewinne von Chromosom 19 in Tumor 205 und stellen eine interessante Konsensuregion dar.

5.3.1.3 Aberrationen der Regionen 16p, 22q, 13q, 11p und 4q

Tumor 198 wies Gewinne der Region 16p auf, die Tumore 075 (16p12pter), 078 (16pl13.1pter),
088 (16pl12pter),107 (16p) und 126 (16pl2pter) wiesen Verluste auf. In 16p kodierte Gene
spielen eine Rolle in der Entstehung von Adenokarzinomen der Lunge in Kombination mit
Erhéhung der Expression von MYC (Protoonkogen, welches Einfluss auf den Zellzyklus,
zellulare Transformation und Apoptose hat) (Job und Mitarb., 2010; El-Telbany und Mitarb.,
2012). Uberexpression von MYC, etwa bei Brustkrebs, konnte im untersuchten Kollektiv in bis
zu 22% gezeigt werden. MYC wird eine zentrale Rolle in der Entstehung von Brustkrebs
zugeschrieben (Celikkayaund Mitarb., 2023). Veranderungen auf Chromosom 22 in Formvon
Gewinnen wurden jeweils in Tumor 198 als auch in Tumor 205 nachgewiesen. Im restlichen
Kollektiv lagen Verluste in den Tumoren 033, (22911gl2), 078 (22g11.1g13.1), 088
(22g12.2qter), 099 (22g11.1g13.2), 100 (#20), (22911.1g12.3) und 138 (22g11.1g12.3) vor.
Gewinne bestanden in den Tumoren 153 (22912.3qter), 157(22q) und 158 (22912.2qter).

In Region 220g11.2 ist etwa das Gen CRKL (CRK like proto-Onkogen), von CRK (CT10
Regulator of Kinase) kodiert. CRKL kodiert ein Adaptermelokil, welches die intrazellulare
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Signaltransduktion mehrerer Wachstumsfaktoren, wie etwa den fibroblastischen
Wachstumsfaktor (FGF) reguliert (Lopez-Rivera und Mitarb., 2017). FGF wiederum ist an der
Angiogenese sowie der Wundheilung beteiligt und gehort zur Gruppe der Mitogene. Es spielt
etwa eine Rolle in der Entstehung von Blasenkarzinomen (Ascione und Mitarb., 2023). Aktuell
wird an der Blockade der dazugehorigen Rezeptoren (FGFRs) geforscht, um dariber den
Tumor therapieren zu konnen. Weitere bekannte Beteiligungen von FGFR’s sind etwa in der
Tumorenstehung von Kopf und Hals Tumoren (15% Amplifikationen von FGFR1), dem
nichtkleinzelligen Lungenkarzinom, kleinzelligen Lungenkarzinomen, Magenkarzinomen,
Urothelkarzinomen, Brustkarzinomen oder Rhabdomyosarkomen (Krook und Mitarb., 2021)
beschrieben.

In der Region 16p wurden Gewinne in Tumor 198 nachgewiesen, in den Tumoren 075
(16p11.1p12), 078 (16p13.1pter), 088 (16pl2pter), 100 (16p11.2p13.1), 107 (16p) und 126
(16p12pter) konnten ausschliesslich Verluste gezeigt werden. Im restlichen Tumorkollektv
lagen keine Veranderungen der Region 16p vor. Auch in der Arbeit von Giefing (2008) konnten
Verluste auf 16p nachgewiesen werden, jedoch keine Gewinne. Die Literatur bezlglich
Veranderungen ist nicht umfangreich und es besteht wohl bislang kein nachgewiesener
Einfluss auf potentielle Tumorentstehung. Mikrodeletionen in 16p13.11 wurden jedoch mittels
Array-CGH nachgewiesen. Eine Mikrodeletion bedingt eine deutliche Verzbégerung der
Entwicklung von aufwachsenden Kleinkindern, wie etwa verzogertes Gehen und Sitzen oder
der Sprachaneignung. Desweiteren sind Krampfneigungen oder Mikrozephalien beschrieben

(Balasubramanian und Mitarb., 2011).

Verluste bestanden auf Tumor 198 in Region 13qg, desweiteren konnten Verluste in den
Tumoren 088 (13g22qter), 108 (13g34qgter) und 157 (13g33qgter), sowie Gewinne in den
Tumoren 036 (13gl14g22), 048 (13g22qgter), 099 (13gl14.39g22) und 107 (13q14.1922)
nachgewiesen werden. In dieser Region sind Gene kodiert, welche eine Rolle in
Plasmazellmyelomen spielen (Bhardwaj und Mitarb., 2021), etwa das Gen RBl
(Retinoblastom Gen 1, in 13g14.2) und das Gen LAMP1 (Lysosomales assoziiertes
Membranprotein in 13g34). RB1 ist, wie eingangs in dieser Arbeit besprochen, das erste
detektierte  Tumorsupressorgen, anhand dessen Knudson seine ,multi-hit® Hypothese
etablierte (Knudson, 1971). Es spielt wie beschrieben eine Rolle in der Entstehung von
kindlichen Retinoblastomen sowie Blasentumoren und Osteosarkomen (Zhang und Mitarb.,
2021; Ren und Mitarb., 2017; Imbert-Bouteille und Mitarb., 2019). Es wirktin der Stabilisierung

der Chromatinstruktur.

In Tumor 205 konnten Gewinne in 11p.11.1-12 nachgewiesen werden, im restlichen
Tumorkollektiv waren keine Veranderungen dieser Region detektiert. Dies stellt somit eine

neue detektierte Region bei Zystadenolymphomen dar, welche in der CGH von
89



Veranderungen betroffen ist. Verluste konnten bei Tumor 205 in 2921.3924.3 nachgewiesen
werden. In den Tumoren 078, 138 ,149 und 153 ergaben sich ebenfalls Verédnderungen auf
2q, jedoch nicht in der selben Region.

In der Literaturrecherche ergab sich kein Anhalt fir bislang veroffentlichte Relevanz der in
diesen Regionen (11p.11.1-12, 2g21.3g24.3) codierten Gene auf Tumorentstehung.

SchlieBlich konnten bei Tumor 205 Verluste in 4926931.1 gezeigt werden, im restlichen
Kollektiv wurden Gewinne bei den Tumoren 033 (40289g31), 036 (4926931.3), 075
(4911913.1), 078 (4911913.1) und 099 (4911g22) nachgewiesen. Verluste lagen nur bei
Tumor 158 (4g33qter) vor. In einer ebenfalls mittels CGH durchgefuhrten Arbeit korrelierten
Verluste in 4g mit einer schlechten Prognose in duktalen Adenokarzinomen des Pankreas
(Luebke und Mitarb., 2012).

Zusammenfassend konnten also in den vier neu hinzugefiigten Tumoren teils nachgewiesene
Veranderungen betroffener Regionen bestatigt und erganzt werden und andere
Veranderungen neu aufgezeigt werden.

Ein Interessanter Zusammenhang besteht hier in den Veranderungen von Chromosom #1 und
#19 mit dem darin kodierten Tumorsupressorgen CHD5 und dem Gen KIF1Bg, welches die
Bindungsaktivitat von Mikrotubuli beeinflusst. Diese interagieren, wie beschrieben, mit p53 und
SOX17 und haben einen Einfluss auf die Entstehung unterschiedlicher Tumore.

5.3.1.4 Einfluss der Region 17p und dem Gen p53

Hinsichtlich der p53 kodierenden Region 17p konnten anhand des vorliegenden
Tumorkollektivs Folgendes nachgewiesen werden:

Im Falle der Region 17p ergab sich eine interessante Konstellation. So lag im Tumor mit der
Fallnummer 088 ein kompletter Verlust von Chromosom 17 vor sowie in den Tumoren 099,
126 und 196 Verluste des kompletten kurzen Armes von Chromosom 17 bzw. der Region
17pl13pter. Diese von Verlusten betroffene Region wurde schon von Giefing und Mitarbeitern
(2008) beschrieben und konnte somit bestétigt werden. Bei Giefing und Mitarbeitern (2008)
zeigten sich in 12 von 29 untersuchten Tumoren (41% der Falle) Verluste von 17p13.1, und
damit p53 (Tumorprotein 53). Im hier vorliegenden Tumorkollektiv lagen in 9% der
Zystadenolymphome Verluste dieser Region vor. Auch Martins und Mitarbeiter (1997) hatten
Veranderungen auf Chromosom 17 bei Zystadenolymphomen mittels DNA-
Durchflusszytophotometrie gezeigt. Die Translokation t(16;17) (g13;p13) wurde dort
beschrieben. Somit konnten Verénderungen von 17p mittels unterschiedlicher Methoden

gezeigt werden. Mit einem Verlust dieser Region geht die kodierende Region fir p53 verloren.
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Bei p53 handelt es sich um ein zellzyklusregulierendes Protein, welchem multiple
Einflussmdglichkeiten auf den zellularen Replikationszyklus zugeschrieben werden (Maiti und
Mitarb., 2005; Stiewe und Mitarb., 2007). p53 wird in gesunden Zellen nur in sehr niedrigen
Mengen exprimiert, wird jedoch in vielen maligne entarteten Zellen in deutlich héheren Mengen
nachgewiesen (hier haufig mutiert und damit ohne Funktion). Eine Aktivierung von p53, z.B.
durch fehlerhafte = DNA-Replikation wahrend der Zellteilung induziert DNA-
Reparaturvorgangen, etwa Uber p21. Dieses hemmt die Cyclin Komplexe D/CDK4/6 und
E/CDK2, welche durch Phosphorylierung von pRB (Retinoblastomprotein) zur Freisetzung der
an pRB gebundenen Transkriptionsfaktorengruppe E2F benétigt werden. Einen Uberblick
hieriber liefert Abbildung 24. Diese Transkriptionsfaktoren liegen normalerweise in ihrer
hochsten Konzentration in der spaten G1-Phase der Zelle vor und stehen in direktem
Zusammenhang zum Progress zur S-Phase. Durch diese p53 induzierte Hemmung wird die
Konzentration der E2F Gruppe derart herunterreguliert, dass es zum temporaren Arrest des
Replikationszyklus kommt und somit moglicherweise eine Reparatur der DNA erfolgen kann
(Timmers und Mitarb., 2007). Andererseits kann Uber p53, so es in hoheren Konzentrationen
vorliegt, auch die Apoptose der Zelle eingeleitet werden (Levine 1997; Evan und Mitarb., 2001;
Flores und Mitarb., 2002). Verliert die Zelle die Mdglichkeit p53 als Reaktion auf zellulare
Stresssignale zu aktivieren, kann dies zu praneoplastischen Lasionen fihren und damit einen
entscheidenden Schritt zur Tumorentstehung bedeuten. Die in manchen Tumoren
nachgewiesenen hohen Mengen an p53 sind meist darauf zurtckzufthren, dass das
exprimierte p53 durch Mutation oder Verluste in der kodierenden chromosomalen Region
unwirksam wurde oder wichtige, damit interagierende Faktoren beeintréchtigt sind, was etwa
im Falle von Mammakarzinomen gezeigt werden konnte (Bourdon., 2008; Klein und Mitarb.,
2008).
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Abb. 24: Die Wirkung von p53 im Zellzyklus, welches zum Ende der G1-Phase den
Zyklus stoppen kann (entnommen von: http://hubpages.com/hub/cell_biology).

Aktuelle Arbeiten konnten den genaueren Wirkmechanismusvon p53 im Zusammenspiel mit
Rb untersuchen, diese ergaben, dass p53 seine vielen Ziel-Gene indirekt unterdriickt (Fischer
und Mitarb., 2016) und dass die meistern der Ziel-Gene mit Ihren Promotoren an pRB binden,
nicht jedoch an p53. Auch konnte erarbeitet werden, dass etwa die Halfte aller von p53
transkriptorisch regulierten Gene reprimiert werden, also wenn p53 in seiner Funktion
eingeschrankt ist diese Gene starker exprimiert werden (Engeland und Mitartb., 2018;
Engeland und Mitarb., 2022; Fischer und Mitarb., 2016;).

Den Hinweis auf eine derartige Veranderung im Falle von Zystadenolymphomen geben der
Tumor 153 mit Gewinnen auf Chromosom 17 und Tumor 157 mit Gewinnen in der Region
17plipter. Anhand dieser Konstellation von einerseits nachgewiesenen Verlusten und
andererseits Gewinnen dieser Schlisselregion kann die Vermutung getatigt werden, dass p53
auch beim Zystadenolymphom eine Rolle in der Tumorentstehung spielt. Diese beiden Tumore
(153 und 157) zeigten auch im Falle der FISH ein bemerkenswertes Ergebnis, wie spater
ausgefuhrt wird. An dieser Stelle bleibt anzumerken, dass im Falle einer zellularen
Deaktivierung oder mangelnden Expression von p53 therapeutische Ansétze vorliegen, diese
umzukehren (Xue und Mitarb., 2007). So konnte im Falle von genetisch modifizierten Mausen
die Tumorsuppressivitat von p53 kinstlich induziert werden, was zu einer kompletten
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Remission der vorliegenden Tumore fuhrte und damit seine zentrale Rolle im zellularen

Regulationszyklus zeigte.

Des Weiteren als interessant zu erwéhnen bleibt, dass p53 empfindlich auf Noxen, wie Nikotin
und Aflatoxin reagiert, wobei Nikotin nachgewiesenermaf3en einen erheblichen Faktor bei der
Entstehung von Zystadenolymphomen spielen kann, wie eingangs dargelegt wurde (Cadier
und Mitarb., 1992; Gallo und Mitarb., 1997; Vories und Mitarb., 1997; Yu und Mitarb., 1998;
Chung und Mitarb., 1999; Allen und Mitarb., 1980). Dies kdnnte neben anderen Triggern ein
denkbarer molekularbiologischer Mechanismus sein, der die Entstehung von
Zystadenolymphomen bedingt.

Interessanterweise wurde in einer Arbeit von Soini und Mitarbeitern (1992) die Expression von
p53 in Speicheldriisentumoren mit der von Lungenkarzinomen verglichen. Hier zeigte sich,
dass p53 nur in 16-22% der Speicheldrisentumore, jedoch in 61% der Lungenkarzinome
exprimiert war. Des Weiteren zeigte sich, dass das p53 positive Kollektiv aus
Mukoepidermoidkarzinomen bestand und dass sich vor allem eine hohe p53 Expression in
den niedrigdifferenzierten Tumoren dieser Gruppe fanden. Nach dieser Publikation kann eine
deutlich erhohte Expression von p53 als Malignitatskriterium bei Speicheldriisentumoren
gewertet werden, da in diesen Féllen p53 wohl mutiert und damit funktionslos geworden ist. In
diesem Zusammenhang ware eine Arbeit bezlglich der Expression von p53 in
Zystadenolymphomen in einem ausreichend grof3en Kollektiv interessant, da sowohl das
Lungenkarzinom, welches haufig erhdhte p53 Level aufweist, wie das Zystadenolymphom

auch eine starke Assoziation zu der Noxe Nikotin aufweisen.

5.3.1.5 Die Region #20q13 und ZNF217

Verluste, die das Chromosom 20 und damit ZNF217 betrafen, wurden etwa in den Arbeiten
von Mark und Mitarbeitern (1990) oder Nordkvist und Mitarbeitern (1994) gezeigt, wobei
Nordkvist sowohl Verluste als auch Gewinne von Chromosom 20 ermitteln konnten.
AbschlieRend wurden im vorliegenden Tumorkollektiv in der der Region 20q die folgenden
Veranderungen nachgewiesen. Verluste zeigten sich bei den Tumoren 088 (20q), 099
(20g13.2qter), und 100 (20q). Gewinne wurden in den Tumoren 153 (20q), 157 (20g11) und
159 (#20) nachgewiesen. Wie unter Kapitel 4.1.3.1 (Analyse des Gesamtkollektivs) expliziert
aufgefuhrt, lasst sich klar anhand der CGH feststellen, dass sich die Tumore 153, 157 und 159
was ihre genetischen Veranderungen anbelangt, deutlich vom Restkollektiv unterschieden,
sogar entgegengesetzt verhielten. In der FISH wiesen diese Tumore ebenfalls &hnliche
Befunde auf. Dies kann als weiterer Beleg fir eine genetische Heterogenitat oder genetische
Instabilitdt bei Zystadenolymphomen gewertet werden.
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In der Region sind ZNF217, sowie CAS oder STK15/BTAK/Aurora kodiert, wie ausfuhrlich
unter Kapitel 2.6 (Die Region #20q13 und ZNF217) diskutiert wurde. Diese Region sollte im
Rahmen der weiteren Arbeit genauer mittels FISH und der lokuspezifischen Sonde fur #2013
untersucht werden. ZNF217 ist eines der 20 am meisten amplifizierten Gene bei
metastasierenden Tumoren, CAS interagiert etwa mit p53. Die Region 20q bzw. 20q13 stellt
zusammengefasst also eine interessante Konstellation dar, die in der Tumorentstehung von

Zystadenomlymphomen relevant sein kdnnte.

5.3.2 FISH-Ergebnisse

Nach den zuvor durchgefiihrten Untersuchungen am Tumorkollektiv mittels CGH und
Karyotypisierungen in den anderen Arbeiten (Bullerdiek und Mitarb., 1998; Nordkvist und
Mitarb., 1994; Martins und Mitarb., 1995; Martins und Mitarb., 1997; Giefing und Mitarb.2008;
Sauter, 2010), in welchen auf #20 sowohl Gewinne als auch Verluste nachgewiesen worden
waren, wurden die Tumore konsekutiv mittels FISH untersucht. Die FISH kann die als
interessant bewerteten Regionen #20cen und #20g13 auf Chromosomen deutlich fokussierter
untersuchen und methodenbedingt einen zusatzlichen Informationsgewinn erzielen. Da die
CGH bekannte Limitierungen hinsichtlich einer beschriebenen Nachweisgrenze von 40%-50%
betroffener Zellkerne aufweist und dariber hinaus keine balancierten strukturellen
Aberrationen nachweisen kann, diente die FISH dazu diese Limiten zu erweitern. Somit
konnen die Vorteile beider Verfahren kombiniert werden.

5.3.2.1 Aberrationen der Region #20q13

In der Region 20g waren unter anderem die folgenden kodierten Gene von Interesse, wie

eingangs unter Kapitel 2.6 (Die Region #2013 und ZNF217) ausfihrlich beschrieben:

STK15/BTAK/Aurora2, (Sen und Mitarb., 1997; Bischoff und Mitarb., 1998; Ewart-Toland und
Mitarb., 2004), CAS (Brinkmann und Mitarb., 1996; Savelieva und Mitarb., 1997; Peiro und
Mitarb., 2002) BCAS1/NABC1 (van Dekken und Mitarb., 2006), PFDN4, (Heidenblad und
Mitarb., 2005), EEF1A2, (Lee und Mitarb., 2003), CYP24 (Albertson und Mitarb., 2000) sowie
dem zentral in der Region #2013 kodierten ZNF217 (Collins und Mitarb.,1998). Auf ZNF217
wurde durch die Wahl der lokusspezifischen Sonde #20g13 auch der Hauptfokus gerichtet.

Ausgehend von den Vorbefunden der CGH zeigte die ausgewahlte Zielregion #20q bzw.
#20913 der Arbeit inhomogene Befunde mit sowohl Gewinnen als auch Verlusten, wie in
Kapitel 5.3.1 (CGH-Ergebnisse) beschrieben.
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So zeigen sich bei allen untersuchten 20 Tumoren Verluste der Region #20g13. Diese waren
in 18 von 20 Fallen (90%) signifikant. Drei Zystadenolymphome (Tumor 033, 088 und 100)
zeigten Verluste von Uber 30%. Es stellt sich somit ein heterogenes Ergebnisbild in der
Auspragung der Verluste dar. Ebenfalls waren in der Auswertung der einzelnen Praparate
unter dem Fluoreszenzmikroskop Zellkerne mit normalem Signalverhalten neben Zellkernen
mit ver&ndertem Signalverhalten zu beobachten. Es lagen in keiner der untersuchten FISH
Untersuchungen an Tumorschnittpréaparaten aus Zystadenolymphomen komplette Bereiche

mit gleichgerichteten Veranderungen vor.

Neben den Verlusten waren auch Gewinne in 14 Fallen nachweisbar, wobei diese nur in 5
Fallen (045, 048, 67, 153, und 158), also bei 25% als signifikant zu werten sind. Setzt man
diese Ergebnisse nun in Relation zu Publikationen anderer Tumorentitaten, welche den
Amplifikationsstatus von #20g13 und damit auch ZNF217 untersuchten, so bietet sich
folgendes Bild. In zuvor mittels FISH untersuchten Kollektiven unterschieden sich die Anteile
von Gewinnen der ZNF217 kodierenden Region #209l3 in untersuchten Tumoren teils
erheblich. In einer Studie von Hidaka und Mitarbeiter (2000) bei kolorektale Tumoren,
bestanden in bis zu 89% der Tumore Gewinne in #20q13, mit bis zu 23 Kopien von #20q13.
Den geringsten Anteil an von Vermehrungen der Zielregion betroffenen Tumoren wiesen
spinozellulare Karzinome mit 6,5% auf (Freier und Mitarb., 2003). Alle anderen Publikationen
berichteten Gber Werte zwischen 6,5% und 89%. Die weiteren Arbeiten ergaben folgende
Gewinne: Ovarkarzinome 15-52% (Ginzinger und Mitarb., 2000; Tanner und Mitarb., 2000),
Mammakarzinomen 10-39% (Daigo und Mitarb., 2001; Letessier und Mitarb., 2006) und
Urothelkarzinomen 24% (Toncheva und Mitarb., 2005).

Betrachtet man nun die absoluten Werte der Gewinne von Region #20q13 der untersuchten
Zystadenolymphome, so liegen diese, bis auf den Tumor 153 (23%), in sehr geringen
Prozentzahlen vor, welche nur 2-6,5% der untersuchten Zellkerne betrafen. Aul3erdem bleibt
zu erwahnen, dass, falls es Gewinne dieser Region gab, diese je Zelle aus nur maximal 3
Kopien bestanden. Im Vergleich zur erwdhnten Arbeit von Hidaka und Mittarbeitern (2000) bei
kolorektalen Tumoren, zeigte ein signifikanter Anteil der mittels FISH untersuchten
Tumorzellen Signale von bis zu 23 Kopien der Region #20913 in Relation zu 2-6 Kopien der
Zentromerregion von #20. Somit liegen anhand der vorliegenden Daten im Falle des
Zystadenolymphomes deutlich weniger Gewinnen der Region #20q13 im Vergleich zu anderen
Tumorentitdten vor. Damit kann auch in Relation zu den anderen Tumorentitdten eine
niedrigere Uberexpression der in #20g13 kodierten Gene wie etwa ZNF217,
STK15/BTAK/Aurora2 oder CAS auszugehen. Dies bedeutet allerdings keineswegs, dass
diese im Rahmen von 20 untersuchten Tumoren gezeigte, geringgradige Vermehrung der

ZNF217 codierenden Region, nicht Einfluss auf die Tumorgenese bzw. Progression von
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Zystadenolymphomen haben kann. Die Tatsache, dass es sich beim Zystadenolymphom um
eine heterogen aufgebaute Tumorentitat handelt und Zellen polyklonalen Ursprungs (Honda
und Mitarb., 2000) an seiner Genese beteiligt sind, lasst die Vermutung zu, dass
maoglicherweise nur ein bestimmtes Zellkollektiv von derartigen Veranderungen betroffen ist,
wahrend andere davon unberihrt bleiben. Dies ist bei der hohen Zahl an vom Autor
angenommenen Zellen derselben Klonalitdt, von Hidaka untersuchten kolorektalen Tumoren,
nicht der Fall.

Des Weiteren liegen im Fall des Zystadenolymphoms, aufgrund der Seltenheit des Tumors,
weniger Praparate im Vergleich zu anderen Tumorentitaten vor. Im Rahmen einer Studie mit
einer deutlich groReren Fallzahle kénnten mehr Tumore mit einer @hnlich hohen betroffenen
Zellpopulation, wie in Fall 153 vorliegen und eine Subkategorie bilden. Auch gibt es keine
Belege Uber einen Schwellenwert an Amplifikation von ZNF217, der erreicht sein muss, um
einen Einfluss auf Tumorprogress bzw. Malignitat zu haben.

Es wurde jedoch anhand von Studien gezeigt, dass Amplifikationen der Region #20q13 und
damit ZNF217 auch zu einer Uberexpression von ZNF217 und der dazu in Relation stehenden
Transkriptionsrepressorkomplexe bestehend aus CoREST (You und Mitarb., 2001), der Lysin
spezifischen Histon Demethylase LSD-1 (BHC110), dem Transkriptionscorepressor CtBP1
(Shi und Mitarb., 2003; Cowger und Mitarb., 2007) und der Histondeacetylase HDAC1 fiihren
kdnnen. Dies bedingt dann ein gesteigertes Malf3 an Malignitat.

Da jedoch nur sehr geringe Gewinne der Region #20913 im Vergleich zu ausgepragten
Verlusten im Tumorkollektiv mittels FISH detektiert wurden, spielt der genannte Mechanismus
wohl im Zystadenolymphom keine bzw. eine untergeordnete Rolle. Sollte ZNF217 eine Rolle
in der generellen Genese von Zystadenolymphomen spielen, so unterbleibt hier in der Gberaus
groRen Mehrzahl der Félle diese ZNF217 korrelierte Malignitatserh6hung, da dieser Tumor als
benigne Tumorentitat gilt. Nur etwa maximal 2% der Zystadenolymphome erfahrteine maligne
Transformation und selbst diese kbnnen nur selten von korrelierten malignen Zweittumoren
abgegrenzt werden (Batsakis und Mitarb., 1978). Ein seltener Fall war die maligne
Transformation eines Zystadenolymphoms zu einem Plattenepithelkarzinom (Kim und Mitarb.,
2019).

In den Tumoren, in denen sowohl signifikant gewertete Gewinne als auch Verluste in #20q13
vorlagen, zeigten sich im Verhaltnis zum restlichen Kollektiv tendenziell weniger Verluste oder
die Verluste waren nicht signifikant (Tumor 045). Die Verluste der anderen Tumoren mit
signifikanten Gewinnen betrugen: 14% (Tumor 048), 13% (Tumor 067), 28% (Tumor 133),
10% (Tumor 153), 19% (Tumor 158), 22% (Tumor 159) und 12% (Tumor 189).
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5.3.2.2 Einfluss von ZNF217 auf den Zellzyklus

Denkbar bleibt, dass die nur moderat erhéhte Kopienzahl der Region #20g13 und damit unter
Umstanden nur leicht erhdhte Exprimierung von ZNF217 und des Kkorrelierten
Transkriptionsrepressorkomplexes eine von den anderen untersuchten Tumorentitaten
abweichende Wirkung innerhalb des Zellzyklus hat. Méglich wére hier etwa eine Modifikation
bestimmter Promotoren, die Einfluss auf die zellulare Differenzierung haben, jedoch eine
Immortalisierung der Zellen oder Einflussnahme von E-cadherin unterbleibt. Der kausale
Nachweis einer ZNF217 induzierten Immortalisierung erfolgte bislang nur an Uteruszellen (Li
und Mitarb., 2007), bzw. wurde von Collins und Mitarbeitern (1998) fir Mammakarzinomzellen
gezeigt, wobei bei Collins mindestens vier Kopien der ZNF217 codierenden Region vorlagen.
Im Falle des Zystadenolymphomes ist eine starke Einwirkung auf E-Cadherin aller
Wahrscheinlichkeit nach auszuschlief3en, da keine Metastasierungen bei

Zystadenolymphomen bekannt sind.

Andererseits lie3e sich auch durch die, sowohl von Giefing und Mitarbeitern (2008)
beschriebenen und durch die dieser Arbeit zugrunde liegenden CGH-Daten angedeuteten
Verluste der Region #20913, welche sich mittels FISH bestatigen, eine maogliche
Einflussnahme auf den Proliferationszyklus vermuten. Es wurden durch die FISH am
Gesamtkollektiv deutliche Verluste der Tumore wohl in #20cen als auch in #20q13 gezeigt.
ZNF217 bildet mit CtbP (C-terminal binding protein), welches Teil eines
Transcriptionskorepressorkomplexes ist und bei der Repression vieler Gene beteiligt ist, einen
relevanten Einfluss auf die Entstehung von Tumoren. So sind Ziele etwa das Rb
(Retinoblastom) Protein oder der Tumorrepressor BRCA1 (Fusco und Mitarb., 1998; Wong
und Mitarb., 1998; Makharashvili und Mitarb., 2015). Dieser Transkriptionsrepressorkomplex
weist ebenfalls Interaktionen mit einem Grof3teil der Zielpromotoren von p53 auf und hat
hierbei gegenregulatorische Wirkung (Huang und Mitarb., 2005; Grooteclaes und Mitarb.,
2003). Damit kann durch die Verminderung der Kopienzahl von ZNF217 die Funktionsfahigkeit
der genannten Komplexe beeinflusst werden und damit der Zielpromotoren (Cowger und
Mitarb., 2007).

5.3.2.3 Vergleich der codierenden Regionen von ZNF217 und p53

Lag in allen anderen Tumoren entweder keine mittels CGH feststellbare numerische
Veréanderung in der p53 codieren Region (17pl13.1) vor oder war diese Region wie in den
Fallen 088, 099, 126 und 196 mittels FISH durch Verluste gekennzeichnet, so zeigen die
Tumore 153 und 157 dort Gewinne. Mdglich sind hier z.B. jedoch durch die CGH nicht

detektierbare balancierte strukturelle Aberrationen. Demnach liegt in Fall 153 eine besonders
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interessante Konstellation vor. So weisen hier sowohl die p53 als auch die ZNF217 codierende

Region Gewinne auf, was diesen Tumor aus dem gesamten Ubrigen Kollektiv herausstellt.

Um bei der Diskussion der Falle 153 und 157 zu bleiben, kénnten bei einer Amplifizierung von
#20q13 auch die dort codierten Proteine Aurorakinase und CAS vermehrt exprimiertsein. Dies
konnte, wie am Falle von Magenkarzinomen (Fang und Mitarb., 2010) gezeigt, auch eine
mogliche Einflussnahme einer mutiert und vermehrt exprimierten Aurorakinase in der Genese
des Tumors 153 bedeuten. Auch CAS, konnte somit vermehrt sein. Es ist durch seine
regulatorische Wirkung auf p53 in diesem Zusammenhang von grol3em Interesse und kann
bei diesem Tumor auch im Hinblick auf die amplifizierte, p53 kodierende Region zu seiner
Genese beigetragen haben. Tumor 157, der ebenfalls Uber eine amplifizierte p53 kodierende
Region verfligt, zeigte jedoch keine Gewinne der ZNF217 codierenden Region und stellt somit
eine andere Situation dar. In den Tumoren 088, 099, 126 und 196 lag eine verminderte
Kopienzahl der p53 kodierenden Region vor, kombiniert mit einer ebenfalls von Verlusten
betroffenen Region #20913 und damit von ZNF217, die im Fall von 088 mit Verlusten von 60%
mehr als deutlich ausféllt, vor. Die Tumore 126 und 196 konnten im Rahmen der vorliegenden
Arbeit nicht mittel FISH untersucht werden, weshalb keine Aussage zu den dort vorliegenden

Gewinnen oder Verlusten der Zielregionen méglich ist.

Somit zeigt sich wiederholt ein stark heterogenes Bild der untersuchten Tumore, was in Bezug
auf ihre Genese unterschiedliche pathogenetische Vorgange denkbar macht. Des Weiteren
bleibt anzumerken, dass die durch CGH festgestellten Verluste der p53 codierenden Region
etwa uber 40% (Dupont und Mitarb., 2003) der Zellen betroffen sein mussen, da dies dem
maximalen Auflésungsbereich der Methode entspricht. Um also eine prézise Aussage uber
den Status dieser Region in der Zusammenschau mit den hier vorliegenden Daten zu
ermdglichen, mussten andere Untersuchungen der Region 17pl3 erfolgen., damit eine
bessere Aussage Uber mdgliche Zusammenhange zwischen parallel vorliegenden Gewinnen
oder Verluste bzw. moglicherweise damit verbundener Veranderungen der Funktion von p53
und ZNF217 maglich ist.

5.3.2.4 Aberrationen der Zentromerregion von #20 und mdgliche Translokationen

Die Sonde fir die Zentromerregion von #20 zeigte in den meisten Tumoren teils erheblich
hohere prozentuale Verluste, als die Ilokusspezifische Sonde #20gl13. Besonders
hervorzuheben sind hierbei funf von 20 Fallen (Tumor 040, 100, 153, 157 und 159), da in
diesen Tumoren mehr als 50% der Zellen Verluste der Zentromerregion aufwiesen.
Bemerkenswert ausgepragt war dies in Fall 159 mit 74% Verlusten. Hervorzuheben ist
ebenfalls Fall 100, da sich hier sowohl bei der lokusspezifischen Sonde #20g13 Verluste von

53%, als auch bei zentromerspezifischen Sonde #20 Verluste von 51,5% zeigten. Diese
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Verluste vergleichbarer GrofRenordnung zeigten sich in keinem der anderen vier erwahnten
Tumore. Das Gesamtestkollektiv wies zwischen den von der zentromerspezifischen Sonde
#20 und der lokusspezifischen Sonde #2013 gezeigten Verlusten mehr oder minder starke
Divergenzen auf, die mindestens 2% in Tumor 075 und maximal bis zu 50% in Tumor 150
betrugen. Diese Diskrepanz ist erheblich und verdeutlicht wiederum das heterogene Bild der

Zystadenolymphome.

Eine mogliche Erklarung dieser Diskrepanz kénnte eine Translokation des 20g-Armes und
eines damit einhergehenden teilweisen Verlustes der Zentromerregion oder der Deletion des
restlichen Chromosoms 20 darstellen. Translokationen sind bei Zystadenolymphomen bereits
an den Loci t(11;19) (g21;p13) (Mark und Mitarb., 1989; Stenman und Mitarb.; 2005, Tirado
und Mitarb., 2007) und t(11;16) (q13-14,;923) (Bullerdiek und Mitarb., 1998) gezeigt worden.
Im Falle der t(11;19) Translokation kommt es zur Entstehung des CRTC1-MAML2 ((CREB
(cAMP response element-binding protein) regulated transcription coactivator 1) Genes mit den
Exons 2-5 des MAML2 (Mastermind-like protein 2) Fusionsgens (Martins und Mitarb., 2004;
O’Neill und Mitarb., 2009), wie unter Kapitel 2.5 (Genese des Zystadenolymphoms) diskutiert.
Dieses Fusionsgen wurde bislang gut an MEC (Mucoepidermoidtumoren) untersucht und fhrt
dort zur Stoérung eines Notch-Signalwegs (Tonon und Mitarb., 2003; Ni und Mitarb., 2021;
Chen und Mitarb., 2021; De La Sancha und Mitarb., 2023). In mehreren Publikationen konnte
gezeigt werden, sollte es zur Exprimierung des CRTC1-MAML2 Fusionsgenes kommen, dass
dies mit einer Erhdohung der Malignitat einhergeht (Fehr und Mitarb., 2008; Bell und Mitarb.,
2008; Chen und Mitarb., 2021). So war ein Tumor ein primar malignes Zystadenolymphom,
bei dreien lag parallel dazu ein MEC der Parotis vor und zwei Félle waren metaplastische
Varianten des Zystadenolymphomes. Diese Zystadenolymphome exprimierten das CRTC1-
MAML2 Fusionsgen. Inden Fallen, in denen parallel zum Zystadenolymphom ein MEC vorlag,
wurden metaplastische Veranderungen der Zystadenolymphome des onkozytéren Epithels
registriert, welches sich im Ubergangsbereich der beiden Tumore befand. Diese stellen jedoch
Ausnahmefalle dar, da das Uberaus gréi3te Kollektiv der Zystadenolymphome keine derartige

maligne Transformation aufweisen.

Andere Studien zeigen auch die Exprimierung des CRTC1-MAML2 Fusionsgenes in
pleomorphen Adenomen (Rdser und Mitarb., 2007), was belegen konnte, dass zwischen den
Tumorentitaten Zystadenolymphom, Mucoepidermoidkarzinom und pleomorphem Adenom
weitere genetische Ahnlichkeiten vorliegen. Sollte auch im Falle von 20q eine Translokation
vorliegen, konnte dies wie in dem eben ndher bezeichneten und gut erforschten Gebiet zur
Generierung von ahnlichen Fusionsgenen fihren. Dies wiederum wuirde, wie im Fall von
CRTC1-MAML2, neue potentielle Mdglichkeiten der Diagnostik oder der Therapie ertffnen
(Komiya und Mitarb., 2006; Keerthika und Mitarb., 2023).
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5.3.2.5 Vergleich von #20g13 und #20cen

Andere Erklarungen der Divergenzen an Verlusten zwischen der lokusspezifischen Sonde fur
#20g13 und der zentromerspezifischen Sonde fir #20 sind die schon beschriebene deutlich
unterschiedliche Hybridisierungseffizienz an den Lymphozytenpraparaten. Da jedoch, wie
erwéhnt, keine andere Sonde mit besserer Qualitdt zur Verfigung stand wurden die
Singnifikanzgrenzen dementsprechend angepasst.

Eine andere Erklarung der Divergenzen an Verlusten zwischen der lokusspezifischen Sonde
fur #20913 und der zentromerspezifischen Sonde fur #20, kénnte jedoch auch darin begriindet
liegen, dass Nachforschungen beziglich der Sondenzusammensetzung ergeben haben, dass
in der Sondencharge, welche im Rahmen der FISH an Tumorgewebe verwendet wurde, vom
Hersteller plazentare COT-DNA zugesetzt war. In allen anderen verwendeten Chargen war
keine COT-DNA zugesetzt. Diese COT-DNA war zur potentiellen Abblockung stérender
repetitiver Sequenzen zugesetzt worden, um fehlerhafte Sondenbindungen zu verhindern.
Dies konnte jedoch im hier vorliegenden Versuchsaufbau, in welchem beide Sonden parallel
am Testgewebe hybridisiert wurden, dazu gefiihrt haben, dass die Zentromerregion in
manchen Fallen durch die COT-DNA abgeblockt wurde und somit ein Teil der Verluste dieses

Areales dadurch vorgetauscht wurden.

Ebenfalls relevant ist, dass im Rahmen der Arbeit bei den Tumoren wohl unterschiedliche
Anteile des jeweiligen Tumors aufgearbeitet wurden und auch in der Auszahlung unter dem
Fluoreszenzmikroskop in jedem Schnitt auch nur die klar auswertbaren Regionen mit
zuzuordnenden Kernen ausgewertet wurden, sodass auch hier eine potentielle Einflussnahme
durch die Gewebseigenschaften des heterogenen Tumorkollektivs vorliegt. Beschreibungen
des klinischen Erscheinungsbildes der jeweiligen Fallen sind nicht dokumentiert und konnten

nicht in die Diskussion einbezogen werden.

Im Vergleich der beiden Sonden zeigte sich, dass die zentromerspezifische Sonde #20 wohl
aus unterschiedlichen Griinden in den meisten Tumoren eine gré3ere Anzahl an Monosomien
zeigte als die lokusspezifische Sonde #20g13. Ob dies in einer generellen schlechteren
Hybridisierungsqualitdt der zentromerspezifischen Sonde #20 begriindet liegt, lasst sich an
dieser Stelle nicht abschlieRend beantworten. Es ist durch die Kontrollhybridisierungen
ersichtlich, dass sie im Vergleich zur lokusspezifischen Sonde #20g13 mehr als fehlerhaft zu
wertende Monosomien bei den untersuchten Lymphozyten anzeigte. In diesem
Zusammenhang ware es aufschlussreich gewesen weitere Testungen an gesunden
Lymphozyten durchzufihren um zu erschlie3en, ob die schlechtere Hybridisierungsqualitit
konsistent ist.
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Auch konnen die unterschiedlichen Resultate auch mit durch die Heterogenitat des Tumors
Zystadenolymphom begriindet liegen und sich nicht allein auf eine generelle schlechtere
Hybridisierungsqualitat der zentromerspezifischen Sonde #20 oder eine Beeinflussung durch
die bei der lokusspezifischen Sonde #2013 zugesetzte COT-DNA zuriickfihren lassen.

Zusammengefasst konnten also sowohl Gewinne der Region #20q13 als auch Verluste
gezeigt werden, was impliziert, dass der Einfluss dieses Areales in Hinblick auf die Genese

der betreffenden Tumore unterschiedlich zu werten ist.

5.3.3 CGH in Korrelation zur FISH

In den 33 mittels CGH und 20 mittels FISH untersuchten Tumoren zeigten sich in funf Fallen
(Tumor 088, 099, 100,153 und 157) mittels CGH detektierbare Veranderungen auf 20q und
einmal von #20 (Tumor 159) und damit potentiell in Region #20g13. Diese konnten in vier von
funf Fallen mittels FISH bestétigt werden. Die einzige Ausnahme stellte der Fall 157 dar, in
welchem die CGH Gewinne der Region 20911.1913.1 erbrachte, was sich mittels FISH nicht
bestéatigen lie3, da eine lokusspezifische Sonde fir #20g13 verwendet wurde. Mdglich
erscheint hier auch, dass es durch die Limitierung der Nachweisgrenze in der CGH begriindet
ist, die bei etwa 40%-50% liegt. In der FISH wurden in Tumor 157 21% Verluste nachgewiesen,
was unterhalb der Nachweisgrenze der CGH liegt. Da jedoch zur FISH und CGH jeweils
unterschiedliches Gewebsmaterial aus der Tumorbiopsie verwandt wurde, kénnen schon
allein daraus Differenzenim Ergebnis der beiden Methoden resultieren, was generell geringe

Unterschiede in den Ergebnissen beider Methoden in Korrelation zueinander erklart.

Des Weiteren sind mittels CGH in der Regel nur Veranderungen sicher detektierbar, welche
mindestens 40-50% der Zellkerne betreffen. Diese beiden Falle 088 mit 61% und 100 mit 54%
von Deletionen der Region #20q13 betroffenen Zellkerne wurden durch die FISH bestéatigt.
Auch bleibt in diesem Zusammenhang zu bedenken, dass die CGH, wie der Name schon sagt,
ein komparatives und kein absolutes Verfahren darstellt. Somit kénnen sich Verluste und
Gewinne innerhalb einer Region negieren und es wird vordergrindig ein ,normales*
Verteilungsmuster abgebildet, obwohl sowohl Verluste als auch Gewinne einer Region
vorliegen. Dadurch lasst sich erklaren, dass immer eine gewisse Diskrepanz zwischen
Befunden von CGH und FISH besteht, da dies in der Methodik selbst begriindet liegt. Somit
bleiben die mittels FISH gezeigten Verluste, welche sich in der Mehrzahl der Falle unter 40%
an betroffenen Zellkernen beziffern, unterhalb der Nachweisgrenze der CGH. Zuséatzlich ist zu
bedenken, dass in den durchgefuhrten Untersuchungen mittels CGH und FISH immer
unterschiedliche Gewebsstiicke untersucht werden. Die mittlerweile als Weiterentwicklung der

CGH genannte Array-CGH ist methodisch ebenfalls nicht in der Lage diese Art von
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balancierten Aberrationen nachzuweisen (Frost und Mitarb., 2022). Da in der vorliegenden
Arbeit Tumorschnitte untersucht wurden, kann auch eine Aussage erfolgen ob die
beobachteten Aberrationen klonal, jeweils in bestimmten Lokalisationen des jeweiligen
Tumorschnittes auftraten, oder heterogen im Tumorschnitt verteilt waren. In jedem der
untersuchten Tumorschnitte lag ein heterogenes Verteilungsmuster vor, in welchem Zellen mit
Verlusten neben Zellen mit Gewinnen oder auch Zellen mit normalen Signalverhalten
vorhanden waren. Mittels der CGH wurden wie diskutiert Verluste und Gewinne auf #20q bzw.
#20 nachgewiesen und diese konnten in den meisten Fallen auch mittels den verwendeten
Sonden in der FISH bestatigt werden. Allerdings deckt die lokusspezifische Sonde #20q13 nur
einen kleinen Teil von 20g ab, in welchem mittels CGH Veranderungen aufgezeigt worden
waren. Die in #20g13 kodierten Proteine (wie etwa ZNF217, CAS oder STK15/BTAK/Aurora2),
zu welchen hinsichtlich ihrer mdglichen Einflisse auf die Tumorentstehung von
Zystadenolymphomen mittels FISH neue Informationen gewonnen werden konnten, bilden
jedoch nur einen Teil der auf #20q codierten Gene bzw. Proteine. Da mittels FISH nur ein eng
umgrenzter Bereich von 20q ndher untersucht werden konnte, kann keine Aussage Uber
Veranderungen anderer in der Tumorentstehung von Zystadenolymphomen potentiell
relevanter Gene gemacht werden. In der Datenbank Cancer GeneticsWeb (Cotterill, 2019,
https://www.cancer-genetics.org) werden aktuell 57 Gene gelistet, welche in der Literatur
nachweisen nachgewiesen sind, die auf Chromosom 20 kodiert sind und mit Neoplasien
korreliert sind. Potentiell relevante Gene in der Genese von Zystadenomlyphomen koénnten
beispielhaft etwa HCK (von Tyrosine-protein kinase -hemopoietic cell kinase, in 20g11-g12,
bei Leukéamie oder Magenkarzinomen), BMP2 (von Bone Morphogenetic Protein 2A, in 20p12,
bei Lungenkarzinomen, Prostatakarzinomen), oder RBL1 (von Retinoblastoma-Like Protein 1,

in 20g11.23, bei Zervixkarzinomen, Retinoblastomen) darstellen.
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5.4 Ausblick

Im Rahmen dieser Arbeit konnten durch die Untersuchung der Regionen 20q13 und 20
Zentromer neue wichtige Erkenntnisse uber die Genese von Zystadenolymphomen gewonnen
werden. So eréffnen die nun erhobenen Daten die Mdglichkeit anknupfend weitere Forschung
durchzufuhren.

Es bildeten sich im untersuchten Kollektiv einige Tumore vollkommen verschieden beziglich
ihres Status der Region 20g13 ab. Sowohl Gewinne als auch Verluste innerhalb der Region
wurden dargestellt und lassen Ruckschlisse beziglich dadurch bedingter Einfliisse der dort
kodierten Gene ZNF217, STK15 oder CAS zu. Um dies n&her zu untersuchen wéaren weitere
Studien hinsichtlich des Expressionsverhaltens der genannten Gene interessant, um eine
maogliche Korrelation weiter zu erforschen. Interessant erscheint in diesem Zusammenhang
die in einer geringen Anzahl von Fallen gezeigte mogliche Korrelation von p53 zu ZNF217 im
Falle von Zystadenolymphomen. Da diese Ergebnisse sich auf die Methode CGH grunden,
erscheint eine erganzende FISH, mit spezifischen Sonden fir die Region 17p13.1 interessant.
Dies konnte interessante Einblicke in das Zusammenwirken dieser beiden wichtigen
Regulationsfaktoren schaffen und die Daten der CGH prazisieren, da sich womaoglich noch
mehrere mittels CGH bislang nicht detektierte Veranderungen der Region 17p13.1 darstellen

konnten.

Weitere Karyotypanalysen an einem gro3eren Patientengut konnten moglicherweise
rekurrente Translokationen aufzeigen, mit deren Hilfe weitere Fusionsgene, wie im Fall von
CRTC1-MAML2 erschlossen werden konnten. Hierzu waren Versuchsreihen mittels Zellkultur
durchzufihren.

Auch die Weiterbeobachtung der Tumore des Kollektivs in Bezug auf ihren langfristigen
postoperativen Verlauf ist von Interesse, da sich hiermit in der Zusammenschau mit den in
dieser Arbeit erbrachten Resultate mogliche Zusammenhange von Rezidivverhalten und
genetischem Status der Tumore zeigen koénnten. Hier erscheint im besonderen Tumor 153 in
Bezug auf mogliche Rezidive und den weiteren Verlauf von besonderem Interesse. Auch die
weitere VergroRerung der CGH Datenbank bzw. Untersuchung mit einem aktuellen
hochauflésenderen Verfahren und konsekutive Weiterbearbeitung mittels COMET-assay und
FISH ware mdglich um eine breitere und prézisere Datenbasis zu erhalten. Dies macht vor
allem in Hinblick auf das Herausarbeiten mdglicher existierender Subgruppen innerhalb des

Kollektivs aller Zystadenolymphome Sinn.

Nach wie vor ist auch im Falle des Zystadenolymphomes noch viel Forschungsarbeit zu
leisten, um seine bislang nicht abschliel3end erklarte Genese zu entschlisseln. So bleibt

immer noch offen, ob es Uberhaupt ,Das Zystadenolymphom® als solches gibt oder ob es sich
103



um eine tumorartige L&sion handelt, welche sich auf differente pathogenetisch
Subpopulationen aufzweigt (Sobrinho-Simdes und Mitarb., 2006). Auch erschlieRen sich
immer mehr genetische Assoziationen zu anderen Tumoren der Parotis, wie dem
pleomorphen Adenom oder dem MEC (Bell und Mitarb., 2008). Somit dehnt sich das Feld der
Moglichkeiten  zur  Erforschung und der schlussendlichen  Einordnung des
Zystadenolymphomes ein weiteres Mal auf. Unumganglich in der Realisierung dieses
Bestrebens ist es Forschung an deutlich groReren Tumorkollektiven zu betreiben, um
moglicherweise existierende sich voneinander unterscheidende Populationen isolieren zu
konnen.

In Hinblick auf den langen Zeitraum zwischen der Datenerhebung und der nun fertiggestellten
Arbeit liegen allerdings neuere Verfahren, wie die etwa in aktuellen Arbeiten verwendete Array-
CGH (Tsoutsou und Mitarb., 2017; Kowalcyk und Mitarb., 2022), die Flash COMET-assay
(Bivehed und Mitarb., 2024), oder die uFISH (Huber und Mitarb., 2018) vor. Mit diesen ware
aufgrund ihrer hoheren Auflosungsfahigkeit prézisere Aussagen Uber das untersuchte
Tumorkollektiv oder generell Zystadenolamphome mdéglich. Auch existieren nach wie vor
wenige publizierte Studien zu chromosomalen Aberrationen des Zystadenolymphoms, wie
etwa die Arbeit von Wemmert und Mitarbeitern (2014), in welcher die Resultate der 4 mittels
CGH charakterisierten Tumore dieser Arbeit mit integriert und veréffentlicht wurden.
Untersuchungen von Zystadenolymphomen in Studien mit groRen Fallzahlen wirden zur

weiteren Erforschung der Genese dieses Tumors beitragen.

Diese Arbeit stellt einen Beitrag dar, im Fall des bislang nur in kleinen Fallstudien erforschten
Zystadenolyphoms, das erforschte Tumorkollektiv zu vergréRern. Weiterfiihrende Studien sind

in der Erforschung des Zystadenolymphoms notwendig.
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7 Anhang

7.1 Material und Herstellernachweis

7.1.1 Chemikalien, Enzyme, Kits und Verbrauchsmaterial

anti-DIG-Rhodamin Roche Diagnostics, Mannheim
Biotin-Nick-Translation-Mix Roche Diagnostics, Mannheim
Colcemid BCO BRL, Life Technologies, Karlsruhe
DAPI (Vectashield® with DAPI) Vector Laboratories, Burlingame, USA
DIG-Nick-Translation-Mix Roche Diagnostics, Mannheim
Digoxigenin-alkalische Phosphatase Roche Diagnostics, Mannheim

Eindeckmedium fir Eosinschnitte

Eosin
Reaktionsgefalie Eppendorf, Hamburg
Fixogum Marabu, Tamm

Fixiermaterial flr Kryostat

Objekttrager Superfrost

Pbmax Invitrogen GmbH, Karlsruhe
Pepsin (2500 U/mg) Sigma, Taufkirchen

RNase H (100 pg/ml) Roche Diagnostics, Mannheim
Streptavidin-alkalische Phosphatase Vector, Burlingame, CA, USA

Alle weiteren, hier nicht genannten Puffersalze, Chemikalien und Verbrauchsmaterialien
wurden von den Firmen Merck (Darmstadt), Sigma (Taufkirchen) oder Serva (Heidelberg)
bezogen.

7.1.2 Lésungen

20xSSC
3,0 M NaCl
0,3 M Na-citrat

Blutkulturmedium

- 50 ml PB-Max, Lot.-Nr.: 1125372 Fa. Difco Nahrmedium.
- 100ml 0,52% KCL: 520 mg auf 100ml Aqua.dest.

- Colcemid 10 pl / ml (Fa. Invitrogen)

Chromosomenfixans
- 30 ml Methanol
- 10 ml Eisessig
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7.1.2.1 Lésungen und Medien zur FISH

Denaturierungsmix (fUr Referenz als auch Tumorgewebe)

- 350 ul deionisiertes Formamid
- 50 yl NaPOa4

- 50 pl steriles 20xSSC

- 50 pl steriles Aqua.dest.

Davon 100 pl pro Praparat aufbringen

Eingesetzte Sonden

1. -Chromosom X, direct-labelled Red, Fa. Q-Biogene, Cat.: PSA TOO0OX-R
-Chromosome 16p, direct-labelled FITC, Fa. Q-Biogene Cat.: PTEL16P-G

Ansatz Verfahrensetablierung:

1 yl #X-Sonde + 1,5 pl #16p Sonde + 2,5 pl Hybridisierungs-Mix Fa.Qbiogene

2. -Chromosome 20centromer-green, direct-labelled FITC, Fa. MP-Biomedical,
Cat.: PSA T0020
-Chromosome #20q13-orange, direct-labelled Cy3, Fa. Vysis Cat.: 75647

Ansatz Referenzgewebe:

7 Wl Hyb.-P. Vysis + 1 ul #20913 Sonde + 2 pl #20cen Sonde
Ansatz Tumorgewebe:

6 ul Hyb.-P. Vysis + 1 pl #20g13 Sonde + 2 pl #20cen Sonde

7.1.2.2 Lésungen und Medien zur CGH

Medium zur Aufnahme der Tumorproben:

- Eine Spatelsptize Proteinase K: Roche Mannheim Best-Nr.: 745 723, Lagerung bei +4°C
- 5,0 ml SE-Puffer pH =8,0 (75 mM NacCl, 25 mM EDTA, pH 8 mit NaOH einstellen)
- 0,5ml 10% SDS

TE-Puffer
10 mM Tris-HCI (ph7,6)
1 mM NazEDTA

P1 Pufferreagenz :
1,2 g Tris +0,87 g NaClin 100 ml Aqua.dest. lésen pH = 7,5

P2 Pufferreagenz:

5ml P1 + 150 mg Blocking Reagenz, Roche Mannheim
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P3 Pufferreagenz:
1,2 g Tris + 0,85 g NaCl + 1g MgClz in 100 ml Aqua.dest. lésen pH =9,5

Detektionsmix :
57 mlIP3+ 45 ul NBT + 33 pl BCIP

7.2 Gerate und Software

Abzug Vogel medizinische Technik, VAE 988, Giessen
Brutschrank, begast Heraeus, Thermo ST5042, Hanau
Fluoreszenzmikroskop Olympus BX60 Mikroskop

Heizplatte Medax Nagel KG, 5p12, Kiel

Optische Software ISIS

Kryostat Leica, CM 30505, Solms

Kahlzentrifuge Hettich, Rotanta P, Tuttlingen

Ph-Messgerat Listad 8F93, E163694

Schittler 1. Edmund Buhler, SM25, Tubingen

2. Edmund Buhler, SM30, Corthal
3. Edmund Buhler, 7400, Tubingen

Thermocycler Eppendorf, Thermomixer comfort, Hamburg

Tischzentrifuge Heraeus, Biofuge Pro, Osterode

Waagen 1. Mettler-Spoerhase, ME 13034, Giessen
2. Kern 510-41, 10376, Balingen-Frommern

Wasserbader 1. GFL, 1004, Burgwedel

2. GFL, 1083, Burgwedel
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