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Der,Zugriff auf eine große Anzahl zytogenetisch charakterisierter Leukämien aus der
laufenden Diagnostik, ermöglicht uns eine gezielte Bearbeitung spezieller
Fragestellungen der comparativen genomischen Hybridisierung (CGH). An
gesamtgenomischer DNA dieser Leukämiefälle wird eine CGH durchgeführt, mit dem
Ziel, die Methode auf ihre Reproduzierbarkeit zu prüfen und ihre Detektionsgrenzen
zu bestimmen. Um. die Reproduzierbarkeit der CGH-Methode zu prüfen, wird eine
zweite, sog. „reverse" Hybridisierung durchgeführt. Dabei wird die Tumor-DNA mit
Digoxigenin-lY-UTP und die Referenz-DNA mit Biotin-16-UTP markiert. Dadurch
wird die Sicherheit der Methode erhöht, denn jede entdeckte Veränderung muß
durch diese zweite, reverse Hybridisierung bestätigt werden. Die Detektionsgrenze
der CGH-Methode wird an Hand von unterschiedlich großen aberranten
Zellpopulationen im Knochenmark von Leukämien geprüft. Es soll geklärt werden,
wie groß eine chromosomal aberrante Zellpopulation sein muß, damit sie mit Hilfe
der CGH noch erfaßt werden kann. Bisher liegen uns CGH-Daten von 13 Leukämie-
Patienten vor, die in der GTG-Bänderungen oder in der Fluoreszenz in situ
Hybridisierung (FISH) unterschiedlich große aberrante Zellpupulationen zeigten. Die
Größe der aberranten Zellpopulationen reichte dabei von 4% bis 96%. Die in der
Bänderungsanalyse und CGH am häufigsten beobachteten Aberrationen betrafen
die Chromosomen 5 (5q-) und 8 (Trisomie). In allen Mosaik-Fällen mit einer
aberranten Zellpopulation von mindestens 20% oder mehr konnten die Imbalancen
auch durch die CGH bestätigt werden. Die bisherigen Ergebnisse unsere Studie
zeigen, daß zum einen die detektierten Aberrationen gut reproduzierbar sind und
zum anderen, daß auch kleinere aberrante Zellpopulationen (20%) durch die CGH
noch erfaßt werden können. Die CGH stellt also eine zusätzliche, gut einsetzbare
Methode in der Leukämiediagnostik dar.
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Telomeres and Telomerase - Cause or Consequence of chromosomal aberrations
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Telomeres are specific structures stabilizing Chromosome ends. The repetitive DNA, which makes up
the Telomer, cannot provide a template for the lagging Strand in replication and therefore telomeric
sequences will shorten by 30-150 bp per cell division. Cells of the germline and unicellular organisms
solve this problem by means of the enzyme telomerase, which can perfectly restore the gap in the
lagging strand. In other cells telomerase is inactivated during development and a „mitotic clock"
signals the cell to arrest in G l when the telomere reaches a critical length.

One mechanism proposed for this observation is that the shortened telomeric DNA is no longer able to
bind its associated proteins and, äs a result, the free ends of the DNA are recognized äs a double strand
break by genes responsible for signaling a G l arrest in such situations. It is known that the activity of
p53 äs a transcription factor increases following DNA double strand breaks and in senescent human
fibroblasts and that in one of its targets, the cyclin-Cdk inhibitor CDKN7p21 also increases. This
affects other proteins involved in the cell cycle and prevents cells to enter the S-phase.

If the function of p53 and pRb is eliminated.extended cell proliferation can be observed. The
Telomeres continue to shorten, to the point where the telomeres are too short to prevent chromosome
fusion. Frequently dicentric chromosomes then form, there is considerable loss of genetic material,
and the cells enter crisis where cell production is counterbalanced by cell death. This has been
described äs.the first mortality stage (Ml). If those senescent cells continue to divide telomeres
become even shorter, division ceases and programmed cell death is induced, M2.

These defense mechansims have to be circumvented for tumors to progress from a benign state of
limited growth to a malignant state of potentially unlimited growth. To evade the physiological
impasse of telomeric attrition a cell must activate telomerase which prevents and can revers telomere
shortening.

The activation of telomerase has been shown in most tumors and it is also known that most tumors
show cytogenetic aberrations. The questions arises at what point the chromosomal changes occur in
the immortalisation process. As Telomerase is a target for anti cancer strategies an answer to this
questions could be quite important.
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