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Einleitung

Einleitung
1.1 Amifostin

Amifostin, Handelsname Ethyol®, wird von der Firma Essex Pharma vertrieben
und ist eine organische Thiophosphatverbindung (Abb. 1.1). Es gilt als
Breitband—Zytoprotektivum bei der Behandlung von Krebspatienten. Seine
Wirkung beruht auf dem selektiven Schutz gesunder Zellen, nicht jedoch
maligner Zellen, gegen Zytostatika und die zytotoxische Wirkung ionisierender
Strahlung (Spencer und Goa, 1995).

0
[

H,N-CH ~CH ~CH >NH-CH -CH ~S-P-OH

OH

Abb. 1.1 Strukturformel des Radio/Chemoprotektivums Amifostin (Ethyol,
Essex Pharma, 1998; modifiziert)

Pharmakokinetik

Nach intravendser Applikation wird Amifostin schnell aus dem Plasma
eliminiert, nach 6 min werden nur noch ca. 10 % des unveranderten Wirkstoffs
gemessen. Amifostin wird rasch in den aktiven Metaboliten WR-1065
metabolisiert. Es findet sich eine Anreicherung im Knochenmark 5-8 min nach

intravenoser Infusion (laut Herstellerangaben, Ethyol, Essex Pharma, 1998).
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1.1.1 Wirkmechanismus

Amifostin  (Ethyol®) liegt in aktiver (dephosphoryliert) und inaktiver Form
(phosphoryliert) vor und ist somit ein Prodrug. Es wird nach intravenoser
Applikation an GefalRendothelien von einer zellmembranstandigen alkalischen
Phosphatase zum aktiven Thiol (WR-1065) dephosphoryliert (Hensley et al.,
1999). Nach der Dephosphorylierung ist der aktive Metabolit in der Lage, die
Zellmembran zu durchdringen und seine Wirkung intrazellular zu entfalten. Da
gesunde Zellen tber eine groRere Dichte der membranstandigen alkalischen
Phosphatase verfigen, kommt es hier zu einer gegeniber malignen Zellen
deutlich starkeren Anreicherung der protektiven Aktivitat im Zellinneren (Abb.
1.2 und 1.3) (laut Herstellerangaben, Ethyol, Essex Pharma, 1998).

Normale Zelle

Optimale Vaskularisierung %"

Hohe Konzentration an

Alkalischer Phosphatase

Normaler pH-Wert — hohe Aktivitat

der Alkalischen Phosphatase

Erleichterte Diffusion

Abb. 1.2 Die normale Zelle exprimiert an ihrer Oberflache viel alkalische Phosphatase. An
dieser wird Amifostin vom Produg zum aktiven Metaboliten (Thiol) umgewandelt
und erfahrt so eine erleichterte Diffusion in die Zelle, wo es selektiv wirken kann
(Ethyol, Essex Pharma, 1998; modifiziert).
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Tumorzelle

Insuffiziente Vaskularisierung

Niedrige Konzentration an

Alkalischer Phosphatase

Niedriger pH-Wert (sauer) —»

Hemmung der enzymatischen
Aktivitat

Passive Aufnahme in die Zelle

Abb. 1.3 Tumorzellen exprimieren nur sehr wenig alkalische Phosphatase auf ihrer
Oberflache. So wird nur wenig Amifostin in den aktiven Metaboliten
umgewandelt und es entsteht kein Schutz gegen Zytostatika oder
ionisierende Strahlung innerhalb der Tumorzelle (Abb. Gbernommen aus:
Ethyol, Essex Pharma, 1998).

Intrazellular wird der aktive Metabolit durch Redoxreaktionen in das
symmetrische Disulfid (R-S-S-R) mit der Bezeichnung WR-33278
umgewandelt (Abb. 1.4). Sowohl WR-1065 als auch WR-33278 besitzen
zytoprotektive Wirksamkeit, aber unterschiedliche Wirkmechanismen. Die
zytoprotektiven Eigenschaften von WR-1065 und seine F&higkeit, freie
Sauerstoffradikale einzufangen, sind gebunden an die aktuelle Exposition der
Zelle gegenuber Strahlung oder Zytostatika (Smoluk et al., 1988). Dagegen
halt der protektive Effekt von WR-33278 postexpositionell Gber mehrere
Stunden an. WR-33278 reichert sich bevorzugt im Zellkern an, wo es sich an
Kernproteine und DNA bindet. Es ist wahrscheinlich an verschiedenen
intrazellularen Prozessen beteiligt, die die Chromatin—Stabilisierung, die DNA—
Synthese, die Kinaseaktivitat, die Genexpression und die Proteinkonformation
beeinflussen, die alle an der Mutagenese beteiligt sind (Fiorio et al., 1994).

10
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Obgleich die genauen Mechanismen nicht bekannt sind, tber die WR-33278
eine strahleninduzierte Mutagenese hemmt, wurde gezeigt, dass Amifostin die
DNA-Synthese hemmt und die Reparatur von strahleninduzierten

Einzelstrangbriichen in Saugetierzellen fordert (Grdina und Nagy, 1986).

Amifostin (WR-2721)
H,N-(CH,)5-NH-(CH,),-S-PO3H,

o

Alkalische Phosphatase

l

WR-1065
H,N-(CH,)5-NH-(CH,),-SH

I Reduktion Oxidation l

WR-33278
H,N-(CH,)5-NH-(CH,),-S-S-(CH,),-NH-(CH,)5-NH,

Abb. 1.4 Chemische Struktur und Metabolisierung von
Amifostin (aus: Ethyol, Essex Pharma, 1998)

Als Hauptmechanismen fur den durch Amifostin vermittelten Zellschutz werden

somit angenommen:

1. Das freie Thiol (WR-1065) bindet und neutralisiert durch Chemo— oder
Strahlentherapie induzierte reaktive Radikale, bevor diese wichtige
Zellproteine zerstdren oder binden kdnnen. Freie aktivierte Radikale
kénnen die Zellmembran, DNA oder andere wichtige Zellkomponenten
zerstoren und damit den Zelltod gesunder Zellen hervorrufen (siehe

Herstellerangaben Ethyol, Essex Pharma, 1998).

11
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2. Als nukleophile Substanz interagiert es direkt mit den Zytostatika und
deren Metaboliten und verhindert auf diese Weise die Induktion
maoglicher Zellschaden (Herstellerangaben, Ethyol, Essex Pharma,
1998).

3. Es fordert zellulare Reparaturvorgange durch seine reduzierenden
Eigenschaften (Abgabe eines Wasserstoffatoms) bzw. sein
Oxidationsprodukt WR-33278 (Herstellerangaben, Ethyol, Essex
Pharma, 1998).

1.1.2 Klinische Anwendung von Amifostin

—Reduktion des auf Neutropenie (Abfall der neutrophilen Granulozyten)
beruhenden Infektrisikos (neutropenisches Fieber). Durch Gabe der
Zytostatika Cyclophosphat oder Cisplatin kann Neutropenie erzeugt werden
(Hensley et al., 1999).

—Schutz bei fortgeschrittenen soliden Tumoren vor kumulativer Nierentoxizitat
bei Cisplatin—haltigen Therapieschemata mit Cisplatin~-Dosen von 60-120
mg/m? Korperoberflache. Angemessene Hydratation ist sicherzustellen
(Ethyol, Essex Pharma, 1998).

—bei Bestrahlung im Kopf-Hals—Bereich zur Verringerung der Xerostomie.
Dabei zeigt die mit Amifostin behandelte Patientengruppe signifikant weniger
Nebenwirkungen an der Haut als die nicht randomisierten Kontrollgruppe,
Phase-IllI-Studie (Brizel et al., 2000).

—bei der Behandlung fortgeschrittener Krebserkrankungen der Eierstécke und

—wahrend postoperativer Chemotherapie von Rektumkarzinomen, zur
Reduzierung der strahleninduzierten Nebenwirkungen, Phase—-II-Studie
(Ethyol, Essex Pharma, 1998).

1.1.3 Alkalische Phosphatase

Die alkalische Phosphatase (AP) kommt in allen Korperzellen vor und besteht

aus einer Reihe von Unterenzymen. Sie wird vor allen Dingen in Kapillaren und

12
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kleinen Venolen exprimiert, und verleiht so normalem Gewebe selektiven
Schutz durch die optimale Umwandlung von Amifostin zu seinem aktiven
Metaboliten (laut Herstellerangaben, Ethyol, Essex Pharma, 1998).
Tumorgewebe allerdings ist schlechter vaskularisiert und verfligt deswegen
Uber weniger alkalische Phosphatase (Hensley et al., 1999, Niedermayer et al.,
1998). Gleichzeitig fuhrt die schlechtere Vaskularisierung zu einer Hypoxie des
umliegenden Gewebes. Es kommt zu anaeroben Stoffwechselvorgangen und
so zu einem sauren Milieu, was die katalytische Aktivitdt der sowieso schon
wenig vorhandenen alkalischen Phosphatase noch zusatzlich reduziert. Das
Ausmald der zellularen Aufnahme von WR-1065 ist vom Gewebe—pH-Wert
abhangig. Bei einer pH-Senkung um beispielsweise 0,3 wird die Aufnahme um
mehr als die Halfte reduziert (Strnad, 2000). So kann eine bis zu 100-fach
erhohte Konzentrationen von freiem Thiol in normalem Gewebe gegenuber
Tumorgewebe nachweisbar sein (Hensley et al., 1999). Dies fuhrt zu selektivem
Schutz des umliegenden normalen Gewebes und der Empfindlichkeit des
Tumorgewebes auf Strahlung und Zytostatika. Bei einigen Meningeomen kann
es aufgrund einer Deletion im Chromosom 1 (1p— Region) auch zu einem
kompletten Ausfall der alkalische Phosphatase kommen (Niedermayer et al.,
1998).

Zu einer Erh6hung der AP kann es bei folgenden Symptomen kommen:

Bei der akuten Hepatitis, beim Verschluss—lkterus, bei Leberschaden, durch
Arzneimittel / Gifte, durch Knochenmetastasen, bei Osteomalazie, sowie bei
Frakturen,  Osteroporose, Vitamin—-D-Mangel, = Hyperparathyreodismus,
Abflustérungen der Gallensauren oder im letzten Drittel der Schwangerschaft
(Ethyol, Essex Pharma, 1998).

Eine verminderte Aktivitat der alkalischen Phosphatase findet sich bei:
EiweiBmangelerkrankungen, nach Bypass—Operationen, bei Magnesium—
Zinkmangel, bei Hypothyreose, bei schwerer Anamie, beim Morbus Wilson, bei
Vitamin C Mangel und vor allen Dingen bei Karzinomen (Ethyol, Essex Pharma,
1998).

13
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1.2 Kolorektales Karzinom

Maligne Tumorzellen haben sich der normalen Wachstumsregulation entzogen
und wachsen ungehemmt destruierend, infiltrierend, bilden Metastasen und
neigen zur Rezidivierung. Bosartige Neubildungen des Kolorektums stellen in
Deutschland eine héaufige Krebstodesursache dar. Mehr als 30 000 Menschen
sterben jahrlich am kolorektalen Karzinom. Circa 50 000 Neuerkrankungen
werden pro Jahr mit steigender Tendenz registriert (siehe zusammenfassende
Darstellung bei Buhling et al., 1995).

Das Vorkommen des kolorektalen Karzinoms hat sich von 1960 bis 1980
verdoppelt und stabilisiert sich auf hohem Niveau. Das Risiko, an einem
kolorektalen Karzinom zu erkranken, betragt fur die Bundesburger derzeit vier
bis sechs Prozent. Weltweit gibt es beztiglich der Sterblichkeit durch Darmkrebs
grof3e Unterschiede. In Deutschland ist die Sterblichkeit infolge Darmkrebs
deutlich hoher als in den USA und in Japan (siehe Zusammenfassung bei Mack
et al., 2002).

Als Risikofaktoren spielen die Ernahrungsgewohnheiten eine grof3e Rolle.
Besonders ein hoher Fettanteil, reduzierte Ballaststoffe und fleischreiche
Ernahrung scheinen sich negativ auszuwirken. Neben molekulargenetischen
Mechanismen wie Onkogen—-Aktivierung und Verlust von Tumor—
Suppressorgenen kommen auch genetische Dispositionen in Betracht (siehe
Uberblick bei Biihling et al., 1995).

a) Adenomatése Polyposis (APC, Locus 5921, Gen APC) wird autosomal
dominant vererbt. Der Dickdarm ist Ubersat mit Adenomen, die sich sehr
wahrscheinlich zu invasiven Karzinomen entwickeln werden (siehe
zusammenfassende Darstellung bei Strachan und Read, 1996).

b) Erblicher nichtpolypdser Dickdarmkrebs (hereditary nonpolyposis colon
cancer —-HNPCC). Auch diese Art des Krebses ist autosomal dominant
erblich und besitzt zusétzlich noch eine hohe Penetranz (siehe

zusammenfassende Darstellung bei Strachan und Read, 1996).
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1.2.1 Therapie des kolorektalen Karzinoms

Die Therapie des kolorektalen Karzinoms wird je nach Ausmaf3 und Stadium
des Tumors festgelegt. Das Behandlungskonzept beruht auf mehreren Saulen.
Der Operation mit Entfernung des Tumors moglichst im Gesunden (RO
Resektion), der Radio — und der Chemotherapie (siehe Nr. 1, Leitlinien der

wissenschaftlichen medizinischen Fachgesellschaften zum Dickdarmkrebs).

1.2.2 Strahlentherapie

Bei der Strahlentherapie wird ionisierende Strahlung zur Therapie von
Tumoren allein oder kombiniert mit chirurgischen oder
chemotherapeutischen MalRnahmen eingesetzt. Normal- und Tumorgewebe
unterscheiden sich durch ihre Reparaturfahigkeit. Es gibt spat und frih
regenerierendes Gewebe und dementsprechend kdnnen optimale
Bestrahlungsfraktionen erstellt werden (siehe Uberblick bei Schmitt, 1998).
Dabei sollen eine maximale Tumorschadigung und gleichzeitig eine
maximale Schonung des umgebenden gesunden Gewebes erreicht werden.
Bei der neoadjuvanten (unterstitzenden) Bestrahlung wird ionisierende
Strahlung zur Vorbehandlung und ggf. Verkleinerung eines Tumors eingesetzt.
Im Rahmen einer postoperativen Strahlentherapie wird der Tumor zunachst
operativ entfernt und anschlieRend erfolgt die Bestrahlung. Die verordnete
Strahlendosis in der Tumortherapie richtet sich nach Grél3e, Histologie,
Sauerstoffversorgung und Lokalisation des Tumors. Dabei sind die raumliche
und zeitliche Dosisverteilung zu beachten. Die Energiedosis, die an einer
definierten Stelle im bestrahlten Herdgebiet (Zielvolumen) eingesetzt wird,
bezeichnet man als Referenzdosis. Unter Gesamtdosis versteht man die am
Ende einer Bestrahlungsserie insgesamt eingestrahlte Referenzdosis. Durch
Fraktionierung, d.h. Unterteilung der Gesamtdosis in mehrere Kkleine
Einzeldosen, erholt sich das umliegende gesunde Gewebe besser von den
Strahlenschaden als der Tumor (siehe Uberblick bei Schmitt, 1998). Weiterhin
ist die Wirkung der Strahlentherapie von der Versorgung des Tumors mit

Sauerstoff abhangig, was man durch sensibilisierende Substanzen oder O,—
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Uberdruckbehandlung beeinflussen kann. Molekularer Sauerstoff kann die
Strahlenwirkung  verstarken, da sich aus  Sauerstoff verstarkt
Wasserstoffperoxide bilden und diese dann als eigentliches Mutagen in Aktion
treten. Sie oxidieren die Basen der DNA (siehe zusammenfassende Darstellung
bei Buchta et al., 2002).

Das Ausmald der Strahlenschaden am Gewebe und der DNA hangt von der
Menge der zugefiigten Energie, der Strahlendosis und der Strahlenart ab. Die
Energietbertragung ist die Ursache fir die biologische Wirkung und fur die
Strahlenschaden. lonisierte Strahlen werden zum grof3en Teil mit Wasser in
Wechselwirkung treten, da organische Materie zu 80% aus Wasser besteht.
Wasser wird in Hydroexilradikale und Elektronen gespalten, die eine
Uberlebenszeit von ca. 10° Sekunden haben. Die weitere Reaktion mit
Sauerstoff kann Uber Perhydroxyradikale zum Hydroperoxid ablaufen.
Hydroxylradikale oxidieren organische Verbindungen. Wasserstoffradikale
reduzieren organische Verbindungen. Solvatisierte Elektronen konnen mit
anderen Molekilen in Aktion treten, was zu folgenden Ereignisse fihren kann.
Es kbnnen Desaminierungen, Decarboxylierungen, Ringspaltungen, Hydrolysen
auftreten, die DNA kann durch Briuche der Base-Zucker—Verbindungen
beschadigt werden, es kdnnen Zuckermolekile oxidiert werden und es kommt
zu Brichen in der Nukleotidkette. Klinisch kann es nach Einwirken von
ionisierender Strahlung zu akuten Nebenwirkungen an gesundem Gewebe
kommen (siehe Zusammenfassung bei Siegenthaler, 2000). Genau an dieser
Stelle greift das Amifostin ein, indem es freie Sauerstoffradikale bindet sie damit

unschadlich macht (laut Herstellerangaben, Ethyol, Essex Pharma, 1998).

Frihfolgen

Schon wéhrend der Behandlung, oder Tage bis Wochen nach Abschluss der
perkutanen Strahlentherapie kann es zur akuten Strahlendermatitis
(Radiodermatitis acuta), zum Strahlensyndrom (anfangs Schwéche,
Appetitlosigkeit, Ubelkeit, Erbrechen, danach Periode des relativen
Wohlbefindens) oder zum Strahlenkater (Appetitstorung, Ubelkeit, Erbrechen,
Kopfschmerz, Schwindel) kommen (Ethyol, Essex Pharma, 1998).

16



Einleitung

Spatfolgen

Durch Veradnderung der Mikrovaskularisation konnen Monate bis Jahre spater
Veranderungen auftreten, die im betroffenen Kérperareal zu einer Atrophie,
Degeneration, Fibrosierung oder Nekrose fihren und unterschiedliche
Krankheitsbilder hervorrufen. Blutbildveranderungen, wie z. B. die aplastische
Anamie sind ebenfalls haufig, da das Knochenmark durch die
Strahlenwirkungen zerstort wird (Bauchinger et al., 1998 und 2001, siehe

Zusammenfassung bei Buchta et al., 2002).

1.2.3 Chemotherapie und Zytostatika

Ziel ist die vollstandige Eliminierung aller Tumorzellen mit Hilfe von Zytostatika.
Durch eine Synchronisierung der Zellen kann eine Optimierung einer
Chemotherapie erreicht werden. Die Zellen in der GO0/Gl1-Phase sind
besonders unempfindlich fir Zytostatika, wahrend die Zellen in der S—Phase
schnell proliferieren und so empfindlicher auf Zytostatika reagieren (siehe
Uberblick bei Ethyol, Essex Pharma, 1998).

Zytostatika (z.B. 5-FU, welches bei den Patienten dieser Studie verwendet
wurde) sind Hemmstoffe der Zellproliferation, die auf verschiedene Phasen des
Proliferationszyklus von Zellen wirken. lhre Wirkung entfalten sie tber eine
Hemmung von Zellwachstum und —vermehrung. Davon sind in erster Linie sich
schnell teilende Zellverb&nde oder Gewebe mit hoher Mitoserate betroffen. Die
Wirkung kann zusatzlich zur Wachstumshemmung noch zytolytisch sein. Da
Zytostatika jedoch nicht nur spezifisch auf Tumorzellen wirken, schadigen sie
zusatzlich alle schnell proliferierenden Gewebe eines gesunden Organismus.
Es kommt zZu Knochenmarksschéadigung, Myelosuppression,
Immunsuppression, Schadigung der Schleimhaute, des Darmepithels, etc.
Gleichzeitig wirken Zytostatika durch Kumulation nephrotoxisch, hemmen die
Ovulation und die Spermatogenese und sind zusatzlich teratogen, mutagen,
und kanzerogen. Um diese Nebenwirkungen abzuschwachen und selektiv das
gesunde, schnell proliferierende Gewebe zu schiitzen, wird Amifostin eingesetzt

(laut Herstellerinformation, Ethyol, Essex Pharma, 1998).

17



Einleitung

1.2.4 Radiochemotherapie

Unter Radiochemotherapie versteht man das Zusammenwirken von
Strahlentherapie und Chemotherapie. Durch die Kombination aus
Strahlentherapie und Chemotherapie (Radiochemotherapie) kann der Tumor
fur die Strahlen sensibilisiert werden. Dies erhoht die Wirksamkeit der
Strahlentherapie. Aullerdem koénnen so madglicherweise vorhandene
Mikrometastasen behandelt werden (siehe zusammenfassende Darstellung
bei Buchta et al., 2002).

Das Risiko einer Akut— oder Spéttoxizitdt wird durch die Anwendung einer
Radio—/ Chemotherapie allerdings auch erhoht. In einer von Wendt et al. (1998)
beschriebenen randomisierten Studie entwickelten 15% der Patienten, die eine
Radio—/ Chemotherapie erhielten, eine dosislimitierende Leukopenie Grad 3/4.
In einer klinischen Studie wurde die Dosisintensitat der Radio—/ Chemotherapie
durch unerwiinschte Akutwirkungen verringert und die Inzidenz an spaten
unerwinschten  Wirkungen durch eine zusatzliche Anwendung der
Chemotherapie erhoht. Diese Ergebnisse lassen darauf schlie3en, dass eine
Chemotherapie die zytotoxische Wirkung der Strahlung auf gesunde Zellen und
auf Tumorzellen verstdrken kann (laut Herstellerangaben, Ethyol, Essex
Pharma, 1998).
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1.3 DNA-Schaden

Durch die Radiochemotherapie wird bekannterweise DNA geschadigt. Dabei
kann es an der DNA zu Verdnderungen auf zytogenetischer Ebene oder auf
molekulargenetischer Ebene kommen. Durch spezielle Farbetechniken kdnnen
die Schaden auf zytogenetischer Ebene sichtbar gemacht werden. Die
Verdanderungen auf molekulargenetischer Ebene konnen mittels PCR
nachgewiesen werden. Auf die molekulargenetischen Schaden wurde nicht
weiter eingegangen, da der Umfang der Untersuchungen uber den Rahmen
dieser Studie hinausgehen wiirde.

Es kénnen unterschiedliche Briche bzw. Aberrationstypen auftreten. Wenn die
beiden Enden eines Chromosoms brechen und sich die neuentstandenen
Enden wieder verbinden, entstehen sogenannte Ringchromosomen, zirkuléare
Chromosomen (siehe Abb. 3.15, 3.16, 3.41). Die distalen Fragmente gehen
dabei meist verloren (siehe Zusammenfassung bei Tariverdian und Buselmaier,
1995).

Inversion ist eine Richtungsanderung eines Chromosomenabschnittes um 180°
(siehe Zusammenfassung bei Kaiser, 1984). Vorraussetzung dafur ist ein Bruch
in zwei verschiedenen Bereichen des Chromosoms, gefolgt von der
Wiederverbindung des invertierten Abschnittes. Um eine perizentrische
Inversion handelt es sich, wenn das Zentromer im Inversionsbereich liegt. Liegt
das Zentromer nicht im Inversionsbereich, spricht man von einer
parazentrischen Inversion (siehe zusammenfassende Darstellung bei Kaiser,
1984) (siehe Abb. 1.5, 3.3).

Eine Translokation bezeichnet den Austausch von Chromosomenanteilen.
Verbinden sich jeweils die nicht urspringlich zusammengehérenden Fragmente
der Chromosomen miteinander, so spricht man von einer reziproken
Translokation (siehe Abb. 1.5, 3.1, 3.8, 3.13). Verbinden sich auf diese Weise
zwei Fragmente, die jeweils ein Zentromer besitzen, so ist ein dizentrisches
Chromosom entstanden (siehe Abb. 3.1, 3.5, 3.14).

Verbinden sich die Fragmente ohne Zentromer, entsteht ein azentrisches

Fragment. Azentrische Fragmente haben die Tendenz im Laufe von
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Zellteilungen verloren zu gehen (siehe Zusammenfassung bei Korner und
Witkowski, 1997).

Brechen 2 oder mehr Chromosomen und kommt es insgesamt zu drei oder
mehr Brichen, handelt es sich um ein komplexes chromosomales
Rearrangement (Savage und Simpson, 1994 a, b, siehe Abb. 3.12, 3.17).
Mitotische Non-disjunctions sind Fehlverteilungen homologer Chromosomen
bei der Mitose (siehe zusammenfassende Darstellung bei Passarge, 2003)
(siehe Abb. 3.2, 3.10, 3.35, 3.36).

Fehler bei der Replikation von DNA sind unvermeidbar und die Evolution hat ein
breites Spektrum an DNA-Reparatur-Genen entwickelt. Durch UV Strahlung
induzierte Schaden werden durch ein kooperierendes System verschiedener
spezifischer Proteine repariert (siehe Zusammenfassung bei Passarge, 2003).
Diese Reparaturmechanismen arbeiten sehr effizient, doch nach in vivo
Bestrahlung liegen so viele Mutationen vor, dass viele Briiche bestehen bleiben
oder Fragmente eines Chromosoms falschlicherweise mit einem anderen
verbunden werden. Es kdnnen balancierte oder unbalancierte Translokationen
entstehen. Balancierte Aberrationen konnen Klinisch unauffallig sein, wahrend
bei einer unbalancierten Aberration Deletionen und Duplikationen auftreten
kobnnen, die mit dem Leben nicht vereinbar sein konnen (siehe
zusammenfassende Darstellung bei Tariverdian und Buselmaier 1995).

Mit 24—Farben—FISH findet man bei unbestrahlten Patienten in 100 Zellkernen
zwischen 0 und 5 chromosomale Bruchereignisse (Kuechler et al., 2002). Nach
Bestrahlung steigt die Bruchrate stark an. Dabei scheint die individuelle
Strahlensensibilitdt des einzelnen Menschen stérker ins Gewicht zu fallen als
die tatsachlich applizierte Strahlendosis. Verschiedene Forschungsgruppen
beschreiben diesen Effekt (Dikomey et al., 1998, Kiltie et al., 1999, Muller et al.,
2001). Eine allgemeingiltige Aussage daruber, wie viele Bruchereignisse bei

welcher Strahlendosis zu erwarten sind, lasst sich nicht treffen.
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Inversion Translokation

Abb. 1.5 Schematische Darstellung folgender struktureller chromosomaler
Aberrationen: Inversion, die einfache Translokation und die reziproke
Translokation (Tariverdian und Buselmaier 1995; modifiziert).

1.4 Lymphozyten

Um chromosomale Schaden an der DNA nachweisen zu kénnen eignen sich
Lymphozyten sehr gut, da sie leicht zu gewinnen und zu kultivieren sind und es
standardisierte Protokolle gibt, um ihre Chromosomen zu isolieren. Desweiteren
haben Lymphozyten den Vorteil, dass man an ihnen auch Jahre nach einer
Bestrahlung noch chromosomale Schaden nachweisen kann (Schmidberger et
al.,, 2001). Lymphozyten gehéren zusammen mit den Granulozyten und
Monozyten zu den Leukozyten. Sie stammen genauso wie die Erythrozyten und
Thrombozyten von den pluripotenten hamatopoetischen Stammzellen im
Knochenmark ab. Lymphozyten werden in sekundaren lymphatischen Organen
gepragt und dann ins Blut entlassen, wo sie mehrere Jahre tberleben kdnnen

(siehe zusammenfassende Darstellung bei Schmidt und Thews, 1997).
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1.5 Fluoreszenz in situ Hybridisierung (FISH)

Prinzip der FISH-Technik:

Die in situ Hybridisierung ist eine geeignete Methode zur Lokalisation von
DNA— oder RNA-Sequenzen in Geweben, Zellen und intrazellularen
Strukturen oder auf einzelnen Chromosomenbereichen. Im Gegensatz zu
anderen  Hybridisierungsverfahren  (Northern— oder  Southern—-Blot—
Hybridisierung) wird bei dieser Technik das Hybridisierungssignal nicht auf
einer festen Tragermembran, sondern direkt im biologischem Material (in situ)
sichtbar (Abb. 1.6, Gall und Pardue, 1969, John et al., 1969). Urspringlich
war nur eine radioaktive Markierung fur die Nukleinsauren und eine Detektion
der Hybridisierung tber Autoradiographie méglich.

Von Pinkel und Mitarbeitern wurde erstmals 1986 und von Lichter und
Mitarbeitern (1988) die Methode der Fluoreszenz in situ Hybridisierung (FISH)
an menschlichen Chromosomen beschrieben. Durch die Entwicklung dieser
nicht radioaktiven Methode der in situ Hybridisierung boten sich eine Reihe
von Vorteilen, sowie eine hohe Flexibilitdt durch viele zur Verfligung stehende
Antikorper—Detektionssysteme. Ein weiterer Vorteil dieser Methode ist die
Schnelligkeit, denn Ergebnisse liegen hier schon nach 1-3 Tagen vor.

Bei der FISH werden die DNA Sonden mit einem Fluoreszenzfarbstoff (direkte
Methode) oder mit Haptenen, wie Biotin oder Digoxigenin (indirekte Methode)
Uber Polymerase—Kettenreaktion (PCR; Saiki et al., 1986) oder ,Nick
Translation" (Rigby et al., 1977) markiert und anschlieBend denaturiert (DNA
liegt dann als Einzelstrang vor). Die zur Hybridisierung verwendeten
Objekttrager (OT) mit den zu untersuchenden Metaphaseplatten bzw.
Interphasekernen werden ebenfalls denaturiert. Die markierte und denaturierte
DNA der Sonde lagert sich wahrend der Hybridisierung an homologe DNA-
Sequenzen der Ziel-DNA auf dem Objekttrager an. Bei der indirekten Methode
ist eine anschlielende Detektion der mit Haptenen markierten DNA notig, dies
geschieht Uber Fluoreszenz—markierte Antikorper. Die Auswertung der

Fluoreszenzsignale erfolgt an einem Fluoreszenzmikroskop (Axioplan, Zeiss).
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Abb. 1.6: Schematische Darstellung des Prinzips der FISH

DNA-Sonden werden mit einem Fluoreszenzfarbstoff (direkte
Methode A) oder mit Haptenen, wie Biotin oder Digoxigenin (indirekte
Methode B), entweder Uber PCR mit degenerierten Oligonukleotid—
Primern (Telenius et al., 1992) oder Giber eine Nick—Translation (Rigbhy
et al., 1977) markiert. Dann wird sowohl die Sonden— als auch die
Ziel-DNA, welche auf einem Objekttrager fixiert ist, durch Hitze—
Denaturierung  einzelstrangig gemacht. Im  anschlieBenden
Hybridisierungsschritt lagert sich die markierte DNA-Sonde an
homologe DNA-Sequenzen der unmarkierten Ziel-DNA. Nach
direkter Markierung (A) der DNA-Sonde kann die Auswertung der
Signale unmittelbar an einem Fluoreszenzmikroskop erfolgen. Bei der
indirekten Methode (B) ist eine vorherige Detektion der mit Hapten
markierten DNA mit Fluoreszenz—markierten Antikdrpern nétig (aus
Heller, 2003; modifiziert).

Der schon zuvor genannte Vorteil dieser Methode, dass mehrere
unterschiedlich markierte Sonden gleichzeitig eingesetzt werden kdénnen, hat
vor allem im Bereich der Diagnostik den Vorteil, dass mit einem Praparat
gleichzeitig Informationen Uber verschiedene Bereiche des Genoms gewonnen
werden kénnen. Dies ist vor allem fir die Pranataldiagnostik wichtig, denn hier
ist meist nur eine geringe Menge an Untersuchungsmaterial vorhanden.
Zusatzlich kann durch den gleichzeitigen Einsatz verschieden markierter
Sonden auch Zeit, Arbeitsaufwand und Geld gespart werden.
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Heute findet die FISH in der molekularen Zytogenetik und Diagnostik weite
Anwendungsfelder wie z. B.:
1) Erstellen physikalischer Karten von Chromosomen,
2) Analysieren der Chromosomenstruktur und deren Abweichung,
3) Untersuchungen zur Struktur, Funktion und Evolution von
Chromosomen und Genomen und

4) Bestimmung der raumlichen und zeitlichen Expression von Genen.

24—Farben-FISH

In den letzten Jahren fanden eine Vielzahl von Neu— und Weiterentwicklungen
auf dem Gebiet der FISH-Technik fur die immer genauere Bearbeitung
diagnostischer Fragestellungen statt. So wurde 1989 erstmals die
gleichzeitige Darstellung von Zielsequenzen mit 3 Farbstoffen von Nederlof
und Mitarbeitern (1989) beschrieben. Eine Weiterentwicklung auf diesem
Gebiet fuhrte zur gleichzeitigen Darstellung aller Chromosomen einer
menschlichen Zelle in 24 verschiedenen Farben mit nur einer einzigen
Hybridisierung (Schrock et al., 1996, Speicher, 1996). Diese Methoden
bezeichnet man je nach der Auswertungstechnik als, ,Spectral Karyotyping"
(SKY) bzw. als ,Multiplex—FISH" (M-FISH). Sie beruhen auf wcp—-Sonden
(Sonde fur ein gesamtes Chromosom, whole chromosome painting). Durch die
Markierung der wcp—Sonden mit 5 bis 7 Fluorochromen (Schrock et al., 1996,
Speicher und Ward, 1996, Saracoglu et al., 2001) kann fur jedes Chromosom
eine andere Farbkombination erzeugt werden (24—Farben—FISH, Abb. 1.7b,
Speicher et al., 1996, Senger et al., 1998). Fir ein qualitativ gutes Ergebnis der
Hybridisierung ist allerdings die Zugabe von unmarkierter cotl oder
genomischer DNA notig, die die repetitiven Sequenzen (vor allem in
Zentromer— und Heterochromatinbereichen) schon vor der eigentlichen
Hybridisierung ,abblockt". Eine zusétzliche Farbung (Gegenfarbung) aller
Chromosomen mit dem blauen Fluoreszenzfarbstoff DAPI erleichtert das
Auffinden der Metaphaseplatten und durch die Erzeugung eines
Bandenmusters auch die ldentifizierung der Chromosomen (Abb. 1.7a). Die

Auswertung der Signale erfolgt Uber eine CCD-Kamera (Lichter, 1997) in
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Verbindung mit einem geeigneten Fluoreszenzfilter und
Auswertungsprogramm am Computer, um auch Farbstoffe, die fir das
menschliche Auge nicht sichtbar sind, darstellen zu koénnen (z.B.
Infarotfarbstoffe wie Cy 5 und Cy 5.5). So werden alle 6 Farbkanale als digitale
Bilder gespeichert und koénnen mit der Software ISIS® (MetaSystems)
ausgewertet werden (Speicher und Eils, 1998). Somit ist es z.B. méglich, die
Herkunft von Markerchromosomen, die man héaufig in Tumorzellen findet, zu
bestimmen oder die an Translokationen beteiligten Chromosomen zu
identifizieren. Allerdings ist eine Darstellung von intrachromosomalen
Verdnderungen mittels 24—Farben—FISH nicht in jedem Fall mdglich, da jedes
Chromosom mit nur 1 Farbe dargestellt wird. So bleiben z.B. parazentrische
und perizentrische Inversionen ohne Verschiebung des Zentromerindexes

(siehe zusammenfassende Darstellung bei Kaiser, 1984, Mitelman, 1995)

genauso unerkannt, wie kleine Duplikationen oder Deletionen.

Abb. 1.7 Darstellung einer Metaphase nach DAPI-Farbung und 24—Farben—FISH
a) DAPI-Farbung eines weiblichen Metaphase Kerns.
b) 24—-Farben-FISH auf gleicher Metaphase, die in a) dargestellt ist (hach Koehler et
al., 1999).
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1.6 Zielstellung der Arbeit

In den letzten Jahren wurde gezeigt, dass Amifostin als radioprotektives
Medikament wirkt (siehe zusammenfassende Darstellung bei Wasserman und
Brizel, 2001). Mehrere klinische Studien demonstrierten, dass diese Substanz
normales, gesundes Gewebe schitzt und Nebenwirkungen, die durch
Bestrahlung und Chemotherapie entstehen, im klinisch gewinschten Sinne
abschwacht (laut Herstellerangaben Ethyol, Essex Pharma, 1998, Buntzel et
al., 1998, Trog et al., 1999 und Wasserman et al., 2000).

Vorherige Studien, die auf die Fahigkeit des Amifostin hinweisen, dass es auch
auf das Knochenmark protektiv wirken konnte, bezogen sich bisher
hauptsachlich auf die Beschreibung klinischer Symptome (Auletta und Shurin,
1999). Eine schitzende Amifostin-Behandlung gegen chromosomale
Aberrationen nach Bestrahlung, war bisher nur in vivo an Mausen (Devi et al.,
1998), oder an menschlichem Knochenmark unter in vitro Bedingungen (List et
al., 1998) beschrieben worden. Bisher gab es keine in vivo Untersuchungen
dartuiber, ob Amifostin einen Einfluss auf die chromosomalen Veranderungen
nach einer Radiochemotherapie in humanen Blutzellen besitzt. Dies liel3 die
Frage aufkommen, ob der protektive Effekt des Amifostins auch auf genetischer
Ebene zu beobachten sei. Untersucht wurden dazu Chromosomen bzw.
chromosomale Aberrationen, die auf zytogenetischer Ebene durch 24—-Farben—
FISH sichtbar gemacht werden konnten. Auf die genetischen Schaden im
molekulargenetischen Bereich wurde im Rahmen dieser Studie nicht

eingegangen.

Es stellte sich die Frage, ob 2 bis 3 Jahre nach einer Radiochemotherapie mit
und ohne Amifostin—-Behandlung noch chromosomale Schaden nachgewiesen
werden kdnnen.

Mit der Bildgebung der 24—Farben—FISH fand sich in einer Kontrollgruppe an
nicht bestrahlten Chromosomen eine durchschnittliche Bruchwahrscheinlichkeit
von 0,00 — 0,05 Brichen pro Metaphase (Kuechler et al., 2002). Nach
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Radiochemotherapie steigt die Haufigkeit der chromosomalen Briiche, je nach
individueller Strahlenempfindlichkeit der einzelnen Patienten, stark an (Dikomey
et al., 1998, Kiltie et al., 1999, Mller et al., 2001). F&anden sich in Lymphozyten
von Patienten Jahre nach Behandlung mit Amifostin keine chromosomalen
Schéaden, so konnte dies darauf hinweisen, dass die Wirkungsweise des
Amifostins nicht nur in der Abschwachung bestrahlungsbedingter klinischer
Nebenwirkungen zu sehen ist. Ob dann die genetische Auswirkung der
Amifostin—Behandlung nach Radiochemotherapie die gewiinschte Wirkung der
Radiochemotherapie selbst im klinisch gewiinschten Sinne unterstitzt oder gar
abschwacht, bliebe neu zu diskutieren.

Wenn chromosomale Residualschdden nachzuweisen sind, muss analysiert
und beschrieben werden, um welche Art von Schéden es sich handelt. Sind es
— wie zu erwarten — die bekannten Aberrationsformen wie z. B.:
Translokationen, dizentrische Chromosomen und andere, von denen bekannt
ist, dass sie Jahre Uberdauern kénnen, oder sind es Aberrationsformen, die
lediglich nach akuter Bestrahlung gefunden werden (Kdrner und Witkowski,
1997)?

Es gilt auch zu differenzieren, ob die gefundenen Schaden auf die
Radiochemotherapie zurlckzufihren sind, oder durch die Kultivierung der
Lymphozyten bei der Chromosomenpraparation entstanden sind. Viele
azentrische Chromosomenfragmente kodnnten auf kulturbedingte Schaden
hinweisen, da zu erwarten ist, dass sie eigentlich im Laufe der Zeit ,verloren®
gehen (siehe Zusammenfassung bei Bauchinger et al.,, 1998, Kdrner und
Witkowski, 1997).

Des Weiteren stellt sich die Frage, ob es einen Unterschied in der Haufigkeit

oder in der Verteilung der unterschiedlichen chromosomalen Aberrationen

zwischen den beiden unterschiedlich behandelten Patientengruppen gibt.

27



Einleitung

Ein protektiver Effekt des Amifostins auf chromosomaler Ebene wére durch
signifikant weniger chromosomale Schaden in der mit Amifostin behandelten
Patientengruppe nachzuweisen. Allerdings ware dann auch die therapeutische
Wirksamkeit von Amifostin — wie erwahnt — neu zu diskutieren, denn das Ziel
der Radiochemotherapie ist ja die Zerstorung von Zellen, die nach bisherigen
Vorstellungen Uber induzierte Schaden des genetischen Materials erzielt

werden.

Kame es in der mit Amifostin behandelten Patientengruppe zu einem deutlichen
Anstieg der Aberrationshaufigkeit, konnte es daran liegen, dass unter
Amifostingabe Zellen Uberleben, die normalerweise der Apoptose unterliegen.
Eine Reduzierung des apoptotischen Zelltods nach Radiochemotherapie unter
Amifostingabe ist bei Provinciali et al. (1999) und Bisht et al. (2000)

beschrieben.

Aufgrund dieser Uberlegungen wurde der Versuchsaufbau wie folgt festgelegt.

In dieser Studie wurden Chromosomen von Patienten untersucht, die sich einer
Radiochemotherapie unterzogen hatten und von denen einige wahrend der
Behandlung Amifostin erhielten und andere nicht. Es handelte sich um eine
retrospektive, nicht randomisierte Studie, die im Blindversuch durchgefihrt

wurde.

Die aus Lymphozyten gewonnenen Metaphasechromosomen wurden mit 24—
Farben—FISH markiert und die gefundenen chromosomalen Aberrationen
dokumentiert. AnschlieBend erfolgte der Vergleich der chromosomalen
Aberrationen zwischen den mit und ohne Amifostin behandelten

Patientengruppen.
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Material und Methoden

2.1 Patienten und Therapieschema

Im Strahlentherapiezentrum der Martin—Luther—Universitat in Halle—Wittenberg
wurden zwischen September 1997 und Oktober 1998 30 Patienten mit
postoperativer Radiochemotherapie wegen eines Rektumkarzinoms in eine
offene Phase-II-Studie eingebracht. Alle Patienten hatten eine operative
Entfernung (RO) des Tumors hinter sich. Das Durchschnittsalter lag bei 58
Jahren (von 52 Jahren bis 72 Jahren). Die Bestrahlung des Beckens erfolgte
mit insgesamt 50,4 Gy. Die Radiochemotherapie erfolgte in 28 Fraktionen
gro3volumig mit 1,8 Gy in Drei—-Felder-Technik, drei Fraktionen Boost auf
Sakrum und Prasakralregion, zwei Kurse 5-FU mit 1000 mg/m? pro Tag als
120-Stunden—Dauerinfusion in Woche 1 und 5. Amifostin wurde 15 Patienten
nur an den Chemotherapietagen 1 bis 5 und 29 bis 33 in einer Dosis von jeweils
500 mg/d (das entspricht ca. 300 mg/m?) direkt vor der taglichen Bestrahlung
intravenods appliziert. Gleichzeitig wurden die 15 anderen Patienten der
identischen Radiochemotherapie unterzogen, aber nicht mit Amifostin
behandelt. Sie dienen als nicht randomisierte Kontrollgruppe. Die Studie war
freiwillig, und den Patienten war das Therapieschema freigestellt. Die
Zustimmung der Ethikkommission der Martin—Luther-Universitat aus Halle—
Wittenberg war vorhanden (Dunst et al., 2000). Die Behandlung erfolgte nach
den Empfehlungen der Deutschen Krebsgesellschaft. Alle Patienten beendeten
die Therapie ohne Komplikationen oder ungeplante Unterbrechungen (Dunst et
al.,, 2000) und befanden sich zum Zeitpunkt der vorliegenden Studie in
kompletter Remission (Kuechler et al., 2003). 12 der Patienten stimmten zu, an
dieser zusatzlichen Studie zur Untersuchung der chromosomalen Schaden 2—-3

Jahre nach der Therapie teilzunehmen.
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2.1.1 Blutproben der 12 Patienten

Tab. 1 Diagnosen der einzelnen Patienten

Patient Karzinom Staging  Grading
Patient 1 AdenoCA Rektum T3, N2, MO G3
Patient 2 Tubulares AdenoCA des Rektums | T3, NO, MO G2
Patient 3 AdenoCA Rektum T3, NO, MO G2
Patient 4 Tubulares AdenoCA des Rektums | T2, N2, MO G2
Patient 5 Adenosquamoses RektumCA T3, NO, MO G2
Patient 6 AdenoCA Rektum T3, NO, MO G2
Patient 7 Tubulares AdenoCA des Rektums | T3, NO, MO G3
Patient 8 AdenoCA Rektum T3, NO, MO G2
Patient 9 AdenoCA Rektum T3, NO, MO G2
Patient 10 Tubulopapillares RektumadenoCA | T3, N1, MO G3
Patient 11 Tubulares AdenoCA des Rektums | T3, NO, MO G2
Patient 12 Tubulares AdenoCA des Rektums | T4, N1, MO G2

Tab. 2 Zeitraum zwischen Therapie und vorliegender  Studie (Post RTC),

Alter der Patienten und Amifostingabe

Patient Post RCT Alter Amifostin
P1 27 Mon 61J 500 mg/d
P2 31,5 Mon 70J 500 mg/d
P3 29,5 Mon 52J -

P4 28,5 Mon 67 J 500 mg/d
P5 26,5 Mon 59J 500 mg/d
P6 38 Mon 62 J -
P7 30 Mon 727 500 mg/d
P8 30 Mon 57J 500 mg/d
P9 30,5 Mon 58 J -
P10 33 Mon 64 J -
P11 30 Mon 68 J 500 mg/d
P12 32 Mon 52J -
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In Tab. 1 und 2 sind die 12 Patienten aufgelistet. Es wurde dargestellt, wie viele
Monate nach der Radiochemotherapie ihre Chromosomen untersucht wurden
(Post RCT), wie alt sie zum Zeitpunkt der Studie waren, wieviel Amifostin sie
intravenos appliziert bekamen und an welchem Tumor sie litten. Das Blut von
diesen 12 Patienten wurde kultiviert und auf chromosomale Schéden

untersucht.

2.1.2 Kultivierung der Blutproben

Standard Protokoll nach Verma und Babu (1989)

Lymphozytenanzucht

Reagenzien

RPMI 1640

Wachstumsmedium mit Glutamax: L—Alanin und L-Glutamin (Gibco)
+Fetales Kélberserum (Seromed) 12 %

+Penicillin (100.000 U/ml) / Streptomycin (10.000 U/ml) (Seromed) 1 %

Phytohamagglutinin (PHA) Lyophylisiert, (Seromed) in 5 ml Aqua dest.
l6sen, aliquotieren zu 1 ml, bei —20<C lagern

Ethidiumbromid 10 mg/ml, (Serva)

Colcemid-Ldsung 10 pg/ml, (Seromed)

Fixativ Eisessig (Merck) : Methanol (Merck) =1: 3
bei 4C

Hypotone Kaliumchlorid Losung 0,559 g KCI/ 100 ml Aqua dest., KCI

(Merck) 0.56 %
Patientenblut 10 ml heparinisiertes Vollblut
Material

Sterile Gewebekulturflaschen fur Suspensionskulturen mit schrégem Hals

(Greiner®)
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Seidenpapier
Objekttrager (OT, Menzel-Superfrost)

Kulturansatz

In sterile Gewebekulturflasche (50 ml) wurde eingefullt:

—10 ml RPMI

—-0,1 ml Phytohamagglutumin

—1,0 ml Vollblut

Anschliel3end erfolgte die Inkubation fur 72 h bei 37C im geschlossenen

System.

2.1.3 Chromosomenpraparation

Wahrend der letzten 1,5 h Kulturdauer Inkubation mit Colcemid

0,1 ml (10 mg/ml) Colcemid 0,1 pg/ml

Aufbereitung

—Aufschutteln der Zellkultur (ZK)

—Uberfuhrung der ZK in Zentrifugenréhrchen (14 ml Spitzréhrchen—
Falcontubes)

—Zentrifugation 5 min bei 1500 U/min

—Uberstand—Medium mit Wasserstrahlpumpe absaugen

—-10 ml hypotone Kaliumlésung auf den Ruckstand geben und gut
resuspensieren

—20 min bei Rauntemperatur (RT) inkubieren

—Anfixieren durch Zugabe von 1 ml Fixativ

—Zentrifugation 5 min bei 1500 U/min

Waschen
4x —Uberstand abnehmen + 10 ml Fixativ 4C
—Zentrifugation 5 min bei 1500 U/min
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Nach letztem Waschschritt den Uberstand absaugen und in ca. 1 ml Fixativ
aufnehmen. Die Menge des Fixativs ist abhangig von der Menge des

Sediments, nach Zugabe sollte die Suspension leicht triib sein.

Auftropfen der Zellsuspension

—OT mit Seidenpapier reinigen und anschlieBend in Aqua dest. (4C) im
Kihlschrank bis zum Auftropfen aufbewahren

—1 bis 3 Tropfen der Suspension mit einer Glas—Pipette auf OT auftropfen

—OT zum Abtropfen schrag stellen, evtl. mit einem Tropfen Fixativ das
Restplasma abspulen

—OT bei +50C auf der Heizplatte trocknen

—OT je 3 min durch aufsteigende Alkoholreihe ziehen (70 %, 95 %, 100 %)

—Lufttrocknen

—Uber Nacht bei RT altern lassen, oder am Tag der Farbung den OT bei 90C
fur 1 h im Trockenschrank altern.

—OT kann bei Raumtemperatur ca. 2 Wochen gelagert werden und sollte zur
weiteren Lagerung bei —20T eingefroren werden.

Fur spatere Nachuntersuchungen wird die restliche Lymphozytensuspension in

Fixatividsung bei —20C gelagert.

2.1.4 Aufbereitung des Objekttragers

Reagenzien

cotl 75 ml cotl DNA (1 mg/ml, Gibco BRL)
150 ml 100% Ethanol
1 h in der Warmezentrifuge (Speed vac, Savant) bei
mittlerer Geschwindigkeit, Lagerung bei —20C
DAPI Herstellung 1000 ml Vectashield®
4 ul DAPI-Stammldsung (Sigma, 50 mg/ml), bei 4C

lagern
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Dextransulfat

70 % Formamid

Marvellésung

2 x PBS

Pepsin—Losung

Postfix—Losung
20 x SSC

4 x SSC/Tw

2 g Dextransulfatpulver (Sigma)

2ml SSC

2 ml 0,5 m Na—Phosphat (Merck)

auf 10 ml mit Aqua dest. auffillen, bei 70C ca. 2 h
|6sen

Gebrauchslosung 1:1 mit deionisiertem Formamid
verdiinnen

140 ml Formamid + 20 ml 20 x SSC + 40 ml Aqua
dest.

mit 1 n HC| 7-7,5 einstellen

0,25 g Marvel® = Trockenmilch in 5 ml 4 x SSC/Tw
I6sen und abzentrifugieren

PBS Dulbecco (9,55 g/l, Seromed) in Aqua dest.

1% 1 N HCI

0,5 % Pepsin—Stammlosung (1 g Pepsin in 50 ml
Aqua dest., Sigma) in Aqua dest.

Paraformaldehyd + 450 ml 1 x PBS + 50 ml MgCl,
87,65 g NaCl (Roth)

44,10 g Natriumcitrat (Merck) ad 500 ml Aqua dest.
mit 1 n HCI pH 7-7,5 einstellen

100 ml 20 x SSC + 400 ml Aqua dest. + 250 ml
Tween® 20

mit 1 n HCI pH 7-7,5 einstellen

Paraformaldehyd Vorbehandlung

Um die Chromosomen zu harten.

—OT 5 min in 2 x SSC waschen

—OT 10 min in Formalin (50 ml 1 x PBS + 1,5 ml Formaldehyd 37 %)
—OT 1 min in 2 x PBS inkubieren
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Pepsinbehandlung des OT
Nach Fixation der Zellen auf dem OT, Durchfiihrung des Pepsinverdaus, um

eine optimale Hybridisierung der Chromosomen zu erzielen.

—100 ml einer 10 mM HCl in einer Klvette im Wasserbad auf 37C erwarmen
—500 ml Pepsinstammlésung (20 mg/ml) zur HCI Lésung geben
—OT fur 5 min in der L6sung inkubieren

—OT bei Raumtemperatur fir 5 min in 1 x PBS waschen

Postfixieren
—OT bei RT fir 10 min mit 200 ml einer 1 %igen Formaldehydlésung (geldst in 1

x PBS mit 50 mM MgCl,) inkubieren
—OT bei RT fur 5 min in 1 x PBS waschen
—OT je 3 min in aufsteigender Ethanolreihe (70 %, 95 %, 100 %) dehydrieren

—Lufttrocknen

2.1.5 Denaturierung des OT

Damit die DNA auf dem OT einzelstrangig vorliegt.

—OT auf Heizplatte bei 72T vorwarmen

—100 pl 70 % Formamid auf Deckglas geben und damit OT abdecken
—OT fur 3 min auf der Heizplatte denaturieren

—Deckglas entfernen, OT in 70 % Ethanol (—20°C) fu r 3 min dehydrieren
—OT bei RT fir je 3 min in 95 % und 100 % Ethanol dehydrieren

—Lufttrocknen
2.1.6 Farbung mit M—FISH
Praparation der M—FISH Sonden

—24—Farben DNA-Sonden mix in 24 pl Dextransulfat 16sen und mit 50 pg cotl

abblocken, um unspezifische Hintergrundsignale zu vermeiden.
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—Sonde préhybridisieren (Denaturierung fir 5 min bei 75T, anschlielRende
Inkubation bei 4C, damit sich die DNA nicht wieder aneinander lagert. Bei der
langsamen Erwarmung lagert sich nun das cotl an.)

—12 ul Sonden—DNA fiir einen halben OT (24 x 24 Deckglas)

—OT mit Deckglas luftblasenfrei abdecken und mit Fixogum (Marabu®)
umranden

—OT fur 3 Tage bei 37T in einer feuchten Kammer hy bridisieren

Detektion im Dunklen

—Deckglas vorsichtig entfernen

—OT 3 x 5 min bei 42 in 50 % Formamid inkubieren

—OT 3 x5 min bei 42T in 2 x SSC waschen

—OT 1 x 5 min bei RT in 4 x SSC/TW

—-100 ml Marvel® fir 15 min bei 37C (Abblocken unsp ezifischer
Bindundungsstellen)

—kurz in 4 x SSC/TW waschen

1. Schritt

fur einen OT:

—7 ul anti-Digoxigenin—Cy 5,5 und 0,7 pl Avidin—Cy 5 in 43 pl Marvel® auf OT
auftragen

—OT mit Deckglas luftblasenfrei abdecken

—fur 45 min bei 37T in feuchter Kammer inkubieren

—2 x4 min bei RT in 4 x SSC/TW waschen

2. Schritt

-5 ml anti-mouse Digoxigenin und 0,5 ml biotinyliertes anti—Avidin in 45 mi
Marvel® auftragen

—OT mit Deckglas luftblasenfrei abdecken

—fiir 30 min bei 37T in feuchter Kammer inkubieren

—2 x4 min bei RT in 4 x SSC/TW waschen
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3. Schritt

—7 ul anti-Digoxigenin—Cy 5,5 und 0,7 pl Avidin—Cy 5 in 43 pl Marvel® auf OT
auftragen

—OT mit Deckglas luftblasenfrei abdecken

—fur 45 min bei 37<C in feuchter Kammer inkubieren

—1 x4 min bei RT in 4 x SSC/TW waschen

—1 x4 min bei RT in 1 x PBS waschen

—mit Aqua dest spulen

—je 3 min in aufsteigender Alkoholreihe dehydrieren (70 %, 95 %, 100 %)

—Lufttrocknen im Dunklen

Gegenfarbung
—20 ml DAPI-L6sung auf OT, moglichst blasenfrei mit einem Deckglas

abdecken
—OT im Dunklen bei 2-5T lagern
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2.1.7 Labelschema

Chr.

FITC

Spectrum
Orange

Texas

Cy5

bio

O | =0 ||y | ==

Abb. 2.1 Labelschema der jeweiligen Chromosomen 1

Die Chromosomen 1-5 sind jeweils mit einer Farbe markiert worden, die
Chromosomen 6-15 mit jeweils zwei verschiedenen Farben und die
Chromosomen 16-22, X und Y mit drei unterschiedlichen Farben. So ergibt
sich fir jedes einzelne Chromosom ein ganz individuelles Farbspektrum

(Senger et al., 1998).

Fur die Erzeugung von 24 unterschiedlichen Farben bendtigt man mindestens 5
verschiedene Fluorochrome. Jede der 24 verschiedenen Chromosomen-
spezifischen ,painting”
Kombination von Fluorochromen markiert (Senger et al., 1998). In Abb. 2.1 ist
das Labelschema dargestellt, nach dem die Chromosomen in dieser Studie

markiert wurden.

Sonden wird dabei
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2.1.8 Graphische Darstellung der Chromosomen

. +

MO N Mown
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mar
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13 14 15 16 17 18
TR oh an ! .
19 20 21 22 X Y
Abb. 2.2 Darstellung mannlicher Metaphase Chromosomen im
Karyogramm (P8 MP013). Invertiertes Bild bei DAPI-Féarbung.

Abb. 2.3 Darstellung einer Metaphase nach Farbung mit 24—Farben—FISH und Auswertung
mit ISIS-software (Metasystems, Altlussheim, Germany). Jedes Chromosom erhalt
seine individuelle Farbe, siehe Labelschema (Abb. 2.1). Je nachdem mit welcher
Farbkombination das Karyogramm betrachtet wird, ergeben sich unterschiedliche
Farben fir die einzelnen Chromosomen. Gébe es z. B. eine Translokation zwischen
den Chromosomen 11 und 12, wére diese in C nicht zu erkennen, in A, B und D
allerdings schon. Darum ist es wichtig, immer die verschieden Farbkombinationen
einer Metaphase zu untersuchen.

A Spektrum Orange, Cy 5, Cy 5,5 B FITC, Spektrum orange, Cy5,5

C FITC, Texas Red, Cy 5,5 D Texas Red, Cy 5, Cy 5,5
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2.1.9 Falschfarben

Karyogramm der Metaphase

P8MP013 in Falschfarben
dargestellt. Jedes der einzelnen
Chromosomen erhalt seine eigene
spezifische Farbung. Die
verwendete Falschfarbendatei
HURRA 2 ist in Abb. 25
abgebildet.

—

2
3
4
B
6
7
8
9
1]

Abb. 2.5

HURRA 2 Darstellung der
Falschfarben, die fur alle
untersuchten  Metaphasen
dieser Studie verwendet
wurde. Links sind die
Farbzuordnungen der
jeweiligen Chromosomen
(1-22, X und Y) zu sehen.

Durch die 1SIS® mFISH Software wird in jedem Pixel die Bildinformation aller

Fluoreszenzfarbstoffe nicht nur qualitativ, sondern auch quantitativ analysiert.

Entsprechend der Kombination unterschiedlicher

innerhalb der einzelnen Bildpunkte (ohne Beriicksichtigung von DAPI) wird in

einem ausgewahlten Karyogramm die spezifische Farbcodierung fir jedes

Chromosom ermittelt und von 1SIS® als so genannte Falschfarbe in einem Farb-

Klassifikator gespeichert (Senger et al., 1998). Die Metaphasen in dieser Studie

wurden mit der in Abb. 2.5 dargestellten Falschfarbendatei HURRAZ2 analysiert.
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2.2 Auswertung

2.2.1 Aufnahmen der Mitosen und Bearbeitung

Die Praparate wurden am Axioplan 2 Fluoreszenz—Mikroskop (Zeiss) mit einem
Funffachfilterrad ausgewertet, welches die Aufnahme von DAPI, FITC,
Spectrum Orange, Texas Red, Cy 5 und Cy 5,5 nacheinander ermdglicht. Uber
eine CCD-Kamera (IMAC®) wurden die einzelnen Metaphasen in den 6
verschiedenen Fluoreszenzen als digitale Bilder aufgenommen und an den
Computer weitergeleitet. Die Verarbeitung der Metaphasen erfolgte mit der
Software ISIS® mFISH von MetaSystems (Altlussheim, Deutschland). Die
Chromosomen wurden virtuell ausgeschnitten und in einem Karyogramm
sortiert. Die so dargestellten strukturellen und numerischen Aberrationen

wurden notiert und analysiert.

2.2.2 Analyse der Chromosomen und ihrer Schaden

In einem Blindversuch wurden ca. 130 Metaphasen pro Patient aufgenommen.
Metaphasen mit offensichtlich praparationsbedingtem unvollstandigem
Chromosomensatz oder schlechter Farbqualitat wurden aussortiert. Pro Patient

wurden genau 100 Metaphasen auf chromosomale Schaden untersucht.

Die Klassifikation der einzelnen Aberrationen erfolgte nicht nach der ISCN-
Nomenklatur, sondern entsprechend der strahlenbiologischen Auswertung. Die
festgestellten Aberrationen wurden beschrieben und nach folgendem Schema
klassifiziert (Kuechler et al., 2002):

Briche, azentrische Fragmente, reziproke Translokationen, nicht—reziproke
Translokationen, komplexe chromosomale Rearrangements,

Ringchromosomen, Inversionen und Insertionen.
Jeder Farbwechsel im Chromosom wurde als Bruch registriert. Bei einfachen

Translokationen wurde definiert, dass sie Material von zwei verschieden

Chromosomen beinhalten, mit je einem Bruch pro Chromosom. Komplexe
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chromosomale Rearrangements bestehen aus mindestens zwei Chromosomen
mit zusammen drei oder mehr Brichen (Savage und Simpson, 1994 a, b).
Dizentrische Chromosomen und Ringchromosomen konnten leicht mit Hilfe der

DAPI-Farbung identifiziert werden.

2.2.3 Statistik

Als Anzahl der Briche in den Aberrationen wurde immer die minimale
Bruchmenge angenommen, die gerade ausreicht, um die jeweilige Aberration
entstehen zu lassen. Die Summe aller Briiche in allen Metaphasen eines
Patienten wurden durch die Anzahl der untersuchten Metaphasen geteilt, um
die Bruchrate pro Mitose (B/M) der einzelnen Patienten miteinander vergleichen
zu koénnen. Die Briche pro Mitosen und die Mitosen mit chromosmalen
Aberrationen wurden zwischen der Patientengruppe mit der Amifostin—
Behandlung und den Patienten ohne Amifostin—-Behandlung verglichen. Da es
sich nicht um eine Normalverteilung der Gruppen handelte, wurde als
nichtparametrischer Test der Mann—Whitney—U Test durchgefihrt (siehe Abb.
3.51). Das Signifikanzniveau war auf p< 0,05 festgelegt.

Des Weiteren wurden die Doppelstrangbriche, die einfachen und reziproken
Translokationen, die Inversionen zusammen mit den Ringchromosomen, sowie
die dizentrischen Chromosomen und die komplexen chromosomalen
Rearrangements in den beiden unterschiedlichen Patientengruppen verglichen.
Aufgrund der geringen Probenzahl (n=12) wurde jeweils der Mittelwert und der
Standardfehler berechnet und dargestellt (siehe Abb. 3.52 a-f).
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Ergebnisse

3.1 Ergebnisse der klinischen Falle

Nach Untersuchung von 100 Metaphasen (MP) je Patient konnten folgende
chromosomale Residualschaden beschrieben werden. Die unterschiedlichen
Aberrationsformen der Patienten sind in den Tabellen 3—14 zusammengefasst.

Patient 1, mit Amifostin —Behandlung

In 22 Metaphasen (MP) traten chromosomale Aberrationen auf. Das
Chromosom (#) 22 erschien in 7 MP vergroRRert. Das #Y lag in einer MP doppelt
vor (Abb. 3.2). Die komplexen Rearrangements sind in kursiv gedruckt, die

fettgedruckten Aberrationen sind in Abb. 3.1-3.6 dargestellt.

Tab. 3 Chromosomale Aberrationen von Patient 1
Reziproke Translokationen Dizentrische Einfache |Andere
Translokationen Chromosomen Briche Aberrationstypen
tr(3;16) t(1%;5) + t(1*;8) |dic(3;11) B“12 Inversionen
tr(9;20) + t(X*;8) dic(11;20) B“11 inv#11
tr(2;19) t(4*;14) + t(1,8*) |dic(9;18) B“9 inv #3
tr(7;14) + t(4,8%) dic(16;18) B“ 4 inv #2
tr(1;2) t(X;2%) + dic(4;10) B“ 6
tr(5;9) t(2;10%) dic(11;19) Insertionen
tr(1;4) t(19;16*;19) ins(4*;15)
tr(15;16) t(2;12%) dic(4;21)
tr(X;2) t(1;20%) (#4 ist 2 x

t(13;21%) gebrochen)

t(11;17%)

t(X;13%)

t(1;12%)
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1Ai B
d '

3 11
2A B
$e s
] 20
3A B
l . e
2 19
Abb. 3.1 Patient wurde mit Amifostin behandelt.

1 A-F Zeigt ein dizentrisches Chromosom (#), die azentrischen (ace) Fragmente
fehlen. dic(3;11), ace 3,11 fehlen

Aund B zeigen die # 3,11 in der invertierten DAPI Farbung.
CundD stellen die # 3,11 in der Farbkombination FITC, TR, Cy5.5 dar.
EundF Darstellung der # 3,11als Falschfarbendatei HURRA 2.
2 A-F Zeigt eine reziproke Translokation, tr(9;20)
Aund B zeigen die # 9,20 in der invertierten DAPI Farbung.
CundD stellen die # 9,20 in der Farbkombination FITC, TR, Cy5.5 dar.
EundF Darstellung der # 9,20 als Falschfarbendatei HURRA 2.
3 AF Zeigt eine reziproke Translokation, tr(2;19)
Aund B zeigen die # 2,19 in der invertierten DAPI Farbung.
CundD stellen die # 2,19 in der Farbkombination FITC, TR, Cy5.5 dar.
Eund F Darstellung der # 2,19 Falschfarbendatei HURRA 2.
Abb. 3.2
Non-disjunction des Y

Chromosoms, mit Amifostin

B behandelter Patient.
- e
Y A Gesamte Metaphase
in der DAPI Farbung.
B Invertiertes DAPI Bild
des #Y.
C #Y dargestellt in der
Farbkombination FITC,
TR, Cy5.5.
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Abb. 3.3
Invertiertes Chromosom 2, Pat.
mit Amifostin behandelt.

A #2 in der invertierten
DAPI Farbung.

B #2 dargestellt mit der
Farbkombination FITC,
TR und Cy5.5.

C Darstellung des #2 als
Falschfarbendatei
HURRA 2.

Abb. 3.4
Insertion eines
chromosomalen Anteils

(#15) in ein  anderes
Chromosom (#4).

Ins(4*;15)

A #4 in der invertierten
DAPI Farbung
dargestellt.

B #4 dargestellt mit der
Farbkombination FITC,
SpO und Cy5.5.

C Darstellung des #4 als
Falschfarbendatei
HURRA 2.

D #15 in der invertierten
DAPI Farbung
dargestellt.

E #15 dargestellt mit der
Farbkombination FITC,
SpO und Cy5.5.
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F Darstellung des #15 mit
der Falschfarbendatei
HURRA 2.

Abb. 3.5

Darstellung eines dizentrischen

Chromosoms, ohne azentrische

Fragmente.

dic(4;10), ace 4,10 fehlen

A #4 in der invertierten DAPI
Farbung dargestellt. Das
rechte Chromosom ist

dizentrisch.

B Darstellung in der
Farbkombination FITC, Tr
und Cy5.5.

C Darstellung der

Chromosomen mit der
Falschfarbendatei HURRA 2.

D #15 in der invertierten DAPI
Farbung dargestellit.

E #10 dargestellt in der
Farbkombination FITC, Tr
und Cy5.5.

F Darstellung des #10 mit der
Falschfarbendatei HURRA 2.
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Abb. 3.6 Der Patient wurde mit Amifostin behandelt.

Darstellung eines komplexen chromosomalen Rearrangements (CCR), mit Beteiligung
von 3 Chromosomen.

t(X;2*) + Rest X* + t(2;10%), ace 10 fehlt

A
B

C
D

mm

#2 in der invertierten DAPI Farbung dargestellt.

#2 dargestellt in der Farbkombination FITC, SpO und Cy5.5. Beim rechten
Chromosom erkennt man gut einen Teil des Chromosoms X.

#10 in der invertierten DAPI Farbung dargestellt.

#10 dargestellt in der Farbkombination FITC, SpO und Cy5.5. Beim rechten
Chromosom erkennt man gut einen Teil des Chromosoms 2.

#X in der invertierten DAPI Farbung dargestellt.

#X dargestellt in der Farbkombination FITC, SpO und Cy5.5. Kurz unterhalb des
Zentromers ist es zum Bruch gekommen.
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Patient 2, mit Amifostin —Behandlung

In 18 MP wurden chromosomale Aberrationen gefunden. Die komplexen
Rearrangements sind in kursiv gedruckt, die fettgedruckten Aberrationen sind in
Abb. 3.7-3.8 dargestellt.

Tab. 4 Chromosomale Aberrationen von Patient 2
Reziproke Translokationen Dizentrische Einfache
Translokationen Chromosomen Briche
tr(5;8) t(Y*; 15) + dic(1;15) |dic(6;7) B“5
tr(2;7) dic(1;9) B“9
tr(7;10) t(4*;4) dic(5;7)
tr(1;13) t(6*;8) dic(5;19)
tr(5:14) t(17*:18)
tr(2;15) t(14*;20)

t(4*,8)

t(11;11%)

t(9*;15)

t(9*;17)

t(7;14%)
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Abb. 3.7 Patient wurde mit Amifostin behandelt.

Darstellung einer Translokation zwischen Chromosom 9 und 17.
t(9%;17) + Rest 17* + ace 9 fehlt

A #9 dargestellt in der Farbkombination FITC, SpO und Cy5.5. Am langen Arm des
linken Chromosoms 9, erkennt man gut den Teil des Chromosoms 17.

B Darstellung des #9 mit der Falschfarbendatei HURRA 2.

C #2 dargestellt in der Farbkombination FITC, SpO und Cy5.5. Beim rechten
Chromosom ist zu einem Bruch am langen Arm gekommen.

D Darstellung des #17 mit der Falschfarbendatei HURRA 2.

Abb. 3.8 Patient wurde mit Amifostin behandelt.

Darstellung einer reziproken Translokation zwischen Chromosom 2 und Chromosom 7.

tr(2;7)

A #2 dargestellt in der Farbkombination SpO, Cy5 und Cy5.5. Beim linken
Chromosom erkennt man am kurzen Arm einen Teil des Chromosoms 7.

B Darstellung des #2 mit der Falschfarbendatei HURRA 2.

C #7 dargestellt in der Farbkombination SpO, Cy5 und Cy5.5. Beim rechten
Chromosom erkennt man am langen Arm einen Teil des Chromosoms 2.

D Darstellung des #7 mit der Falschfarbendatei HURRA 2.
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Patient 3, ohne Amifostin —Behandlung

In 13 MP konnten chromosomale Schéaden beschrieben werden. In einem Fall
lag eine Trisomie des #21 vor (Abb. 3.10, MPO036). Die komplexen
Rearrangements sind in kursiv gedruckt, die fettgedruckten Aberrationen sind in
Abb. 3.9-3.12 dargestellt.

Tab. 5 Chromosomale Aberrationen von Patient 3
Reziproke Translokationen Dizentrische Einfache Briche
Translokationen Chromosomen
tr(11;19) t(1;6*) + t(6;10*) + B“ 7
tr(5;12) t(10;12) B“ 10
B“7

t(X*:2) B“ 4

t(X*;13) B“3

t(2;5%) B"1

t(9;15%)

B
‘ -
g
Abb. 3.9 Patient wurde ohne Amifostin behandelt.

Darstellung eines Bruches im Chromosom 4, das azentrische (ace) Fragment fehlt.
B“ 4, ace 4 fehlt

A Ausschnitt aus der Metaphase P3 126. Mit rotem Kreis umrandet ist der Rest
des gebrochenen Chromosoms 4. Darstellung in der DAPI-Farbung.

B Darstellung der beiden Chromosomen 4 in der invertierten DAPI-Farbung.
Beim rechten Chromosom liegt ein Bruch vor.

C Darstellung der beiden Chromosomen 4 in der Farbkombination FITC, TR und
Cy5.5.
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Abb. 3.10 Patient wurde ohne Amifostin behandelt.
Trisomie 21 + t(2;5*) + Rest 2* + ace 5 fehlt

A 3 Chromosomen 21, dargestellt in der Farbkombination TR, Cy5 und Cy5.5.
B Gesamte Metaphase P3 036 dargestellt mit Hilfe der Farbkombination FITC, TR und
Cy5.5. Die weil3en Pfeile zeigen die 3 Chromosomen 21, die alle innerhalb der MP
liegen und die Translokation t(2;5%).
C #2 dargestellt in der Farbkombination TR, Cy5 und Cy5.5. Das rechte # ist gebrochen.
D #2 ist mit Hilfe der Falschfarbendatei HURRA 2 dargestellt.
E #5 dargestellt in der Farbkombination TR, Cy5 und Cy5.5. Das rechte Chromosom hat
sich mit dem Fragment des Chromosom 2 verbunden.
F #5 ist mit Hilfe der Falschfarbendatei HURRA 2 dargestellt.
1A B
2 X
2A B
LL il
9 15
3A B C D
2k 1
11 19 11 19
Abb. 3.11 Darstellung unterschiedlicher Translokationen, Pat. ohne Amifostin behandelt.
1A-F Einfache Translokation, t( X*;2) + Rest 2 * + ace X fehlt
2 A-F Einfache Translokation, t(9;15*) + Rest 9* + ace 15 fehlt
3 A-F Reziproke Translokation, tr(11;19)

1AB+2AB+3AB stellen die Chromosomenpaare in der invertierten DAPI-Farbung dar.
1C,D+2C,D+3C,D Darstellung mit der Farbkombination FITC, TR + Cy5.5.
1E,F+2EF+3E/F stellen die Chromosomenpaare mit Hilfe der Falschfarbendatei HURRA

2 dar.
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1A 2A 3A 4A

{ i ' 1

Abb. 3.12
Patient wurde ohne Amifostin behandelt.

Darstellung eines komplexen chromosomalen Rearrangements, an dem 4 Chromosomen beteiligt
sind.
t(1;6*) + Rest 1* + t(6;10*) + t(10;12*), ace 12 fehlt

1A, 2A, 3A und 4A zeigen die Chromosomenpaare 1, 6, 10 und 12 in der invertierten DAPI-
Féarbung.

1B,2B,3Bund 4B zeigen die Chromosomenpaare 1, 6, 10 und 12 in der Farbkombination
FITC, TR und Cy5.5.

1C,2C,3Cund4C zeigen die Chromosomenpaare 1, 6, 10 und 12 mit Hilfe der
Falschfarbendatei HURRA 2.

1B Das rechte Chromosom 1 zeigt einen Bruch im langen Arm.

2B Am langen Arm des rechten Chromosoms 6 zeigt sich das Fragment des Chromosoms 1.

3B Am langen Arm des rechten Chromosoms 10 zeigt sich das Fragment des gebrochenen
Chromosoms 6.

4B Am langen Arm des rechten Chromosoms 12 zeigt sich das Fragment des gebrochenen

Chromosoms 10.
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Patient 4, mit Amifostin —Behandlung

In 28 MP fand sich kein normaler Chromosomensatz. Es konnten 2
Ringchromosomen (#3, #11) festgestellt werden (Abb. 3.15, 3.16). Einmal

kam es zu einer Trisomie des #22. Die komplexen Rearrangements sind in
kursiv gedruckt, die fettgedruckten Aberrationen sind in Abb. 3.13-3.16

dargestellt.

Tab. 6

Chromosomale Aberrationen von Patient 4

Reziproke
Translokationen

tr(6;7)
tr(X;12)
tr(2;6)
tr(8;14)
tr(2;3)
tr(15;19)
tr(6;10)
tr(4;9)
tr(1;20)
tr(4;10)
tr(2;8)
tr(4;X)

Translokationen

t(1*;9)
t(4;16*)
£(11;13%)
t(2*;15)
t(3*;21)
t(6*;6)
t(1;21%)
t(16*;20)
t(15*;16)
t(1*;14)
t(14;12%)
t(12*;20)
t(5;15%)
t(18*;20)

{(8*13) +
£(8;13%)

Dizentrische
Chromosomen

dic(2;3)
dic(2;18)
dic(4;20)

dic(Y;4) (2 x
Bruch im #4)

Einfache
Briiche

B“ 13
B“ 15
B* 20
B*“5
B“6
B“ 4
B“ 4
B“ 2
B“1

Andere
Aberrationstypen

Ring #11

Ring #3
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Abb. 3.13 Patient wurde mit Amifostin behandelt.

Darstellung einer reziproken Translokation zwischen Chromosom 4 und Chromosom X.

tr(4;X)

A Chromosomenpaar 4 ist dargestellt in der invertierten DAPI-Farbung.

B Chromosomenpaar 4 ist mit Hilfe der Farbkombination FITC, SpO und Cy5.5
dargestellt. Das rechte Chromosom wirkt deutlich verkirzt und am langen Arm
erkennt man ein Fragment des Chromosoms X.

C Chromosom X dargestellt in der invertierten DAPI-Farbung.

D Chromosom X dargestellt in der Farbkombination FITC, SpO und Cy5.5. Der kurze
Arm des Chromosoms tragt ein Fragment des Chromosoms 4.

Abb. 3.14
Patient wurde mit Amifostin behandelt.

Darstellung eines dizentrischen Chromosoms, zusammengesetzt aus Anteilen des
Chromosoms 2, sowie des Chromosoms 3. dic(2;3)
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Abb. 3.15 Patient wurde mit Amifostin behandelt.
Ring im Chromosom 11.

A Darstellung des Chromosoms 11 in der invertierten DAPI-Féarbung. Das rechte
Chromosom ist 2 mal gebrochen und hat sich mit seinen beiden Enden wieder
verbunden.

B Darstellung des Chromosoms 11 in der Farbkombination, FITC, SpO und Cy5.5.

B
<O
3
Abb. 3.16 Patient wurde mit Amifostin behandelt.
Ring im Chromosom 3.
A Ausschnitt aus der Metaphase P4 116, Darstellung mit Hilfe der DAPI-Farbung. Der
weil3e Pfeil markiert das Ringchromosom 3.
B Darstellung des Chromosomenpaares 3 in der invertierten DAPI-Farbung. Das rechte

Chromosom ist mindestens 2 mal gebrochen und hat sich mit seinen beiden Enden
wieder verbunden.
B Darstellung des Chromosoms 3 in der Farbkombination, DAPI, FITC und SpO.
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Patient 5, mit Amifostin —Behandlung

Von 100 MP wiesen 28 deutliche chromosomale Aberrationen auf. Non-
disjunctions, Teilungsartefakte und Markerchromosomen traten auf (Abb. 3.19).
Die komplexen Rearrangements sind in kursiv gedruckt, die fettgedruckten
Aberrationen sind in Abb. 3.17-3.20 dargestellt.

Tab. 7 Chromosomale Aberrationen von Patient 5
Reziproke Translokationen Einfache |Andere
Translokationen Briche Aberrationstypen
tr(2;7) t(11*;18) + t(14*;18) B 4 inv #11
tr(1;4) t(2*;12) + t(2;3*) + B“5 inv #1
tr(5:16) t(3;12%) B“17
tr(10;11) t(5*;6) + t(6*;16) B“ 18 Insertion
tr(5;22) t(6;7*) +1(6;11%) B“9 Ins (5*;17)
tr(X;6) t(11;15*) + dic(4;15) B“ 8
tr(7;9) B“ 13 Non-disjunction
tr(4;16) t(2,13%) B“5 2 X
tr(8;17) t(3*;10) der(5) t(17;5*;17)
tr(5;8) t(X;8%)
tr(5;7) t(X;6*)
tr(6;21) t(7*;12)
tr(2;7) t(1*;16)
tr(4;16) t(8*;16)
tr(15;22) t(9*;Y)
tr(2;4) t(9*;14)
tr(5;12) t(2;14%)

t(9;17%)

t(11;16%)

55



Ergebnisse

L[

Abb. 3.17 Der Patient wurde mit Amifostin behandelt.
In der ersten Reihe sind die Chromosomenpaare 2, 3, 12 und 5, 6, 16 in der invertierten DAPI-
Farbung dargestellt. In der zweiten Reihe sind die gleichen Paare mit Hilfe der Farbkombination
FITC, TR, und Cy5.5 dargestellt, eine Reihe darunter mit Hilfe der Falschfarbendatei HURRA 2.
A 1(2%12) + t(2;3*) +1(3;12%)
Das rechte # 2 ist am langen Arm gebrochen und hat sich mit einem Fragment des langen
Armes des #12 verbunden, wahrend sich das Fragment des 2er Chromosoms mit dem
langen Arm des ebenfalls gebrochenen #3 verbunden hat. Das Fragment des 3er
Chromosoms hat sich mit dem Rest des 12er Chromosoms verbunden. Ein komplexes
chromosomales Rearrangement.
B t(5*6) +t(6*;16) + Rest 16* + ace 5 fehlt
Das rechte #5 ist am kurzen Arm gebrochen und hat sich mit einem Fragment des kurzen
Armes des #6 verbunden, wahrend das Fragment des 5er Chromosoms fehlt. Das
gebrochene 6er Chromosom hat sich mit dem Fragment des ebenfalls gebrochenen #12

verbunden.
Abb. 3.18 Patient mit Amifostin behandelt.
A . B Darstellung einer reziproken Translokation, tr(2;4).
A #2 dargestellt in der invertierten DAPI-Farbung.
' ‘ B #4 dargestellt in der invertierten DAPI-Farbung.
C Chromosomenpaar 2 abgebildet mit Hilfe der
< % Farbkombination FITC, TR und Cy5.5. Beim

linken  Chromosom erkennt man die
Farbanderung am kurzen Arm. Dort ist das # 2
gebrochen und hat sich mit einem Fragment
des ebenfalls gebrochenen # 4 verbunden.

D Chromosomenpaar 4 abgebildet mit Hilfe der
Farbkombination FITC, TR und Cy5.5. Beim
linken Chromosom erkennt man die
Farbanderung am langen Arm. Dort ist das # 4
gebrochen und hat sich mit einem Fragment
des ebenfalls gebrochenen # 2 verbunden.

E Abbildung des Chromosomenpaar 2 mit Hilfe
der Falschfarbendatei HURRA 2.

F Abbildung des Chromosomenpaar 2 mit Hilfe
der Falschfarbeidatei HURRA 2.
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Abb. 3.19 Patient wurde mit Amifostin behandelt.

Das Karyogramm der Metaphase ist im Falschfarbenmodus HURRA 2 dargestellt. Es findet sich
ein komplexes chromosomales Rearrangement, t(6;7*) + t(6;11*) + Rest 6, ace 7,11 fehlen.
Gleichzeitig findet sich eine Insertion eines Fragmentes des #17 in ein # 5, Ins(5%;17) und eine
Non—disjunction mit einem doppelt angelegten derivativen Chromosom 5: 2x der(5)t(17;5;17).

Abb. 3.20

Darstellung einer reziproken Translokation, tr(2;7), der Patient wurde mit Amifostin behandelt.

A
B

mooO

Chromosomenpaar 2 dargestellt in der invertierten DAPI-Farbung.

Darstellung des Chromosomenpaares 2 mit Hilfe der Farbkombination TR, Cy5 und
Cy5.5. Der lange Arm des rechten Chromosoms fehlt und ein Fragment des ebenfalls
gebrochenen # 7 hat sich mit der Bruchstelle verbunden.

Abbildung des Chromosomenpaares 2 mit Hilfe der Falschfarbendatei HURRA 2.
Chromosomenpaar 7 dargestellt in der invertierten DAPI-Farbung.

Darstellung des Chromosomenpaares 7 mit Hilfe der Farbkombination TR, Cy5 und
Cy5.5. Der kurze Arm des rechten Chromosoms ist gebrochen und ein Fragment des
ebenfalls gebrochenen # 2 hat sich mit der Bruchstelle verbunden.

Abbildung des Chromosomenpaares 7 mit Hilfe der Falschfarbendatei HURRA 2.
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Patient 6, ohne Amifostin —Behandlung

In 23 MP traten sichtbare Veréanderungen der Chromosomen auf. Die
komplexen Rearrangements sind in kursiv gedruckt, die fettgedruckten
Aberrationen sind in Abb. 3.21-3.24 dargestellt.

Tab. 8 Chromosomale Aberrationen von Patient 6
Reziproke Translokationen Dizentrische Einfache | Andere
Translokationen Chromosomen | Briiche Aberrationstypen
tr(5;6) t(7;12*) + dic(7;21) | dic(11;20) B*1 Inversionen
r(9:10) (2:11%) + (2%11) |dic(12:18)  |B1  |MV#L
tr(1;15) +1(12;17%1) + dic(2;16) B 2
tr(Y;9) t(1%,12) B* 17
tr(6;20) t(5%;12) + t(5;12%),
tr(16;18) (2 xB”in #12)
tr(1;22) t1(20;22%)
tr(1;11) t(14*,17)
tr(9;10) t(4*;11)
tr(X;5) t(4*;19)
tr(9;17) t(1*%;17)
tr(5;6) t(6*;6)
tr(15;16) t(8;9%)
t(11;20%)
t(14*,12)
t(14;17%)

Abb. 3.21
Invertiertes Chromosom 1.
Patient wurde ohne Amifostin behandelt.
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Abb. 3.22 ohne Amifostin
Dizentrisches Chromosom,
dic(12;18), ace 12,18 fehlen.

A Chromosomenpaar 12
dargestellt in der
invertierten DAPI-Farbung.
Das linke Chromosom12
hat sich mit dem #18
verbunden und ist
dizentrisch.

B Darstellung der beiden

Chromosomen mit der
Farbkombination TR, Cy5
und Cy5.5.

C Darstellung der beiden
Chromosomen mit der
Falschfarbeindatei HURRA

2.
Abb. 3.23 Pat. ohne Amifostin behandelt.
Reziproke Translokation, tr(9;10)
A Chromosomenpaar 9 und 10 sind in der
invertierten DAPI-Farbung dargestellt.
B Chromosomenpaar 9 und 10 dargestellt

mit der Farbkombination FITC, SpO und
Cy5.5. Der lange Arm des rechten
Chromosoms 9 ist gebrochen und das
Fragment hat sich an den langen Arm
des Chromosoms 10 angelagert. Das
gebrochene Fragment des Chromosoms
10 hat sich mit der Bruchstelle des
Chromosoms 9 verbunden.

Abb. 3.24 Pat. ohne Amifostin behandelt.

11

Reziproke Translokation, tr(1;11)

A Chromosomenpaar 1 ist im
invertierten DAPI-Bild dargestellt.
B Chromosomenpaar 1 dargestellt

in der Farbkombination FITC, TR
und Cy5.5. Am langen Arm des
rechten Chromosoms ist es zu
einem Bruch und zu einer
Verbindung mit dem Fragment
des ebenfalls gebrochen 1ler
Chromosoms gekommen.

C Chromosomenpaar 11 ist im
invertierten DAPI-BIld dargestellt.
D Chromosomenpaar 11
dargestellt in der

Farbkombination FITC, TR und
Cy5.5. Bruch des langen Arms
des linken Chromosoms und
Verbindung mit dem Fragment
des gebrochenen ler
Chromosoms.
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Patient 7, mit Amifostin —Behandlung

13 MP zeigten chromosomale Aberrationen. Die fettgedruckten Aberrationen
sind in Abb. 3.25-3.27 dargestellt.

Tab. 9 Chromosomale Aberrationen von Patient 7
Reziproke Translokationen Dizentrische Einfache |Andere
Translokationen Chromosomen | Briiche Aberrationstypen
P —
tr(9;15) t(11;15%) dic(5;12) B“ 4 Inversionen
tr(11;12) t(12;20%) dic(9;15) B“13  |inv#2
tr(10;16) t(5;13%) B“1
tr(12;17) t(5;8%) B 15
tr(15;16) t(2;5%) B“ 7, (2
tr(10;15) t(8*;12) Briiche)
t(3;12%)
A ‘ B
1 15
Abb. 3.25 Patient wurde mit Amifostin behandelt.

Die Chromosomenpaare 1 und 15 sind in der invertierten DAPI-Farbung dargestellt.

A Bruch im Chromosom 1 kurz nach dem Zentromerbereich. Kompletter Verlust
des langen Armes.
B Bruch im Chromosom 15. Ein Teil des langen Armes fehit.
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Abb. 3.26 Patient wurde mit Amifostin behandelt.

Darstellung einer reziproken Translokation, tr(10;16).
Darstellung der Chromosomenpaare 10 und 16 in der invertierten DAPI-Farbung (A;D), mit der
Farbkombination FITC, TR und Cy5.5 (B;E) und mit Hilfe der Falschfarbendatei HURRA 2 (C;F).

B Das rechte Chromosom ist am langen Arm gebrochen und hat sich mit einem Fragment
des Chromosoms 16 verbunden.
E Das rechte Chromosom ist am langen Arm gebrochen und hat sich mit dem Fragment

des ebenfalls gebrochenen Chromosoms 10 verbunden.

Abb. 3.27 Patient wurde mit Amifostin behandelt.

Darstellung einer Translokation zwischen Chromosom 11 und 15.

t(11;15*) + Rest 11* + ace 15 fehlt

Darstellung der Chromosomenpaare 11 und 15 in der invertierten DAPI-Farbung (A;D), mit der
Farbkombination FITC, TR und Cy5.5 (B;E) und mit Hilfe der Falschfarbendatei HURRA2 (C;F).

B Das rechte Chromosom weist einen Bruch im langen Arm auf.

E Das rechte Chromosom 15 hat einen Bruch oberhalb der Zentromerregion und hat sich
anschlielend mit dem azentrischen Fragment des ebenfalls gebrochen Chromosoms 11
verbunden.
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Patient 8, mit Amifostin —Behandlung

In 14 MP waren deutliche chromosomale Schaden erkennbar. Interessant war
in einer MP ein Chromosom 5 (Abb. 3.28) mit einer interstitiellen Deletion. In 2
MP stellten sich Markerchromosomen dar, die sehr wahrscheinlich vom #4

stammen (Abb. 3.30). Die komplexen Rearrangements sind in kursiv gedruckt,

die fettgedruckten Aberrationen sind in Abb. 3.28-3.31 dargestellt.

Tab. 10 Chromosomale Aberrationen von Patient 8
Reziproke Translokationen Einfache |Andere
Translokationen Briiche Aberrationstypen
tr(16;20) t(2;11*) +t(2*;13) + |B“8 Inters. Del #5
tr(1;13) t(X*;11) + t(X;14*) |B“4
tr(4;13) B“9
tr(12;18) t(4*:10) B2
tr(9;14) t(4;11%) B* 17
tr(7;16)
tr(3;6)
tr(4;16)
N
5
Abb. 3.28 Patient wurde mit Amifostin behandelt.

Darstellung eines Chromosoms mit einer interstitiellen Deletion, Inters. Del #5

A Invertierte DAPI-Farbung des Chromosomenpaares 5. Das Bandenmuster des

rechten Chromosoms stimmt nicht mit dem des linken Chromosoms Uiberein.

B Chromosomenpaar 5 dargestellt in der Farbkombination FITC, SpO und Cy5.5. Hier

sind keine Auffalligkeiten zu erkennen. Das rechte Chromosom 5 ist verkdrzt.
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Abb. 3.29 Patient wurde mit Amifostin behandelt.

In diesem Bild ist eine reziproke Translokation zwischen Chromosom 1 und 13 zu sehen.

tr(1;13)

Darstellung der Chromosomenpaare 1 und 13 in der invertierten DAPI-Farbung (A;D), mit der
Farbkombination TR, Cy5 und Cy5.5 (B;E) und mit Hilfe der Falschfarbendatei HURRA 2 (C;F).

mow >

Verkirzung des rechten Chromosoms erkennbar.

Verbindung des Chromosoms 1 mit einem Fragment des Chromosoms 13.

Das linke Chromosom wirkt verlangert.

Mit der Bruchstelle des Chromosoms 13 hat sich das azentrische Fragment des
ebenfalls gebrochenen Chromosoms 1 verbunden.

Abb. 3.30 Patient wurde mit Amifostin behandelt.

Darstellung eines Markerchromosoms. Sehr wahrscheinlich stammt es vom Chromosom 4.

A

B

Das Chromosomenpaar 4 in der invertierten DAPI-Farbung dargestellt. Rechts neben
den beiden Chromosomen erkennt man einen kleinen Marker.

Darstellung des Chromosomenpaares 4 in der Farbkombination TR, Cy5 und Cy5.5.
Der weilRe Pfeil kennzeichnet den Marker, der in allen verschiedenen
Farbkombinationen die Farbung des Chromosoms 4 annimmt.

Abbildung des Chromosomenpaares 4 mit Hilfe der Falschfarbendatei HURRA 2.
Auch im Falschfarbmodus nimmt der Marker die Farbung des Chromosoms 4 an.
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Abb. 3.31

Darstellung eines komplexen chromosomalen Rearrangements, an dem 5 Chromosomen
beteiligt sind. Der Patient wurde mit Amifostin behandelt.

£(2;11%) + t(2%13) + Rest 13* + t(X*;11) + t(X;14%), ace 14 fehlt

In der oberen Reihe sind die Chromosomenpaare 2, 11, 13, 14 und das X Chromosom in der
invertierten DAPI-Farbung dargestellt (1A-5A). Eine Reihe darunter sind die gleichen
Chromosomen in der Farbkombination FITC, SpO und Cy5.5 abgebildet (1B-5B). In der
untersten Reihe werden die Chromosomen mit Hilfe der Falschfarbendatei HURRA 2 dargestellt
(1C-50).

Das Fragment des gebrochenen Chromosoms 13 (1A-1C) hat sich mit dem ebenfalls
gebrochenen Chromosom 2 verbunden (kurzer Arm des rechten 2er Chromosoms 2A-C).Das
Fragment des 2er Chromosoms wiederum hat sich mit dem gebrochenen Chromosom 11
verbunden (langer Arm des rechten 1ler Chromosoms 3A-3C). Das Fragment des
Chromosoms 11 hat sich mit dem gebrochenen langen Arm des X Chromosoms verbunden (4A-
4C). Auch Chromosom 14 ist gebrochen (langer Arm des rechten Chromosoms 5A-5C) und die
Bruchstelle hat sich mit dem Fragment des X Chromosoms verbunden. Das azentrische
Fragment des Chromosoms 14 fehlt. Insgesamt handelt es sich hier um ein komplexes
chromosomales Rearrangement, an dem 5 Chromosomen beteiligt sind.
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Patient 9, ohne Amifostin —Behandlung

Von 100 MP zeigten bei diesem Patienten 35 MP strukturelle Verdnderungen

der Chromosomen. 2 mal trat eine Non—disjunction der
geschlechtsdeterminierenden Chromosomen auf (Abb. 3.35). Die komplexen

Rearrangements sind in kursiv gedruckt, die fettgedruckten Aberrationen sind in

Abb. 3.32-3.34 dargestellt.

Tab. 11 Chromosomale Aberrationen von Patient 9
Reziproke Translokationen | Dizentrische Einfache |Andere
Translokationen Chromosomen Bruche Aberrationstypen
tr(4;18) t(5*%;13) + dic(6;7) B“7 Inversionen
tr(2;4) t(13*;15) + dic(5;12) B“ 10 inv #1
tr(X;3) t(15%;5) dic(9;19) B“ 2 inv #1
tr(3;6) dic(8;20) B“ 4

tr(8;12) t(1*;15) + dic(16;17)

tr(10;11) t(X;15%)+ dic(14;18)

tr(1;16) t(X*;1) dic(9;14)

tr(3;18)

tr(13;18) t(9;22%)

tr(6;8) t(9*;9)

tr(8;11) t(4*;X)

tr(10;19) t(3*%;7)

tr(8;14) t(9*;9)

tr(14;19) t(1*;10)

tr(1;17) t(4*;9)

tr(14;18) t(11*;16)

tr(3;6) t(6*;6)

tr(1;16)

tr(2;6)

tr(3;8)

tr(16;20)
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tr(7;16)
tr(5;9)
tr(3;18)
tr(13;15)
tr(6;11)
tr(3;21)

ZA_
Aa

Abb. 3.32 Patient wurde ohne Amifostin behandelt.

Darstellung von zwei Translokationen, t(9;9*) + Rest 9. In zwei verschiedenen Metaphasen
(MP035 und MP041) kam es zu diesem Phanomen. Beide Chromosomen 9 sind gebrochen und
das Fragment des einen Chromosoms hat sich mit dem anderen Chromosom 9 wieder
verbunden.

MPO035 MP041

1A invertierte DAPI-Farbung 2A invertierte DAPI-Farbung

1B Farbkombination SpO, Cy5 und Cy5.5 2B Farbkombination FITC, SpO + Cy5
1C Falschfarbendatei HURRA 2

Abb. 3.33 Pat. ohne Amifostin
behandelt.
A B {
' Darstellung einer reziproken Translokation,
‘ : tr(13;15).
: A+B  invertierte DAPI-Farbung.
13 15 C+D  Farbkombination TR, Cy5 und
Cy5.5.

Es hat eine reziproke Translokation
zwischen Chromosom 13 und Chromosom
15 stattgefunden. Der weilRe Pfeil (C) zeigt
das Fragment des Chromosoms 15, das
sich mit dem Chromosom 13 verbunden
hat. Das Fragment des Chromosoms 13
hat sich mit dem kurzen Arm des rechten
Chromosoms 15 verbunden (D).
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3 Abb. 3.34 Patient ohne Amifostin-Behandlung.
Invertiertes Chromosom 1, inv # 1.
£ Darstellung des Chromosoms 1 in der invertierten DAPI-

Farbung. Das rechte Chromosom 1 ist sowohl am langen
als auch am kurzen Arm gebrochen. Das Fragment des
langen Armes hat sich mit der Bruchstelle des kurzen
1 Armes verbunden.

Abb. 3.35 Patient wurde ohne Amifostin behandelt.

1A

1B
1C

2A
2B

48, XXYY Non-disjunction X und Y, normalerweise ist der Karyotyp dieses
Patienten 46, XY.

Ausschnitt aus einem Teil der Metaphase P9 092 in der DAPI-Farbung. Gelb und rot
sind die beiden Y Chromosomen eingekreist.

Die beiden Chromosomenpaare X und Y in der invertierten DAPI-Farbung dargestellt.
Darstellung der beiden X und Y Chromosomen in der Farbkombination pO, Cy5 und
Cy5.5.

Die beiden Chromosomenpaare X und Y in der invertierten DAPI-Farbung dargestellt.
Darstellung der beiden X und Y Chromosomen in der Farbkombination SpO, Cy5 und
Cy5.5.

67



Ergebnisse

Patient 10, ohne Amifostin —Behandlung

30 MP zeigten zum Teil starke Veranderung der Chromosomen. Es fanden sich
11 komplexe chromosomale Aberrationen (in kursiv gedruckt). Eine Aneuplonie
des #Y trat auf, es lag insgesamt 5 mal vor (Abb. 3.36). Die fettgedruckten

Aberrationen sind in Abb. 3.37-3.40 dargestellt.

Tab. 12 Chromosomale Aberrationen von Patient 10
Reziproke Translokationen Dizentrische Einfache
Translokationen Chromosomen Briche
tr(1;10) t(1;16*) + t(8*;16) dic(1;6) B* 15
tr(4;12) t(3*;4) + t(3;4*) + N-dj |dic(6;12) B* 12
tr(8;13) ace 3,4 dic(1;17) B“ 6
tr(1;16) t(11*;Y) + t(13;11;20%) + | dic(1;20) B“9
tr(22;Y) t(13%;11)+ t(20;22%) dic(4;8) B*7
tr(17;22) t(14*;15) + t(14;20*) + |dic(11;16) B“ 8
tr(9;17) t(15*%;20) dic(3;4) B“ 12
tr(3;21) t(17;18%) + t(18;20%) dic(2;16) B*3
tr(2;10) t(12;15%) + t(12*;15) B“5
tr(3;13) t(1;10%) dic(6;18) + B 13
tr(2;6) t(13*;18) t(18;21%) +
tr(14;19) t(2*;17) t(21;22%)
tr(8;10) t(6;15%) dic(1;2) +

t(7;16%) t(1;2;1*;2;1)

t(13*;16) dic(10;13) +

t(2;17%) t(10;21%)

t(15*;18) dic(2;3) + t(2*;3)

t(1*;6) dic(6;10) +

t(4;7%) t(1*;10)

t(X*;6)

t(15*;22)

t(11;20%)

t(15;21%)
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Abb. 3.36

Ohne Amifostin behandelt.

Aneuploidie, 5 mal #Y.

A Ausschnitt aus der
MP P10 073,
dargestellt mit der
Farbkombination
FITC, SpO und
Cy5.5.

B Die 5 Y
Chromosomen in der
invertierten DAPI-

69

Farbung dargestellt.

C Die 5 Y
Chromosomen
dargestellt mit der
Farbkombination
FITC, SpO und
Cy5.5.

Abb. 3.37

Patient wurde ohne Amifostin behandelt.
Die Abbildung zeigt ein dizentrisches
Chromosom.

dic (4;8) + ace 4;8 + Rest 4,8 + ace 8

1A

1B

1C

Darstellung der
Chromosomenpaare 4 und 8 in der
invertierten DAPI-Farbung. Das
linke Chromosom hat 2
Zentromere. Eins von Chromosom
4 und eins vom Chromosom 8.
Darstellung der gleichen
Chromosomen mit der
Farbkombination FITC, TR und
Cy5.5. Ganz links bei den 8tern
findet sich das azentrische
Fragment 4;8, in der Mitte ist
andere Chromosom 8 und ganz
rechts findet sich noch ein
azentrisches Fragment des
Chromosoms 8.

Darstellung mit Hilfe der
Falschfarbendatei HURRA 2.
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Abb. 3.38 Der Patient wurde ohne Amifostin behandelt.

Dieses Bild zeigt ein dizentrisches Chromosom, bestehend aus Anteilen des #11 und des #16.
dic(11;16), ace 11, 16 fehlen
Ausschnitt aus der Metaphase P10 108, rot umrandet ist das dizentrische Chromosom
11;16. Darstellung in der DAPI-Farbung.
Darstellung in der invertierten DAPI-Farbung. Bei dem rechten Chromosom sind beide

A

B

C

Zentromere gut zu erkennen.

Darstellung der Chromosomen mit der Farbkombination FITC, TR und Cy5.5.
Abbildung der Chromosomen mit Hilfe der Falschfarbendatei HURRA 2. Das 1ller
Chromosom ist in lila und das 16er Chromosom in orange dargestellt.

1A
a‘!l T ]
i
B
4

<
B
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Abb. 3.39

Ohne Amifostin

t(3*;4) + ace 3;4 + t(3;4*) + Non-disjunction

ace 34

oder

tr(3;4) + 2 mal ace 3;4, Non-disjunction

1A

1B

1C

Abbildung der Chromosomenpaare
3 und 4 in der invertierten DAPI-
Farbung.

Darstellung der Chromosomen mit
der Farbkombination FITC, TR und
Cy5.5. Das rechte #3 ist nicht
gebrochen. Das Chromosom in der
Mitte hat einen Bruch am kurzen
Arm. Dort hat das azentrische
Fragment des Chromosoms 4
gebunden. Weiter rechts folgen 2
azentrische Fragmente, die jeweils
aus Anteilen des Chromosoms 3
und 4 Dbestehen. Sie kdnnen
aufgrund von einer Non-disjunction
entstanden sein. Das Chromosom
4 ist am langen Arm gebrochen
und hat sich dort sich mit einem
Fragment des gebrochenen
Chromosoms 3 verbunden. Das #4
ganz rechts ist nicht gebrochen.
Abbildung der Chromosomen mit
Hilfe der Falschfarbendatei
HURRA 2.
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Abb. 3.40

Komplexes chromosomales Rearrangement, t(1*;10) + dic(6;10), ace 1, 6 fehlen.
Der Patient wurde ohne Amifostin behandelt.

In der ersten Reihe (A-C) sind die Chromosomenpaare 1, 6 und 10 in der invertierten DAPI-
Farbung dargestellt. Eine Reihe darunter (D-F) zeigt die Chromosomen in der
Farbkombination FITC, TR und Cy5.5. In der untersten Reihe (G-I) sind die Chromosomen mit
Hilfe der Falschfarbendatei HURRA 2 dargestellt.

B Das rechte 1er Chromosom wirkt verlangert.

C Das linke der beiden 6er Chromosomen besitzt zwei Zentromere. Eins vom
Chromosom 6 und eins vom Chromosom 10.

H In dieser Abbildung erkennt man, dass sich das Chromosom 1 mit dem azentrischen

Fragment des Chromosoms 10 verbunden hat.
I Das Fragment des 10er Chromosoms mit dem Zentromer hat sich mit dem
gebrochenen Chromosom 6 verbunden.
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Patient 11, mit Amifostin—-Behandlung

32 MP wiesen chromosomale Aberrationen auf. #6 lag als Ringchromosom vor

(Abb. 3.41). Die komplexen Rearrangements sind in kursiv gedruckt, die
fettgedruckten Aberrationen sind in Abb. 3.41-3.44 dargestellt.

Tab. 13 Chromosomale Aberrationen von Patient 11
Reziproke Translokationen | Dizentrische Einfache | Andere
Translokationen Chromosomen Bruche Aberrationstypen
P —
tr(1;18) t(13;21%) dic(18;22) B“9 Inversionen
tr(X;3) t(16;20%) dic(2;14) B“5 inv #7
tr(2;10) t(1;12%) dic(5;15) B“9
tr(6;8) t(1*;16) dic(5;7) B“9 Ring #6
tr(2;7) t(Y;15%) dic(X;11) B“ 2
tr(3;6) t(7*;10) dic(2;4) B“ 12
tr(6;18) t(2;6%) dic(3;14) B“ 2
tr(2;15) dic(6;10) B“9
tr(6;10) dic(1;8) B“ 3
tr(4;14) B“ 2
tr(10;13) B“1
tr(1;12) B“12
tr(6;12) B 17
tr(1;2) B“3+
tr(2;6) t(3;10%)
tr(1;6) +
t(10;18%)
Abb. 3.41 mit Amifostin
Ringchromosom 6. Das #6
ist 2x gebrochen und hat
sich an den jeweiligen Enden
wieder verbunden.
A Invertierte DAPI-
Farbung.
B Darstellung in  der
Farbkombination FITC,
TR und Cy5.5.
C Falschfarbendatei
HURRA 2.
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Abb. 3.42

Der Patient wurde mit Amifostin behandelt.

Die Chromosomenpaare 13, 21 und 15, 2, 4 in der obersten Reihe sind in der invertierten DAPI-
Farbung dargestellt (1A, 2A). In der Reihe darunter sind die Chromosomen in der
Farbkombination FITC, TR und Cy5.5 dargestellt (1B, 2B-2D). In der untersten Reihe stellen
sich die Chromosomen mit Hilfe der Falschfarbendatei HURRA 2 dar (1C, 2E-2G).

1A-1C t(13;21*) + Rest 13* + ace 21 fehlt

1B Das rechte Chromosom 13 ist gebrochen und das azentrische Fragment hat
sich mit dem ebenfalls gebrochenen Chromosom 21 verbunden. Das
azentrische Fragment des Chromosoms 21 fehit.

2A-2G tr(2;15)
dic(2;4), ace 4 fehlt
2C Das linke Chromosom 2 ist am kurzen Arm gebrochen und hat sich mit dem

azentrischen Fragment des Chromosoms 15 verbunden. Das am langen Arm
gebrochene linke Chromosom 15 hat sich mit dem Fragment des gerochenen
linken Chromosoms 2 verbunden. Das rechte Chromosom 2 weist einen Bruch
im langen Arm auf und hat sich dort mit dem Rest des gebrochenen
Chromosoms 4 verbunden, so dass ein dizentrisches Chromosom entstanden
ist. Das azentrische Fragment des Chromosoms 4 fehit.
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Abb. 3.43 Patient mit Amifostin behandelt.
Darstellung eines dizentrischen Chromosoms, dic(1;8), ace 1, 8 fehlen.
In den Abbildungen A und D werden die Chromosomenpaare 1 und 8 in der invertierten DAPI-
Farbung dargestellt.
Die mittleren Bilder (B, E) zeigen die Chromsomen in der Farbkombination FITC, TR und Cy5.5.
Die hintern beiden Abbildungen C und F zeigen die Chromosomen mit Hilfe der
Falschfarbendatei HURRA 2.

A Beim rechten Chromosom handelt es sich um ein dizentrisches Chromosom mit einem
Zentromer des ler und des 8er Chromosoms (siehe schwarzer Pfeil). Das azentrische
Fragment des Chromosoms 8 und des Chromosoms 1 fehlt.

Abb. 3.44
Dieses Bild zeigt eine reziproke Translokation, tr(2;6). Patient wurde mit Amifostin behandelt.
In den Abbildungen A und D werden die Chromosomenpaare 2 und 6 in der invertierten DAPI-
Farbung dargestellt. Die mittleren Bilder (B, E) zeigen die Chromsomen in der Farbkombination
FITC, TR und Cy5.5. Die hintern beiden Abbildungen C und F zeigen die Chromosomen mit
Hilfe der Falschfarbendatei HURRA 2.

B Das rechte Chromosom 2 ist am langen Arm gebrochen und hat sich dort mit dem
Fragment des ebenfalls gebrochenen Chromosoms 6 verbunden.

E Das gebrochene rechte Chromosom 6 hat sich mit dem Fragment des Chromosoms 2
verbunden.
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Patient 12, ohne Amifostin—-Behandlung

In 21 MP traten strukturelle Veranderungen der Chromosomen auf. 2 mal kam
es zu einer Non—disjunction des #Y (Abb. 3.46). Eine Trisomie des #21 konnte
in Abb. 3.45 dargestellt werde. Die komplexen Rearrangements sind in kursiv
gedruckt, die fettgedruckten Aberrationen sind in Abb. 3.47-3.49 dargestellt.

Tab. 14 Chromosomale Aberrationen von Patient 12
Reziproke Translokationen Dizentrische Einfache |Andere
Translokationen Chromosomen Bruche Aberrationstypen
tr(4;9) t(1;,17*) + dic(1;14) B“ 6 Inversionen
tr(6;20) t(17;20%) B“ 16 inv #2
tr(4;21) B*“5
tr(1;10) t(18*,12;18) B“1
tr(5;7) B“12
tr(2;7) t(2*;6) + t(6*;20) B 14
B“1
t(11%,17) B“ 2
t(3;7%) B“6
t(3*;20) B“11
t(9;12%) B“5
t(20;21%) B“ 19
B“ 2
B 15
B“ 12
B“ 13
B“5
B“ 6
B* X
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Abb. 3.45

Trisomie 21, bei sonst unauffalligem Karyotyp, 46, XY, des Patienten. Der Patient wurde ohne
Amifostin behandelt.

A Abbildung der Metaphase P12 006 in der Farbkombination FITC, TR und Cy5.5. Die
weil3en Pfeile kennzeichnen die drei Chromosomen 21.

B Darstellung der Chromosomen in der invertierten DAPI-Farbung.

C Darstellung der Chromosomen in der Farbkombination FITC, TR und Cy5.5.

Abb. 3.46 Patient wurde ohne Amifostin behandelt.

Non-disjunction Y, 47, XYY, bei sonst unauffalligem Karyotyp, 46, XY, des Patienten.

A Abbildung der Metaphase P12 102 in der Farbkombination FITC, TR und Cy5.5. Die
weiRen Pfeile kennzeichnen die zwei Y Chromosomen.

B Darstellung der Chromosomen in der invertierten DAPI-Farbung.

C Darstellung der Chromosomen in der Farbkombination FITC, TR und Cy5.5.
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Abb. 3.47

Ohne Amifostin-Behandlung.
Reziproke Translokationen
MPO51 tr(1;10)

1A Farbkombination SpO,
Cy5, Cy5.5.
Falschfarbendatei
HURRA 2.

1B

MP044
2A

tr(4;21)
Farbkombination FITC,
TR, Cy5.5.

2B Falschfarbendatei

HURRA 2.

B

16

&
e "
5

Abb.3.48 Patient wurde

ohne Amifostin behandelt.

Einfache Briiche, Darstellung der Chromosomen in der invertierten DAPI-Farbung.

A
B
C

A

7

Chromosom 6, Bruch im kurzen Arm, das azentrische Fragment fehlt.
Chromosom 16, Bruch im langen Arm, das azentrische Fragment fehlt.
Chromosom 5, Bruch im langen Arm, das azentrische Fragment fehlt.

Abb. 3.49 Patient  wurde ohne  Amifostin
behandelt.
Darstellung eines dizentrischen Chromosomes.

dic(1;14), ace 1, 14 fehlen

Darstellung der Chromosomenpaare 1 und 14
in der invertierten DAPI-Farbung. Das rechte
Chromosom ist ein dizentrisches Chromosom,
das aus Teilen des 1ler sowie des 1l4er
Chromosoms  besteht. Die azentrischen
Fragmente der Chromosomen 1 und 14 fehlen.
Darstellung der Chromosomen in der
Farbkombination SpO, Cy5 und Cy5.5.
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3.2 Auswertung / Statistik

24—Farben—-FISH wurde auf 1200 Metaphasen angewandt (12 Patienten, 100
Metaphasen pro Patient). 2-3 Jahre nach der in vivo Radiochemotherapie
zeigte diese Methode bei jedem Patienten eine starke Erh6hung an
Lymphozyten, deren Zellkerne chromosomale Schaden enthielten.

Tab. 15 Ubersicht tber die chromosomalen Veranderungen der 12
Patienten
Falle | Amifostin | Aberr. | B/100 MP T Tr | Dic |CCR | Inv/ B
MP Ring
P1 500 mg/d 22 76 6 9 6 6 3 5
P2 500 mg/d 18 51 9 7 5 2 0 3
P3 - 13 31 4 3 1 2 0 7
P4 500 mg/d 28 78 14 12 3 2 2 9
P5 500 mg/d 28 97 12 18 0 6 2 9
P6 - 23 70 10 13 3 3 1 4
P7 500 mg/d 13 38 7 6 2 0 1 5
P8 500 mg/d 14 32 2 8 0 1 1 5
P9 - 35 100 9 27 7 2 2 4
P10 — 30 125 14 13 8 11 0 10
P11 | 500 mg/d 32 84 7 16 9 1 2 13
P12 - 21 54 5 6 1 3 1 19

In Tab. 15 sind die 12 Patienten, sowie die Menge ihrer Amifostininfusion
aufgelistet. Es wurde dargestellt, wie viele Metaphasen (MP) von je 100
untersuchten MP chromosomale Aberrationen aufwiesen (Aberr. MP), wieviele
Bruche insgesamt festgestellt wurden (B/100 MP), die Anzahl der einfachen (T)
und reziproken (Tr) Translokationen, die Anzahl der dizentrischen
Chromosomen (Dic), die Anzahl der komplexen chromosomalen
Rearrangements (CCR), sowie die Anzahl der Inversionen / Ringchromosomen

(Inv/Ring) und der einfachen Briiche (B).
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Die folgende Abbildung zeigt grafisch die Auswertung der Chromosomenbrtiche

insgesamt (Abb. 3.50, dunkelrote Saule) und die Anzahl der Metaphasen, die

chromosomale Veranderungen aufwiesen (Abb. 3.50, blaue Saule).

140
125
120 -
100
100 97
84
76 78
80 =
60 51 54
38
40 3
24l 28 G £ 30
% P 2 21
20 A -
O B T T T T T T T T T T T
P1 P2 P4 P5 P7 P8 Pl1 P3 P6 P9 P10 P12
mit Amifostin ohne Amifostin
Abb. 3.50 Gesamtzahl der in 100 Metaphasen pro Patient gefundenen Bruchereignisse

(B/100 MP; dunkelrot) und Gesamtanzahl der Aberrationen enthaltenen Zellen
pro Patient (blau) (P1-P12 24-Farben—FISH—-Analyse) (nach Kiichler et al.,
2003; madifiziert).

Die Patienten P1, P2, P4, P5, P7, P8 und P11 sind zusétzlich mit Amifostin
behandelt worden. Hinsichtlich der durchschnittichen Anzahl von Briichen pro
Mitose (B/M) in jeder der beiden Gruppen, war kein signifikanter Unterschied an
chromosomalen Residualschdden feststellbar (mit Amifostin 0,65 B/M in
Vergleich zu 0,76 B/M ohne Amifostin). Auch die durchschnittliche Rate
aberranter Zellen von 100 ausgewerteter Metaphasen war in beiden Gruppen
etwa gleich (mit Amifostin 22,1 versus 24,4 ohne Amifostin).

Die Auswertung der durchschnittlichen Anzahl von Brichen pro Mitose (B/M)

zeigte einen erhdhten Anteil chromosomaler Residualschéden, sowohl in der
mit Amifostin (0,65 B/M [0,32—0,97]) als auch in der ohne Amifostin behandelten
Patientengruppe (0,76 B/M [0,31-1,25]) (siehe Abb. 3.50 und Tab. 15). Auch
der durchschnittliche Anteil von Zellen, die Aberrationen enthielten, war bei 100
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Metaphasen etwa gleich. 22,1 (13-32) mit Amifostin versus 24,4 (13-35) ohne
Amifostin (siehe Abb. 3.50).

140

120

100

80+

601

40

204 - Metaphasen

mit Briichen

0 I /e Briiche

N= 7 T 5 5

Abb. 3.51

Boxplot der Metaphasen mit chromosomalen Schaden (von 100 Metaphasen), in griin dargestellt.
Boxplot der gesamten Anzahl der Briiche in 100 Metaphasen, in rot dargestellt.

Links ist die Patientengruppe dargestellt, die mit Amifostin behandelt wurde (7 Probanden).
Rechts die Patientengruppe, die ohne zusatzliche Amifostingabe behandelt wurde (5 Probanden).

Zwischen den zwei verschiedenen Patientengruppen gab es nur geringe
Variationen, in Bezug auf die Haufigkeit der chromosomalen Schaden.

Da die Gruppen nicht ,Normal verteilt* waren, wurde als nichtparametrischer
Test der Mann—-Whitney—U Test durchgefiihrt (siehe Abb. 3.51), um die
Unterschiede der beiden Gruppen zu beschreiben. Beim Vergleich des Anteils
der Metaphasen, die chromosomale Schaden enthielten, zwischen den beiden
Gruppen, gab es keine signifikanten Unterschiede (p= 0,619, in grin
dargestellt).

Auch der Vergleich der Briiche insgesamt zwischen den beiden Gruppen (in rot
dargestellt), erbrachte keine signifikanten Unterschiede (p= 0,755). Das

Signifikanzniveau war auf p< 0,05 festgelegt.
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Abbildung 3.52 a) bis f) geben einen Uberblick ber die in der Studie
gefundenen Aberrationen.

3.2.1 Einfache Doppelstrangbriiche

25

20

15 13

P1 P2 P4 P5 P7 P8 P11 MW MW P3 P6 P9 P10 P12
mit Amifostin ohne Amifosti n

Abb. 3.52 a In dieser Abbildung ist die Anzahl der einfachen Doppelstrangbriiche pro
100 Metaphasen dargestellt (nach Kiichler et al., 2003; modifiziert).
Die Patienten, die Amifostin erhalten hatten sind auf der linken Seite
dargestellt. In der Mitte zwischen den beiden Gruppen sind die jeweiligen
Mittelwerte (MW, hellblaue Balken) aus den Gruppen abgebildet. Als
Fehlerbalken ist der Standardfehler eingetragen. Standardfehler bei der
Amifostingruppe: +/- 1,3 versus +/- 2,7 bei der unbehandelten Gruppe.

3.2.2 Reziproke Translokationen

35
30 27
12,4
10,9 13 13
6
3
P1L P2 P4 P5 P7 P8 P11 MW MW P3 P6 P9 P10 P12
mit Amifostin ohne Amifostin

Abb. 3.52 b Darstellung der Anzahl der reziproken Translokationen (nach Kuchler et al.,
2003; modifiziert).
Die Patienten, die Amifostin erhalten hatten sind auf der linken Seite
dargestellt. In der Mitte zwischen den beiden Gruppen sind die jeweiligen
Mittelwerte (MW, hellblaue Balken) aus den Gruppen abgebildet. Als
Fehlerbalken ist der Standardfehler eingetragen. Standardfehler bei der
Amifostingruppe: +/- 1,8 versus +/- 4,1 bei der unbehandelten Gruppe.
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3.2.3 Einfache Translokationen

16
12
g |
4 -
0 |
P1 P2
Abb. 3.52 ¢

g1 %10
! 9
5
4
P4 P5 P7 P8 P11 MW MW P3 P6 P9 P10 P12
mit Amifostin o0 hne Amifostin

Darstellung der Anzahl der einfachen Translokationen (nach Kichler et
al., 2003; modifiziert).

Die Patienten, die Amifostin erhalten hatten sind auf der linken Seite
dargestellt. In der Mitte zwischen den beiden Gruppen sind die jeweiligen
Mittelwerte (MW, hellblaue Balken) aus den Gruppen abgebildet. Als
Fehlerbalken ist der Standardfehler eingetragen. Standardfehler bei der
Amifostingruppe: +/- 1,5 versus +/- 1,8 bei der unbehandelten Gruppe.

3.2.4 Inversionen und Ringchromosomen

2
0,8
1 1
% 0
P1L P2 P4 P5 P7 P8 Pll MW MW P3 P6 P9 P10 P12
mit Amifostin ohn e Amifostin
Abb. 3.52 d Darstellung der Anzahl der Inversionen und Ringchromosomen (nach

Kichler et al., 2003; modifiziert).

Die Patienten, die Amifostin erhalten hatten sind auf der linken Seite
dargestellt. In der Mitte zwischen den beiden Gruppen sind die jeweiligen
Mittelwerte (MW, hellblaue Balken) aus den Gruppen abgebildet. Als
Fehlerbalken ist der Standardfehler eingetragen. Standardfehler bei der
Amifostingruppe: +/- 0,4 versus +/- 0,4 bei der unbehandelten Gruppe.
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3.2.5 Dizentrische Chromosomen

12
10 9
8

8 - 5 7

6. 5 3,6 4

4 - 3 3

2 1
2 .
0 l 0
0 B 1 1 1 1 1 1 1 1
P1L P2 P4 P5 P7 P8 P11 MW MW P3 P6 P9 P10 P12
mit Amifostin ohne Amifost in
Abb. 3.52 e Darstellung der Anzahl der dizentrischen Chromosomen (nach Kichler et

al., 2003; modifiziert).

Die Patienten, die Amifostin erhalten hatten sind auf der linken Seite
dargestellt. In der Mitte zwischen den beiden Gruppen sind die jeweiligen
Mittelwerte (MW, hellblaue Balken) aus den Gruppen abgebildet. Als
Fehlerbalken ist der Standardfehler eingetragen. Standardfehler bei der
Amifostingruppe: +/- 1,3 versus +/- 1,5 bei der unbehandelten Gruppe.

3.2.6 Komplexe chromosomale Rearrangements

14
10
8 6 6 4,2
2,6
3 3
P1 P2 P4 PS5 P7 P8 P11 MW MW  P3 P6 P9 P10 P12
mit Amifostin ohne Amifostin
Abb. 3.52 f Darstellung der Anzahl der komplexen chromosomalen Rearrangements

(nach Kiichler et al., 2003; modifiziert).

Die Patienten, die Amifostin erhalten hatten sind auf der linken Seite
dargestellt. In der Mitte zwischen den beiden Gruppen sind die jeweiligen
Mittelwerte (MW, hellblaue Balken) aus den Gruppen abgebildet. Als
Fehlerbalken ist der Standardfehler eingetragen. Standardfehler bei der
Amifostingruppe: +/- 0,9 versus +/- 1,7 bei der unbehandelten Gruppe.
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Die aufgetretenen Aberrationstypen (einfache Translokationen, reziproke
Translokationen, Briiche, dizentrische  Chromosomen, Inversionen,
Ringchromosomen und komplexe chromosomale Rearrangements) zeigten
keine signifikante Haufung in einer der beiden Gruppen. Es lasst sich lediglich
ein leichter Trend beobachten, da fast alle Aberrationsformen etwas seltener in
der mit Amifostin behandelten Patientengruppe vorkommen.

Wenn man nur die Zellen betrachtet, die Aberrationen aufweisen, dann
beinhaltet jede Zelle im Durchschnitt 2,9 Briiche (mit Amifostin) und 3,0 Briiche

(ohne Amifostin).

3.2.7 Klonale Aberrationen

Es konnten keine klonalen Aberrationen dargestellt werden.

3.2.8 Mitotische Non-disjunctions

Neben den bekannten Aberrationstypen (einfache / komplexe Translokationen,
azentrische, dizentrische Chromosomen, Insertionen, Inversionen und Ringen)
fanden sich in 20 von 1200 MP Aberrationen, die mit einem Zugewinn an
chromosomalem Material innerhalb der Zelle verbunden waren. So lagen zum
Beispiel in einer Zelle 4 zusétzliche Y-Chromosomen vor (Abb. 3.36), es kam
zu Trisomien des Chromosoms 21 (Abb. 3.45 und Abb. 3.10) oder das Y
Chromosom lag in zweifacher Kopie vor, 47,XYY (Abb. 3.2 und Abb. 3.46) bei

sonst normalem Chromosomensatz des Patienten 46,XY.

Es fanden sich Zellen, in denen identische Kopien, komplex translozierter
Markerchromosomen vorlagen (siehe Abb. 3.19 und Abb 3.39), die sich
eigentlich nur durch mitotische Non-disjunctions erklaren lassen (siehe
Kuechler et al., 2001).

So wurde eine neue Aberrationsform nach Radiochemotherapie und Amifostin—
Behandlung gefunden und beschrieben, die mitotischen Non—disjunctions.
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4.1 Fragestellung

In dieser Arbeit geht es darum, die nachgewiesene (siehe zusammenfassende
Darstellung bei Rieth et al., 1996 und Brizel, 2001) radioprotektive Wirkung von
Amifostin nicht auf klinischer sondern auf genetischer bzw. chromosomaler
Ebene zu untersuchen.

Durch eine Vielzahl von klinischen Studien wurde bereits belegt, dass Amifostin
normales, gesundes Gewebe schitzt und Nebenwirkungen, die durch
Bestrahlung und Chemotherapie entstehen, abschwacht (Buntzel et al., 1998,
Trog et al., 1999 und Wasserman et al., 2000).

Eine vorangehende Studie (Dunst et al., 2000) analysierte die klinischen
Nebenwirkungen der Radiochemotherapie bei Rektumkarzinompatienten mit
und ohne Zugabe von Amifostin bei 30 Patienten. Es zeigte sich klinisch ein
signifikanter Unterschied.

Die Patienten, die gleichzeitig mit Amifostin behandelt wurden, entwickelten
weniger Hautreaktionen und Darmstorungen gegeniber den Patienten, die kein
Amifostin vor der Bestrahlung erhielten. Dieses Ergebnis stimmte mit anderen
klinischen Studien Uberein (Spath—Schwalbe et al., 2002, Trog et al., 1999 und
Wasserman et al., 2000). Von Dunst et al. (2000) wurde angenommen, dass
schon die Applikation einer relativ geringen Menge Amifostin Uber eine kurze
Zeit ausreicht, um die auftretenden Nebenwirkungen bei einer 5-FU
Chemotherapie, abzuschwachen.

Andere Studien, die Amifostin die Fahigkeit zuschreiben, auch auf das
Knochenmark protektiv wirken zu kénnen, orientierten sich vornehmlich an
klinischen Symptomen. Die myeloprotektiven Effekte des Amifostins resultieren
aus einer verbesserten Hamatopoese, die sich klinisch als ein verbessertes
Blutbild bemerkbar macht (Auletta und Shurin, 1999). Eine schiitzende Wirkung
des Amifostins gegen chromosomale Aberrationen nach Bestrahlung, war
bisher nur in vivo an Mausen (Devi et al., 1998), oder an menschlichem
Knochenmark unter in vitro Bedingungen (List et al., 1998), dokumentiert

worden.
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Da bislang keine Untersuchungen dartber vorlagen, ob Amifostin einen Einfluss
auf die chromosomalen Veranderungen nach einer Radiochemotherapie in
humanen Blutzellen unter in vivo Bedingungen besitzt, war es Ziel dieser Studie
herauszufinden, ob der protektive Effekt des Amifostins auch auf

chromosomaler Ebene zu beobachten sei.

Die durchgefuhrten Untersuchungen weisen darauf hin, dass Amifostin sich
nicht auf genetischer bzw. chromosomaler Ebene protektiv auswirkt. Es konnte
kein statistisch gesicherter Unterschied in der Haufung der chromosomalen
Aberrationen  zwischen den  beiden  unterschiedlich  behandelten
Patientengruppen dargestellt werden. Die Diskrepanz zwischen der klinischen
Wirkung des Amifostins, zum Beispiel der Abschwachung der akuten
Hautreaktionen, und der gefundenen chromosomalen Schéden, kénnte zum
Einen durch die zytoprotektive Wirkung des Amifostins (siehe 1.1.1) oder zum
Anderen auch durch spezifische Gewebeeigenarten erklart werden. Rosen et
al. (1999) beschreiben die Moglichkeit, dass die Neigung zu
Entzindungsreaktionen oder die Zytokinproduktion eine grofRe Rolle in der

Entwicklung von Nebenwirkungen im bestrahlten Hautareal spielen konnen.

Amifostin hat auf klinischer Ebene eine bekannte protektive Wirkung, auf
.genetischer Ebene hingegen nicht. Es kann somit davon ausgegangen
werden, dass die gewinschte  zellschadigende  Wirkung  der
Radiochemotherapie selbst durch Amifostin nicht direkt beeinflusst wird. Da die
Zahl der untersuchten Patienten allerdings relativ gering ist (n = 12) kann diese
Untersuchung lediglich als Pilotstudie angesehen werden, die in ihren

Ergebnissen einer Bestatigung bedarf.

Des Weiteren wurde mit dieser Arbeit das Ziel verfolgt herauszufinden, ob
Jahre nach einer Radiochemotherapie noch chromosomale Residualschéden
im Blut der Patienten nachweisbar seien, und um welche Art von Aberrationen

es sich dabei handelt.
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Diese Frage konnte in der vorliegenden Arbeit sehr gut beantwortet werden. Im
Gegensatz zu unbehandelten Kontrollpersonen, die eine chromosomale
Bruchwahrscheinlichkeit von 0,00 bis 0,05 Brichen pro Metaphase aufweisen,
wurden bei den hier untersuchten Patienten zahlreiche chromosomale
Aberrationen, struktureller und auch numerischer Art gefunden und
beschrieben. Zusatzlich konnte eine neue Art von chromosomalen Aberrationen
nach Radiochemotherapie und Behandlung mit Amifostin beschrieben werden,
mitotische Non-disjunctions, in Form von identischen Kopien komplex

translozierter Chromosomen (siehe Abb. 3.19).

4.2 Kritische Auseinandersetzung mit der Methodik

4.2.1 Patienten

Von 30 Patienten, die zwischen September 1997 und Oktober 1998 wahrend
einer Radiochemotherapie an einer Amifostinstudie teilgenommen hatten
(Dunst et al.,, 2000), erklarten sich 12 Patienten bereit, an dieser
weiterfihrenden Studie teilzunehmen (siehe auch 2.1).

Es lag keine randomisierte Patientengruppe vor, die grundlegenden
Bedingungen beider Patientengruppen waren allerdings vergleichbar. Das
Durchschnittsalter der Patienten lag mit 58 Jahren (von 52 Jahren bis 72
Jahren) relativ dicht beieinander, jedoch konnte nicht jedem Patienten aus der
Amifostingruppe ein gleichaltriger Patient aus der ohne Amifostin behandelten
Gruppe gegenubergestellt werden. Alle Patienten hatten eine ahnliche
Diagnose und sind, mit Ausnahme der Amifostingabe, nach dem gleichen
Behandlungsschema therapiert worden.

Auf spezielle Eigenschaften der Patienten, die eventuell auch Einfluss auf die
Regeneration von DNA haben kdnnten, wie z. B.: Essgewohnheiten, Gewicht,
Raucher / Nichtraucher, Vitamin C Versorgung, allgemeine Grunderkrankungen
etc., konnte in dieser Studie nicht weiter eingegangen werden.

Da das Patientenkollektiv lediglich 12 Patienten umfasst, ist es schwierig ein
reprasentatives Ergebnis bezuglich der Wirksamkeit des Amifostins auf

chromosomaler Ebene zu erhalten. Da es sich um eine retrospektive Erhebung
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handelt, ergab sich allerdings nicht die Mdglichkeit, mehr Patienten in die
Untersuchung aufzunehmen. Doch auch schon dies kleine Patientenkollektiv
zeigte eindrlcklich die erhdéhte Aberrationshaufigkeit von Chromosomen noch
Jahre nach einer in vivo Radiochemotherapie, verglichen mit unbestrahlten
Personen, bei denen die Aberrationshaufigkeit der Chromosomen im
Promillebereich liegt (Kuechler et al., 2002, Hassold et al., 1996).

4.2.2 Zeitraum Radiochemotherapie und Studie

Die Zeitraume zwischen Therapie und Blutabnahme fiir diese Studie variierten
zwischen 26,5 (Patient 5) und 38 (Patient 6) Monaten. Im Schnitt waren es
30,5 Monate. Da sich aber weder im kirzeren noch im langeren Zeitraum nach
der Bestrahlung eine erheblich abweichende Anzahl an chromosomalen
Aberrationen nachweisen lasst (P5 28MP/100MP zu P6 23MP/100MP wiesen
Schaden auf), wurde auf eine Angleichung der Zeitrdume durch eine erneute
Probenentnahme verzichtet.

Kritisch anzumerken ist allerdings, dass es leider keine Anfangsdaten der
Patienten vor der Bestrahlung gab, um die spontane Translokationsrate des
einzelnen Patienten ermitteln zu kénnen. Es wurde allerdings bei keinem der
Patienten eine klinische Uberreaktionen wéahrend der Radiochemotherapie
beobachtet (Dunst et al., 2000), was eine erhohte Strahlenempfindlichkeit bei

den untersuchten Patienten unwahrscheinlich macht.

4.2.3 Untersuchungsmaterial

Zum Nachweis der chromosomalen Residualschdden 2-3 Jahre nach der
Radiochemotherapie, wurden in der vorliegenden Studie die Lymphozyten der
Patienten als Untersuchungsmaterial herangezogen.

Es ist schon seit langem bekannt, dass chromosomale Residualschaden nach
Bestrahlung in peripheren Lymphozyten nachweisbar sind (Huber et al., 1999,
Kleinerman et al., 1989). In der Literatur ist beschrieben, dass Lymphozyten mit

stabilen, persistierenden chromosomalen Schaden von Stammzellen
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abstammen kdnnen, die eine Ganzkorperbestrahlung tberlebt hatten (Heinze et
al., 1995, Schmidberger et al., 2001). Nach partieller Bestrahlung zirkulieren im
Blut bestrahlte und nicht bestrahlte Lymphozyten (Gershkevitsh et al., 2002,
Schmidberger et al., 2001). Abhangig von der Uberlebenszeit der Lymphozyten
gibt es immer original bestrahlte Zellen, aber auch aberrante Zellen, die von
bestrahlten Lymphozyten abstammen. Diese Gruppen nehmen mit der Zeit ab.
Diese Verringerung betrifft vor allen Dingen Zellen mit unstabilen Aberrationen,
wie z.B. dizentrische Chromosomen, Briche und azentrische Fragmente, die

mit der Zellteilung verloren gehen (Bauchinger 1998).

Die Blutproben der 12 Patienten wurden nach dem herkdmmlichen Standard
abgenommen und aus Halle Gibersandt. Sie kamen alle unbeschadigt im Institut
fur Humangenetik in Jena an und lieBen sich nach den beschriebenen
Methoden problemlos kultivieren (siehe Material und Methoden 2.1.2). Durch
die Kultivierung Uber 72 Stunden, muss davon ausgegangen werden, dass ein
Teil der analysierten Zellen schon ihre zweite mitotische Teilung hinter sich

haben (siehe: www.mta—verband.at). Deshalb kénnen schon einige Zellen mit

Aberrationen wahrend der ersten Zellteilung verloren gegangen sein, die sich
nicht mehr nachweisen lassen. Dies wird vor allen Dingen fir die unstabilen
Aberrationen der Fall sein. Trotzdem konnte diese Art von Aberrationen in

dieser Studie aber immer noch nachgewiesen werden.

4.2.4 Farbetechnik / Visualisierung der Chromosomen

Die Chromosomen der 12 Patienten wurden mittels 24—Farben—Fluoreszenz in
situ Hybridisierungstechnik (24—-Farben—FISH) markiert (siehe Material und
Methoden 2.1.6), da sich diese Methode dazu eignet, chromosomale Umbauten
sichtbar zu machen (Gebhart et al., 1996, Huber et al., 1999 und Verdorfer et
al., 2001).

Der Einsatz anderer Farbemethoden wie z. B. das Multi—-Color—Banding oder
die Giemsa Farbung waren prin