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5 Diskussion

5.1 Methodische Aspekte

5.1.1 Problem der Ubertragbarkeit der in vitro gewonnenen Ergebnisse auf die Situation
in vivo
Hautfibroblasten miissen iiber einen Zeitraum von mehreren Wochen kultiviert werden, bevor
geniigend Zellen zur Auswertung gewachsen sind. Eine direktere Untersuchung der Fibroblasten
in vivo ist nicht moglich. Die Zellen, die zur Auswertung kommen, haben sich also in der Kultur
schon vielfach vermehrt. In vivo dagegen wiirden sich die Fibroblasten innerhalb von drei
Wochen ldngst nicht so oft teilen. Das macht es prinzipiell schwierig, die durch Zellkulturen von
Fibroblasten gewonnenen Ergebnisse uneingeschrinkt auf die tatsdchlich in vivo vorliegende
Situation zu iibertragen, denn es stellt sich die Frage, ob die innerhalb der drei Wochen in vitro
vorherrschende Wachstumsdynamik nicht zu einem unrepridsentativen Bestand an Zellen fiihrt,
der die tatsdchlich in vivo vorliegende Zellpopulation nur bedingt widerspiegelt.
So ist es zum Beispiel vorstellbar, dass wihrend der Kulturzeit bestimmte Zellen aus
verschiedenen Griinden einen Wachstumsvorteil gegeniiber anderen Zellen erlangen. So konnte
beobachtet werden, dass sich bei langerer Kultivierung von in vivo bestrahlten Fibroblasten mit
zunehmender Zellkulturzeit bestimmte Klone immer stirker durchsetzten und am Ende in
einigen Fillen sogar die komplette Zellkultur ,iibersidten (Mouthuy und Dutrillaux, 1982;
Honda et al., 1993). Wie es zu solch einer Uberrepr'aisentation einzelner Klone in den Kulturen
kommt, ist nicht ganz klar. Ein moglicher Erkldarungsansatz wire, dass bei diesen Zellen
aufgrund ihrer spezifischen Chromosomenaberrationen Gene betroffen sind, welche wichtige
Funktionen bei der Regulation des Zellwachstums bzw. der Onkogenese iibernehmen. Solch ein
Zusammenhang zwischen verldngerter Lebensdauer in vitro und Chromosomenaberrationen im
Bereich von Protoonkogenen konnte bei einem besonders langlebigen Klon einer in vitro
bestrahlten Fibroblastenkultur hergestellt werden (Kano und Little, 1985).
Man konnte natiirlich vermuten, dass sich die Zellen, welche sich in der Kultur durchsetzen, sich
langfristig auch in vivo durchsetzen. Da sich die Zellen in vitro jedoch in einem fremden und
nicht mit der Situation in vivo vergleichbaren Milieu befinden, kann diese Frage nicht eindeutig
beantwortet werden.
Ein weiterer Faktor, welcher eventuell die Ergebnisse verfilschen konnte, ist das Entstehen von
spontanen de novo Chromosomenaberrationen innerhalb der Zellkultur (Littlefield und Mailhes,

1975). Diese Gefahr ist jedoch als relativ gering einzuschétzen (vgl. 5.2.1).
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Um die durch die Kulturbedingungen entstehenden Einfliisse zu minimieren und somit die in
vitro gewonnenen Ergebnisse moglichst auf die Situation in vivo iibertragbar zu machen, haben
wir die Kulturdauer der Fibroblasten so niedrig wie moglich gehalten und die Hautstiickchen in
moglichst kleine Stiicke zerschnitten (um mehr Zellen den Kontakt zum Nahrmedium und somit

die Moglichkeit zum Aussprossen zu geben).

5.1.2 Untersuchte Zellart

Die in der vorliegenden Studie untersuchten Fibroblasten stehen beispielhaft fiir ein Gewebe mit
relativ niedrigem in vivo Zellumsatz. Interessant wire es, im Vergleich hierzu Keratinozyten zu
untersuchen, um zu priifen, welchen Einfluss die hohere in vivo Zellproliferationsrate auf das
Ausmal} der chromosomalen Aberrationen hat. Allerdings sind Keratinozyten deutlich schlechter

zu kultivieren (vgl. 1.4).

5.1.3 Unterschiedliche Entnahmestellen der Hautbiopsien

Die meisten Hautbiopsien wurden im Bereich des oberen Riickens entnommen, in wenigen
Fillen jedoch stammen die Proben von anderen Korperstellen wie dem Nabelbereich, der
ventralen Thoraxwand oder dem vorderen Oberschenkel. Da bei der Ganzkorperbestrahlung
(Gesamtdosis 6 x 2 = 12 Gray) eine Abschirmung der Lungen durchgefiihrt wird, betrigt die
Strahlendosis im Bereich der Lungen um die 10 Gray, wihrend sie an den iibrigen Korperstellen
homogen 12 Gray betrigt. Der obere Riicken als Entnahmeort fiir die Hautbiopsien muss somit
als Ubergangszone betrachtet werden, in der Schwankungen beziiglich der Strahlendosis
zwischen 10 und 12 Gray nicht ausgeschlossen werden konnen. Bei zukiinftigen Untersuchungen

sollten deshalb alle Biopsien an der gleichen Stelle entnommen werden.

5.1.4 Grenzen der G-Bandentechnik

Die in den 70er Jahren eingefiihrte G-Bandentechnik ist bis heute eine Standardmethode bei
zytogenetischen Fragestellungen. Sowohl numerische als auch strukturelle Chromosomen-
aberrationen konnen bei ausreichender Bandenauflosung gut beurteilt werden. Ein Problem
dieser Methode stellt jedoch dar, dass subtile Verdnderungen, wie zum Beispiel kleine
Deletionen oder kryptische (,,verborgene*) Translokationen (Austausch von lichtmikroskopisch
gleich aussehenden Banden) leicht der zytogenetischen Detektion entgehen. Ebenso sind
derivative oder Markerchromosomen sowie sehr komplexe Chromosomenaberrationen schwer
beurteilbar. Hierdurch besteht die Gefahr, dass einige dieser Verdnderungen fehlinterpretiert

werden. Da es sich in der vorliegenden Studie zum Teil um sehr komplexe Verdnderungen
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handelte, wurden diese Grenzen der G-Bandentechnik an einigen Stellen deutlich. Um die
Nachteile der klassischen Binderungstechniken zu umgehen, sind in den letzten Jahren
verschiedene molekularzytogenetische Methoden entwickelt worden. In diesem Zusammenhang
sind vor allem das Spectral Karyotyping (SKY) (Schrock et al., 1996) sowie das Verfahren der
multicolor Fluoreszenz in situ Hybridisierung (mFISH) zu erwéhnen (Speicher et al., 1996). Bei
beiden Methoden kann durch chromosomenspezifische Anfarbung schwer identifizierbares
Material in vielen Fillen eindeutig dem richtigen Chromosom zugeordnet werden. Fiir die
zuverladssige Beurteilung komplexer strahleninduzierter Chromosomenaberrationen sind beide
Verfahren geeignet (Greulich et al., 2000; Braselmann et al., 2005). Fiir zukiinftige Unter-
suchungen ist daher in Betracht zu ziehen, die nach G-Binderung offen gebliebenen Fragen

mittels zusitzlicher SKY- oder mFISH-Untersuchungen zu kléren.

5.2 Nachweis zytogenetischer Aberrationen in Hautfibroblasten bei Patienten vor und
nach Ganzkorperbestrahlung

5.2.1 Zytogenetische Aberrationen in Hautfibroblasten bei unbestrahlten Patienten

Durch die vorliegende Studie konnte gezeigt werden, dass bei einigen Patienten schon vor
Durchfithrung der Ganzkorperbestrahlung Chromosomenaberrationen in den Fibroblasten-
kulturen auftreten konnen. Dies war bei einer Patientin mit ALL und einem Patienten mit CML
der Fall. Auch bei gesunden, nicht strahlenbelasteten Personen ist das Auftreten von
zytogenetischen Aberrationen in Zellkulturen von Hautfibroblasten mehrfach beschrieben
worden (Littlefield und Mailhes, 1975; Harnden et al., 1976; Benn, 1977). Ebenso wie in der
vorliegenden Studie handelte es sich dabei um stabile, strukturelle Chromosomenaberrationen
und iiblicherweise um einen einzigen Klon. Der Prozentsatz aberranter Zellen kann dabei je nach
untersuchter Person groBen Schwankungen unterliegen (Littlefield und Mailhes, 1975).

Einerseits ist denkbar, dass es sich bei diesen Befunden um in der Kultur entstandene
Veridnderungen handelt (Littlefield und Mailhes, 1975), andererseits gibt es jedoch auch starke
Hinweise auf das Vorhandensein solcher Veridnderungen in vivo (Harnden et al., 1976; Benn,
1977). Geht man davon aus, dass die Verdnderungen schon in vivo bestanden haben, stellt sich
die Frage nach ihrer Ursache. Erkldart werden konnten solche vereinzelt auftretenden
Aberrationen mit diversen schidigenden Einfliissen, denen die betreffende Person im Laufe des
Lebens ausgesetzt war, wie zum Beispiel umweltbedingte oder diagnostische Strahlen-
belastungen. In der vorliegenden Studie konnte man jedoch auch vermuten — da es sich hier nicht

um gesunde Personen, sondern um Patienten mit einer malignen Grunderkrankung handelt — dass
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die vor Bestrahlung auftretenden Aberrationen bei diesen Patienten Ausdruck einer allgemein
erhohten Bruchneigung der Chromosomen oder unzureichend funktionierender DNA-
Reparaturmechanismen sind. Schliissig wire diese Uberlegung, wenn diese Patienten auch zu
den spiteren Untersuchungszeitpunkten nach Bestrahlung erhohte Prozentzahlen aberranter
Zellen im Vergleich zu den anderen Patienten aufwiesen. Dies ist der Fall fiir die Patientin mit
ALL, nicht jedoch fiir den Patienten mit CML. Der Einfluss der Diagnosegruppen auf das
Ausmall des zytogenetischen Schadens wird unter 5.6 diskutiert. Denkbar wire auch, dass die
vor Bestrahlung aufgetretenen Aberrationen auf die chemotherapeutische Vorbehandlung der
Patienten zuriickzufiihren sind. Dies ist jedoch unwahrscheinlich, da Chemotherapeutika meist
Chromatidtypaberrationen induzieren (Miller und Therman, 2001). Bei den gefundenen
Aberrationen handelte es sich jedoch um Chromosomentypaberrationen. Des Weiteren gibt es
bisher keine iiberzeugenden Studien, die einen Zusammenhang zwischen Chromosomen-

aberrationen in Hautfibroblasten und vorheriger Chemotherapie darstellen konnten.

5.2.2 Zytogenetische Aberrationen in Hautfibroblasten nach Bestrahlung

Der Prozentsatz aberranter Zellen war zu allen drei Untersuchungszeitpunkten nach Bestrahlung
signifikant hoher als der Prozentsatz aberranter Zellen vor Bestrahlung. Hierdurch konnte
gezeigt werden, dass die intensiven Therapiemalnahmen im Rahmen einer Knochenmark- bzw.
Stammzelltransplantation zytogenetische Aberrationen hohen Ausmafes in Fibroblasten der
Haut induzieren. Aus mehreren Studien ist bekannt, dass Exposition gegeniiber ionisierender
Strahlung in vivo bei den betroffenen Personen zu Chromosomenaberrationen der Haut-
fibroblasten fiihrt (siehe Tabelle 16, S. 75). Auch bei Patienten nach Ganzkorperbestrahlung
bzw. TLI im Rahmen einer Knochenmarktransplantation konnten solche Verdnderungen
nachgewiesen werden, bisher allerdings nur an drei kindlichen und einem jugendlichen Patienten
und nur bis zu einem Zeitraum von 13 Monaten nach Bestrahlung (Rubin et al., 1992). Durch die
vorliegende Arbeit konnten die Ergebnisse dieser ersten Studie von Rubin et al. (1992) in
groBerem Umfang untermauert werden und es konnte zusitzlich gezeigt werden, dass die
Chromosomenaberrationen bis hin zu einem Zeitraum von 18 Jahren nach
Knochenmarktransplantation persistieren konnen.

Es stellt sich die Frage, ob die beobachteten zytogenetischen Aberrationen durch die
Ganzkorperbestrahlung allein  verursacht wurden, oder ob auch die im Rahmen der
Konditionierung verabreichte hochdosierte Chemotherapie eine Rolle spielt. Wie bereits
erwidhnt, induzieren Chemotherapeutika meist (die in der vorliegenden Arbeit nicht

beobachteten) Chromatidtypaberrationen (Miller und Therman, 2001). Es ist somit
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unwahrscheinlich, dass die hier beobachteten Aberrationen eine direkte Folge der verabreichten
Chemotherapie sind. Es ist jedoch bekannt, dass einige chemotherapeutische Substanzen eine
strahlenverstirkende Wirkung besitzen (Schilsky, 1992; Lawrence et al., 2003). Somit ist nicht
auszuschlieBen, dass das Ausmal} der in der vorliegenden Studie beobachteten Aberrationen
durch eine strahlenverstirkende Wirkung der Chemotherapie mit beeinflusst wurde.

Auffillig ist, dass sowohl der Anteil aberranter Zellen als auch die durchschnittliche Anzahl der
Bruchpunkte pro aberranter Zelle in der vorliegenden Arbeit zwischen einzelnen Patienten
desselben Kollektivs groflen Schwankungen unterlag. Wihrend bei manchen Patienten alle
untersuchten Fibroblasten Aberrationen aufwiesen, war bei anderen Patienten nur ein Drittel der
Zellen aberrant. Besonders interessant ist die extreme Ausnahme eines Patienten, bei dem zum
Zeitpunkt drei bis sechs Monate nach Bestrahlung keinerlei aberrante Zellen gefunden wurden.
Auch in der Studie von Rubin et al. (1992) zeigten sich Unterschiede beziiglich des Anteils
aberranter Zellen bei den untersuchten Patienten (Range von 49 bis 88 Prozent). Dabei ist es
jedoch aufgrund der geringen Fallzahl sowie aufgrund jeweils unterschiedlicher Strahlen-
anwendungen und Zeitintervalle zwischen Bestrahlung und Hautprobenentnahme schwieriger,
interindividuelle Vergleiche aufzustellen. Starke interindividuelle Schwankungen beziiglich des
Anteils aberranter Zellen fanden sich auch in Blutlymphozyten von Patienten, die nach
Ganzkorperbestrahlung im Rahmen einer KMT untersucht wurden (Heinze et al., 1995).

Diese unterschiedlichen Ergebnisse sind moglicherweise Ausdruck einer individuell
unterschiedlichen Strahlenempfindlichkeit. So konnten, gemessen an den jeweils iiberlebenden
Zellfraktionen nach Bestrahlung in vitro, zwischen Fibroblasten verschiedener Patienten
signifikant unterschiedliche Strahlenempfindlichkeiten festgestellt werden (Burnet et al., 1994;
Alsbeih et al., 2000). Es ist denkbar, dass unsere unterschiedlichen Ergebnisse diese in
experimentellen Untersuchungen beobachtete Variabilitit auf chromosomaler Ebene
widerspiegeln.

Die Hauptursachen fiir Unterschiede beziiglich der Strahlenempfindlichkeit werden in
genetischen Faktoren gesehen (Turesson et al., 1996; Rosen et al., 1999; Andreassen et al.,
2002). So kann man sich vorstellen, dass die in der vorliegenden Studie beobachteten
interindividuellen Unterschiede Ausdruck einer genetisch determinierten Bruchneigung der
Chromosomen beziehungsweise von anlagebedingt eingeschrinkten DNA-Reparatur-

mechanismen sind.
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5.3 Art der nachgewiesenen zytogenetischen Aberrationen
5.3.1 Stabile versus instabile Chromosomenaberrationen

Insgesamt konnten in der vorliegenden Studie zu allen drei Untersuchungszeitpunkten nach
Bestrahlung nur stabile Chromosomenaberrationen beobachtet werden, instabile Aberrationen
kamen nicht vor. Diese Ergebnisse decken sich mit Beobachtungen anderer Autoren, welche
Fibroblasten von in vivo bestrahlter Haut nach einer Kulturzeit von mindestens zwei bis drei
Wochen untersucht haben (Engel et al., 1964; Visfeldt, 1966; Savage und Bigger, 1978;
Mouthuy und Dutrillaux, 1982; Zaslav et al., 1988; Rubin et al., 1992; Honda et al., 1993). Zwar
berichten einige Autoren auch vom vereinzelten Auftreten instabiler Aberrationen, der Anteil im
Verhiltnis zu den stabilen Aberrationen ist dabei jedoch verschwindend gering (Engel et al.,
1964; Visfeldt, 1966; Mouthuy und Dutrillaux, 1982; Honda et al., 1993). Dass ionisierende
Strahlung prinzipiell auch grof3ere Mengen instabiler Aberrationen in Fibroblasten induzieren
kann, konnte einerseits durch Untersuchungen gezeigt werden, bei denen Fibroblasten in vitro
bestrahlt worden waren und wihrend der ersten Zellteilungen nach Bestrahlung untersucht
wurden (Nagasawa und Little, 1983; Kano und Little, 1984). Andererseits konnten Savage und
Bigger (1978) zeigen, indem sie die Kulturzeit der Fibroblasten auf wenige Tage verkiirzten,
dass auch bis zu 19 Jahre nach in vivo Bestrahlung noch gro3ere Mengen instabiler Aberrationen
in der Haut persistieren konnen. Daraus schlussfolgerten sie, dass zumindest einige der
Fibroblasten sich in vivo iiber lange Zeitraume hinweg nicht teilen und somit instabile
Aberrationen in einigen Fibroblasten iiber Jahre hinweg erhalten bleiben konnen. Anhand dieser
Beobachtungen konnte man vermuten, dass auch in der vorliegenden Studie grofere Mengen
instabiler Aberrationen in vivo in den Fibroblasten vorliegen, die jedoch im Laufe der
mehrwochigen Kulturdauer verloren gegangen sind.

Fiir die Eliminierung instabiler Chromosomenaberrationen scheinen jedoch nicht allein
mitotische Probleme, sondern auch intrazellulare Reparaturprozesse verantwortlich zu sein. So
konnte interessanterweise durch in vitro Untersuchungen gezeigt werden, dass die Menge
instabiler Aberrationen auch dann abnahm (bis auf 30%), wenn die Zellen nach Bestrahlung an
weiteren Zellteilungen gehindert wurden (Kano und Little, 1984). Durch die Immunsuppression
bei knochenmarktransplantierten Patienten ist es denkbar, dass es zu einer eingeschriankten
Effizienz dieser intrazelluldren Reparaturmechanismen kommt, wodurch auch die Eliminierung
der instabilen Aberrationen verlangsamt wiirde. In der Tat konnte dies an Blutlymphozyten
knochenmarktransplantierter Patienten beobachtet werden, hier nahm die H&ufigkeit instabiler

Chromosomenaberrationen mit der Zeit nach Bestrahlung nicht signifikant ab (Carbonell et al.,
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1983; Heinze et al., 1995). Es ist vorstellbar, dass ein dhnlicher Zustand in vivo auch fiir die
Hautfibroblasten dieser Patienten gilt, was ein weiterer Hinweis dafiir wire, dass in vivo noch

instabile Aberrationen vorhanden sind.



Tabelle 16: Bisherige Studien zu zytogenetischen Aberrationen in in vivo bestrahlter Haut
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Referenz n | Art d. Strahlenbelast. | Strahlendosis | Entnahmeort| Zeit n.B. % aberr. | Kulturzeit bﬁ:l%r:g Zelil:r;:égrl‘.. Iéllt()ns
Engel et al., 1964 1 lokale Strahlenther. 52,8 Gy Ricken 34J. 100% 4-5Wo. ja ja
Visfeldt, 1966 3 Probedosis 1 Gy Unterarm 3,24,72 h 8,3% 3 Wo. ja nein
1 Probedosis 5 Gy Unterarm 24 h n.gewachsen - - -
Savage und Bigger, 1978 6
Patient 1 lokale Strahlenther. 20 Gy Handricken 1h mind. 66,7% | 2-3 Wo. ja nein
Patient 1 lokale Strahlenther. 20 Gy Handricken 1 Wo. mind. 60% | 2-3 Wo. ja nein
Patient 2 lokale Strahlenther. 44,8 Gy Wange 7 Mo. mind. 91,5% | 2-3 Wo. ja ja
Patient 3 lokale Strahlenther. 10 Gy Hals 14 Mo. |mind. 71,6% | 2-3 Wo. ja ja
Patient 4 lokale Strahlenther. 20 Gy Wange 8,5 J. 100% 2-3 Wo. ja nein
Patient 5 lokale Strahlenther. 34 Gy Wange 13,7 J. 100% 2-3 Wo. ja nein
Patient 6 lokale Strahlenther. ? (hoch) Wange 60 J. ~100% 2-3 Wo. ja ja
Mouthuy und Dutrillaux, 1982 1 Unfall: Ir.-192-Quelle 25 Ci Handinnenfl. | 25/ 35 Mo. | 36,6-100% u.A. ja ja*
Zaslav et al., 1988 1 lokale Strahlenther. 20 Gy frakt. Lymphkn. 9 Mo. 100% 3 Wo. ja nein
Rubin et al., 1992 6
Patient 1 ther.GKB 7,5 Gy unfrakt. Gesan li. 4 Mo. 88% 3-9 Wo. ja nein
Patient 1 ther.GKB 7,5 Gy unfrakt. Arm 13 Mo. 57% 3-9 Wo. ja nein
Patient 2 ther.GKB 13,2 Gy frakt. Racken u. 3 Mo. 85% 3-9 Wo. ja jare
Patient 3 ther.GKB 13,2 Gy frakt. Racken u. 3 Mo. 85% 3-9 Wo. ja nein
Patient 4 ther.TLI 7,5 Gy unfrakt. | Ricken m. 6 Mo. 49% 3-9 Wo. ja nein
Patient 4 ther.TLI 7,5 Gy unfrakt. | Arm (a.d.S.f.) 6 Mo. 7% 3-9 Wo. ja nein
Patient 5 nur Chemo nur Chemo Ricken u. 1 Mo. 0% 3-9 Wo. - -
Kontrollperson - - Arm - 0% 3-9 Wo. - -
Honda et al., 1993 1 Atombombe 5,14 Gy** Unterarm ca. 45 J. 30-36% 5 Wo. ja nein

Legende: % aberr.: Prozentzahl aberranter Zellen; a.d.S.f.: auBBerhalb des Strahlenfeldes; Ci: Curie; d.: des; frakt.: fraktioniert; GKB: Ganzkorperbestrahlung; gl.: gleichen; Gy:
Gray; h: Stunden; Handinnenfl.: Handinnenflédche; Ir.: Iridium; J.: Jahre; 1i.: links; Lymphkn.: Lymphknoten; m.: mittig; mind.: mindestens; Mo.: Monate; n: Anzahl untersuchter
Personen; n.: nicht; n.B.: nach Bestrahlung; Strahlenbelast.: Strahlenbelastung; Strahlenther.: Strahlentherapie; ther.: therapeutische; TLI: ,total lymphoid irradiation*; u.: unten;
u.A.: ungenaue Angaben; unabh.: unabhédngigen; unfrakt.: unfraktioniert; Wo.: Wochen; ZK: Zellkulturen; * sogar zu zwei Biopsiezeitpunkten; ** geschétzte Strahlendosis; ***
Karyotypevolution in zwei unterschiedlichen Flaschen
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5.3.2 Typen stabiler struktureller Chromosomenaberrationen

Der weitaus hédufigste Typ struktureller Chromosomenaberrationen in der vorliegenden Arbeit
war die reziproke Translokation. Diese Beobachtung deckt sich mit den Ergebnissen aller
anderen Studien zu in vivo bestrahlter Haut (Engel et al., 1964; Visfeldt, 1966; Savage und
Bigger, 1978; Mouthuy und Dutrillaux, 1982; Rubin et al., 1992; Honda et al., 1993). Der
prozentuale Anteil reziproker Translokationen, soweit exakt angegeben, lag in diesen Arbeiten
jedoch zwischen 73 (Rubin et al., 1992) und 90 Prozent (Honda et al., 1993), wihrend er hier, je
nach Untersuchungszeitpunkt nach Bestrahlung, zwischen 46 und 54 Prozent lag. Am
zweithdufigsten waren in der vorliegenden Arbeit Deletionen, dicht gefolgt von Additionen. In
den anderen Studien wird nicht vom Auftreten von Additionen berichtet, und auch der
prozentuale Anteil von Deletionen (soweit exakt angegeben) ist mit unter 10 Prozent im
Vergleich zur vorliegenden Studie (je nach Untersuchungszeitpunkt nach Bestrahlung 14 bis 24
Prozent) deutlich geringer. Eine Erkldrung fiir diese Unterschiede konnte sein, dass es sich bei
einem Grofteil der in der vorliegenden Studie als Deletionen und Additionen klassifizierten
Aberrationen in Wirklichkeit um ,,versteckte* reziproke Translokationen handelt, die jedoch als
solche nicht identifiziert werden konnten. Wiirde man pro Untersuchungszeitpunkt jeweils eine
Addition und eine Deletion als reziproke Translokation werten, so ergibe sich folgende
prozentuale Verteilung: der Anteil an Translokationen ldge, je nach Untersuchungszeitpunkt
nach Bestrahlung, zwischen 71 und 80 Prozent, der an Deletionen zwischen 2 und 11 Prozent,
Additionen kdmen nicht vor. Diese Ergebnisse sind gut vergleichbar mit denen von Rubin et al.
(1992).

Der Anteil von Inversionen wurde in den bisherigen Studien zwischen O (Honda et al., 1993) und
17,6 Prozent (Savage und Bigger, 1978) angegeben, bei Rubin et al. (1992) liegt er bei 13,6
Prozent und in der vorliegenden Arbeit zwischen 6 und 11 Prozent. Schwankungen beziiglich der
Menge von Inversionen konnten dadurch erkldart werden, dass parazentrische Inversionen
zytogenetisch leicht iibersehen werden konnen. Des Weiteren konnten in dieser Arbeit, ebenso
wie in der Studie von Rubin et al. (1992), zwei Insertionen beobachtet werden.

Eine weitere Beobachtung in der vorliegenden Arbeit war das Auftreten komplexer
Translokationen. Mehrere andere Autoren berichteten bereits vom Auftreten komplexer
Translokationen in Hautfibroblasten nach Bestrahlung in vivo (Savage und Bigger, 1978;
Mouthuy und Dutrillaux, 1982; Rubin et al., 1992). In Hautfibroblasten ganzkorperbestrahlter

Leukédmiepatienten wurde jedoch bisher nur von einer einzigen 3-Bruch-Translokation berichtet
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(Rubin et al., 1992), wihrend in der vorliegenden Arbeit neben mehreren 3-Bruch-

Translokationen auch eine 4- und eine 5-Bruch-Translokation beobachtet wurden (vgl. 5.5).

5.3.3 Klonale Verinderungen

In allen Studien, die Fibroblasten von Personen untersucht haben, welche vor einem ldngeren
Zeitraum bestrahlt worden waren, sind in den Zellkulturen klonale Veridnderungen beschrieben
worden (siehe Tabelle 16). Auch in der vorliegenden Studie war der Anteil klonaler
Veridnderungen an der Gesamtmenge aberranter Zellen sehr hoch (er betrug insgesamt zwischen
43,5 und 100%). Es stellt sich nun die Frage, ob diese in vitro beobachteten Klone auch schon in
vivo klonal waren oder ob sie lediglich durch eine einzige strahlengeschéddigte Zelle entstanden
sind, welche sich in vitro klonal vermehrt hat. Klonbildung in der Zellkultur ist nimlich auch
dann beschrieben worden, wenn die Haut erst kurz zuvor bestrahlt worden war und somit in vivo
nicht geniigend Zeit fiir eine klonale Expansion bestanden hatte (Visfeldt, 1966; Martins, 1994).
Man kann also nicht davon ausgehen, dass alle in vitro beobachteten Klone auch in vivo klonal
sind. Ein starker Hinweis auf einen schon in vivo vorhandenen Klon ist das Auftreten von Zellen
mit der gleichen zytogenetischen Verdnderung in Zellkulturen von unabhéngig voneinander
angesetzten Anteilen derselben Hautprobe bzw. in zwei unterschiedlichen Hautproben. Dies setzt
nidmlich voraus, dass auch schon in vivo mindestens zwei Zellen mit der gleichen Verdnderung
vorgelegen haben. Solch ein Hinweis auf eine in vivo Klonbildung nach Bestrahlung konnte
bereits in einigen Studien erbracht werden (sieche Tabelle 16, letzte Spalte), an ganzkorper-
bestrahlten Leukdmiepatienten konnte dies jedoch bisher erst in einem Fall vermutet werden
(Rubin et al., 1992). Dieser erste Hinweis wurde durch die in der vorliegenden Studie gemachten
Beobachtungen bekriftigt. So konnten in unserer Studie bei vier der untersuchten Patienten
Zellen mit identischen Verdnderungen in Kulturen festgestellt werden, die von unabhéngig
voneinander angesetzten Anteilen derselben Hautprobe gewachsen waren. Bei einem dieser vier
Patienten war dies sogar fiir drei verschiedene Klone der Fall. Ein weiterer starker Hinweis fiir
das in vivo Vorhandensein von klonalen Veridnderungen in Hautfibroblasten konnte durch die
Arbeit von Mouthuy und Dutrillaux (1982) erbracht werden. Hier wurde das Vorhandensein von
Zellen mit der gleichen Veridnderung sogar in zwei Hautproben beobachtet, welche mit einem
zeitlichen Abstand von einem Jahr entnommen worden waren. Dies ist besonders interessant, da
es darauf hinweist, dass sich die in vivo vorhandenen Klone innerhalb des Organismus
anscheinend so weit ausbreiten, dass sie sogar in voneinander zeitlich und rdumlich
unabhidngigen Hautanteilen nachweisbar sind (Mouthuy und Dutrillaux, 1982). Solch eine

Beobachtung konnte in der vorliegenden Studie jedoch nicht gemacht werden.
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Selbstverstindlich kann fiir die Klone, die nur in einer Zellkulturflasche gefunden wurden, nicht
ausgeschlossen werden, dass es sich hier lediglich um in vitro Vermehrungen einer einzigen
Ursprungszelle handelt. Dennoch sind die insgesamt sechs Fille, bei denen Zellen mit
identischen Verdnderungen in Kulturen von unabhédngig voneinander angesetzten Anteilen
derselben Hautprobe festgestellt wurden, ein starker Hinweis dafiir, dass zumindest einige der

insgesamt beobachteten klonalen Veridnderungen auch in vivo présent sind.

5.4 Verteilung der Bruchpunkte

Die durch die Bruchpunktanalyse gewonnenen Ergebnisse weisen darauf hin, dass die
Bruchpunkte nicht zufillig iiber die Chromosomen verteilt sind, sondern dass es bestimmte
Chromosomen und sogar Chromosomenbanden gibt, die bevorzugt betroffen sind. Dies konnte
sowohl bei einzelnen Patienten als auch im interindividuellen Vergleich beobachtet werden.
Studien, die Bruchpunktanalysen von in vitro bestrahlten Fibroblasten durchgefiihrt haben,
berichten ebenfalls von einer nicht zufélligen Verteilung der strahleninduzierten Bruchpunkte
(Lee und Kamra, 1981; Kano und Little, 1986). Arbeiten an bestrahlten Lymphozyten dagegen
liefern widerspriichliche Ergebnisse (zusammengefasst von Johnson et al., 1999).

Auffillig war, dass das Y-Chromosom im Retrospektivkollektiv kein einziges Mal an
Bruchereignissen beteiligt war. Das Fehlen von Bruchereignissen an diesem Chromosom ist
bereits von mehreren anderen Autoren beschrieben worden (Buckton, 1976; Barrios et al., 1989;
Rubin et al., 1992).

In der Studie von Kano und Little (1986) an in vitro bestrahlten Fibroblasten wurden insgesamt
12 Banden angegeben, die bevorzugt von Bruchereignissen betroffen waren. Besonders héufig
war dabei die Bande 1p22, die interessanterweise auch in der vorliegenden Studie zu den ,,hot
spots* gehorte. Diese Bande ist im Zusammenhang mit Chromosomenaberrationen bei malignem
Melanom beschrieben worden (Balaban et al., 1984). Insgesamt ist das Chromosom 1, ebenso
wie Chromosom 6, bei malignem Melanom besonders hidufig an Rearrangements beteiligt
(Nelson et al., 2000). Beide Chromosomen sind auch in der vorliegenden Studie gehéuft von
Bruchereignissen betroffen. Dies konnte im Zusammenhang stehen mit dem gehiuften Auftreten
maligner Melanome nach Knochenmarktransplantation (Curtis et al., 1997).

Interessanterweise gehorte auch die chromosomale Lokalisation 11923 zu den in der
vorliegenden Studie beobachteten Bruchpunkthidufungen. Diese Bande ist hiufig an
chromosomalen Aberrationen bei sekundidren Leukdmien nach Bestrahlung beteiligt (Huret,

1998). Des Weiteren sind Deletionen und/oder komplette Verluste der Chromosomen 5 und 7 im
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Zusammenhang mit Chromosomenaberrationen bei therapieinduzierten Leukdmien beschrieben
(Rowley et al., 1977; Le Beau et al., 1986; Rubin et al., 1991; Pedersen-Bjergaard et al., 2000).
Wihrend Chromosom 5 in der vorliegenden Studie nicht gehduft betroffen war, fanden sich an
Chromosom 7 drei Banden, die besonders hiufig an Aberrationen beteiligt waren (7pl15, 7ql1,
7q22).

Von den insgesamt 24 in der vorliegenden Studie gehduft von Bruchereignissen betroffenen
Banden gehorten elf zu den fragile sites (1p22, 1925, 2q31, 7qll1, 7922, 9922, 11pl15, 11g23,
16p13, 19q13, 22q13). Da inzwischen jedoch insgesamt 117 fragile sites beschrieben sind
(Sutherland et al., 1996), konnte diese Ubereinstimmung auch zufallsbedingt sein.

Besonders interessant ist der Vergleich der in der vorliegenden Studie beobachteten
Bruchpunkthdufungen mit Banden, die im Zusammenhang mit den Chromosomeninstabilitéts-
syndromen eine wichtige Rolle spielen. So fillt einerseits auf, dass besonders solche Banden
gehduft betroffen waren, auf denen Gene fiir die verschiedenen Chromosomeninstabilitéts-
syndrome lokalisiert sind (siche Tabelle 17). Andererseits konnte beobachtet werden, dass eine
der insgesamt vier Banden, welche bei der Ataxia teleangiectatica bevorzugt von
Bruchereignissen betroffen sind, auch in der vorliegenden Studie gehéuft auftrat (14q32).

Es stellt sich die Frage, wie sich diese Gemeinsamkeiten interpretieren lassen. Einerseits konnte
man vermuten, dass es sich bei den hier untersuchten Patienten zum Teil um heterozygote Tréger
der Chromosomeninstabilititssyndrome handelt. Dies ist nicht ganz unwahrscheinlich, da
beispielsweise bei heterozygoten Trigern der Ataxia teleangiectatica ein gehduftes Auftreten
maligner Erkrankungen beschrieben ist (Swift et al., 1991). In diesem Zusammenhang ist
interessant, dass bei zwei der untersuchten Patienten bereits vor der Ganzkorperbestrahlung
Chromosomenaberrationen in den Fibroblastenkulturen aufgetreten sind, was als Ausdruck einer
erhohten Bruchneigung der Chromosomen angesehen werden konnte (unter 5.2.1 diskutiert).
Eine andere Erkldrung jedoch konnte sein, dass Bestrahlung auf ganz dhnliche Art und Weise
wirkt wie die Chromosomeninstabilititssyndrome, ndmlich indem besonders solche Gene
betroffen sind, die eine Schliisselrolle bei der Reparatur von DNA-Schiden iibernehmen (siehe
Tabelle 17). Somit wire die Ubereinstimmung beziiglich der betroffenen Bruchpunkte Ausdruck
eines verwandten Pathomechanismus. Dies konnte ein wertvoller Hinweis fiir die noch nicht
vollstidndig gekldrte biologische Wirkung von Strahlung sein und wiirde sehr gut zu der bereits
von Huang et al. (2003) geduBerten Vermutung passen, dass Bestrahlung einen @hnlichen
Zustand der chromosomalen Instabilitit induziert wie er fiir die Chromsomeninstabilitéts-

syndrome typisch ist (siehe auch nichstes Kapitel).
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In der folgenden Tabelle 17 (modifiziert nach Miller und Therman, 2001 und aktualisiert nach
der OMIM-Datenbank) sind verschiedene Chromosomeninstabilititssyndrome mit dem jeweils
betroffenen Gen, dessen Lokalisation sowie dem Genprodukt bzw. der Genfunktion aufgefiihrt.
Genlokalisationen, die mit in der vorliegenden Studie gehduft aufgetretenen Banden
ibereinstimmen, sind fettgedruckt.

Tabelle 17: Genetische Grundlagen einiger Chromosomeninstabilititssyndrome. Fettgedruckte Banden
gehoren zu den in der vorliegenden Studie beobachteten ,,hot spots*

Syndrom Gen Lokalisation Produkt, Funktion
Bloom BLM 15026.1 DNA-Helikase
Fanconi A FANCA 160924.3
Fanconi B FANCB Xp22.31
Fanconi C FANCC 9q22.3
Fanconi D1 FANCD1 13912.3
Fanconi D2 FANCD2 3p25.3 DNA-Reparatur
Fanconi E FANCE 6p21~p22
Fanconi F FANCF 11p15
Fanconi G FANCG 9p13
Ataxia teleangiectatica ATM 11922.3 Zellzyklus-Kontrolle
Nijmegen breakage NBS 8921 DSB-Reparatur

Legende: DNA: Desoxyribonukleinsiure; DSB = Doppelstrangbruch

Tabelle 17 ist modifiziert nach: Miller O.J., Therman E.: Human Chromosomes. Springer-Verlag, New York, 4.
Auflage, S. 359 (Table 24.1), copyright des Springer-Verlages (2001).

5.5 Entwicklung der zytogenetischen Aberrationen im zeitlichen Verlauf

Erstmalig konnte durch die vorliegende Studie die Entwicklung von zytogenetischen
Aberrationen in Hautfibroblasten ganzkorperbestrahlter und knochenmarktransplantierter
Patienten im Verlauf {iber einen ldngeren Zeitraum beschrieben werden.

Die zwei wesentlichen Ergebnisse dieser Verlaufsbeobachtung sind:

1. In dem prospektiv innerhalb des ersten Jahres nach Bestrahlung untersuchten Kollektiv
unterschied sich weder der Prozentsatz aberranter Zellen noch die durchschnittliche Anzahl von
Bruchpunkten pro aberranter Zelle zu den zwei Untersuchungszeitpunkten nach Bestrahlung
signifikant voneinander.

2. Der Prozentsatz aberranter Zellen war im Kollektiv >23 Monate nach Bestrahlung signifikant
hoher als im Prospektivkollektiv zum Zeitpunkt 12 Monate nach Bestrahlung.

Diese Beobachtungen weisen darauf hin, dass das Ausmal} der durch die Ganzkorperbestrahlung
in den Hautfibroblasten induzierten zytogenetischen Aberrationen innerhalb des ersten Jahres

relativ konstant bleibt, um danach im Laufe der Zeit anzusteigen.
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Zunichst stellt sich jedoch die Frage, ob die hier postulierte Zunahme der Aberrationen mit der
Zeit tatsidchlich vorhanden ist. Diese Schlussfolgerung muss vor allem deshalb kritisch betrachtet
werden, weil sie nicht durch eine prospektive Untersuchung am gleichen Patientenkollektiv,
sondern durch den Vergleich zweier unterschiedlicher Patientenkollektive zustande gekommen
ist. Im Gegensatz zum Prospektivkollektiv handelt es sich beim Retrospektivkollektiv um eine
exklusive ,,survivor“-Gruppe, die die Transplantation schon mehrere Jahre iiberlebt hat. Der
Unterschied zwischen den zwei Kollektiven konnte somit auch durch interindividuelle
Unterschiede bedingt sein. Um diese potentielle Fehlerquelle auszuschlieBen, miissten weitere
follow-up-Untersuchungen am prospektiven Kollektiv durchgefiihrt werden.

Andererseits ist es moglich, dass die Unterschiede zwischen den zwei Kollektiven auf Faktoren
bei der Zellkultur zuriickzufiihren sind. So ist denkbar, dass Zellen mit besonders schweren
Aberrationen aufgrund der starken Schiadigung zunéchst nicht proliferationsfihig sind, und ihnen
erst durch den mehrjdhrigen Einfluss von Reparaturmechanismen ein Wachstum ermoglicht
wird. Das hieBe, dass zu den fritheren Zeitpunkten nach Bestrahlung zwar stark geschidigte
Zellen in vivo vorhanden sind, diese jedoch in der Kultur nicht anwachsen und somit nur die
weniger stark geschadigten Zellen zur Auswertung kommen. Das tatsdchliche (aber nicht
feststellbare) AusmaBl der Aberrationen wire demnach zum Zeitpunkt zwolf Monate nach
Bestrahlung nicht niedriger, sondern hoher als im Retrospektivkollektiv.

Angenommen jedoch, die beobachtete Zunahme des Prozentsatzes aberranter Zellen mit der Zeit
nach Bestrahlung ist nicht auf interindividuelle Unterschiede zwischen den zwei Kollektiven
oder auf Faktoren bei der Zellkultur zuriickzufithren, sondern spiegelt die tatsichliche
Entwicklung der Aberrationen in vivo wider, so stellt sich die Frage nach der Ursache fiir dieses
Phidnomen.

Vorstellbar ist, dass die Zunahme der zytogenetischen Aberrationen auf die klonale Expansion
bestimmter  aberranter  Zellen  zuriickzufithren ist, welche durch  spezifische
Chromosomenaberrationen einen Wachstumsvorteil erlangt haben und sich so im Laufe der Zeit
starker vermehren als ebenfalls vorhandene gesunde Zellen. Solch eine Wachstumsdynamik ist
aus in vitro Untersuchungen bekannt, in denen Fibroblastenkulturen von in vivo bestrahlter Haut
iber einen ldngeren Zeitraum kultiviert wurden (Mouthuy und Dutrillaux, 1982; Honda et al.,
1993).

Eine andere Moglichkeit ist, dass neue Chromosomenaberrationen als Spétfolge der Bestrahlung
erst entstehen. So ist aus Verlaufsuntersuchungen an in vitro bestrahlten Fibroblasten bekannt,
dass es mit zunehmender Zeit nach Bestrahlung zu einer erhohten Rate neu entstandener

Chromosomenaberrationen kommen kann (Martins et al., 1993; Kadhim et al., 1998). Dieses
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Phinomen wird als ,,strahleninduzierte chromosomale Instabilitit” bezeichnet und ist Ausdruck
der heute giiltigen Vorstellung, dass Bestrahlung nicht nur einmalig wirkt, sondern zu einer
langfristigen Destabilisierung des Genoms fiihrt, welche auch noch in den Folgegenerationen der
urspriinglich bestrahlten Zellen zu genetischen Verdnderungen wie beispielsweise einer erhohten
Rate an Mutationen und Chromosomenaberrationen fiihrt (Kronenberg, 1994; Little, 1998; Little,
2000; Huang et al., 2003). Das Phidnomen der strahleninduzierten chromosomalen Instabilitét ist
jedoch bisher hauptsichlich in in vitro Untersuchungen beobachtet worden (zusammengefasst
von Little, 2000). In der vorliegenden Studie gibt es neben der Zunahme der aberranten Zellen
noch weitere Hinweise, dass solch eine strahleninduzierte chromosomale Instabilitit bei
ganzkorperbestrahlten und knochenmarktransplantierten Patienten in den Hautfibroblasten auch
in vivo vorliegt. So konnte relativ hiaufig das Phanomen der Karyotypevolution (Auftreten von
zusitzlichen Anomalien bei einem bereits aberranten Karyotyp) beobachtet werden, was darauf
hinweist, dass sich die Aberrationen nach der Bestrahlung intraklonal weiterentwickeln
(Kronenberg, 1994; Huang et al., 2003). In diesem Zusammenhang besonders interessant ist
auch die Beobachtung, dass die komplexeste Translokation mit insgesamt fiinf Bruchereignissen
bei der Patientin beobachtet wurde, deren Ganzkorperbestrahlung mit 216 Monaten am ldngsten
zuriicklag. Eine weitere 4-Bruchtranslokation wurde bei einem anderen Patienten des
Retrospektivkollektivs beobachtet. Die komplexen Translokationen im Prospektivkollektiv
sowie in der Studie von Rubin et al. (1992), in der die ldngste Zeitspanne zwischen Bestrahlung
und Hautprobenentnahme 13 Monate betrug, umfassten jedoch nur drei Bruchereignisse.

Bisher wurden prospektive Verlaufsuntersuchungen zu Chromosomenaberrationen nach in vivo
Bestrahlung zu mehreren Zeitpunkten nach Bestrahlung und in groBerem Umfang nur an Zellen
des himatopoetischen Systems durchgefiihrt. Dabei berichtet der Grofteil der Studien von einem
iber viele Jahre hinweg weitgehend konstant bleibenden Ausmalf} an strahleninduzierten stabilen
Chromosomenaberrationen (Lucas 1997; Lindholm et al., 1998; Lloyd et al., 1998; Salomaa et
al., 1998) und konnte somit die Vorstellung iiber eine auch in vivo vorliegende strahleninduzierte
chromosomale Instabilitit bisher nicht bestitigen (Salomaa et al., 1998). In diesen Studien
wurden allerdings an und fiir sich gesunde Personen untersucht, die aufgrund der
Atombombenabwiirfe oder durch Unfille bestrahlt worden waren. In den Blutlymphozyten
ganzkorperbestrahlter KMT-Patienten jedoch konnte, passend zu den Ergebnissen der
vorliegenden Studie, eine Zunahme stabiler Chromosomenaberrationen mit der Zeit beobachtet
werden (Baker et al., 1986; Heinze et al., 1995).

Der genaue Mechanismus, wie es zur strahleninduzierten chromosomalen Instabilitidt kommt, ist

noch nicht genau geklért. Es wird diskutiert, ob es sich um einen dhnlichen Pathomechanismus
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wie bei den angeborenen Chromosomeninstabilititssyndromen handelt (Huang et al., 2003).
Interessanterweise konnte die in der vorliegenden Studie durchgefiihrte Bruchpunktanalyse
Hinweise hierfiir liefern (vgl. 5.4).

Eine in vivo vorhandene strahleninduzierte chromosomale Instabilitit wire eine verlockende
Erklarung fiir die langen Latenzzeiten beim Auftreten von Sekunddrmalignomen nach
Strahlenbelastung. Das Maximum der DNA-schddigenden Wirkung wire ndmlich nicht schon
direkt nach Strahleneinwirkung und in konstanter Weise vorhanden, sondern wiirde sich durch
den dynamischen Prozess der chromosomalen Instabilitdt im Laufe der Zeit erst entwickeln.
Somit wiirde mit zunehmender Zeit auch die Wahrscheinlichkeit hoher, dass kritische Gene

betroffen sind, die bei der malignen Transformation eine Rolle spielen.

5.6 Einfluss Kklinischer Faktoren auf das AusmaB der zytogenetischen Aberrationen

Es konnte gezeigt werden, dass im Prospektivkollektiv der Prozentsatz aberranter Zellen und im
Retrospektivkollektiv die durchschnittliche Anzahl der Bruchpunkte pro aberranter Zelle bei
Patienten mit akuten Leukidmien signifikant hoher war als bei Patienten mit anderen Diagnosen.
Bei den anderen untersuchten klinischen Parametern ergaben sich jedoch keine signifikanten
Unterschiede.

Diese Beobachtungen weisen darauf hin, dass die Ganzkorperbestrahlung im Rahmen der
Knochenmarktransplantation bei Patienten mit akuten Leukdmien ein hoheres Ausmal} an
zytogenetischen Aberrationen in den Hautfibroblasten induziert als bei Patienten mit anderen
Grunderkrankungen. Eine mogliche Erkldrung hierfir widre zum Beispiel die aggressivere
chemotherapeutische ~ Vorbehandlung dieser Patienten 1im  Vergleich zu anderen
Diagnosegruppen. Denkbar ist, dass es durch diese im Vorfeld verabreichte starke
Chemotherapie zu einer strahlenverstirkenden Wirkung kommt. Eine andere Moglichkeit jedoch
wire, dass das Krankheitsgeschehen der akuten Leukdmien genetisch gekoppelt ist mit einer
besonders hohen Chromosomenbriichigkeit beziehungsweise mit eingeschrinkten DNA-
Reparaturmechanismen. In diesem Zusammenhang interessant ist die Beobachtung, dass bei
einer ALL-Patientin bereits vor Durchfithrung der Konditionierung Chromosomenaberrationen
in den Zellkulturen gefunden wurden (vgl. 5.2.1), was die Vorstellung iiber den Einfluss einer
genetischen Komponente unterstiitzt.

Aufgrund der niedrigen Fallzahlen sind die hier vorliegenden Ergebnisse natiirlich kritisch zu
betrachten und konnten auch rein zufillig durch interindividuelle Unterschiede zustande

gekommen sein, die nichts mit der Grunderkrankung zu tun haben. Hiergegen spricht allerdings,
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dass es in beiden unabhingig voneinander untersuchten Kollektiven zu signifikanten
Unterschieden zwischen den Diagnosegruppen kam.

Die Frage, ob ein direkter Zusammenhang zwischen dem Ausmalf} des zytogenetischen Schadens
in den Hautfibroblasten und dem Auftreten von Zweittumoren besteht — insbesondere von
Hauttumoren, die zu den hiufigsten Tumoren nach SZT gehoren (Curtis et al., 1997; Kolb et al.,
1999) — konnte in der vorliegenden Studie nicht beantwortet werden. Hierzu sind groBere
Patientenzahlen und ldngere follow-up-Zeitraume von Prospektivgruppen erforderlich.
Allerdings ist auffillig, dass bei einer (Lfd.-Nr.: 101, von den Gesamtanalysen ausgeschlossen)
der insgesamt drei Patienten, die einen Zweittumor entwickelten, die komplexeste Translokation
mit insgesamt fiinf Bruchereignissen auftrat (auch unter Kap. 5.5 im Zusammenhang mit der
Frage nach einer in vivo vorhandenen chromosomalen Instabilitdt diskutiert). Dies konnte als
Hinweis dafiir gedeutet werden, dass ein stirkeres Ausmal} an Aberrationen das Risiko fiir die
Entwicklung eines Zweittumors erhoht. Geht man von solch einem Zusammenhang aus, so lieBe
sich aus den Ergebnissen beziiglich der Diagnosegruppen die Hypothese ableiten, dass fiir
Patienten mit akuten Leukdmien ein im Vergleich zu anderen Diagnosegruppen erhohtes
Zweittumorrisiko besteht. In epidemiologischen Studien konnte gezeigt werden, dass das Risiko
fiir solide Tumoren nach KMT von der Erstdiagnose abhéngig ist und fiir Patienten mit akuten
Leukdmien am hochsten zu sein scheint (Curtis et al., 1997). Bhatia et al. (2001) berichten von
einem erhohten Risiko fiir ALL-, AML-, aber auch CML-Patienten, andere Autoren jedoch
geben keine Risikogruppen in Bezug auf die Erstdiagnose an (Kolb et al., 1999). Sollte sich in
weiteren prospektiven Studien bestdtigen, dass Patienten mit akuten Leukdmien ein im Vergleich
zu anderen Diagnosegruppen hoheres Ausmall an zytogenetischen Aberrationen in den
Hautfibroblasten aufweisen und dass dies mit einem erhohten Zweittumorrisiko einhergeht, so
konnte eine Konsequenz fiir den klinischen Alltag darin bestehen, die Nachsorge im Hinblick auf

die Zweittumorsuche bei dieser Patientengruppe besonders griindlich durchzufiihren.
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6 Zusammenfassung

Durch die stetig optimierten Behandlungsschemata der letzten Jahre stellt die Knochenmark-
bzw. Stammzelltransplantation fiir immer mehr Patienten mit malignen Erkrankungen des
himatopoetischen Systems eine Chance auf Heilung dar. Das hat jedoch zur Folge, dass nun die
Problematik moglicher Spitfolgen dieser intensiven Therapiemallnahmen in den Vordergrund
riickt, insbesondere die meist Jahrzehnte nach der Transplantation auftretenden Zweittumoren.
Seit langem weill man, dass Bestrahlung ein karzinogenes Potential besitzt und bei exponierten
Personen Chromosomenaberrationen in verschiedenen Geweben induzieren kann. Der
Zusammenhang zwischen Chromosomenaberrationen und malignen Tumoren wird unter
anderem dadurch deutlich, dass fiir viele primére und auch einige therapieinduzierte sekundére
Tumoren spezifische chromosomale Verdnderungen beschrieben sind, die mit diesen
Erkrankungen assoziiert sind. Die zytogenetischen Aberrationen, die bei Patienten nach
Ganzkorperbestrahlung im Rahmen einer Knochenmark- bzw. Stammzelltransplantation in den
Hautfibroblasten induziert werden, sind jedoch bisher erst in einer Studie mit geringer
Patientenzahl untersucht worden.

Durch die vorliegende, in groBerem Umfang durchgefiihrte Arbeit wurde erstmalig auch die
Entwicklung dieser Aberrationen im Verlauf iiber einen ldngeren Zeitraum untersucht.
AuBerdem wurde eine genaue Bruchpunktanalyse sowie eine Korrelation des zytogenetischen
Schadens mit klinischen Parametern durchgefiihrt.

Hierzu wurden Hautbiopsien von 38 Patienten zytogenetisch ausgewertet, welche im Rahmen
einer allogenen Knochenmark- oder Stammzelltransplantation eine Konditionierung mit
Ganzkorperbestrahlung erhielten (Ausnahmen: Lfd.-Nr.: 204 und 207). Bei dem aus 20 Patienten
bestehenden Prospektivkollektiv wurden Hautbiopsien vor, 3-6 und 12 Monate nach Bestrahlung
entnommen, bei den 18 retrospektiv untersuchten Patienten betrug die Zeitspanne zwischen
Bestrahlung und Hautprobenentnahme zwischen 23 und 216 Monaten.

Es konnte gezeigt werden, dass die intensiven Therapiemanahmen im Rahmen einer
Knochenmark- bzw. Stammzelltransplantation stabile, strukturelle Chromosomenaberrationen
klonalen Charakters in Fibroblasten der Haut induzieren, die bis hin zu einem Zeitraum von 18
Jahren nach Knochenmarktransplantation persistieren konnen.

Die durchgefiihrte Bruchpunktanalyse ergab, dass die strahleninduzierten Bruchpunkte nicht
zufillig iiber die Chromosomen verteilt sind, sondern dass es bestimmte Chromosomen bzw.
Chromosomenbanden gab, die bevorzugt betroffen waren. Besonders interessant war die

Héaufung an Banden, auf denen Gene fiir die Chromosomeninstabilititssyndrome lokalisiert sind.
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Dies gab Anlass zu der Vermutung, dass Bestrahlung einen &hnlichen Zustand der
chromosomalen Instabilitdt induziert wie er fiir diese Erkrankungen typisch ist.

Durch die Verlaufsbeobachtung der zytogenetischen Aberrationen konnten Hinweise dafiir
erbracht werden, dass die Verdnderungen in den Hautfibroblasten innerhalb des ersten Jahres
nach Bestrahlung relativ konstant bleiben, um danach im Laufe der Zeit anzusteigen. Dies kann
als Hinweis auf eine in vivo vorhandene chromosomale Instabilitédt interpretiert werden, was
wiederum die aus der Bruchpunktanalyse gewonnenen Ergebnisse unterstiitzt. Da man sich die
strahleninduzierte chromosomale Instabilitdt als einen dynamischen, mit der Zeit komplexer
werdenden Zustand der chromosomalen Destabilisierung vorzustellen hat, wurde dieses
Phinomen als mogliche Erklarung fiir die langen Latenzzeiten beim Auftreten von Zweittumoren
nach Strahlenbelastung vorgeschlagen.

Es wurde untersucht, ob es einen Zusammenhang zwischen klinischen Parametern und dem
AusmalB der zytogenetischen Aberrationen gab. Hierbei stellte sich heraus, dass das Ausmal des
induzierten zytogenetischen Schadens besonders bei Patienten mit akuten Leuk@mien hoch war.
Ob ein hohes Ausmal} an Aberrationen mit einem erhohten Zweittumorrisiko einhergeht und
man Patienten mit akuten Leukdmien diesbeziiglich als Risikogruppe definieren kann, kann
allerdings erst durch weitere Untersuchungen mit hoheren Patientenzahlen und lingeren follow-
up-Zeitriumen geklirt werden. Fiir zukiinftige Untersuchungen ist aulerdem in Erwigung zu
ziehen, die klassische G-Bandentechnik mit neueren Untersuchungsverfahren, wie z.B. mFISH
oder SKY, zu erginzen, um die Bruchpunkte genau definieren zu konnen. Ziel konnte sein, die

involvierten Gene zu beschreiben.
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8 Abkiirzungsverzeichnis

ALL akute lymphatische Leukdmie

AML akute myeloische Leukimie

CCD-Kamera charge coupled device-Kamera

Ci Curie

CML chronische myeloische Leukdmie

CMPS chronisches myeloproliferatives Syndrom

DNA Desoxyribonukleinsédure

EDTA Ethylendiamintetraessigsiure

G-Banden Giemsa-Banden

GKB Ganzkorperbestrahlung

GvHD Graft-versus-Host-Disease (Transplantat-gegen-Wirt-Reaktion)
Gy Gray

HLA humane Leukozytenantigene

ISCN International System for Human Cytogenetic Nomenclature
KG Korpergewicht

KMT Knochenmarktransplantation

MDS myelodysplastisches Syndrom

mFISH multicolor Fluoreszenz in situ Hybridisierung
MLL myeloid/lymphoid oder mixed lineage leukemia
NHL Non-Hodgkin-Lymphom

PTLD posttransplant lymphoproliferative disorder
rpm rotations per minute

SZT Stammzelltransplantation

SKY Spectral Karyotyping

TLI total lymphoid irradiation

ZNS zentrales Nervensystem
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