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1. Zusammenfassung

Durch die stetig steigende Belastung durch diinn- und dichtionisierende Strahlung in Alltag
und Beruf gewinnt das Thema Strahlensicherheit sowie Strahlenschutz immer mehr an Be-
deutung. Personen kommen sowohl im medizinischen Bereich als auch im privaten Bereich
mit diinnionisierender Strahlung in Kontakt. Aber auch dichtionisierende Strahlung bedingt
durch ihren Einsatz in der Strahlentherapie, wie z.B. Protonen oder auch die bei der GSI fiir
die Tumortherapie verwendeten Kohlenstoffionen (historischer Uberblick bei Skarsgard,
1998), spielen eine immer groBBere Rolle im Zusammenhang mit der Strahlenwirkung. Jedoch
kommen Personen nicht nur therapeutisch bedingt mit Teilchenstrahlen unterschiedlicher
Energie in Kontakt, sondern auch aus beruflichen Griinden, wie z.B. Astronauten (Testard et
al., 1996; Obe et al., 1997; Yang et al., 1997; Testard und Sabatier, 1999; Durante et al.,
2001; George et al., 2001b), Arbeiter in Uranminen (Zaire et al., 1997; Lloyd et al., 2001)
oder auch Aufrdumarbeiter in Tschernobyl (Lazutka et al., 1996; Domracheva et al., 2000).
Probleme stellen sich fiir Mediziner und Strahlenbiologen jedoch dann, wenn es zu
unvorhersehbaren Strahlenexpositionen, wie z.B. bei einem Strahlenunfall kommt
(Bauchinger, 1995; Lindholm et al., 1996; Bauchinger et al., 2001; Hayata et al., 2001; Sasaki
et al., 2001). In solchen Fillen ist es von groBem Nutzen, wenn durch die Messung
biologischer Veranderungen die empfangene Strahlendosis abgeschitzt werden kann.

Dieses Verfahren wird als biologische Dosimetrie bezeichnet. Mehrere biologische Parameter
stechen hierbei zur Auswahl, jedoch stellt die Chromosomenanalyse in peripheren
Blutlymphozyten das zur Zeit empfindlichste und zuverldssigste biologische Verfahren zur
Quantifizierung von Strahlenexpositionen dar. Periphere Blutlymphozyten sind Zellen
unseres Immunsystems und konnen unkompliziert aus Vollblut isoliert werden. Da
Lymphozyten zusétzlich bei einer Strahlenexposition stets involviert sind, sind sie neben
Hautfibroblasten das bestgeeignetste Zellsystem zur Untersuchung von Strahlenschéden. In
den sechziger Jahren wurden erste Versuche zur Dosisabschitzung vorgenommen und seit
dieser Zeit wird die biologische Dosimetrie ergédnzend bzw. begleitend zur physikalischen
Dosimetrie angewendet (Gooch et al., 1964; Bender und Gooch, 1967). Jedoch beeinflussen
bzw. erschweren einige Faktoren eine korrekte Abschidtzung der erhaltenen Strahlendosis. Zu
diesen Faktoren, die bisher bei der biologischen Dosimetrie nicht beriicksichtigt wurden,
gehoren sowohl unterschiedliche Strahlenempfindlichkeiten zwischen einzelnen Personen
(Inter-Donor-Effekt) als auch Unterschiede fiir ein und denselben Probanden (Intra-Donor-
Effekt). Die Untersuchung dieser Faktoren ist das Hauptanliegen der vorliegenden Arbeit und
es wurden hierzu Chromosomenschidden in PBLs zweier weiblicher Blutspender gleichen
Alters untersucht. Sollten sich bereits innerhalb bzw. zwischen diesen beiden Probanden
Unterschiede in der Strahlenempfindlichkeit zeigen, miisste die in der Literatur vorliegende
Auffassung, dass Individuen eine identische sowie langzeitkonstante Strahlenempfindlichkeit
aufweisen, liberdacht und die bisherige Verwendung einer allgemeingiiltigen Eichkurve zur
Dosisabschitzung in der biologischen Dosimetrie in Frage gestellt werden. Werden bereits
Unterschiede hinsichtlich der Strahlenempfindlichkeit in einer geringen Anzahl von
Probanden sichtbar, muss davon ausgegangen werden, dass dies auch bei der Untersuchung
von hoheren Probandenzahlen deutlich wird.

Da die Auswertung von Chromosomenaberrationen in Metaphasezellen auch durch
biologische Faktoren beeinflusst wird und dies zu einer Fehleinschitzung des
strahleninduzierten Schadens fiihrt, wurden neben der Auswertung der Aberrationsrate in
Metaphase- und Interphase-Zellen auch die Proliferation, Stimulation und Induktion von
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Apoptose gemessen. Diese Untersuchungen wurden in PBLs gesunder Blutspender nach
diinn- und dicht-ionisierender Bestrahlung durchgefiihrt.

Die Experimente dieser Arbeit zeigten deutliche Schwankungen in den gemessenen
Parametern sowohl innerhalb der einzelnen Spender als auch Unterschiede zwischen den
Spendern. Ein Unterschied in der Aberrationsrate vom Faktor 2,5 (Abbildung 4.1, unten) nach
Bestrahlung mit 400MeV/u Kohlenstoffionen der PBLs zweier Blutspender konnte jedoch
durch die Untersuchung dieser biologischen Parameter nicht erkldrt werden. Da weiterhin
eine zeitlich konstante Aberrationsrate iiber den Untersuchungszeitraum nachgewiesen wurde,
kann in den hier durchgefiihrten Experimenten ein Einfluss von Zellzyklusverzogerungen auf
die Expression von Chromosomenschdden in Lymphozyten ausgeschlossen werden. Daraus
folgt, dass die Auswertung von Chromosomenschidden in Metaphasen nach Bestrahlung mit
Rontgenstrahlung oder hochenergetischen Kohlenstoffionen unabhédngig vom Zeitpunkt der
Probennahme ist und die klassische Messung der Aberrationsrate 48h nach Inkubation
ausreicht.

Eine zeitliche Anderung der Strahlensensitivitit konnte bei Spender 1 und 2 in zwei
unabhingigen Rontgenexperimenten nicht nachgewiesen werden, obwohl einige Autoren
solch eine Intra-Donor-Variabilitit beschreiben (z.B. Kakati et al., 1986; Ricoul et al., 1997).
Da die Auswertung von Chromosomenaberrationen in Experimenten, bei denen mehrere
Probenzeitpunkte untersucht wurden, bis zu einem halben Jahr in Anspruch nimmt, liegt
bisher nur ein Experiment pro Spender mit 400MeV/u Kohlenstoffionen vor. Daher lésst sich
nicht mit abschlieBender Sicherheit eine Schwankung der Strahlenreaktion innerhalb eines
Spenders fiir diese Strahlenqualitdt ausschlieBen. Solche Schwankungen beeintriachtigen die
Genauigkeit einer biologischen Dosimetrie, wenn sich die Berechnungen auf -eine
allgemeingiiltige Eichkurve beschrénken. Dies hat zur Folge, dass fiir eine Dosisabschédtzung
mit Hilfe der Anzahl an Chromosomenschédden in Zellen mehrere Kurven hergestellt werden
und die zu untersuchenden Personen in Subpopulationen unterschiedlicher Strahlensensitivitét
eingeteilt werden miissen.

Die Unterschiede bei der Anzahl strahleninduzierter Schidden konnte mit einer
unterschiedlichen  Reparaturkapazitit der PBLs zusammenhidngen. Wenn solche
Strahlensensitivititen bzw. -resistenzen durch in vitro Bestrahlungen abgeschitzt werden
konnten und die Aberrationsrate mit denen aus in vivo Bestrahlungen korrelieren, was bereits
von einigen Autoren bestitigt wurde (z.B. Fabry und Lemaire, 1986), konnte die Messung
von Chromosomenschdden zur Vorhersage der Strahlenempfindlichkeit (,,predictive assay*)
verwendet werden (Uberblick Peters und McKay, 2001). Ein médgliches Einsatzgebiet stellt
die Krebstherapie dar und zwar um im Vorfeld der Bestrahlung des Patienten eine
Uberpriifung der Strahlenreaktion durchzufiihren. Sollte eine erhdhte bzw. verringerte
Strahlensensibilitdt im Vergleich zur mittleren Strahlenempfindlichkeit festgestellt werden,
konnten diese Ergebnisse in die Bestrahlungsplanung mit einflieBen und somit wére eine
individuelle Bestrahlung moglich. Fiir Mediziner wire es auch von grolem Interesse wenn
Vorhersagen der Reaktionen des gesunden Gewebes auf Strahlung mdglich wiren und sie
anhand dieser Erkenntnisse eine strahlenbiologische Spatreaktion vermindern konnten.
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2.  Einleitung

2.1. Biologische Dosimetrie

Seit den sechziger Jahren wird versucht, die Dosis von strahlenexponierten Personen anhand
von biologischen Verdnderungen in peripheren Blutlymphozyten (PBLs) abzuschétzen
(Gooch et al., 1964; Bender und Gooch, 1967; Uberblick in Miiller und Streffer, 1991; Wolff,
1991). Bei diesem Verfahren, das als biologische Dosimetrie bezeichnet wird, wird mit Hilfe
von Eichkurven, die in in vitro Experimenten gewonnen wurden, ein Zusammenhang
zwischen der Strahlendosis und der Anzahl an Mikrokernen (Fenech und Morley, 1985;
Fenech und Morley 1986; Mitchell und Norman, 1987; Prosser et al., 1988), der Apoptoserate
(Menz et al., 1997; Abend et al., 2000) oder der Anzahl an Chromosomenschidden pro Zelle
(Lloyd et al., 1975; Edwards et al., 1979; Pantelias und Maillie, 1984; Finnon et al., 1995;
Edwards, 1997; Prasanna et al., 2000) hergestellt. Die am hiufigsten angewendete Methode
ist die Chromosomenanalyse wobei Anderungen der Chromosomenzahl (numerische
Aberration) und der Chromosomenstruktur (strukturelle Aberrationen) quantitativ erfasst
werden. Die bisher durchgefiihrten Experimente zur Herstellung von Eichkurven beschrianken
sich in erster Linie auf diinnionisierende Strahlung, wie z.B. Rontgen- oder Gammastrahlung
(Edwards et al., 1979; Bauchinger, 1995; Lindholm et al., 1998; Barquinero et al., 1999,
Stronati et al., 2001). Daten fiir dichtionisierende Strahlung, wie z. B. Neutronen oder Ionen,
liegen nur vereinzelt vor (Fabry et al., 1985; Edwards, 1997; Bauchinger und Schmid, 1998;
Durante et al., 1998).

Die biologische Dosimetrie anhand von Chromosomenschidden wird bereits nachtréglich oder
ergdnzend zur physikalischen Dosimetrie eingesetzt und liefert zusétzlich wichtige
Informationen wie z.B. bei Strahlenunfillen (Bauchinger, 1995; Lindholm et al., 1996;
Bauchinger et al., 2001; Hayata et al., 2001; Sasaki et al., 2001) oder bei der Abschitzung des
Strahlenrisikos von natiirlicher Strahlung sowie kosmischer Strahlung fiir Astronauten
(Testard et al., 1996; Obe et al., 1997; Yang et al., 1997, Testard und Sabatier, 1999; Durante
et al., 2001; George et al., 2001b). Im Bereich der Strahlentherapie konnte die biologische
Dosimetrie von gro3em Nutzen sein und zwar sowohl bei der Vorhersage der individuellen
Strahlenempfindlichkeit (Peters und McKay, 2001) als auch zur Untersuchung der
Ganzkorperbelastung nach der Bestrahlung des Patienten (Durante et al., 2000; Vorobtsova et
al., 2001). Die Auswertung der Anzahl und Art von Chromosomenschiden in PBLs von
Uberlebenden der Atombombenabwiirfe iiber lange Zeitriume hinweg liefert dariiber hinaus
wichtige Erkenntnisse iiber die Halbwertszeit von Aberrationen und ermdglicht eine
Abschétzung der Schiadigung von Stammzellen (Awa et al., 1978; Nakano et al., 2001).

Jedoch gibt es bei der Auswertung von Chromosomenschiden in Metaphasezellen
widerspriichliche Meinungen dariiber, welche Arten von Schidden beriicksichtigt werden
sollten (Sharpe et al., 1969; Lindholm et al., 1996; Lindholm et al., 1998). Einige
Arbeitsgruppen beschrinken sich auf die Auswertung der Anzahl von dizentrischen
Chromosomen, da diese einfach zu detektieren sind und in Kontrollpopulationen nur etwa 1
dizentrisches Chromosom in 1000 Zellen (Edwards, 1997) gefunden wird. Dizentrische
Chromosomen gehdren jedoch zu den instabilen Aberrationen (Kapitel 2.2.) und bei jeder
Zellteilung vermindert sich ihre Anzahl um 50% (Sasaki und Norman, 1967; Bedford et al.,
1978; Scott und Lyons, 1979; Bauchinger et al., 1986). Dies gilt sowohl fiir Stammzellen als
auch fiir PBLs nach in vitro Stimulierung und kann zu einer Unterschitzung des
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strahleninduzierten Schadens fithren, wenn ein langer Zeitraum zwischen Strahlenexposition
und der Untersuchung liegt. Daher wird heute auch die Auswertung von stabilen
Aberrationen, wie z.B. Translokationen, diskutiert (Barquinero et al., 1999; Bauchinger et al.,
2001; Pala et al., 2001; Stronati et al., 2001). Diese sind iiber einen sehr langen Zeitraum in
den PBLs nachweisbar und erfahren durch die Zellteilung nur eine geringe Reduktion (z.B.
Lindholm et al., 1996; Lindholm et al., 1998; Pala et al., 2001).

Um zu verhindern, dass der durch Zellteilung bedingte Verlust von Aberration zur
Unterschédtzung der Strahlendosis fiihrt, sollen PBLs in der 1. Mitose nach Bestrahlung
untersucht werden (Uberblick in Miiller und Streffer, 1991; Wolff, 1991). Untersuchungen in
den letzten Jahren zeigten eine weitere Schwierigkeit, wenn ,,in vitro* die Effektivitdt von
Hoch-LET-Strahlung (LET = 100keV/um) bestimmt werden soll. Messungen ergaben, dass
stark geschidigte Zellen die erste Mitose nach Bestrahlung mit erheblichen Verzégerungen
erreichen (Durante et al., 1998; Anderson et al., 2000; George et al., 2001a) wie in Kapitel
2.2. néher erldutert wird. Diese mitotische Verzégerung hat zur Folge, dass es zu einer
Unterschitzung des strahleninduzierten Schadens kommen kann (Poncelet et al., 1988), wenn
Metaphasen nur zu einem Zeitpunkt, d.h. 48h nach Bestrahlung, untersucht werden, wie es im
Standardprotokoll vorgesehen ist (Beninson et al., 1986). Die Untersuchung von
Interphasezellen durch das Verfahren der vorzeitigen Chromosomenkondensation (,,premature
chromosome condensation” PCC) erlaubt eine exaktere Bestimmung des primédren Schadens
und wird im Gegensatz zur klassischen Auswertung von Metaphasechromosomen nicht oder
nur geringfiigig von Zellzyklusverzogerungen beeinflusst (Johnson und Rao, 1970; Pantelias
und Maillie, 1983; Gotoh et al., 1995).

Ein zusitzlicher Faktor, der die Genauigkeit einer biologischen Dosimetrie beeinflusst, ist die
Verwendung fremder FEichkurven zur Dosisabschitzung. Bei Auswertungen von
Chromosomenpréparaten der gleichen Probe durch verschiedene Labore wurden deutliche
Unterschiede (Inter-Labor-Effekte) in der Aberrationsrate gefunden (Bianchi et al., 1982;
Lloyd et al., 1988; Lloyd et al., 1992). Diese Unterschiede fiihrten unter anderem zu der
Schlussfolgerung, dass jedes Labor eigene Referenz- bzw. Eichkurven zur Abschétzung einer
empfangenen Dosis anfertigen muss (Bianchi et al., 1982). Jedoch wird bisher ausschlielich
eine Eichkurve flir die jeweilige Strahlenart bzw. den jeweiligen biologischen Schaden zur
Abschitzung der Dosis verwendet und keine individuellen Eichkurven angefertigt, da in
vielen Experimenten nur Variationen im Bereich von 10% bis 20% zwischen den
Blutspendern gefunden wurden (z.B. Sharpe et al., 1969; Scott und Lyons, 1979; Fabry et al.,
1985; Lindholm et al., 1998). Im Gegensatz dazu wurden von einigen Autoren Unterschiede
in den Aberrationsraten verschiedener Spender bis zu einem Faktor von 3 nachgewiesen
(Kakati et al., 1986; Ricoul et al.,, 1997). Deutliche Hinweise auf eine individuelle
Strahlenempfindlichkeit wurden dariiber hinaus auch im Mikrokerntest (Catena et al., 1992;
Huber et al., 1992) und bei der Messung der Apoptoserate (Crompton et al., 2001) gefunden.
Solche groBen Unterschiede in der intrinsischen Strahlensensibilitit erschweren den Einsatz
der biologischen Dosimetrie und vermindern ihre Genauigkeit bei der Dosisabschitzung
deutlich.

2.2. Strahleninduzierte DNA-Schaden und deren Detektion

Seit den 40er Jahren wurden Chromosomenschéden als Ursache fiir den strahlenbedingten
Zelltod angesehen. Fiir eine Bewertung der schidigenden Wirkung von Strahlen werden in
der Regel Zellen in der Metaphase durch Colcemid arretiert, Chromosomenpriparate
hergestellt und die induzierten Chromosomenaberrationen unter dem Lichtmikroskop
untersucht. Chromosomenschéden sind eine Folge der priméiren Strahlenschidden an der DNA
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und hier vor allem der Doppelstrangbriiche. Nichtreparierte Briiche sind auf
Chromosomenebene als Fragmente sichtbar. Fehlreparatur geschddigter DNA-Strange fiihrt
zu einer Vielzahl von Austauschaberrationen wie z.B. dizentrische Chromosomen, Ringe oder
Translokationen (siche Kapitel 3.13.).

Bei strahlenbiologischen Untersuchungen wird haufig nur die Anzahl an instabilen
Aberrationen, wie z.B. azentrische Fragmente sowie di-, tri- und polyzentrische
Chromosomen, gemessen. Sie werden als instabil bezeichnet, da bei jeder Zellteilung ein Teil
dieser Aberrationen und damit des Genoms verloren geht, was meist zum Tod der betroffenen
Zelle fiihrt. Zum Beispiel reduziert sich die Anzahl der di- bzw. trizentrischen Chromosomen
um 50% bzw. 75% pro Zellteilung (Sasaki und Norman, 1967) und die Anzahl an
azentrischen Fragmenten um 20% (Bauchinger et al., 1986) bis 70% (Sasaki und Norman,
1967).

Auf die Auswertung von sogenannten stabilen Aberrationen, wie z.B. reziproken
Translokationen oder Insertionen, bei denen Bereiche zweier oder mehrerer Chromosomen
ausgetauscht und die an die Tochterzelle weitergegeben werden, wurde in der Vergangenheit
hiufig verzichtet. Diese Aberrationen konnen nur mit aufwendigen Firbemethoden wie dem
,Giemsa-Banding* oder der Fluoreszenz in situ Hybridisierung kurz FISH genannt (Pinkel et
al., 1986; Gray et al., 1994; Jordan et al., 1999) detektiert werden, wobei die Methoden mit
einem hohen Zeit- und im Falle von FISH auch Kostenaufwand verbunden sind. Da der
Nachweis stabiler Aberrationen auch ldngere Zeit nach Induktion in proliferierenden Zellen
moglich ist und sie eine Transformation der betroffenen Zelle bewirken kénnen (Rabbitts,
1994), wird die Abschitzung von Spétfolgen einer Strahlenexposition diskutiert (z.B. Awa et
al., 1978).

Die Auswertung sowohl von instabilen als auch stabilen Chromosomenschidden in
Metaphasezellen wird durch mehrere Faktoren beeinflusst, eine der wichtigsten stellt die
Zellzyklusverzogerung dar, deren Dauer von der Strahlendosis und der Art der Schiaden
abhéngt (Blakely et al., 1980; Ritter et al., 1990; Scholz, 1992; Anderson et al., 2000). Starke
Verzégerungen treten vor allem nach Bestrahlung mit niederenergetischen Schwerionen, d.h.
Teilchenstrahlen mit einer geringen Fluenz und einem hohen LET, auf (Scholz et al., 1994;
Ritter et al., 1996), da hier eine hohe inhomogene Verteilung hinsichtlich der
Teilchendurchgdnge pro Zellkern vorliegt und folglich die Zellpopulation neben
ungetroffenen bzw. leichtgeschidigten auch schwergeschidigte Zellen enthélt, die die Mitose
erst sehr spit erreichen. Fiir immortalisierte Zelllinien ergeben sich dadurch Verzogerungen,
die sehr viel ldnger als die normale Zellzykluszeit sein konnen. Geringe bzw. gleichmiBige
Zellzyklusverzogerungen werden dagegen nach Rontgenbestrahlung bzw. Bestrahlung mit
hochenergetischen Ionen beobachtet, da es sich hierbei um eine homogene Energiedeposition
handelt und nur geringe Unterschiede in der Anzahl der Schidden pro Zelle vorliegen (Purrott
et al., 1980; Ritter et al., 1992; Scholz et al., 1994; Ritter et al., 1996). In priméren Zellen, wie
z.B. bei Fibroblasten, kommt es nach Bestrahlung stets zu Zellzyklusverzogerungen und
dariiber hinaus zu einem beschleunigten Ubergang von der potentiell mitotisch aktiven Phase
zur postmitotischen Phase, in der sie zu Funktionszellen differenzieren. So wurde von Berger
(2001) in humanen Hautfibroblasten gezeigt, dass nur noch 3% der Zellen die 1. Mitose nach
Bestrahlung mit 1,5Gy Kohlenstoff- oder 8Gy Nickelionen erreichen. Sie differenzieren zu
Funktionszellen aus (z.B. Fournier et al., 2001). Dieser Prozess ist irreversibel im Gegensatz
zum reversiblen Ausscheren von Zellen in die Go-Phase. Neben der beschleunigten
Differenzierung konnen geschiddigte Fibroblasten in geringem Umfang auch den
programmierten Zelltod einleiten (Berger, 2001). In Lymphozyten wurde nach Bestrahlung
sowohl eine mitotische Verzogerung nachgewiesen (Lloyd et al., 1977; Scott und Lyons,
1979; Purrott et al., 1980; Poncelet et al., 1988; Durante et al., 1998; George et al., 2001a) als
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auch eine erhohte Apoptoserate (Boreham et al., 1996, Hertveldt et al., 1997; Menz et al.,
1997; Louagie et al., 1998b; Meijer et al., 1998; Kern et al., 1999).

Mit Hilfe der ,,Premature Chromosome Condensation* (PCC) Methode kann das Problem der
Zellzyklusverzogerung umgangen bzw. reduziert werden. Hierzu werden entweder
Interphasezellen mit mitotischen Zellen fusioniert, deren Mitosefaktoren eine verfriihte
Kondensation der Chromosomen in den Interphasezellen bewirken (Johnson und Rao, 1970;
Rao et al., 1981) oder es werden Chemikalien eingesetzt, wie z.B. Calyculin, die zu einer
frithzeitigen Kondensation fithren (Gotoh et al., 1995; Coco-Martin und Begg, 1997). Je nach
Vorbereitung der zu untersuchenden Zellen konnen Schidden in verschiedenen
Zellzyklusphasen dokumentiert werden. Befinden sich die Zellen durch Kontaktinhibition
oder aus physiologischen Griinden, wie z.B. bei den peripheren Blutlymphozyten, in der Go-
Phase, so konnen durch Fusion mit mitotischen Zellen Gy-PCCs erzeugt werden (Pantelias
und Maillie, 1984; Greinert et al., 1995; Sipi et al.,, 2000). Durch das Aufheben der
Kontaktinhibition oder durch Stimulierung wie im Falle der PBLs und anschlie3ender Fusion,
konnen sowohl Gg-, Gi- als auch G,-PCCs untersucht werden, sowie Zellen in der
Mitosephase (M-Phase). Der Einsatz von Chemikalien bei proliferierenden Zellen ermdglicht
die Auswertung von Gi- und G,-PCCs sowie von M-Phase-Zellen (Durante et al., 1999). Die
in dieser Arbeit angewandte Methode der Fusion von ruhenden Zellen in der Go-Phase mit
mitotischen Zellen, erlaubt die Bestimmung des erzeugten Initialschadens und die
Untersuchung der Reparaturkapazitit der Zellen hinsichtlich strahleninduzierter DNA-
Schédden. Trotz der beschriebenen Vorteile der PCC-Methode mittels Fusion wird sie selten
durchgefiihrt, da sie technisch aufwendiger ist als die klassische Préparation von
Metaphasechromosomen.

Die Untersuchung der Reparaturkapazitét von Go-Zellen wird durch die Apoptose beeinflusst,
denn sie ist in unstimulierten PBLs deutlich hoher als in stimulierten (Carloni et al., 2001).
Ungeachtet der verwendeten Methode und der Auswertung von Zellen in Meta- oder
Interphase, wiirde ein Verlust an schwergeschiadigten Zellen eine Unterschitzung des
strahleninduzierten Schadens zur Folge haben.

2.3. PeriphereBlutlymphozyten

Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten PBLs sind Zellen unseres Immunsystems und
sind fiir die korpereigene Immunantwort verantwortlich. Es handelt sich bei den
Lymphozyten, die auch als weille Blutkdrperchen bezeichnet werden, um Zellen mit geringem
Zytoplasmaanteil und einem grofen, chromatindichten, runden Zellkern. Thr Durchmesser
betrigt ca. 6um und ihr Volumen liegt bei 170um® (Uberblick in Beninson et al., 1986).
Lymphozyten stammen von pluri- bzw. unipotenten lymphoiden Stammzellen im
Knochenmark ab. Sie werden in Knochenmark, Lymphknoten, Thymus und Milz gebildet und
gelangen hauptsdchlich liber die Lymphbahnen ins Blut. Es befinden sich ca. 2% der
Lymphozyten im peripheren Blut, 70% in den Organen des lymphatischen Systems, 10% im
Knochenmark und der Rest in anderen Organen. Im menschlichen Korper werden zwei Arten
von Lymphozyten unterschieden:

Die T-Lymphozyten entstehen im Knochenmark, reifen im Thymus heran und sind fiir die
zelluldire Immunreaktion verantwortlich. Thr Anteil im Blut ist vom Alter abhidngig und
betrigt 70-80% der Gesamtzahl an Lymphozyten.

Die B-Lymphozyten, die im Blutplasma enthalten sind, werden vom Knochenmark gebildet.
Sie sind fiir die sogenannte humorale Immunitit verantwortlich und bilden nach Kontakt mit
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korperfremden Antigenen spezifische Antikorper. Thr Anteil im Blut betrdgt 20-30% der
Gesamtzahl an Lymphozyten.

Sowohl die T- als auch die B-Lymphozyten befinden sich iiberwiegend in einer Ruhephase,
der sogenannten Go-Phase. Sie besitzen die Féhigkeit sich zu teilen, jedoch miissen sie hierzu
stimuliert werden. Im Korper geschieht dies durch spezifische Antigene. Bei in vitro
Experimenten miissen hingegen dem Zellkulturmedium spezielle Mitogene (z.B.
Phythdmagglutinin) zur Stimulation der Lymphozyten zugegeben werden (Hungerford et al.,
1959). Bei dem in der vorliegenden Arbeit verwendete Phythdmagglutinin (PHA) handelt es
sich um ein Protein aus der Bohnenpflanze Phaseolus vulgaris, welches vorwiegend T-
Lymphozyten stimuliert (Uberblick in Beninson et al., 1986). Die B-Lymphozyten werden
erst nach einigen Tagen durch die aktivierten T-Lymphozyten stimuliert (Han und Dadey,
1978), so dass bei der Untersuchung von Chromosomenschiden in mitotischen Zellen bis 96h
nach der Stimulierung tiberwiegend T-Lymphozyten analysiert werden. Die Tatsache, dass
sich Lymphozyten bei Experimentbeginn in der Go-Phase befinden, mit Ausnahme einer
geringen Anzahl durch Antigene stimulierter Lymphozyten, ist fiir strahlenbiologische
Experimente von Vorteil, da die Strahlenempfindlichkeit vom Zellzyklusstadium abhingt
(Kapitel 2.4.). Einen weiteren Vorteil stellt die einfache Entnahme der Zellen dar. Periphere
PBLs konnen aus Blutproben durch unkomplizierte Verfahren (Kapitel 3.2.) isoliert und
anschliefend fiir in vitro Experimente verwendet werden. Entscheidend fiir die Wahl der
PBLs zur Verwendung fiir strahlenbiologische Experimente ist jedoch die Tatsache, dass Blut
und somit auch die Lymphozyten bei medizinischen Strahlentherapien als auch bei
Strahlenunfillen stets involviert sind.

2.4. Zéellzyklus

Die Strahlenempfindlichkeit der Zellen dndert sich im Verlauf des Zellzyklus (Gillespie et al.,
1975; Bedford et al., 1978; Geard, 1985; Todd, Zaider, 1996), daher ist es fiir
Bestrahlungsexperimente von grofer Bedeutung in welchem Stadium des Zellzyklus die
Strahlenexposition stattfindet. Darliber hinaus zeigen Zellen in den einzelnen
Zellzyklusphasen  unterschiedliche  Strahlenempfindlichkeit gegeniiber diinn- und
dichtionisierender Strahlung (Raju et al., 1980).

Der Zellzyklus stellt den Zeitraum zwischen der Mitte einer Mitose und der Mitte der
darauffolgenden Mitose dar und ist in Abbildung 2.1 schematisch dargestellt. Er wird in zwei
Phasen unterteilt, die Mitosephase (M-Phase) und die Interphase. Die M-Phase besteht aus der
Kernteilung (Mitose) und der Teilung des Cytoplasmas (Cytokinese). In der Mitose findet die
Trennung der Schwesterchromatiden der Chromosomen statt, so dass jede der beiden
Tochterzellen einen kompletten Chromosomensatz (Tochterchromosomen) erhilt. Im
AnschluB an die Chromosomenverteilung findet die eigentliche Zellteilung statt, die
Cytokinese. Die Interphase 148t sich in drei Phasen unterteilen, die G;-, S- und die G;-Phase.
Die G;-Phase (G = ,,gap*) entspricht dem Zeitraum zwischen der M-Phase und der S-Phase
und dient der Zelle ihre Zellmasse zu erhohen. Die Dauer dieser Phase ist sehr variabel und
beeinflusst dadurch die Gesamtdauer des Zellzykluses. Die sich anschliefende S-Phase
(Synthesephase) ist relativ kurz; in ihr findet die Replikation der DNA statt. In der G,-Phase
wird die Zelle auf die M-Phase vorbereitet. Es wird zusitzlich eine vierte Phase der Interphase
beschrieben, die Go-Phase. Hierbei handelt es sich um eine Ruhephase der Zellen, in der sie
keine Teilungsaktivitit aufweisen. Die Zellen scheren dabei in der G;-Phase aus dem
Zellzyklus aus und kénnen nun fiir einen unbestimmten Zeitraum in dieser Ruhephase
verbleiben. Die Zellen sind jedoch jeder Zeit in der Lage in den Zellzyklus zuriickzukehren.
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Abbildung 2.1: Schematische Darstellung des Zellzykluses mit den entsprechenden Kontrollpunkten in
Anlehnung an Alberts et al. (1999).

Innerhalb des Zellzykluses befinden sich mehrere Zellzykluskontrollpunkte, von denen vier
gut charakterisiert sind. Der erste befindet sich am Ende der G;-Phase, der G;-Kontrollpunkt,
hier wird tlberpriift ob die DNA intakt ist und die Zellen ihr bendtigtes Volumen erreicht
haben. Weitere Kontrollpunkte befinden sich in der S-Phase (S-Kontrollpunkt) und nach der
DNA-Synthese am Ende der G;-Phase (G,-Kontrollpunkt), die sicher stellen sollen, dass die
DNA-Replikation korrekt verlaufen bzw. abgeschlossen wurde. Ein weiterer Kontrollpunkt
befindet sich in der M-Phase (M-Kontrollpunkt), der das Anheften der Spindelfasern an die
Kinetochor-Region der Chromatiden der Schwesterchromosomen kontrolliert und somit eine
korrekte Aufteilung des genetischen Materials auf die Tochterzellen gewihrleistet (Wells
1996; Ubersicht bei Alberts et al., 1999).

Kommt es nun zur Schidigung der DNA in einer der Zellzyklusphasen oder treten Fehler bei
der Mitose bzw. der DNA-Replikation auf, wird der Zellzyklus am nachfolgenden
Kontrollpunkt angehalten und mit Hilfe von Reparaturmechanismen wird versucht, den Fehler
zu beheben, bevor die Zelle im Zellzyklus weiter voranschreitet. Diese Art von
Zellzyklusverzogerungen treten z.B. bei bestrahlten Zellen auf. Die Dauer der Verzdgerung
hingt hierbei von Anzahl und Art des strahleninduzierten DNA-Schadens ab, d.h. sowohl von
der Dosis als auch vom LET (Blakely et al., 1980; Ritter et al., 1992; Scholz, 1992; Scholz et
al., 1994). Dies bedeutet, dass Zellen mit einem hohen DNA-Schaden langsamer im
Zellzyklus voranschreiten als ungeschidigte Zellen (Lloyd et al., 1977; Ritter et al., 1996;
Anderson et al., 2000; George et al., 2001a). Zellen, die nicht in der Lage sind den Schaden zu
reparieren, konnen permanent arretiert werden (Berger 2001) und ausdifferenzieren (Fournier
et al., 2001) wie z.B. humane Hautfibroblasten, oder den Weg des programmierten Zelltodes
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(Apoptose) wihlen wie z.B. PBLs (z.B. Dewey et al., 1995; Vermes et al., 1995; Boreham et
al., 1996; Hertveldt et al., 1997; Menz et al., 1997; Louagie et al., 1998a; Meijer et al., 1998;
Louagie et al., 1998b; Shounan et al., 1998; Kern et al., 1999; Meijer et al., 1999; Abend et
al., 2000; Carloni et al., 2001; Crompton et al., 2001; Jaworska et al., 2001).

2.5. loniserende Strahlenarten

Ionisierende Strahlen haben die Eigenschaft aus den Atomen der Materie, die sie
durchdringen, Elektronen herauszuschlagen und die Atome zu ionisieren. Dadurch kénnen
chemische Bindungen aufgebrochen werden und biologische Schiden entstehen. Zu den
ionisierenden Strahlen gehdren hochenergetische UV-Strahlen, elektromagnetische Strahlen
wie Rontgen- und Gammastrahlung, leichte Teilchen wie Elektronen und schwere Teilchen
wie Protonen oder Ionen (Kiefer, 1989; Alpen, 1998).

In der Strahlenbiologie wird zwischen diinn- und dichtionisierenden Strahlen unterschieden.
Bei diinnionisierender Strahlung, wie z.B. bei Rontgenstrahlung, sind die lonisationsprozesse
und somit auch die strahlenbiologischen Schidden weit voneinander entfernt. Bei
dichtionisierender Strahlung, wie z.B. Protonen- oder Schwerionenstrahlung, liegen die
Ionisationsereignisse als dichte Spur entlang der Bahn des Teilchens und bewirken eine hohe
lokale Schadensdichte (Ward, 1985; Goodhead, 1989; Kramer und Kraft, 1994; Kraft et al.,
1999). Diese Unterschiede in der Energiedeposition fithren auch zu Unterschieden in der Art
der erzeugten Strahlenschéden (z.B. Gerasimenko et al., 1980; Heilmann et al., 1996; Ritter et
al., 1996; Durante et al., 1998; Ohara et al.,, 1998). Die Reparatur solcher durch
Teilchenstrahlen erzeugten Schidden ist weniger effizient als die durch diinnionisierende
Strahlung induzierten Aberrationen (Goodwin et al., 1994; Heilmann et al., 1996).

Zum Vergleich der Wirkung unterschiedlicher Strahlenarten werden in der Strahlenbiologie
250kV Rontgenstrahlung als Referenzstrahlung verwendet. Die relative biologische
Wirksamkeit (RBW) einer Teststrahlung ist dabei definiert als Quotient der Strahlendosis (D)
der Referenzstrahlung und der Dosis der Teststrahlung, die jeweils zum gleichen
strahlenbiologischen Effekt fiihrt:

Formel 2.1:

D(250kV Rontgenstrahlung)
D(Teststrahlung)

RBW =

Experimente und Rechnungen zeigen eine starke Abhdngigkeit der RBW vom linearen
Energietransfer (LET) (Uberblick in Kraft, 2000). Der LET beschreibt die Energieabgabe
bzw. den Energieverlust dE/dx in Kiloelektronenvolt (keV) pro Mikrometer (um) Weglinge
eines Teilchens beim Durchgang durch biologische Materie. Die Dosis, die hierbei libertragen
wird, steht mit der Fluenz {iber den LET in Zusammenhang:
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Formel 2.2:

D :1,6><1O‘9><LET><F><l

P

D Dosis [Gy]

LET Linearer Energietransfer [keV/um]

F Teilchenfluenz [1/cm?]

p Dichte [g/cm’], fiir Wasser p = | g/cm’

Der LET ist von der kinetischen Energie und der Ladung des Projektilions abhéngig und wird
sowohl von der Dichte als auch von der Kernladung der durchdrungenen Materie (Target)
beeinflusst. Fiir biologische Targets wird der LET-Wert in Wasser als Niherung verwendet.
Mit zunehmendem LET steigt der RBW bis zu einem Maximum an und féllt dann steil ab
(Kapitel 5.3.5., Abbildung 5.3), wobei der Verlauf der Kurve fiir die einzelnen lonenarten
unterschiedlich ist, da die Maxima mit steigender Ordnungszahl (Z) deutlich zu héheren LET-
Werten verschoben sind (Barendsen et al., 1963; Wulf et al., 1985; Weyrather et al., 1999;
Kraft, 2000).

Neben der Abhdngigkeit der RBW von physikalischen Eigenschaften der Strahlung wird ihre
Messung auch von biologischen Faktoren wie z.B. der Reparaturkapazitit der verwendeten
Zellen beeinflusst (z.B. Weyrather et al., 1999). Dies ist in Abbildung 2.2 anhand der
Uberlebenskurven von chinesischen Hamsterzellen (CHO-K1 und xrs5) dargestellt. Bei der
Zelllinie xrs5 handelt es sich um eine chemisch induzierte Mutante der CHO-K1-Zellen.
Diese Mutante ist, bedingt durch eine drastische Reduktion der Reparaturkapazitidt von DNA-
Doppelstrangbriichen, gegeniiber Strahlung sehr empfindlich.

5.
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—&— Xrsb
4
34
=
m
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Abbildung 2.2: Relative biologische Wirksamkeit (RBW) in Abhéngigkeit vom linearen Energietransfer (LET)
bei einem Uberlebensniveau von 10% von CHO-KI-Zellen und ihrer DNA-Doppelstrangbruch
reparaturdefizienten Mutante xrs5 (aus Weyrather et al., 1999; modifiziert).
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Mit abnehmender Geschwindigkeit bzw. Energie des Projektils steigt der LET bis zu einem
Maximum an, flir Kohlenstoff liegt dieses Maximum bei einer Energie von ca. 0,5 MeV/u, um
dann wieder etwas abzufallen. Durch die Geschwindigkeitsabnahme erhoht sich die
Wechselwirkungszeit des Projektils mit der biologischen Materie und die Dosis erreicht ein
scharfes Maximum im ,,Bragg-Peak‘-Bereich, kurz bevor das Teilchen in der Materie stoppt.
Dieses Bragg-Maximum ist charakteristisch fiir Tiefendosisprofile von Teilchenstrahlen. Die
Lage dieses Maximums bzw. Eindringtiefe der Teilchen 14Bt sich iiber die Wahl der
Eintrittsenergie der Teilchen in die Materie variieren. Tiefendosisprofile verschiedener
Strahlenarten, mit zum Teil unterschiedlichen Energien, sind in Abbildung 2.3 dargestellt. Der
Verlauf der Tiefendosiskurven ist der urspriingliche Grund Ionen in der Therapie zu
verwenden.
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Abbildung 2.3: Tiefendosisprofil von Rontgen-, “Co-Gamma- und 18MeV/u Photonen-Strahlung im Vergleich
zu 250 und 300MeV/u Kohlenstoffionen. Die Position des Bragg-Maximums hingt von der Energie der lonen ab
und kann durch die Wahl der geeigneten Energie in der Tiefe bzw. Reichweite variiert werden.

2.6. Einsatz von lonenstrahlen in der Tumortherapie

Ionenstrahlen, wie z.B. Protonen, die weltweit am héufigsten in der Tumortherapie zur
Anwendung kommen oder die bei der GSI verwendeten Kohlenstoffionen, zeigen gegeniiber
den konventionell verwendeten Photonenstrahlen einige Vorteile. Neben der deutlich besseren
Dosisdeposition, bedingt durch das invertierte Dosisprofil (Abbildung 2.3), weisen
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Schwerionen zusétzlich eine erhohte biologische Wirksamkeit auf. Da bei hochenergetischen
Photonenstrahlen die im Gewebe deponierte Dosis nach einem kurzem Anstieg mit
zunehmender Tiefe stetig abfdllt, wird bei der Bestrahlung eines tiefliegenden Tumors im
gesunden Gewebe vor dem Zielvolumen eine hohere Dosis deponiert als im Tumor. In der
Therapiepraxis wird diese Dosis durch mehrere Einzelstrahlrichtungen, der sogenannten
,Kreuzfeuertechnik®, auf ein groferes Volumen des gesunden Gewebes verteilt. Trotzdem ist
die Integraldosis im gesunden Gewebe und damit das Risiko von Nebenwirkungen und
Spéatfolgen groBer als die therapeutische Tumordosis. Das invertierte Tiefendosisprofil von
Protonen- und Ionenstrahlen ermdglicht eine bessere Dosisverteilung, wobei eine hohe Dosis
im Tumorgewebe deponiert werden kann, bei gleichzeitiger Schonung des gesunden Gewebes
(z.B. Tobias et al., 1979; Kraft, 1990; Durante et al., 2000).

Durch die beschriebenen Vorteile der Ionenstrahlen konnen tiefliegende und strahlenresistente
Tumore effektiver behandelt werden. Da Kohlenstoffionen zusitzlich eine geringe
biologische Wirksamkeit im Eintrittskanal aufweisen und eine deutlich erhéhte im
Tumorvolumen, werden sie fiir die Tumortherapie verwendet (Uberblick in Kraft, 2000).
Auch die mit steigender Ordnungszahl abnehmende Reichweiten- und Seitenstreuung stehen
bei Kohlenstoffionen in einem akzeptablen Verhéltnis zur zunehmenden Entstehung von
leichten Fragmenten durch Kernreaktionen (Kraft, 1990).

Von Wilson wurde 1946 erstmals die Verwendung von Protonen zur Behandlung von
Krebspatienten vorgeschlagen. Am LBL (Lawrence Berkeley National Laboratory; Berkeley,
USA) wurde im Jahre 1954 mit der Behandlung von Krebspatienten mit Protonen am
BEVALAC begonnen. Diese Protonentherapie wurde 1957 durch die Bestrahlung der Tumore
mit Heliumionen am 184inch Cyclotron ergéinzt, die bis zur Stilllegung des Beschleunigers im
Jahre 1992 fortgefiihrt wurde. Zusitzlich wurden im Zeitraum von 1975 bis 1992
Schwerionen am BEVALAC zur Tumorbestrahlung verwendet und zwar zunédchst Argon und
spiter Neon (Uberblick in Sisterson, 2001). Zur Zeit wird weltweit an drei Instituten eine
Tumortherapie mit Schwerionen durchgefiihrt. In Chiba (Japan) wurden seit 1994 iiber 1000
Patienten behandelt und seit 2001 steht in Hyogo (Japan) ein zweiter Therapiebeschleuniger
zur Verfligung, an dem bislang iiber 10 Patienten bestrahlt wurden. An der GSI in Darmstadt
(Deutschland) konnten seit 1997 tiber 140 Patienten behandelt werden (Schulz-Ertner et al.,
2002). Beim Therapieprojekt der GSI wird erstmals eine dreidimensionale tumorkonforme
Bestrahlung mit Hilfe des Raster-Scan-Verfahrens (Haberer et al., 1993) und eine Online-
Kontrolle des Ionenstrahles durch Verwendung der Positronen-Emissions-Tomographie PET
eingesetzt (Enghardt et al., 1999). Der Einsatz dieser Techniken in der Tumortherapie erhoht
nicht nur die Prizision der Dosisverteilung sondern auch die Kontrolle der Bestrahlung und
somit die Sicherheit.

Dariiber hinaus wird bei der GSI erstmals die physikalische Bestrahlungsplanung mit einer
biologischen Bestrahlungsplanung kombiniert. Das Modell zur biologischen Wirkung von
Teilchenstrahlen (Krdmer und Scholz, 2000) basiert auf Erkenntnissen, die durch jahrelange
Arbeit aus in vitro Experimenten gewonnen wurden (z.B. Wulf et al., 1985; Aufderheide et
al., 1987; Weyrather et al., 1999). Die hierbei gemessenen RBW stimmte mit den berechneten
Werten des Modells gut iiberein. Die Genauigkeit der biologischen Bestrahlungsplanung
wurde erfolgreich in mehreren in vivo Experimenten an Minischweinen und Ratten als
Modellsystem tiberpriift.
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2.7. Zielsetzung

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Wirkung von diinn- und dicht-ionisierender Strahlung
auf humane PBLs gesunder Blutspender zu untersuchen. Hierzu liegen in der Arbeitsgruppe
(Biophysik, GSI Darmstadt) bereits eine umfassende Anzahl an Experimenten mit etablierten
Saugetier-Zellen, wie z.B. CHO-K1-, xrs5- und V79-Zellen (Ritter et al., 1992; Scholz et al.,
1994; Ritter et al., 1996; Weyrather et al., 1999), sowie humanen Hautfibroblasten (Grofer,
1998; Berger, 2001; Fournier et al., 2001) vor. Fiir die Ausdehnung dieser Experimente auf
humane PBLs sprach die einfache Entnahme der Zellen, die gerade bei der Untersuchung
mehrerer gesunder Personen von grolem Vorteil ist. In diesem Zusammenhang wurden
biologische Verdanderungen in der Aberrationsrate von Meta- und Interphasezellen sowie der
Zellproliferation, des Mitoseindexes, der Induktion von Apoptose und der Stimulation von
Zellen gemessen. Diese Untersuchungen sollten Auskunft {iber eine eventuell vorhandene
individuelle Strahlensensibilitit geben. Dies ist fiir Mediziner sowie Strahlenbiologen von
grolem Interesse, da Schwankungen in der Reaktion von Zellen verschiedener Spender auf
Strahlung gleicher Dosis und Qualitdt die Genauigkeit einer biologischen Dosimetrie
beeinflussen wiirde. Bei groflen Unterschieden in der individuellen Strahlenempfindlichkeit
wiirde eine einzelne Eichkurve nicht zur Abschitzung der erhaltenen Strahlendosis
ausreichen. Die zu untersuchenden Personen miissten in Subpopulation mit einer dhnlichen
Strahlensensibilitdt eingeteilt werden und fiir jede Gruppe miisste eine eigene Eichkurve
erstellt werden. Zu diesem Thema liegen in der Literatur kontroverse Ergebnisse vor, die zum
einen individuelle Strahlensensitivititen in PBLs nachweisen (z.B. Scott und Lyons, 1979;
Ricoul et al., 1997) und zum anderen keine Unterschiede in der Strahlenreaktion
verschiedener Spender erkennen (z.B. Sharpe et al., 1969; Lindholm et al., 1998).

Da zur Zeit die Chromosomenanalyse in PBLs das empfindlichste und zuverlédssigste
biologische Verfahren zur Quantifizierung von Strahlenexpositionen darstellt, stand die
Auswertung von Chromosomenschéden in Metaphasezellen im Mittelpunkt der vorliegenden
Arbeit. Weil die Anzahl an Aberrationen durch biologische Faktoren beeinflusst werden kann,
sollten einige dieser Parameter bestimmt werden, zu denen unter anderem die
Zellzyklusverzégerungen zahlt. Wenn stark geschédigte Zellen spiter als ungeschidigte oder
gering geschidigte Zellen die erste Mitose nach Bestrahlung erreichen, so wiirde eine
Probenentnahme zu friihen Zeitpunkten (klassisch nach 48h) eine Unterschitzung des
strahlenbiologischen Schadens zur Folge haben. Daher sollten Proben iiber einen Zeitraum bis
zu 96h nach Bestrahlung gemessen werden. Ein Anstieg der Aberrationsrate {iber die Zeit ist
dann ein Indiz fir vorhandene Zellzyklusverzogerungen geschadigter Zellen. Weiterhin
sollten die Apoptose- und die Stimulierungsrate der PBLs nach Bestrahlung untersucht
werden. In erster Linie ist hierbei von Interesse, ob es zu einer dosisabhidngigen Verdnderung
dieser Parameter kommt, die wiederum die Auswertung von Chromosomenschidden in
Metaphase beeinflussen wiirden. Durch die Bestimmung dieser biologischen Parameter, aber
vor allem durch die Messung von Chromosomenaberrationen in Metaphasen der ersten
Mitose zu spdteren Probenzeitpunkten, wird der Umfang der Experimente erhoht. Daher
sollen Chromosomenaberrationen und DNA-Schdden zunédchst in PBLs einiger weniger
Probanden untersucht werden. Auftretende Unterschiede in der Strahlensensibilitdt konnten
dann in folgenden Forschungsprojekten durch die Ausdehnung der Auswertungen auf weitere
Blutspender untermauert werden.

Die erhaltenen Ergebnisse sollen eine erste Abschidtzung der Moglichkeit des Einsatzes der
Auswertung von Chromosomenaberrationen als ,,predictive assay“ erlauben. Fiir die
Strahlentherapie wire es von grolem Vorteil, wenn individuelle Strahlensensitivititen von
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Patienten im Vorfeld der Bestrahlung abgeschétzt werden kénnten. Hierzu wiirden in vitro
Experimente mit PBLs der einzelnen Patienten vorgenommen und die Anzahl an
strahleninduzierten Chromosomenschidden in Metaphaseprdparate bestimmt. Ein Vergleich
der Aberrationsraten konnte eine Einschdtzung der Strahlensensibilitit gestatten und diese
Ergebnisse wiirden, wenn sie in die Bestrahlungsplanung mit einflieBen, eine individuelle
Strahlentherapie ermdglichen
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3. Material und M ethoden

Die verwendeten Materialien werden im Anhang unter Kapitel 7.2 aufgefiihrt. Alle
Chemikalien entsprachen pA-Qualitit. Wasser zum Ansetzen von Losungen und Puffer wurde
in einer Reinstwasseranlage (Millipore) durch Umkehrosmose erzeugt und vor Verwendung
stets autoklaviert. Im Folgenden wird dieses hochreine Wasser als MilliQ bezeichnet.

Eine schematische Ubersicht des Experimentenablaufes mit den verwendeten Methoden zeigt
Abbildung 3.6 (Seite 38).

3.1. Verwendete Zdlen

3.1.1. PeriphereBlutlymphozyten (PBLS)

Fir die Experimente wurden periphere Blutlymphozyten von fiinf gesunden Spendern
verwendet (Tabelle 3.1). Alle Blutspender hatten sich freiwillig zur Verfiigung gestellt und es
handelte sich stets um Nichtraucher. Das Alter der Blutspender lag im Bereich von 34 bis 51
Jahren mit einem Durchschnittsalter von 42 Jahren. Die regelméfigen Untersuchungen der
Blutspender auf HIV (,,Human Immuno-deficiency Virus*), HBV (Hepatitis B) und HBC
(Hepatitis C) ergaben stets negative Befunde.

Blutspender Geschlecht Alter im Zeitraum der Experimente in Jahren
Spender 1 \\% 40 — 44
Spender 2 W 40 — 44
Spender 3 M 47 —-51
Spender 4 M 3943
Spender 5 M 34 38

Tabelle 3.1: Informationen tiber die freiwilligen Spender, deren Blutlymphozyten fiir die Experimente verwendet
wurden (w = weiblich; m = ménnlich).

3.1.2. Chinesische Hamster Zellen (CHO-K 1)

Diese Zellen wurden ausschliefllich als mitotische ,,Inducer“-Zellen bei der PCC-Methode
verwendet (Kapitel 3.8). Bei der Zellinie CHO-K1 handelt es sich um Ovarzellen aus dem
chinesischen Hamster (Cricetulus griseus), deren Eigenschaften im Detail von Deaven und
Petersen (1973) beschrieben wurden. Die Zellen wurden von Prof. Dr. P. Virsik-Kopp der
Universitit Gottingen zur Verfiigung gestellt.

3.2. Blutentnahme und Isolierung der Lymphozyten

Die Blutentnahme wurde im Labor durch eine qualifizierte MTA durch Punktierung der
Armvene durchgefiihrt. Hierflir wurde ein Blutentnahme-Set und Vacutainer® CPT™ (,,Cell
Preparation Tube*) Rohrchen verwendet, die im Folgenden kurz als Vacutainer bezeichnet
werden. Das Blut wurde steril durch den Vakuumsog aus der Vene iiber einen Adapter direkt
ins Rohrchen entnommen. Die verwendeten Vacutainer enthalten ein Antikoagulans
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(Natrium-Heparin) und ein kombiniertes Gel/Ficoll-Trennsystem. Pro Vacutainer kénnen ca.
8ml Blut aufgetrennt werden.

Unmittelbar nach der Blutentnahme wurden die Vacutainer bei 2900Upm (1600g) fiir 20min
zentrifugiert. Wahrend der Zentrifugation sammeln sich die mononukleéren Zellen wie z.B.
Lymphozyten und Monozyten im Ficoll oberhalb des Trenngels, das eine stabile und
undurchlissige Barriere zum Pellet aus Erythrozyten bzw. Granulozyten bildet. Uber der
Schicht mit mononukleédren Zellen befindet sich das Blutplasma.

Das Blutplasma wurde vorsichtig abgenommen und verworfen. Die Schicht mit den
mononukledren Zellen wurde mit einer Pipette in 10ml Zentrifugenr6hrchen tiiberfiihrt. In
jedes Zentrifugenrohrchen wurde die Ausbeute an mononukledren Zellen von maximal zwei
Vacutainern gegeben. Oberhalb des Trenngels wurden die Vacutainer mit Medium I gespiilt
und dieses Medium ebenfalls in die Zentrifugenrdhrchen tiberfiihrt. Die Zentrifugenréhrchen
wurden mit Medium I aufgefiillt und anschlieBend bei 1500Upm (ca. 390g) fiir 10min ohne
Bremse zentrifugiert. AnschlieBend wurde der Uberstand (Medium I) verworfen, das
Zellpellet resuspendiert, die Zellzahl bestimmt (Kapitel 3.3.) und die Zellen fiir die
Bestrahlung aufgeteilt (Kapitel 3.6.).

3.3. Bestimmungder Zellzahl und des Zellvolumens

Die Bestimmung der Zellzahl wurde mit dem Zellanalysesystem Casy 1 (Schirfe System)
durchgefiihrt. Zur Messung wurden die Zellen in einem schwachen Elektrolyten suspendiert
und mit konstanter Stromungsgeschwindigkeit durch eine elektrolytgefiillte Kapillare gesaugt,
die einen definierten elektrischen Widerstand darstellt. Beim Durchtritt durch die Kapillare
verdrangen die Zellen eine ihrem Volumen entsprechende Menge der Elektrolytlosung. Da
intakte Zellen in erster Ndherung als Isolator betrachtet werden konnen, kommt es zu einer
Widerstandserhohung entlang der Kapillarstrecke. Diese Widerstandsdnderung ist zugleich
ein Mal} fiir das Volumen der Zellen. Voraussetzung fiir dieses Messverfahren ist, dass die
Zellen die Messpore einzeln passieren, daher ist ein sorgfaltiges Vereinzeln der Zellen duf3erst
wichtig.

Fiir die Messung der Lymphozyten bzw. CHO-K1-Zellen wurden 200ul Zellsuspension in
10ml isotoner Losung (Casyton) verdiinnt. Der Messbereich betrug bei den PBLs 6-15um und
bei den CHO-K1-Zellen 9-20,55um. Die Zellzahl pro ml wurde unmittelbar nach der
Verdiinnung gemessen.

Dariiber hinaus wurde das Volumen von CHO-K1-Zellen nach dem mitotischen Abschiitteln
(Kapitel 3.7.) mit dem Zellanalysesystem Coulter Counter (Coulter) bestimmt, um den
prozentualen Anteil an Zellen in der Mitose wéhrend dieses Vorgangs abschitzen zu konnen.

3.4. Lagerungund Auftauen der Zellen

Eine Lagerung der PBLs wurde nicht vorgenommen. Unmittelbar vor jedem Experiment
wurde dem jeweiligen Blutspender das Blut frisch abgenommen.

Die CHO-K1-Zellen wurden in speziellem Einfriermedium eingefroren, welches zum Schutz
der Zellen DMSO enthielt und dem zusétzlich beim Einfrieren der CHO-K1-Mitosen Sul/ml
Colcemid zugegeben wurde. Die Stammkulturen der CHO-K1-Zellen wurden in fliissigem
Stickstoff bei —196°C und die CHO-K1-Mitosen fiir die PCC-Methode in einem
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Tiefkiihlschrank bei —80°C in 2ml Kryordhrchen gelagert. Die Zellkonzentration betrug stets
1,1 x 10° Zellen pro ml. Es wurden maximal 1,8ml Zellsuspension pro Kryordhrchen
eingefiillt. Das Einfrieren der Zellen wurde zunédchst in speziellen Einfrierbehéltern
vorgenommen, die mit Isopropanol gefiillt waren und in denen die Zellen fiir einen Tag bei
einer Temperatur von —80°C inkubiert wurden. Dann wurden die Kryoréhrchen in
Aufbewahrungsbehilter liberfiihrt, die entweder in Stickstoff oder bei —80°C gelagert wurden.

Das Auftauen der CHO-K1-Zellen erfolgte in einem auf 37°C vorgewarmtem Wasserbad. Da
sowohl bei den CHO-K 1-Zellen als auch bei den CHO-K1-Mitosen DMSO als Frostschutz im
Medium vorhanden war und DMSO iiber 0°C toxisch auf die Zellen wirkt wurde das
Einfriermedium gegen frisches Kulturmedium ausgetauscht. Die fiir die PCC-Methode
verwendeten Mitosen wurden daher in ein Zentrifugenréhrchen tliberfiihrt, mit 4ml frischem
Medium I (+ 50ul Colcemid) aufgefiillt und 6min bei 1000Upm (170g) zentrifugiert (Kapitel
3.8.). Die Stammkulturen, die in fliissigem Stickstoff gelagert wurden, wurden in 75cm’
Zellkulturflaschen mit ca. 10ml HAM'S F12-Medium ausgesit. Nach ca. 2 Stunden wurde
das Anheften der Zellen lichtmikroskopisch {iberpriift und ein Mediumwechsel durchgefiihrt,
um das DMSO zu entfernen.

3.5. Zdlkultivierung

Alle verwendeten Zellen wurden in Begasungsbrutschrinken von Heraeus bei 37°C, 100%
Luftfeuchtigkeit und 5% CO, kultiviert. Fiir die Zellkultivierung wurden Zellkulturflaschen
(12,5, 25, 75, 225cm?), Roller-Flaschen (850cm?®) sowie Zentrifugenréhrchen (10ml)
verwendet. Um den Gasaustausch zu gewihrleisten, wurden die Deckel nicht fest
verschlossen oder Gasaustauschkappen (0,2um Porenweite) verwendet. Bei der Handhabung
von Zellen, deren Zellkulturmedium BrdU enthielt, wurde das Labor abgedunkelt.

Die peripheren Blutlymphozyten wurden nach der Bestrahlung als Suspensionskultur mit
einer Konzentration von 0,3 bis 0,4 x 10° Zellen/ml Medium in Kulturflaschen (12,50m2)
bzw. Zentrifugenrohrchen (10ml) kultiviert. Die Kulturflaschen wurden mit maximal 6ml
Zellsuspension gefiillt und aufrecht in den Brutschrank gestellt. Bei der Kultivierung der
PBLs in Zentrifugenr6hrchen betrug das maximale Volumen an Zellsuspension 5ml. Die
Rohrchen wurden umgelegt um die Oberfliache fiir den Gasaustausch zu vergrof3ern. Es wurde
fiir die Isolierung und Bestrahlung der PBLs sowie fiir die PCC-Proben stets RPMI 1640-
Medium verwendet, dem 20% fotales Rinderserum, 1% L-Glutamin, 1%
Neomycin/Bacitracin und 0,2% Natrium-Heparin (Medium I) zugesetzt wurde. Fiir alle
weiteren Experimente, die mit proliferierenden Zellen durchgefiihrt wurden, wie die
Chromosomenanalyse in M-Zellen, Untersuchungen zum Stimulierungsverhalten der PBLs
und zur Induktion der Apoptose, wurde dem Medium I zusétzlich 1% Phythdmagglutinin
(PHA) zur Stimulation der Zellen, 6pg/ml BrdU und 4,8pug/ml DC zugesetzt (Medium II). Die
PBLs wurden unmittelbar vor dem Versuch entnommen (Kapitel 3.2.) und am gleichen Tag
bestrahlt. Daher wurde auch kein Mediumwechsel wihrend der Kultivierungsdauer
durchgefiihrt.

Fir die Chromosomenpriparation wurde der Zellsuspension 3 Stunden vor
Probenaufarbeitung Colcemid zugegeben, ein Spindelgift, das eine Anreicherung der Zellen
in der Mitose bewirkt. Die Konzentration betrug 200ng Colcemid pro ml Medium.

Die CHO-K1-Zellen wurden als adhirente Monolayer-Kulturen in Zellkulturflaschen (75cm?)
kultiviert. Dem Zellkulturmedium HAM'S F-12 wurden 10% fotales Rinderserum, 1% L-
Glutamin und 1% Neomycin/Bacitracin zugegeben (Medium III). Die Zellen wurden zweimal
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pro Woche passagiert. Hierzu wurde das Medium abgenommen und verworfen, die Zellen mit
Iml Trypsin gespiilt und dieses Trypsin ebenfalls verworfen. AnschlieBend wurden 3ml
Trypsin in die Kulturflasche pipettiert und die Zellen fiir ca. Smin in einem Brutschrank bei
37°C inkubiert. Das Ablosen der Zellen wurde lichtmikroskopisch kontrolliert, die Zellen
durch mehrmaliges aufziehen mit einer 2ml Pipette vereinzelt und die enzymatische Reaktion
des Trypsins durch Zugabe der doppelten Menge Medium, bezogen auf das Trypsinvolumen,
abgestoppt. Die Zellzahl wurde bestimmt (Kapitel 3.3.) und 150000 CHO-K1-Zellen pro
75cm? Zellkulturflaschen ausgesit.

Fiir die Gewinnung der CHO-K1-Mitosen wurde eine hohe Zellanzahl bendtigt, daher wurden
die Zellen zunichst in 225cm” Zellkulturflaschen und anschlieBend in Roller-Flaschen
kultiviert. Einzelheiten zur Zellvermehrung werden in Abschnitt 3.7. ndher erldutert.

3.6. Bestrahlung der Blutlymphozyten

Die Bestrahlungen mit dichtionisierenden hochenergetischen Kohlenstoffionen und
diinnionisierender Rontgenstrahlung wurden an der GSI bei Raumtemperatur durchgefiihrt. Es
wurden stets unstimulierte PBLs, d.h. Zellen in der Gy-Phase, bestrahlt. Die Zellen wurden in
Kiihltaschen vom Labor an der Bestrahlungsplatz transportiert um Temperaturschwankungen
zu minimieren. Die Kontrollen wurden zum Bestrahlungsplatz mitgefiihrt und dort fiir die
Dauer der Bestrahlung deponiert.

3.6.1. Hochenergetische K ohlenstoffionen

Die Bestrahlung der PBLs mit hochenergetischen Kohlenstoffionen wurde am
Schwerionensynchrotron (SIS) der GSI durchgefiihrt und zwar mit Energien von 400MeV/u
(LET = 11keV/um; LET i, = 10,85keV/pm; LET . = 11,02keV/um) bzw. 100MeV/u (LET
= 28keV/um; LET i, = 26keV/pum; LET .« = 31keV/um). Da der Durchmesser der Rohrchen,
die fiir die Bestrahlung verwendet wurden, 1cm betrug und es iiber diese Eindringtiefe zu
einer Anderung des LET s kommt, wurde hier die entsprechenden Mittelwerte und Extrema
angegeben. Die Zellen wurden mit Dosen von 1 bis 4Gy bestrahlt bei einer Dosisleistung von
ca. 2Gy pro Minute. Dabei wurde der Teilchenstrahl mit Hilfe des Raster-Scanners (Haberer
et al., 1993) iiber die Probe gefiihrt. Das Prinzip des Raster-Scan-Verfahrens zur konformen
Bestrahlung beruht darauf, dass ein feiner Teilchenstrahl mit Hilfe von Ablenkmagneten
rasterformig liber das zu bestrahlende Zielvolumen, welches in Schichten gleicher Reichweite
zerlegt wurde, gefiihrt wird. Die Dosimetrie wurde mit Hilfe von Ionisationskammern
durchgefiihrt, die entweder mit Kernspur-Detektoren (CR39-Plittchen) oder geeichten
Ionisationskammern kalibriert wurden, wie im Detail bei Heeg et al. (1999) beschrieben ist.

Fiir die Bestrahlung wurden die Zellen in 5Sml Kryordhrchen iiberfiihrt. Die Zellkonzentration
der Suspension betrug hierbei maximal 4 x 10° Zellen/ml Medium I, da es bei héheren
Zellkonzentrationen wahrend der Bestrahlung, die ca. 30min bis zu 1 Stunde dauert, zu
Sauerstoffmangel und Anderung des pH-Wertes in der Zellsuspension kommen kann (M.
Durante, personliche Mitteilung).

3.6.2. Rontgenstrahlung

Als Referenzstrahlung wurde Rontgenstrahlung verwendet. Die Proben wurden an einer
Rontgenrohre (Hersteller Seifert) bei einer Spannung von 250kV und einer Stromstidrke von
16mA bestrahlt. Die Anode der R6hre bestand aus Wolfram, als Austrittsfenster wurde eine
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Berylliumfolie (7mm) verwendet. Die weichen Anteile der Strahlung wurden in Filtern (1mm
Aluminium und 1mm Kupfer) absorbiert. Dosis und Dosisleistung wurden mit Hilfe einer
nach Fricke und Hart (1966) kalibrierten Ionisationskammer (Stabdosimeter DL4, Pychlau)
ermittelt. Die Zellen wurden mit Dosen von 1 bis 10Gy bestrahlt bei einer Dosisleistung von 2
bis 3Gy pro Minute.

Die Bestrahlung der PBLs wurde in 25cm® Zellkulturflaschen durchgefiihrt, wobei die
Flaschen mit maximal 5ml Zellsuspension gefiillt wurden. Bei der Bestrahlung der Zellen
wurde wie auch in den Experimenten mit Kohlenstoffionen eine Konzentration von 4 x 10°
Zellen/ml Medium I nicht iiberschritten,.

3.7. Gewinnung der CHO-K1-Mitosen

Mitotische CHO-K1-Zellen wurden fiir die Durchfiihrung der PCC-Technik in Gy-Phase-
PBLs (Kapitel 3.8.) benétigt. Um CHO-K1-Zellen in Mitosephase zu gewinnen, wurde das
Verfahren des mitotischen Abschiittelns angewandt. Bei diesem Verfahren macht man sich
die Tatsache zu Nutze, dass sich Zellen wihrend der Mitose abrunden und den Kontakt zur
Oberflache der Zellkulturflasche verringern. Die mitotischen Zellen konnen durch leichtes
Klopfen oder Drehen geldst und durch anschlieBende Zentrifugation des Mediums gewonnen
werden. Durch die Zugabe des Spindelgiftes Colcemid zum Kulturmedium kdnnen mitotische
Zellen angereichert werden, da es die Zellen in der M-Phase arretiert.

Zur Gewinnung der CHO-K1-Mitosen wurden die Zellen in 850cm® Roller-Flaschen
kultiviert, die aufgrund ihrer groBen Oberfliche das Erreichen einer sehr hohen Zellzahl
ermoglichen. Fiir die Experimente wurden die Zellen nach dem Auftauen ca. 14 Tage
kultiviert (Kapitel 3.5.). AnschlieBend wurden 0,5 x 10° Zellen in 225cm” Kulturflaschen
ausgesit, nach drei Tagen geerntet und 10 x 10° Zellen pro Roller-Flasche ausgesit. Die
Roller-Flaschen wurden in die Roller-Apparatur eines Begasungsbrutschrankes (Biocenter
2001, Tecnomara) eingesetzt und in 200ml Medium III rotierend kultiviert, so dass die Zellen
standig mit Medium benetzt wurden. Nach 48 Stunden wurde das Kulturmedium gegen 75ml
Medium III mit 50ng pro ml Colcemid ausgetauscht. Nach 20miniitiger Inkubation der Zellen
wurden jeweils zwei der Roller-Flaschen in eine spezielle Apparatur (Eigenbau der GSI)
eingesetzt und fiir 1 bis 2min bei ca. 200Upm gedreht, um Zelltriimmer und nicht angeheftete
Zellen zu entfernen. Das Medium wurde abgenommen und mit Hilfe des Casy 1 die Zellzahl
und die ZellgroBenverteilung bestimmt. Dieser Vorgang wurde noch zweimal wiederholt.
AnschlieBend wurden die Intervalle zwischen dem Ernten der mitotischen Zellen auf zwei bis
drei Stunden ausgedehnt. Sobald die Zellsuspension mindestens 95% mitotische Zellen
enthielt, wurde sie in 50ml Falkon Rohrchen pipettiert. Dies wurde mittels der
ZellgroBenverteilung (Casy) bzw. mittels der Zellvolumenverteilung (Coulter) zunichst
abgeschdtzt und durch die Herstellung und Auswertung von Chromosomenpréparaten
(Kapitel 3.9.) tiberpriift. Die Mitosen wurden nun 15min bei 1200Upm (250g) zentrifugiert
(Minifuge RF), der Uberstand abgegossen und das Pellet in einer entsprechenden Menge
Einfriermedium (+ 50ng/ml Colcemid) aufgenommen, um eine Konzentration von 2 x 10°
Zellen/1,8ml Medium zu erhalten. Jeweils 1,8ml der Zellsuspension wurden in Kryordhrchen
pipettiert und bei —80°C in einem Tiefkiihlschrank gelagert (Kapitel 3.4.). Es konnten drei- bis
viermal Mitosen geerntet werden, bis nicht mehr ausreichend Zellen in den Roller-Flaschen
vorhanden waren bzw. der Anteil an mitotischen Zellen unter 95% fiel.
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3.8. Premature Chromosome Condensation (PCC) -Technik

Eine der Moglichkeiten Zellen auBlerhalb der Mitose anzuregen ihr Chromatin zu
kondensieren, ist die Fusion mit mitotischen Zellen. Hierbei werden Fusionsmittel wie
Polyethylenglycol oder Sendai-Viren benutzt, die eine Perforation der Zellmembranen
bewirken und dadurch ein verschmelzen von Zellen ermoglichen. Durch die Fusion wirken
die mitotischen Faktoren der M-Phase-Zelle auch auf die Interphasezelle und bewirken hier,
wie in der mitotischen Zelle, eine ,(friihzeitige* Kondensation des Chromatins. Diese
Methode, die auch als PCC-Technik bezeichnet wird und erstmals von Johnson und Rao
(1970) beschrieben wurde, ermoglicht eine mikroskopische Untersuchung von
Chromosomenschidden auflerhalb der Mitosephase (M-Phase). Die Durchfiihrung der PCC-
Technik erfolgte in Anlehnung an Pantelias und Maillie (1983).

Werden asynchrone Zellen mit mitotischen Zellen fusioniert und mit einem Mikroskop
untersucht, stellen sich die Chromosomen, je nachdem in welchem Stadium des Zellzyklus
sich die Zellen befinden, unterschiedlich dar (Rao et al., 1981). Chromosomen von Zellen, die
sich in der G;-Phase bzw. in der Gy-Phase des Zellzyklus befinden, besitzen nur einen DNA-
Doppelstrang bzw. eine Chromatide. Die Chromosomen erscheinen als feine einzelstringige
Gebilde und sind geringer gefarbt als die Chromosomen der mitotischen Zellen. Zellen in der
G;-Phase hingegen besitzen Chromosomen mit zwei Chromatiden, die jedoch, bedingt durch
einen geringeren Kondensationsgrad, ldnger als die Chromatiden von Metaphase-
Chromosomen sind. Die Chromosomen in der S-Phase liegen als ,,pulverisierte DNA-Wolke
vor. Schiden konnen hier nicht ausgewertet werden.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden PBLs in der Gy-Phase mit CHO-K1-Mitosen fusioniert
(Abbildung 3.1). Die PBLs wurden nach der Bestrahlung entweder sofort fusioniert, um das
Ausmal} des Initialschadens (ID) zu bestimmen oder fiir 20 Stunden bei 37°C im Brutschrank
inkubiert, um die Fahigkeit der Zellen, die bei der Bestrahlung entstandenen DNA-Schéden
zu reparieren, zu untersuchen. Hierzu wurde Polyethylenglycol als Fusionsmittel eingesetzt.
Alle Zentrifugationen wurden in der Minifuge RF mit Bremse bei Raumtemperatur
durchgefiihrt.

Zur Durchfiihrung der Zellfusion wurden CHO-K1-Mitosen aufgetaut (Kapitel 3.4.) und in
ein Zentrifugenréhrchen mit 4ml Medium I iiberfiihrt. Das verwendete Medium wurde zuvor
auf Eis gekiihlt und mit 50ul Colcemid versetzt, um ein Fortschreiten der CHO-K1-Mitosen
im Zellzyklus zu verhindern. Um das DMSO im Uberstand zu entfernen wurden die Mitosen
6min bei 1000Upm (170g) zentrifugiert. Der Uberstand wurde dekantiert, das Zellpellet
resuspendiert und mit gekiihltem Medium I (+ 50ul Colcemid) iiberschichtet, so dass eine
Zellkonzentration von 1 x 10° Zellen/ml vorlag. Nun wurden 1 x 10° PBLs und 1 x 10°
Mitosen in einem Rundbodenréhrchen durch mehrmaliges Aufziehen in einer 2ml Pipette
gemischt. Rundbodenréhrchen wurden verwendet, damit das entstehende Pellet eine grof3e
Oberfliche aufweist und somit die Kontaktfliche mit dem spiter zugegebenen
Polyethylenglycol erhoht wird.

Die Zellsuspension wurde nun Smin bei 1000Upm (170g) zentrifugiert, dann der Schaum, der
beim Durchmischen der Zellen entstanden war, vorsichtig mit einer Pipette entfernt. Der
Uberstand wurde abgegossen und das Zellpellet iiber Kopf ca. Imin getrocknet. Damit wurde
erreicht, dass sich keine Fliissigkeit bzw. Schaum auf dem Pellet befand, da sonst der Kontakt
zum Polyethylenglycol verringert und somit die Fusion der Zellen erschwert wiirde. Das
Zellpellet wurde mit 100ul Polyethylenglycol (Raumtemperatur) iiberschichtet. Hierzu wurde
die Eppendorfspitze vor dem Pellet angesetzt, wobei das Rohrchen mit der Offnung nach
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unten gehalten wurde, um zu vermeiden, dass an der Rohrchenwand befindlicher Schaum
oder Mediumreste zuriick auf das Pellet flieBen. Die Eppendorfspitze wurde zuvor ca. 1cm
abgeschnitten, um die Offnung zu vergréBern, da das Polyethylenglycol sehr dickfliissig ist.
Das Rohrchen wurde nun umgedreht und gleichzeitig das Polyethylenglycol vorsichtig iiber
das Pellet pipettiert. Nachdem das Polyethylenglycol 1,5min eingewirkt hatte, wurde mit einer
Iml Pipette 0,5ml PBS (w/0) vorsichtig hinzugegeben, so dass zwei Phasen entstanden. Durch
leichtes Klopfen mit dem Finger wurden unter Schlierenbildung das Polyethylenglycol und
das PBS durchmischt, ohne das Pellet zu 16sen. Nach 1min wurden erncut 0,5ml PBS
hinzugegeben. Durch Schiitteln wurde nun das Pellet geldst, so dass kleine Zellaggregate
sichtbar wurden. Die in Polyethylenglycol/PBS gelosten Zellen wurden 4min bei 900Upm
zentrifugiert, anschliefend dekantiert und ca. Imin iiber Kopf getrocknet. Es wurden 0,7ml
frisches Medium I (Raumtemperatur) vorsichtig an der Réhrchenwand zupipettiert und im
Anschluf3 das Pellet durch die Zugabe von 50ul Colcemid geldst. Die Probe wurde noch
einmal sanft geschiittelt, sodass kleine Zellaggregate sichtbar wurden. Die Zellen wurden in
einem Brutschrank bei 37°C und 5% CO, fiir 1 Stunde inkubiert. Wahrend dieser Zeit diirfen
die Zellen nicht bewegt werden, um eine hohe Fusionsrate sicherzustellen. Nach der
einstiindigen Inkubation der Zellsuspension wurden die Priparate wie in Kapitel 3.9.
beschrieben weiterbehandelt.

Gy-Chromatide X
PBL ‘\‘n“ ,.s': \
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M etaphasechromosom
CHO-K1-Zdle

Abbildung 3.1: Fusion einer mitotischen CHO-K1-Zelle (,,Inducer“-Zelle) mit einem ungeschidigten peripheren
Blutlymphozyten in der Go-Phase. Vergroflerung ca. 1500fach.
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3.9. Herstellung von Chromosomen-Pr apar aten

Die Proben von Metaphase- und Interphase-Zellen wurden auf die gleiche Art und Weise bei
Raumtemperatur aufgearbeitet, d.h. die Zellsuspension wurde bei 1200Upm (250g) fiir 10min.
zentrifugiert, der Uberstand dekantiert und anschlieBend durch leichtes Schiitteln geldst. Das
Quellen der Zellen wurde durch die tropfenweise Zugabe von 0,075M KCl-Losung (ca. 37°C)
zur Zellsuspension herbeigefiihrt. Nachdem das Rohrchen zur Hilfe gefiillt worden war,
wurde es ziigig aufgefiillt. Die Zellen wurden fiir 8min bei 1000Upm (170g) zentrifugiert, der
Uberstand dekantiert und das Zellpellet resuspendiert. AnschlieBend wurden sie mit einer am
Gebrauchstag frisch angesetzten Losung aus drei Teilen Methanol und einem Teil Eisessig
(100%ige Essigsdure) fixiert. Das Fixativ wurde tropfenweise zugegeben, um ein Verklumpen
der Zellen zu vermeiden. Die Zellen wurden 10min bei 1200Upm (250g) zentrifugiert, der
Uberstand abgegossen und die Zellen noch einmal wie zuvor beschrieben in Fixativ
gewaschen und zentrifugiert. Die Zellen verblieben im ersten oder zweiten Fixativ mindestens
30min.

Das 2. Fixativ wurde bis auf eine geringe Menge abgegossen und die Zellen resuspendiert.
Nach geeigneter Verdiinnung wurde die Zellsuspension auf Objekttriger getropft. Hierzu
wurden die Objekttrager mit MilliQ befeuchtet, sodass sich ein gleichméfBiger Wasserfilm auf
ihnen bildete. Mit einer Eppendorfpipette wurden 1 oder 2 Tropfen Zellsuspension
(16ul/Tropfen) auf einen Objekttriger aufgetragen. Das verdrangte Wasser wurde sofort mit
einem sauberen Papiertuch entfernt, um eine gute Spreitung der Chromosomen zu erzielen.
Die Qualitdt der Pridparate wurde unmittelbar nach dem Trocknen am Mikroskop iiberpriift.
Die getropften Pridparate wurden bei Raumtemperatur gelagert und spiter gefarbt (Kapitel
3.10. und 3.12.). Reste der Zellsuspension wurden bei —20°C gelagert nachdem die Réhrchen
mit frischem Fixativ aufgefiillt wurden.

3.10. Giemsa-Farbung

Die PCC-Préparate wurden mit einer 6%igen Giemsa-Losung (Merck, Darmstadt) in
Sorensenpuffer 10min gefarbt und anschlieBend zweimal in Leitungswasser gewaschen. Die
gefarbten Priparate wurden iiber Nacht getrocknet (Raumtemperatur) und anschlieend mit
einem Deckglas und drei bis vier Tropfen Eukitt eingedeckt.

3.11. Auswertung der mit Giemsa gefar bten PCC-Pr &par ate

Die mit Giemsa gefdarbten PCC-Préparate wurden bei 1000facher VergroBerung unter einem
Lichtmikroskop analysiert und pro Probe 50 Fusionen ausgewertet.

Da bei den Experimenten nur unstimulierte, d.h. Go-PBLs, verwendet wurden, besteht das
Genom der ungeschidigten fusionierten PBLs aus 46 einzelnen Chromatiden, die auch als
PCC-Fragmente bezeichnet werden (Abbildung 3.1). Durch die Bestrahlung der Zellen
werden DNA-Briiche induziert, wobei DNA-Doppelstrangbriiche zu einer Erhéhung der
Fragmentenzahl bezogen auf die jeweilige Kontrolle fithren. Nur Fusionen mit > 45
Chromatiden bzw. PCC-Fragmenten wurden ausgewertet.
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3.12. Fluoreszenz plus Giemsa-Farbung (FPG-Farbung)

Die Fluoreszenz plus Giemsa-Farbung ist eine differenzielle Férbung, die es ermdglicht
Zellen in der ersten, zweiten oder hoheren Mitose nach Bestrahlung zu unterscheiden (Perry
und Wolff, 1974). Hierzu werden die Zellen in Medium mit BrdU, einem Thymidin-
Analogon, kultiviert. Da die Zellen zwischen diesen beiden Basen nicht unterscheiden
konnen, werden wéhrend der S-Phase sowohl Thymidin als auch BrdU in den neu
synthetisierten DNA-Strang eingebaut. Die FPG-Fiarbung beruht darauf, dass nach UV-
Bestrahlung und Waschen der Zellen die Metaphasen in der ersten, zweiten oder hoheren
Mitose nach Zugabe von BrdU zum Zellkulturmedium Unterschiede in der Anfarbbarkeit mit
Giemsa aufweisen. Es wird vermutet, dass durch UV-Bestrahlung DNA-Strang-Briiche an
den Stellen induziert werden, an denen BrdU eingebaut wurde und dass durch nachfolgendes
Waschen der Zellen diese DNA entfernt wird. Unter dem Lichtmikroskop ist eine Aufhellung
der Giemsa-Farbung von Chromatiden erst sichtbar, wenn beide DNA-Stringe einer
Chromatide teilweise mit BrdU substituiert sind. Die Folge ist, dass Chromosomen von Zellen
in der ersten Mitose nach BrdU-Zugabe noch komplett dunkel erscheinen (Abbildung 3.2).
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Abbildung 3.2: Unterscheidung von Metaphasen in der 1., 2. und 3. Mitose nach BrdU-Zugabe mit Hilfe der
FPG-Férbung. Chromatiden von Metaphasen in der 1. Mitose ( I ) sind zu 100%, in der 2. Mitose ( II ) nur zu
50% und in der 3. Mitose ( III ) weniger als 50% dunkel gefdrbt. VergroBerung ca. 600fach
(Chromosomenpréparat von unbestrahlten PBLs von Spender 2, 72h nach Stimulierung).
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Bei Metaphasen in der zweiten Mitose nach BrdU-Zugabe ist eine Chromatide hell und eine
dunkel gefirbt. Durch Chromatidaustausche zwischen Schwesterchromatiden kommt es in
diesen Zellen zu typischen ,,Harlekin-Mustern* (Abbildung 3.3). Metaphasen der dritten bzw.
hoheren Mitose nach Bestrahlung zeigen geringere Anteile (< 50%) an dunkel gefdrbten
Chromatidabschnitten (Abbildung 3.2).

Fiir die differenzielle Farbung wurden die Chromosomenpriparate fiir eine Stunde mit
Bisbenzimide (Hoechst 33258) 1-5pug/ml in MilliQ lichtgeschiitzt in speziellen Farbetrogen
gefirbt, anschliefend zweimal in MilliQ gewaschen und luftgetrocknet. Die Praparate wurden
mit dem Bestrahlungspuffer (19,45ml 0,2M Na,HPO, + 0,55ml 0,1M Zitronensdure)
iiberschichtet, mit einem Deckglas abgedeckt und eine Stunde unter einer UV-Lampe
(360nm) bestrahlt. Der Abstand von Objekttriger zur Lampe betrug ca. Scm. Die Préparate
wurden zweimal in MilliQ gewaschen, getrocknet und fiir 30min im Wasserbad in 2 x SSC
(pH 7,5) bei 60°C inkubiert. AnschlieBend wurden sie erneut zweimal in MilliQ gewaschen
und mit Giemsa gefarbt (Kapitel 3.10.), luftgetrocknet und mit Eukitt eingedeckt.
Chromosomenschdden wurden nur in den ersten und zweiten Mitosen ausgewertet.
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Abbildung 3.3: Metaphase in der 2. Mitose nach Stimulation. SCEs sind mit einem durchgezogenen Pfeil mit
kleiner Spitze markiert. Eine Drehungen der Arme eines Chromosoms am Zentromer hingegen mit einem
unterbrochenen Pfeil mit groBer Spitze. VergroBerung ca. 1500fach (Chromosomenpriparat eines
ungeschidigten PBLs von Spender 2, 60h nach Stimulierung).
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3.13. Auswertung der Chromosomenschaden in FPG-Pr&paraten

Die eingedeckten Chromosomen-Priparate wurden mit einem Mikroskop der Firma Leica
(Typ DMRB) bei 1000facher VergroBBerung analysiert. Es wurde angestrebt pro Dosis und
Zeitpunkt jeweils 100 erste und zweite Mitosen auszuwerten. Der Anteil aberranter Zellen,
die Anzahl der verschiedenen Aberrationstypen, der prozentualer Anteil an Zellen in der
Mitose bezogen auf die Gesamtzellzahl (Mitoseindex, MI), sowie der prozentuale Anteil an
Metaphasen in der 1., 2. und = 3. Mitose nach Bestrahlung wurde bestimmt und in den
Tabellen von Kapitel 7.3 aufgelistet.

In den Metaphasen der zweiten Mitose nach Bestrahlung wurde dariiber hinaus die Anzahl an
SCEs (Schwesterchromatidaustausche, ,,sister chromatid exchanges®), d.h. die Austausche
zwischen der hellen und der dunklen Schwesterchromatide eines Chromosoms bestimmt
(Kapitel 3.12.). Als SCEs wurden alle Austausche zwischen den Schwesterchromatiden
gewertet mit Ausnahme von Austauschen unmittelbar an der Zentromerregion, da solch ein
Austausch auch durch eine Drehung eines der Arme des Chromosoms am Zentromer zu
Stande kommen kann (Abbildung 3.3). Es wurden 1000 Chromosomen (etwa 25 Metaphasen)
pro Probe ausgewertet.

Die Aberrationen in den FPG-Prdparaten wurden nach Savage (1975) klassifiziert und
entsprechend der ISCN (,international system for human cytogenetic nomenclature®)
abgekiirzt (ISCN, 1978). Da sich die fiir die Bestrahlung verwendeten PBLs zum Zeitpunkt
der Bestrahlung stets in der Gy-Phase befanden, fiihren induzierte Doppelstrangbriiche nach
Fehlreparatur zu Chromosomen-Typ-Aberrationen (alle Aberrationstypen in Abbildung 3.4
aufler Chromatidbruch). Nicht oder fehlerhaft reparierte Einzelstrangbriiche fiihren hingegen
zu Chromatidschidden. Die verschiedenen Aberrationen werden im Folgenden néher erldutert
und sind schematisch in Abbildung 3.4 dargestellt.

Zu den intra-chromosomalen Aberrationen zdhlen die Chromatidbriiche, die
Chromosomenfragmente, die azentrischen Ringe, die zentrischen Ringe und die
perizentrischen Inversionen. Letztere wurden nicht ausgewertet, da nur ein geringer Anteil
von thnen mit Hilfe der FPG-Farbung detektiert werden kann.

Chromatidbriiche (ctb) entstehen durch spontan- bzw. strahleninduzierte Einzelstrangbriiche
sowie alkalilabile Lésionen in der Gy/Gi-Phase, die nicht repariert wurden oder durch
spontaninduzierte Doppelstrangbriiche in der G;-Phase. Durch Radikale oder die Verwendung
von Colcemid usw. konnen solche DNA-Schiden entstehen, sie sind jedoch relativ selten. Als
Chromatidbruch wurde gewertet, wenn der Abstand zwischen Bruchstiick und Chromatide
groffer als der Durchmesser der Chromatide war. Kleinere Liicken, sogenannte ,,gaps®,
kommen durch Unterschiede in der Anfarbbarkeit der DNA (achromatische Lisionen) zu
Stande und wurden nicht als Aberration gewertet. Durch eine fehlerhafte Reparatur von
Chromatidbriichen in unterschiedlichen Chromosomen entstehen Chromatidaustausch-
aberrationen (cte). Dieser Aberrationstyp gehort somit zu den inter-chromosomalen
Aberrationen, da er aus Chromatidbriichen hervorgeht, wird er an dieser Stelle aufgefiihrt
(nicht in Abbildung 3.4 dargestellt).

Chromosomenfragmente (csb) kommen durch Doppelstrangbriiche in der Go/G;-Phase zu
Stande. Sie entstehen aus nicht reparierten terminalen Deletionen oder durch die Verkniipfung
von azentrischen Bruchstiicken.
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Abbildung 3.4: Schematische Darstellung der in Metaphasepriaparaten auftretenden Aberrationstypen in
Anlehnung an Evans et al. (1974) und deren Abkiirzungen (ISCN, 1978). Da reziproke Austausche nach FPG-
Féarbung nicht sichtbar sind und perizentrische Inversionen nur dann wenn das entstandene Chromosom eine
atypische Struktur aufweist, wurden diese Aberrationstypen nicht ausgewertet und sind hier nur der
Vollstdndigkeit halber dargestellt.

Interstitielle Deletionen (nicht in Abbildung 3.4 dargestellt) und azentrische Ringe (ar)
werden in der vorliegenden Arbeit zusammengefasst und als dmin (,,double minutes®)
bezeichnet, da sie auf identische Schidden zuriickzufiihren sind und sich nur in ihrer Grofie
unterscheiden. Sie entstehen durch zwei Doppelstrangbriiche auf einem Chromosomenarm
(intrachromosomale Deletion), wobei die interstitiellen Deletionen, bedingt durch die Kiirze
der Bruchstiicke, nicht als ein Paar Ringe erscheinen, sondern als kleine runde
Fragmentenpaare. Sie sind in ihrer Anzahl den azentrischen Ringen deutlich iiberlegen.

Zentrische Ringe (1) entstehen, wenn es zu jeweils einem Doppelstrangbruch auf den beiden
Armen eines Chromosoms kommt und werden in der Regel von einem azentrischen Fragment
begleitet (z.B. ein Chromosom mit zwei terminalen Deletionen, wo das zentrische Fragment
zu einem Ring und die beiden Deletionen zu einem azentrischen Fragment verkniipft werden).
Ein zentrischer Ring und ein azentrisches Fragment werden als eine Aberration gewertet.

Zu den inter-chromosomalen Aberrationen zdhlen di-, tri- und polyzentrischen Chromosomen
sowie reziproke Austausche.

Dizentrische = Chromosomen  (dic) entstthen  durch  strahleninduzierte = DNA-
Doppelstrangbriiche in zwei Chromosomen. Hierbei werden jeweils die zentrischen und die
azentrischen Bruchstiicke verkniipft. Dieser Schaden wird als eine Aberration gewertet. Ein
trizentrisches Chromosom (tri) mit zwei azentrischen Fragmenten wird als zwei dizentrische
Chromosomen gewertet. Entsprechend werden auch polyzentrische Chromosomen mit ihren
azentrischen Fragmenten in dizentrische Chromosomen umgerechnet.
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Reziproke Austausche sind in der verwendeten Farbung nicht sichtbar. Sie kommen durch
induzierte Doppelstrangbriiche in der Go/G;-Phase in zwei oder mehreren Chromosomen und
deren anschlieBende Fehlreparatur zu Stande.

In einigen Metaphasen wurden vereinzelt sogenannte Telomerassoziationen gefunden, die
typisch fiir Lymphozyten sind. Hierbei liegen die Telomere der beiden kurzen und langen
Arme eines Chromosoms dicht bei denen eines oder mehrer anderer Chromosomen. Es
handelt sich jedoch nicht um eine Aberration und sie ist daher auch nicht in Abbildung 3.4
dargestellt.

Weiterhin wurde das Auftreten sogenannte ,,rogue cells® dokumentiert (Abbildung 4.5). Bei
»~rogue cells handelt es sich um Zellen mit einer abnorm hohen Aberrationsrate. In
Kontrollen wurden Zellen mit mehr als 5 Austauschaberrationen als ,,rogue cells* gewertet
(Neel, 1998). In bestrahlten Proben wurden Zellen nur dann als ,,rogue cells* gewertet, wenn
die Anzahl ihrer Aberrationen deutlich {iber dem Durchschnitt der jeweiligen Probe lag. Eine
Abschitzung des prozentualen Anteils an ,,rogue cells* war jedoch nicht moglich, da bei der
Durchsicht der Préparate die Gesamtzahl der betrachteten Zellen bzw. Metaphasen nicht
protokolliert wurde.

3.14. Bestimmung des Anteils proliferierender Zellen

Da fiir eine Metaphaseanalyse PBLs stimuliert werden miissen, ist es von Interesse ob sich die
Bestrahlung auf die Proliferation bzw. Stimulation der Zellen auswirkt und wenn ja in
welchem Umfang. Daher wurde der Anteil an proliferierenden Zellen mittels
Antikorpermarkierungen bestimmt. Hierzu wurde der Ki67- bzw. der BrdU-Antikorper
verwendet (z.B. Campana und Janossy, 1988).

Alle Zentrifugationsschritte wurden bei 1200Upm (250g) mit Bremse fiir 10min in einer
Megafuge 1.0 bei Raumtemperatur durchgefiihrt. Fiir die Waschschritte und die Fixierung der
Zellen wurde stets ein Volumen von 5ml der entsprechenden Lésung verwendet.

3.14.1. Nachweisder Expression des AntigensKi67

In proliferierenden Zellen wird unter anderem das nukledre Antigen Ki67 exprimiert
(Charakterisierung in Gerdes et al., 1991). Untersuchungen zeigen, dass dieses Antigen aus
zwei Polypeptidketten mit Molekulargewichten von 345 und 395kD besteht und es sich nicht
um ein Histon-Protein handelt (Gerdes et al., 1991). Es kann mit Hilfe des monoklonalen
Antikorpers Anti-Ki67 (Uberblick in Gerdes et al., 1983) aus der Maus markiert und
anschlieBend z.B. mit einem ,,Anti-Mouse Ig-Rhodamine® oder ,,Anti-Mouse Ig-FITC*
detektiert werden. Die so markierten Gi-, S-, G- und M-Phase-Zellen kénnen unter einem
Fluoreszenzmikroskop ausgewertet werden und von den ruhenden Zellen (Gy-Phase-Zellen)
unterschieden werden (Gerdes et al., 1984). Da die Konzentration des Antigens Ki67 wéhrend
des Fortschreitens im Zellzyklus ansteigt, zeigen Zellen in der M-Phase die hochste
Fluoreszenzintensitdt (Verheijen et al., 1989a, Verheijen et al., 1989b).

Die Antikdrper fiir den Anti-Ki67-Test (Ki-S5) wurden von der Firma Boehringer Mannheim
GmbH bzw. spiter Roche bezogen. Die Zellproben wurden zu unterschiedlichen
Inkubationszeiten nach Bestrahlung aufgearbeitet. Das Volumen der Zellsuspension betrug
nach der Zugabe der einzelnen Antikorperlosungen ca. 250ul.
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Zunichst wurde die Zellsuspension aus den Zellkulturflaschen (12,5cm?) in
Zentrifugenr6hrchen (10ml) iberfiihrt und zweimal mit PBS (w/0) bei Raumtemperatur
gewaschen und durch tropfenweise Zugabe von Methanol fixiert. Die Zellen wurden fiir
30min bei —20°C inkubiert, dann einmal mit PBT (PBS (w/0) + 0,1% BSA (w/v) + 1% Tween
20 (v/v)) gewaschen und entweder im Kiihlschrank bei 4-8°C gelagert oder sofort in 50ul der
Ki67-Antikorperlosung (Endkonzentration: 2pug/ml) fiir 30min bei Raumtemperatur inkubiert.
AnschlieBend wurden die Zellen einmal mit PBT gewaschen, in 50ul ,,Anti-Mouse Ig-
Rhodamine bzw. FITC* (Endkonzentration: 4pug/ml) fiir weitere 30min bei Raumtemperatur
inkubiert und erneut einmal mit PBT gewaschen. Die Zellen wurden mit Dapi (10ng/ml)
10min gegengefdrbt, auf einen Objekttriger getropft (23ul/Tropfen), mit einem Deckglas
vorsichtig abgedeckt und schlieBlich unter dem Fluoreszenzmikroskop ausgewertet (Kapitel
7.2.6.). Die Anzahl Ki67-positiver Zellen, die bei Verwendung eines mit Rhodamin
markierten Zweitantikdrpers rot bzw. bei Verwendung eines mit FITC markierten
Zweitantikorpers griin unter dem Fluoreszenzmikroskop erscheinen, wurde bestimmt. Das
prozentuale Verhéltnis zur Gesamtzellzahl wurde errechnet. Die Gesamtzellzahl wurde durch
Gegenfiarbung mit Dapi, die eine Blaufiarbung der Zellkerne zur Folge hat, ermittelt.

Die Zellen wurden meist nach der Fixierung mit Methanol fiir einige Tage bei ca. 4°C im
Kiihlschrank in PBT gelagert. Dies war notig, da wihrend den Experimenten nicht
ausreichend Zeit fiir die Markierung und Auswertung der Proben zur Verfiigung stand.

3.14.2. Nachweis der BrdU-Inkorporation

Werden PBLs stimuliert und kontinuierlich in BrdU-haltigem Zellkulturmedium kultiviert, so
kommt es wéhrend der Replikation zu einer Inkorporation von BrdU in die zellulire DNA
(Kapitel 3.12.). Mit Hilfe eines BrdU-Antikorpers konnen Zellen, die die DNA-Replikation in
der 1. S-Phase nach Inkubation bzw. Stimulierung oder eine spitere Zellzyklusphase erreicht
haben, von unmarkierten Zellen in der Gop-oder Gi-Phase noch vor der ersten DNA-
Replikation nach Stimulierung unterschieden werden. Hierzu wurde der ,,5-Bromo-2"-deoxy-
uridine Labeling and Detection Kit I* der Firma Roche verwendet. Anstelle des im BrdU-Test
enthaltenen Waschpuffer wurde auch PBS mit 0,02% Tween20 und 0,002% BSA zum
waschen der Zellen verwendet.

Die Zellsuspension wurde zunidchst aus den Zellkulturflaschen (12,5cm?) in 10ml
Zentrifugenrohrchen tiberfiihrt und zweimal mit PBS (w/0) bei Raumtemperatur gewaschen.
Die Zellen wurden fiir mindestens 20min jedoch maximal 1h bei —20°C in 50mM Glycin in
Ethanol fixiert. Die PBLs wurden zweimal mit Waschpuffer gewaschen und meist fiir einige
Zeit im Kiihlschrank bei ca. 4-8°C gelagert oder unmittelbar in 50ul BrdU-Antikorperldsung
(aus der Maus), die stets kurz vor Gebrauch durch eine 1:10 Verdiinnung der Stammldsung
mit Inkubationspuffer hergestellt wurde, fiir 30min bei 37°C inkubiert. AnschlieBend wurden
die PBLs zweimal mit Waschpuffer gewaschen und in 50ul Anti-Maus-FITC-Antikorper
(Endkonzentration: 4pg/ml) 30min bei 37°C inkubiert. Die Zellen wurden erneut einmal mit
Waschpuffer gewaschen, 10min mit Dapi (10ng/ml) bei Raumtemperatur gegengeférbt, noch
einmal mit Waschpuffer gewaschen, auf Objekttrager getropft, mit einem Deckglas vorsichtig
abgedeckt und unter einem Fluoreszenzmikroskop ausgewertet.

Zellen die bereits BrdU in ihre DNA eingebaut hatten waren mit FITC markiert und deren
Zellkerne zeigten unter dem Fluoreszenzmikroskop eine Griinfirbung. Die Gesamtzellzahl
wurde durch die Gegenfarbung mit Dapi, die eine Blaufiarbung der Zellkerne zur Folge hat,
ermittelt.
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3.15. Apoptosemessung

Strahleninduzierte DNA-Schdden konnen zum programmierten Zelltod fiithren, der
sogenannten Apoptose (Uberblick in Kerr et al., 1972 und Krauss, 1997). Die Apoptose ist ein
»Selbstmordprogramm®, das innerhalb weniger Stunden die betroffene Zelle vollstindig in
kleinere Kompartimente mit einer intakten Zellmembran zerlegt, den apoptotischen
Korperchen. In vivo werden diese apoptotischen Korperchen von phagozytierenden Zellen
aufgenommen und somit ohne lokale Entziindungsreaktion eliminiert. Dies ist einer der
Unterschiede zu einer anderen Art des Zelltodes, der Nekrose. Weiterhin wird die Apoptose
nicht wie die Nekrose durch externe Stimuli (Virusbefall, Gifte, mechanische Schiaden usw.)
ausgelost, sondern durch interne Stimuli, wie z.B. strahleninduzierte DNA- bzw.
Chromosomenschidden (Kern et al., 1999). Auch betriff die Apoptose stets Einzelzellen und
nicht ganze Zellverbdnde, wie es bei der Nekrose der Fall ist. Da der Ablauf der Apoptose
von charakteristischen Verdnderungen der Zellmorphologie begleitet wird, 146t sie sich durch
geeignete Nachweismethoden vom nekrotischen Zelltod (Nekrose) unterscheiden.

Zur Messung der Apoptose in den PBLs wurden zwei Methoden angewandt. Der ApoNexin
Apoptose-Test der Firma Oncor und der ,,Cell Death Detection Elisa”""S der Firma Roche.

3.15.1. ApoNexin-Test

Der ApoNexin-Test beruht auf der hohen Bindungsaffinitit von Annexin V, einem Ca®'-
abhédngigen, phospholipidbindenden Protein, zu Phosphatidylserin (PS). In einer gesunden
Zelle herrscht eine Asymmetrie beziiglich der Phospholipide auf beiden Seiten der
Zellmembran. Auf der Innenseite befinden sich anionische Phospholipide wie PS, wéhrend
auf der MembranauBBenseite neutrale Phospholipide iliberwiegen. Wéhrend der Apoptose
verdndert sich diese Asymmetrie, da PS auf die MembranauBenseite verlagert wird. Annexin
V ist somit sehr gut geeignet, die Translokation von PS wihrend des apoptotischen Prozesses
auf die Membranauflenseite zu dokumentieren, wenn es mit einem Fluoreszenzfarbstoff
markiert wird (Vermes et al., 1995; Louagie et al., 1998a).

Da durch die Verdanderung der Zellmembran bei nekrotischen Zellen Annexin in die Zellen
eindringen kann und dort auf der Membraninnenseite an PS bindet, ist zur Abgrenzung der
Apoptose gegeniiber der Nekrose eine Gegenfarbung mit Propidiumjodid (PJ) notwendig.
Zellen mit einer wie in der Nekrose geschddigten Membran lagern PJ in den Zellkern ein und
sind damit in einer Doppelfluoreszenz (z.B. mit FITC-markiertem Annexin) gegeniiber den
einfach gefirbten apoptotischen Zellen zu erkennen. Jedoch sind auch spitapoptotische Zellen
unter dem Fluoreszenzmikroskop PJ positiv, da auch bei diesen Zellen die Zellmembran nicht
mehr intakt ist.

Bei allen Zentrifugationsschritten wurde die Megafuge 1.0 ohne Bremse verwendet, um eine
Schadigung der Zellmembran durch auftretende Scherkrifte zu minimieren. Die
Zentrifugationszeiten betrugen stets 10min bei 1200Upm (250g). Die verwendeten Puffer und
Losungen wurden gekiihlt verwendet, um ein Fortschreiten der Zellen in der Apoptose zu
unterbinden.

Die Zellsuspension wurden zunichst aus den Zellkulturflaschen (12,5cm?) in
Zentrifugenrohrchen iiberfiihrt, falls sie nicht bereits in Zentrifugenrohrchen kultiviert
wurden. Nach Zentrifugation, Entfernen des Kulturmediums und Resuspendierung des
Zellpellets, wurden die PBLs einmal mit PBS (w/0) und ein weiteres Mal mit PBS (mit
Caz+/Mg2+) gewaschen. Das Zellpellet wurde in ,,Binding Buffer” (1x) resuspendiert und eine
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Konzentration von 10°-10° Zellen/ml eingestellt. Es wurden 490ul Zellsuspension mit 5pl
»ApoNexin FITC*“-Losung (100x) und 5ul Propidiumjodid-Losung (100x) gemischt und im
Kiihlschrank (4-8°C) fiir 15 min inkubiert. Die Zellen wurden einmal mit PBS (w/o0)
gewaschen und anschlieBend mit 1pg/ml Bisbenzimid (Hoechst 33342) gegengefarbt.
Anschlieend wurden die Zellen noch einmal mit PBS (w/0) gewaschen, die Zellsuspension
(23ul/Tropfen) auf Objekttriager aufgetropft, vorsichtig mit einem Deckglas bedeckt und die
PBLs mit Ol unter einen Fluoreszenzmikroskop ausgewertet.

3.15.2. CDD-ELISAP-YS

DNA-Fragmentierung stellt einen typischen biochemischen Prozess dar, der sowohl wéhrend
des apoptotischen als auch des nekrotischen Zelltodes auftritt. Der Nachweis von Mono- und
Oligo-Nukleosomen im Zelliiberstand gibt Auskunft iiber den Unfang der Nekrose bzw.
spiaten Apoptose, da in beiden morphologischen Prozessen die Zellmembran bereits
geschidigt ist und Nukleosomen in das Zellkulturmedium gelangen. Um den Umfang der
frith-apoptotischen Zellen abschitzen zu konnen, deren Zellmembran noch intakt ist, miissen
die Zellen zunichst lysiert werden, um die Bindung der Mono- und Oligo-Nukleosomen an
den Antikorper zu gewdhrleisten.

Der ,,Cell Death Detection ELISA™™YS” von Roche beruht auf einem quantitativen Sandwich-
Enzym-Immunoassay-Prinzip, wobei freigesetzte Nukleosomen in Zelliiberstinden bzw.
Lysaten nachgewiesen werden konnen. Den Kulturiiberstanden wird ein Gemisch von biotin-
konjugierten Anti-Histon-Antikdrpern und peroxidase-konjugierten Anti-DNA-Antikdrper
zugegeben (Abbildung 3.5). Es entsteht ein Immunkomplex, der {iber die Biotin-Gruppen der
Anti-Histon-Antikdrper an die Mikrotiterplatte koppelt. Eine erfolgte Bindung wird iiber die
Aktivitdt der Peroxidase nachgewiesen, welche an die Anti-DNA-Antikorper konjugiert ist.
Durch Zugabe des Enzymsubstrates (ABTS Substrat) findet eine Farbreaktion statt, die in
einem Photometer quantifiziert werden kann.

O =
h | o
|
Strepavidin Anti-Histon Probe mit Anti-DNA ABTS
Beschichtete MTP Biotin Nukleosomen POD Substrat

Abbildung 3.5: Testprinzip des ,,Cell Death Detection ELISA""V®” von Roche (ABTS: 2,2'-Azino-di-[3-
ethylbenzthiazoline-sulfonate (6)]; MTP: Mikrotiterplatte; POD: Peroxidase).

Fir die Messung der Apoptose bzw. Nekrose mittels CDD-ELISA™ wurden PBLs in
Zentrifugenrohrchen (10ml) kultiviert. Die Zellzahl der Zellsuspension wurde unmittelbar vor
dem Aufarbeiten der Probe bestimmt. Es wurden nun fiir die Zelllyse 1 x 10* Zellen in eine
Rundboden-Mikrotiterplatte (MTP) mit 96 Vertiefungen pipettiert und mit Medium I auf ein
Gesamtvolumen von 200ul pro Vertiefung aufgefiillt. Pro Probe wurden jeweils drei
Vertiefungen gefiillt, da im anschlieBenden ,Elisa-Assay* eine Dreifach-Bestimmung
durchgefiihrt wurde. Die Zellsuspensionen in der MTP wurden mit Hilfe einer
Mikrotiterschaukel (Heraeus, B2127) in der Megafuge 1.0 fiir 10min bei 1100Upm (200g)
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zentrifugiert. Da neben der Apoptose auch die Nekrose untersucht wurde, wurden die
Uberstéinde (ca. 180pul) vorsichtig mit einer Pipette abgenommen und in Eppendorf-Réhrchen
iberfiihrt. Die Eppendorf-Rohrchen wurden im Kiihlschrank (4-8°C) bzw. fiir die
Langzeitlagerung im Gefrierschrank (—20°C) gelagert. Die Zellpellets wurden nun in 200ul
Lysispuffer resuspendiert und fiir 30min bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend wurden
die Lysate in der MTP erneut fiir 10min bei 1100Upm zentrifugiert. Die Uberstéinde (ca.
180ul) wurden vorsichtig mit einer Pipette in Eppendorf-Réhrchen iiberfiihrt und ebenfalls im
Kiihlschrank bzw. im Gefrierschrank gelagert. Beim Abnehmen der Uberstinde wurde
sorgfiltig darauf geachtet, dass die Pellets nicht gelost wurden, da die in ihnen enthaltenen
Zellkerne unfragmentierte DNA enthalten, die die spitere Messung beeinflussen wiirde.

Zum Messen der Apoptose bzw. Nekrose wurden die Proben nun auf eine mit Strepavidin
beschichtete MTP pipettiert, die im Lieferumfang enthalten ist.

Die MTP wurde mit je 20ul der folgenden Proben belegt:

- Zur Bestimmung der Nekrose: Kulturiiberstinde nach Zentrifugation (Dreifachbestimmung)
- Zur Bestimmung der Apoptose: Lysate der Proben (Dreifachbestimmung)

- Positivkontrolle (Doppelbestimmung)

- Inkubationspuffer (Doppelbestimmung)

Durch eine enzymatische Umsetzung der ABTS-Losung durch die Peroxidase kommt es zu
einer Verfarbung der Probe. Eine Farbreaktion der Positivkontrolle stellt sicher, dass die
Methode korrekt durchgefiihrt wurde, auch wenn in den Testproben keine Verfirbung
sichtbar wird. Da das Immunreagenz zu 90% aus Inkubationspuffer besteht (Tabelle 3.2),
wurde zur Kontrolle des Hintergrundes eine Doppelbestimmung des Puffers vorgenommen.
Zuséatzlich wurde eine Vertiefung abgeklebt und vor der Messung mit dem Elisa-Reader mit
ABTS-Losung (2,2'-Azino-di-[3-ethylbenzthiazoline-sulfonate (6)]) gefiillt, um eine
Erhohung der OD durch die ABTS-Losung ausschlieBen zu konnen. In jede Vertiefung
wurden nun 80 pl frisch angesetztes Immunreagenz (Tabelle 3.2) zugegen, mit Ausnahme der
abgeklebten Vertiefung in die spiter ABTS-Losung gefiillt wurde. Die MTP wurde mit einer
selbstklebenden Folie bedeckt und unter leichtem Schiitteln (300Upm) fiir 2 Stunden bei
Raumtemperatur inkubiert. Danach wurde die Losung sorgféltig durch Ausklopfen der MTP
entfernt und jede Vertiefung 3 x mit 250 — 300ul Inkubationspuffer gespiilt. In jede
Vertiefung wurden 100ul ABTS-Losung pipettiert und die Proben auf einem MTP-Schiittler
bei 250Upm inkubiert, bis die Farbentwicklung fiir eine photometrische Analyse ausreichte
(nach etwa 3 — 10min). Die Messung wurde in einem Elisa-Reader der Firma BIO-TEK bei
einer Wellenlinge von 405nm durchgefiihrt, wobei die Referenzwellenlinge 490nm
entsprach.

Reagenzien Zusammensetzung

Inkubationspuffer 90%
Anti-Histon-Biotin 5%
Anti-DNA-Peroxidase (POD) 5%

Tabelle 3.2: Zusammensetzung des Immunreagenzes fiir den ,,Cell Death Detection ELISAP”,
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Zur Darstellung der erhaltenen OD-Werte im Ergebnisteil (Kapitel 4) wurden die OD-Werte
der bestrahlten Proben auf die der Kontrollen, wie in Formel 3.1 dargestellt, normiert.

Formel 3.1:

OD Probe

normierter Datenwert = ——————
OD Kontrolle

3.16. Fehlerrechnung und Kurvenanpassung

Der Fehler des Mitoseindexes, des prozentualen Anteils an stimulierten Zellen (Ki67-Test und
Anti-BrdU-Test) und des Anteils an apoptotischen Zellen (ApoNexin-Test) wurde mit Formel
3.2 berechnet.

Formel 3.2:
JNxpx(1-p)
AX =A (Ej % kel el S 4
N N
AX  =Fehler
N = Gesamtzellzahl
p = Wahrscheinlichkeit des Ereignisses

(z.B. Auftreten einer Mitose oder einer markierten Zelle)

Der Fehler bei der Anzahl an Chromosomenaberrationen und der Anzahl an zusétzlichen
Fragmenten (PCC-Methode) wurde nach Formel 3.3 bestimmt.

Formel 3.3:

AX =N
N = Datenwert
AX = Fehler

Die Standardabweichung (SD; Formel 3.4) wurde dann berechnet, wenn ein Mittelwert

mehrerer Datenpunkte angegeben wurde, wie z.B. bei der Bestimmung der Apoptose mittels
CDD"-ELISA.

Formel 3.4:

n = Anzahl an Datenwerten
SD = Standardabweichung

X = Mittelwert
X; = Datenwert
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Die Dosis-Effekt-Kurven von Chromosomenaberrationen in Metaphasezellen konnen durch
eine linear-quadratische Beziehung hinreichend genau beschrieben werden:

Formel 3.5:
y =C+aD+pD?
C=  spontane Aberrationsrate in den Kontrollen
D= Dosis (Gy)
y = Anzahl an Aberrationen

a= Anfangssteigung der Kurve (Gy™)
B=  Zunahme der Kurvensteigung (Gy™)

Die Dosis-Effekt-Kurven von zusétzlichen Fragmenten in Gy-Phase-Zellen (PCC-Daten)
konnen durch eine lineare Beziehung beschrieben werden:

Formel 3.6:

y =aD

D= Dosis (Gy)
y = Anzahl zusétzlicher Fragmente
o= Anfangssteigung der Kurve (Gy™)
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Blutentnahme
v
Isolierung der Blutlymphozyten
v
Bestrahlung der Blutlymphozyten
stimuliert ‘ nicht stimuliert
mit 1% PHA ohne PHA
PCCy, O
I
I
I
20n |
PCCy |
I
I
I
I
Zellproliferation: Stimulierung: 0|
Anti-BrdU Anti-Ki67 |
v 4:8h|
Apoptose: |
ApoNexin & CDD”" Metaphase- I
Chromosomen |
I
I
o Y

Abbildung 3.6: Schematische Darstellung des Experimentenablaufes, der verwendeten Methoden und der
Zeitpunkte der Probennahme (ID: Initialschaden; PCC: ,Premature Chromosome Condensation®; PHA:
Phythdmagglutinin; R: Reparatur).
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4.  Ergebnisse

In der vorliegenden Arbeit wurde fiir 2 Blutspender die Induktion von Chromosomenschéden
in peripheren Blutlymphozyten als Funktion vom Dosis- und Zeitintervall nach Bestrahlung
mit Rontgenstrahlen, 100MeV/u (LET = 28keV/um) und 400MeV/u Kohlenstoffionen (LET
= 11keV/um) untersucht. Verdnderungen in der Proliferation und der Induktion von Apoptose
wurden zusétzlich in PBLs von 3 weiteren Spendern bestimmt. Durch den Vergleich der
Spender konnten individuelle Unterschiede (Inter-Donor-Effekte) gemessen werden die mit
der zeitlichen Variabilitdt der einzelnen Spender (Intra-Donor-Effekt) verglichen wurden.

Im Folgenden wurden zunéchst die Messungen der Chromosomenaberrationen dargestellt,
dann der FEinfluss auf den Mitoseindex sowie die Proliferation und die Induktion der
Apoptose beschrieben.

Die Fehler der einzelnen Messwerte wurden, wie in Kapitel 3.16. beschrieben, berechnet. Die
Fehlerbalken mancher Datenpunkte sind in einigen Abbildungen kleiner als die Symbole und
werden in diesen Féllen nicht dargestellt.

4.1. Vorversuchezum Einflussvon BrdU auf die M esswerte

Um den Einflu8 von BrdU zu untersuchen wurden unbestrahlte PBLs der Spender 1, 2 und 3
in zwei unabhéingigen Experimenten ohne und mit BrdU (6pg BrdU pro ml Medium) iiber
einen Zeitraum von 0 bis max. 122h inkubiert und zu mehreren Zeitpunkten die Entstehung
von Chromosomenschiden in Metaphasezellen (Kapitel 3.13.), der Mitoseindex (Kapitel
3.13.), die Zellzahl (Kapitel 3.3.), die Induktion von Apoptose (Kapitel 3.15.1.) und die
Stimulation der Zellen (Kapitel 3.14.1.) untersucht (Tabelle 4.1).

Experiment | Spender Zeitpunkte der Probennahme zur Untersuchung von:
Chromosomen- | Mitoseindex Zellzahl | Apoptose | Stimulation
schiden
48, 56, 60,72, | 48,52,56, | 21,25,45, | 21,45, n.u.
1 5 und 3 84h 60, 72, 84h | 49,52, 56, 71h
60, 71, 84,
122h
2 1 und 3 48, 72h 48, 72h 45, 72h n.u. 45h

Tabelle 4.1: Ubersicht der Probenzeitpunkte zu denen der Einfluss von BrdU auf biologischen Messwerte in
PBLs der Spender 1, 2 und 3 untersucht wurde. Die Konzentration an BrdU betrug in den unbestrahlten Proben
stets 6pg pro ml Medium (n.u. = nicht untersucht).

In allen Untersuchungen konnte kein Einflul von BrdU nachgewiesen werden, mit Ausnahme
des Mitoseindexes. Der prozentuale Anteil an Zellen in der Mitose bezogen auf die
Gesamtzellzahl zeigte in den untersuchten Spendern beider Experimente ein geringfiigig
niedrigeres Niveau in den Proben mit BrdU, was auf eine geringe inhibitorische Wirkung von
BrdU auf die Zellproliferation hinweist. Dieser Effekt konnte anhand der Zellzahl nicht
bestdtigt werden.
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4.2. Chromosomenschaden in M etaphasezellen

Chromosomenaberrationen in Metaphasen wurden in PBLs der Blutspender 1 und 2 nach
Rontgen- und 400MeV/u Kohlenstoffionenbestrahlung (LET = 11keV/um) mit Dosen von 0
bis 4Gy ausgewertet. Chromosomenpraparate wurden im Zeitraum von 48 bis 96h hergestellt.
Um eventuell vorhandene Intra-Donor-Unterschiede in den Spendern 1 und 2 erkennen zu
konnen, wurde fiir beide Spender ein weiteres Rontgenexperimente durchgefiihrt und hierbei
die Messung des 48h Punktes wiederholt. Da fiir die Abschitzung des Schadens von den
einzelnen Arbeitsgruppen unterschiedliche Chromosomenaberrationen in die Auswertung mit
einbezogen werden, wurden in Kapitel 7.3. die verschiedenen Aberrationstypen gesondert in
Tabellenform aufgefiihrt. Zusétzlich wurde in diesen Tabellen der entsprechende Mitoseindex
und der prozentuale Anteil der Metaphasen in der 1., 2. und = 3. Mitose nach Bestrahlung
aufgefiihrt. Wird im Folgenden von Aberrationen gesprochen, so wird damit die Summe aller
ausgewerteten Chromosomenschédden (Kapitel 3.13.) bezeichnet.

4.2.1. Chromosomenaberrationen in PBLs der 1. Mitose nach Bestrahlung
(Spender 1und 2)

Die Anzahl der Aberrationen in PBLs in der 1. Mitose nach Bestrahlung mit Rontgenstrahlen
und 400MeV/u Kohlenstoffionen fiir Spender 1 und 2 steigt mit zunechmender Strahlendosis
an (Abbildung 4.1).
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Abbildung 4.1: Aberrationen in 100 PBLs in der 1. Mitosen nach Bestrahlung mit Rontgenstrahlen (oben) bzw.
400MeV/u Kohlenstoffionen mit einem LET von 11kev/um (unten) fiir Spender 1 (links) und Spender 2 (rechts).
Der Fehler wurde nach Formel 3.3 berechnet und als Fehlerbalken dargestellt.
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Abbildung 4.1 zeigt dariiber hinaus, dass fiir eine gegebene Dosis die Aberrationsrate nicht
vom Untersuchungszeitpunkt abhingt (Kapitel 7.3.; Tabelle 7.1 bis 7.6).

Der prozentuale Anteil an aberranten Zellen in der 1. Mitose nach Bestrahlung mit
Rontgenstrahlung und 400MeV/u Kohlenstoffionen nimmt mit steigender Strahlendosis bei
beiden Spendern zu (Abbildung 4.3). Ebenso wie bei der Aberrationsrate 1aBt sich jedoch
keine Verdnderung des prozentualen Anteils an aberranten PBLs iiber die Zeit erkennen
(Kapitel 7.3.; Tabelle 7.1 bis 7.6).

4.21.1. Intra-Donor-Effekte

Um zu tberpriifen ob Intra-Donor-Effekte bei Blutspendern hinsichtlich strahleninduzierter
Chromosomenschiden in Metaphasen der 1. Mitose nach Bestrahlung vorliegen, wurden fiir
die Blutspender 1 und 2 ein weiteres Rontgenexperiment durchgefiihrt. Diese Experimente
lagen im Fall von Spender 1 etwa 9 Monate auseinander und von Spender 2 etwa 4 Monate.
Hierbei wurde jedoch nur die Anzahl der Aberrationen 48h nach Bestrahlung gemessen, da in
den vorangegangenen Experimenten keine Unterschiede der Aberrationsrate hinsichtlich der
Sammelzeitpunkte auftraten.

Die Untersuchungen zeigen, dass die Anzahl an Aberrationen in 100 Metaphasen der 1.
Mitose nach Rontgenbestrahlung der PBLs sowohl von Spender 1 (Abbildung 4.2, links) als
auch fiir Spender 2 (Abbildung 4.2, rechts) bis zu einer Dosis von 2 Gy sehr dicht beieinander
liegen. Nur bei einer Dosis von 4 Gy wird ein geringer Unterschied deutlich.
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Abbildung 4.2: Aberrationen in PBLs in der 1. Mitose 48h nach Rontgenbestrahlung von Spender 1 (links) und
Spender 2 (rechts). Die Experimente A und B lagen im Fall von Spender 1 etwa 9 Monate auseinander und von
Spender 2 etwa 4 Monate. Der Fehler wurde nach Formel 3.3 berechnet und als Fehlerbalken dargestellt.

4.2.1.2. Inter-Donor-Effekte

Ein Vergleich der nach Bestrahlung erhaltenen Daten (Abbildung 4.1) zeigt, dass nach
Rontgenbestrahlung beide Blutspender anndhernd gleiche Aberrationsniveaus aufweisen, nur
nach einer Dosis von 4Gy ist in Spender 1 ein gering hoheres Level an Aberrationen im
Vergleich zu Spender 2 zu erkennen (Abbildung 4.1, oben). Nach Bestrahlung mit 400MeV/u
Kohlenstoffionen wird dagegen ein deutlicher Unterschied im Niveau der Aberrationsrate in
PBLs der 1. Mitose beider Spender deutlich (Abbildung 4.1, unten), wobei die Daten fiir
Spender 1 um den Faktor 2 bis 2,5 hoher liegen als fiir Spender 2.

Dieser Unterschied wird auch beim Vergleich des prozentualen Anteils an aberranten Zellen
deutlich. Da weder in Spender 1 noch 2 eine Zu- oder Abnahme des prozentualen Anteils an
aberranten Zellen bei den verwendeten Strahlenarten {iber die Zeit beobachtet werden konnte
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und auch die Rontgenexperimente A und B keine Unterschiede aufwiesen, wurde der
Mittelwert aus Daten, die fiir die jeweilige Dosis zu verschiedenen Zeitpunkten gemessen
worden waren, berechnet. Mittelwerte sind in Abbildung 4.3 aufgetragen. Der prozentuale
Anteil an aberranten Zellen ist nach Rontgenbestrahlung der PBLs beider Spender annidhernd
identisch (offene Symbole). Ahnliche Ergebnisse erhdlt man nach Bestrahlung mit
Kohlenstoffionen fiir Spender 2, wobei die Daten fiir Spender 1 im Vergleich hierzu eine
deutliche Erhéhung zeigen und nach einer Dosis von 4Gy ausschlieBlich aberrante Zellen
vorhanden sind.
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Abbildung 4.3: Mittelwerte des prozentualen Anteils an aberranten PBLs von Spender 1 und 2 nach Bestrahlung
mit Rontgenstrahlen (offene Symbole) und 400MeV/u Kohlenstoffionen mit einem LET von 11keV/pm
(geschlossene Symbole). Die Mittelwerte berechnen sich aus Daten, die fiir die einzelnen Dosen und
Strahlenarten zu verschiedenen Zeitpunkten nach Bestrahlung gesammelt wurden. Die Standardabweichung des
Mittelwertes wurde nach Formel 3.4 errechnet und in Form von Fehlerbalken dargestellt.

4.2.2. Chromosomenaberrationen in PBLsder 2. Mitose nach Bestrahlung
(Spender 1 und 2)

Um die Weitergabe von Aberrationen auf die Tochterzellen zu untersuchen wurden neben
Chromosomenschidden in Metaphasen der 1. Mitose auch Schdden in Metaphasen der 2.
Mitose nach Bestrahlung untersucht. Da es nach Bestrahlung nur zu wenigen Zeitpunkten
moglich war, ausreichend 2. Mitosen, d.h. 50 bis 100 Metaphasen pro Probe, auszuwerten,
wurden diese Daten nur tabellarisch (Kapitel 7.3.; Tabelle 7.7 bis 7.10) und nicht graphisch
dargestellt. Jedoch kommt es in allen Experimenten beim Ubergang der PBLs von der 1. in
die 2. Mitose nach Bestrahlung zu einer Reduktion der Anzahl von Aberrationen. Die
Aberrationsrate vermindert sich dabei um 30 bis 70%, unabhédngig von Spender, Strahlenart,
Dosis oder Zeitpunkt der Aufarbeitung. Wie auch bei der Auswertung der Metaphasen der 1.
Mitose nach Bestrahlung wird auch in den Metaphasen der 2. Mitose ein Anstieg sowohl der
Aberrationsrate als auch des Anteils an aberranten Zellen mit steigender Dosis sichtbar. Ein
Anstieg der Aberrationsrate oder des prozentualen Anteils an aberranten Zellen iiber die Zeit
kann nicht beschrieben werden, wobei auch hier die geringe Anzahl der Datenpunkte eine
Abschitzung erschwert.
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4.2.2.1. Intra-Donor-Effekte

Die Untersuchung von Intra-Donor-Effekten hinsichtlich eines Unterschieds in der
Aberrationsrate von Metaphasen in der 2. Mitose nach Rontgenbestrahlung der Spender 1 und
2 ist nicht moglich, da keine Daten aus zwei unabhingigen Experimenten fiir die beiden
Spender vorliegen. Dies liegt daran, dass bei beiden Spendern bei jeweils einem der
Rontgenexperimente nur Chromosomenpriparate zu einem Zeitpunkt, und zwar 48h nach
Bestrahlung, angefertigt wurden. Zu diesem Zeitpunkt liegt der prozentuale Anteil an
Metaphasen in der 2. Mitose nach Rontgenbestrahlung flir Spender 1 (Kapitel 7.3.; Tabelle
7.2; Experiment B) und Spender 2 (Kapitel 7.3.; Tabelle 7.5; Experiment A) zwischen 0 und
5% und ist damit zu gering um eine statistisch signifikante Aussage zu machen.

4.2.2.2. Inter-Donor-Effekte

Bei der Untersuchung von Inter-Donor-Effekten zeigt sich in Metaphasen der 2. Mitose nach
Bestrahlung die gleichen Tendenz wie in Metaphasen der 1. Mitose. Nach
Rontgenbestrahlung ist die Aberrationsrate in Spendern 1 und 2 anndhernd gleich (Kapitel
7.3.; Tabelle 7.7 und 7.9). Nach Bestrahlung mit 400MeV/u Kohlenstoffionen liegt die
Anzahl an Aberrationen in Metaphasen der 2. Mitose in Spender 1 um ca. den Faktor 2,5
hoher als in Spender 2 (Kapitel 7.3.; Tabelle 7.8 und 7.10). Diese Tendenzen treffen auch fiir
den prozentualen Anteil an aberranten Zellen zu. Nach Rontgenbestrahlung ist kein
signifikanter Unterschied erkennbar (Kapitel 7.3.; Tabelle 7.7 und 7.9). Auch ist der
prozentuale Anteil von aberranten Zellen in Metaphasen der 2. Mitose nach 400MeV/u
Kohlenstoffionenbestrahlung fiir Spender 1 um einen Faktor von 1,5 bis 3 hoéher als in
Spender 2 (Kapitel 7.3.; Tabelle 7.8 und 7.10).

4.2.2.3. Anzahl an Schwester chromatidaustauschen (SCEs) in M etaphasen der 2. Mitose
nach Bestrahlung der PBLsvon Spender 1 und 2

Die in Metaphasen der 2. Mitose nach Bestrahlung mit Rontgenstrahlen und 400MeV/u
Kohlenstoffionen gemessene Anzahl an SCEs in PBLs der Spender 1 und 2 zeigen geringe
Schwankungen tiber die Zeit und Dosis (Kapitel 3.13.). Jedoch kann in keinem Experiment
ein reproduzierbarer zeit- bzw. dosisabhidngiger Anstieg oder Riickgang der Anzahl an SCEs
festgestellt werden (Kapitel 7.3.; Tabelle 7.7 bis 7.10). Die Anzahl an SCEs schwankt fiir
Spender 1 nach Rontgenbestrahlung zwischen 5,8 bis 9,6 und fiir Spender 2 zwischen 6,6 bis
10,2 pro Metaphase. Nach Bestrahlung mit 400MeV/u Kohlenstoffionen liegen die Daten
zwischen 7,1 und 10,3 fiir Spender 1 und zwischen 6,1 und 8,9 fiir Spender 2.

Intra-Donor-Effekte konnten, aus den in Kapitel 4.2.2.1. beschriebenen Griinden, nicht
untersucht werden. Die Schwankungen in den Experimenten der Spender 1 und 2 hinsichtlich
der Anzahl an SCEs sind zu gro3 um hier Inter-Donor-Effekte zu beschreiben.

4.3. Relative Biologische Wirksamkeit (RBW)

Um die biologische Wirkung einer Strahlenart abschédtzen zu koénnen wird ihre RBW
bestimmt (Kapitel 2.5.; Formel 2.1). Hierzu wird der Quotient der Dosis einer
Referenzstrahlung (250kV Rontgenstrahlung) und der einer Teststrahlung (z.B. 400MeV/u
Kohlenstoffionen), die zum gleichen strahlenbiologischen Effekt fiihrt, berechnet. Diese
Berechnung kann fiir unterschiedlich hohe Schadensniveaus durchgefiihrt werden und wurde
anhand der Kurven in Abbildung 4.4 vorgenommen. Bei den Kurven handelt es sich um einen
polynomiellen Fit 2. Ordnung.
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Die RBW von 400MeV/u Kohlenstoffionen fiir die Erzeugung von 100 bzw. 200
Aberrationen pro 100 Metaphasen in der 1. Mitose nach Bestrahlung wurde fiir Spender 1 und
Spender 2 berechnet. Da 400MeV/u Kohlenstoffionen in Spender 1 eine hdhere
Aberrationsrate als gleiche Dosen Rontgenstrahlung aufweisen (Abbildung 4.4, links), wurde
fiir Spender 1 ein RBW (o von 2,8 bzw. ein RBW5( von 2,3 bestimmt. Im Falle von Spender
2 liegen die Kurven fiir beide Strahlenarten aufeinander (Abbildung 4.4, rechts), somit betragt
der RBW-Wert 1 unabhéngig vom Schadensniveau.
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Abbildung 4.4: Aberrationen in 100 Metaphasen der 1. Mitose nach Roéntgen- bzw. 400MeV/u
Kohlenstoffionenbestrahlung (16keV/um) der PBLs von Spender 1 (links) und Spender 2 (rechts). Aufgetragen
ist der Mittelwerte + Standardabweichung (Kapitel 3.16.; Formel 3.4) fiir die einzelnen Dosen, der sich aus
Ergebnissen, die zu verschiedenen Zeitpunkten nach Bestrahlung erhalten wurden, ergibt. Die Kurven konnten
durch eine linear-quadratische Beziehung hinreichend genau beschrieben werden (Kapitel 3.16.; Formel 3.5).

4.4. Rogue Zellen

Im Rahmen der Untersuchung von Metaphasepriparaten wurde auch das Auftreten
sogenannter ,,rogue cells* dokumentiert (Abbildung 4.5). Bei der Untersuchung von PBLs der
Spender 1 und 2 konnten, sowohl nach Bestrahlung mit Rontgenstrahlen als auch
Kohlenstoffionen, diese schwergeschidigten Zellen nachgewiesen werden.
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Abbildung 4.5: ,Rogue“-Zellen mit mehreren Chromosomenschiden in Kontrollen von PBLs 72h nach
Stimulierung (Spender 1). Einige der Aberrationen wurden mit Pfeilen markiert: Polyzentrische Chromosomen
(schwarzer Pfeil), azentrische Fragmente (roter Pfeil) und zentrische Ringe (griiner Pfeil). Vergroferung ca.
600fach.
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Sie treten jedoch meist erst in Proben ab einer Inkubationszeit von mindestens 60h auf. Nur in
einem Fall wurde bereits 48h nach Bestrahlung mit 400MeV/u Kohlenstoffionen eine ,,rogue
cell” in der Kontrolle von Spender 1 gefunden (Kapitel 7.3.; Tabelle 7.3).

45. Chromosomenschéaden in Gg-Zellen von Spender 1 und 2

Da die Untersuchung von Metaphasepréiparaten durch viele zytogenetische Faktoren, wie z.B.
die Proliferation, Stimulation und Apoptose beeinflusst werden koénnen, wurden zusétzlich
DNA-Schédden in Interphasezellen untersucht. Hierzu wurden PBLs in der Gyp-Phase mit
CHO-Metaphasen fusioniert. Diese Fusion wurde entweder unmittelbar nach der Bestrahlung
der Zellen durchgefiihrt und somit der sogenannte Initialschaden (ID; ,,initial damage®)
detektiert oder die Zellen wurden fiir 20h inkubiert und hatten dadurch die Moglichkeit DNA-
Schéiden zu reparieren (R; ,,repair). Pro Probe wurden 40 bis 50 fusionierte Interphase-PBLs
ausgewertet.

Die Erhéhung der Chromosomen- bzw. Fragmentenzahl in den bestrahlten Go-PBLs kommt
durch strahleninduzierte DNA-Doppelstrangbriiche (DSBs) zu Stande. Der Zusammenhang
zwischen der Erzeugung von strahleninduzierten Doppelstrangbriichen und der Erzeugung
von zusitzlichen Fragmenten in PCC-Priparaten wird in der Diskussion néher erldutert. Die
Anzahl zusitzlicher Fragmente pro Zelle stellt die Differenz der Anzahl an Fragmenten der
bestrahlten Probe zur entsprechenden Kontrolle dar und wurde fiir PBLs der Spender 1 und 2
in Abbildung 4.6 nach Rontgenbestrahlung dargestellt. Es konnten keine Ergebnisse fiir die
Reparatur in PCC-Chromosomen der PBLs von Spender 2 ermittelt werden, da die
Fusionsrate nahezu null war, was auf einen Verlust der Metaphasen zurlickzufiihren ist, die
nur in einer sehr geringen Anzahl in diesen Priparaten vorhanden waren.
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Abbildung 4.6: Anzahl an strahleninduzierten zusitzlichen Fragmenten pro Zelle in Spender 1 und 2 nach
Rontgenbestrahlung mit Dosen von 0 bis 4Gy (Initialschaden IDg,; Restschaden nach Reparatur R,g,). Der
Fehler wurde nach Formel 3.3 berechnet und als Fehlerbalken dargestellt. Die Datenwerte wurden durch eine
lineare Beziehung beschrieben (Kapitel 3.16.; Formel 3.6).
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In den PBLs der beiden Spendern wird sowohl im Initialschaden als auch in der Reparatur bei
der Induktion von zusitzlichen Fragmenten ein Anstieg der Anzahl mit zunehmender Dosis
deutlich. Zusétzlich 148t sich in PBLs von Spender 1 ein Riickgang der Anzahl zusitzlicher
Fragmente von 8,8 zusitzlichen Fragmenten pro Gy nach Oh Inkubation (ID) auf 2,1 20h nach
Bestrahlung (R) beobachten. Dies entspricht einer prozentualen Reduktion an zusétzlichen
Fragmenten von ca. 75%.

Diese vorldufigen Messungen geben erste Hinweise auf den Initialschaden in PBLs der G-
Phase. Aussagen iiber Intra-Donor-Effekte hinsichtlich der Erzeugung zusétzlicher Fragmente
konnen nicht gemacht werden, da fiir keinen der Spender Daten aus mehreren unabhéngigen
Experimenten vorliegen.

Der Initialschaden (ID) in den PBLs von Spender 2 zeigt mit 5,4 zusitzlichen Fragmenten pro
Gy eine geringere Anzahl im Vergleich zum Initialschaden von Spender 1 mit 8,8
zusitzlichen Fragmenten pro Gy. Das Schadensniveau liegt bei Spender 2 somit ca. 40%
tiefer als in Spender 1.

4.6. Mitosaeindex

Der Mitoseindex ist der prozentuale Anteil an mitotischen Zellen in der Gesamtpopulation
und gibt Auskunft iiber die Proliferation einer Zellkultur. Der Mitoseindex wurde zusétzlich
mit dem Anteil an Zellen in der 1. Mitose (Kapitel 4.7.) multipliziert und somit auch die
Anzahl von Zellen in der 1. Mitose nach Bestrahlung berechnet. Zur Bestimmung des
Mitoseindexes wurden ca. 2000 Zellen pro Probe ausgewertet.

4.6.1. Strahlenbedingte Veranderungen in PBLs verschiedener Spender
nach Bestrahlung

In Abbildung 4.7 wurde der Gesamtmitoseindex (links) von Spender 1 (oben) und Spender 2
(unten) 48 bis 96h nach Rontgenbestrahlung beispielhaft dargestellt (Kapitel 7.3.; Tabelle 7.1
und 7.4). Bei beiden Spendern kommt es zu einer Abnahme des prozentualen Anteils an
Zellen in der Mitose mit steigender Strahlendosis (Abbildung 4.7, links). Dies wird vor allem
bei der hohen Dosis von 4Gy sichtbar. Diese Tendenz konnte sowohl in den PBLs dieser
Spender nach Bestrahlung mit Kohlenstoffionen beobachtet werden (Kapitel 7.3.; Tabelle 7.3
und 7.6), als auch in den PBLs anderen Blutspender nach Bestrahlung mit Rontgenstrahlen
und Kohlenstoffionen (Daten nicht dargestellt). Der Verlauf der Kurven und das Niveau des
Mitoseindexes variiert zwischen den Experimenten mit den PBLs verschiedener Blutspender.

Uber die Zeit kommt es zunichst in allen Experimenten zu einem Anstieg des Mitoseindexes.
Diese Zeitabhiingigkeit wird nicht nur in bestrahlten Proben deutlich sondern auch in
Kontrollen. Sie kann z.B. auf inhomogene Stimulierung der Zellen als auch auf Unterschiede
in der Zellzyklusdauer zuriickgefiihrt werden, die durch die unterschiedlichen
Subpopulationen der T-Lymphozyten zu Stande kommen koénnten. Ein Abfall der Kurven
nach ca. 80 bis 90 Stunden wurde nur bei den beiden hier dargestellten Rontgenexperimenten
deutlich (Abbildung 4.7, links). Ein geringer Abfall der Kurven konnte noch in PBLs von
Spender 1 nach Bestrahlung mit 400MeV/u Kohlenstoffionen festgestellt werden (Kapitel
7.3.; Tabelle 7.3). Ein Vergleich des Mitoseindexes des Rontgenexperimentes von Spender 1
(Abbildung 4.7, links) mit den Ergebnissen aus der Bestrahlung mit Kohlenstoffionen
(Kapitel 7.3.; Tabelle 7.3) zeigt hinsichtlich des Niveaus keine groflen Unterschiede. PBLs
des Spenders 2 zeigen einen deutlich geringeren Mitoseindex nach Bestrahlung mit
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400MeV/u Kohlenstoffionen (Kapitel 7.3.; Tabelle 7.6) im Vergleich zur Rontgenbestrahlung
(Abbildung 4.7, rechts).

Der Mitoseindex, der durch den Anteil 1. Mitosen zu Stande kommt, zeigt keine
Dosisabhédngigkeit. Die Kurven der PBLs nach 0 bis 4Gy Rontgenbestrahlung liegen nahezu
auf dem gleichen Niveau (Abbildung 4.7, rechts). Die Unterschiede im Mitoseindex miissen
daher durch den Anteil an Metaphasen in der 2. Mitose bzw. = 3. Mitose zu Stande kommen.
Der gleiche Effekt 146t sich nach Kohlenstoffionenbestrahlung beobachten (Kapitel 7.3.;
Tabelle 7.3 und 7.6).

In keinem der Experimente, bis auf das Rontgenexperiment von Spender 2 (Abbildung 4.7,
unten rechts), ging der Mitoseindex der 1. Mitosen auf 0 zuriick. Dies bedeutet, dass auch
noch nach 96h Inkubationszeit Zellen die erste Mitose nach Bestrahlung erreichen.
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Abbildung 4.7: Mitoseindex (links) und Mitoseindex der 1. Mitosen (rechts) von Spender 1 (oben) und Spender
2 (unten) nach Rontgenbestrahlung. Der Fehler wurde nach Formel 3.2 berechnet und als Fehlerbalken
dargestellt.

4.6.2. Intra- und Inter-Donor-Effekte

Sowohl Intra- als auch Inter-Donor-Effekte hinsichtlich des Mitoseindexes wurden in 5
Blutspendern untersucht. Der Mitoseindex von Lymphozytenkultur des Spenders 1
(Abbildung 4.8, links) und Spenders 2 (Abbildung 4.8, rechts) 48h nach Rontgenbestrahlung
ist beispielhaft in Abbildung 4.8 iiber die Dosis aufgetragen. Intra-Donor-Unterschiede
zwischen den beiden Spendern werden deutlich, mit Ausnahme der Daten fiir Spender 2 nach
4Gy Rontgenbestrahlung (Abbildung 4.8, rechts). Ein Vergleich der Rontgendaten von
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Spender 1 (Abbildung 4.8, links) und 2 (Abbildung 4.8, rechts) zeigt dariiber hinaus Inter-
Donor-Unterschiede, wobei die Kurven fiir Spender 2 auf einem hoheren mitotischen Niveau
liegen.
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Abbildung 4.8: Vergleich des Mitoseindexes der PBLs von Spender 1 (links) und Spender 2 (rechts) 48h nach
Bestrahlung mit Rontgenstrahlen. Ausfiihrliche Daten der Rontgenexperimente von Spender 1 (Tabelle 7.1 und

7.2) und 2 (Tabelle 7.4 und 7.5) finden sich in Kapitel 7.3.. Der Fehler wurde nach Formel 3.2 berechnet und als
Fehlerbalken dargestellt.

Da der Mitoseindex fiir Kontrollen und bestrahlte Proben sehr dhnlichen Schwankungen
unterliegt, sind in Abbildung 4.9 nur die Daten von Kontrollen 48h nach Stimulierung der

Zellen dargestellt. Fiir die Messungen wurden Proben von 5 Spendern iiber einen Zeitraum
von ca. 3 Jahren untersucht.
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Abbildung 4.9: Mitoseindexes in Kontrollen von PBLs verschiedenen Blutspender 48h nach Inkubation fiir
verschiedene Strahlenarten (Sp. = Spender; w = weiblich; m = ménnlich).

Spender 1, 2 und 4 zeigen deutlich Intra-Donor-Unterschiede im Gegensatz zu Spender 3 und
5, z.B. betrug der niedrigste Mitoseindex in PBLs von Spender 1 0,12% und der hochste Wert
5,5%, wéhrend in Spender 3 Werte zwischen 0,24% und 1,75% gemessen wurden. Dariiber
hinaus werden Inter-Donor-Unterschiede  deutlich, wenn die Mittelwerte =+
Standardabweichung (Kapitel 3.16.; Formel 3.4) der einzelnen Blutspender verglichen werden
und die Spender lassen sich in drei Gruppen zusammenfassen. Die Mittelwerte des

Mitoseindexes von PBLs der Spender 1 (2,86% * 1,79%), 2 (2,57% * 2,32%) und 5 (3,25%
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+ 0,95%) liegen dhnlich hoch. Hingegen liegt der Mittelwert des Mitoseindexes von Spender
4 (1,96% = 1,63%) etwas und der von Spender 3 (0,84% = 0,56%) deutlich tiefer.

4.7. Haufigkeitsverteilung von Zellen in der 1. 2. und 3. Mitose
nach Stimulierung

Neben dem Mitoseindex stellt auch die Bestimmung des prozentualen Anteils von
Metaphasen in der 1., 2. und = 3. Mitose nach Bestrahlung einen wichtigen Parameter dar, der
Informationen {iber den Zellzyklus und eventuell strahleninduzierte Zellzyklusverzogerungen
liefert. Hierzu wurden ca. 500 Metaphasen pro Probe ausgewertet und die detaillierten Daten
sind in den Tabellen in Kapitel 7.3 angegeben.

4.7.1. Strahlenbedingte Veranderungen in PBLs verschiedener Spender
nach Bestrahlung

In Abbildung 4.10 ist die zeitliche Verteilung von Metaphasen in der 1., 2. und = 3. Mitose
nach Rontgenbestrahlung fiir Spender 1 (links) und 2 (rechts) dargestellt. Der prozentuale
Anteil der Metaphasen in der 1. Mitose nach Bestrahlung (Abbildung 4.10, oben) fillt bei
beiden Spendern iiber den Kultivierungszeitraum auf nahezu 0% ab. Der prozentuale Anteil
der 2. Mitosen zeigt in beiden Spendern zunéchst einen deutlichen Anstieg auf 50 bis 80% bei
allen gemessenen Dosen und geht dann nach 96h Inkubation auf einen Anteil von 10 bis 30%
zurlick. Der prozentuale Anteil der 3. Mitosen steigt iber den Untersuchungszeitraum stark an
und erreicht schlie8lich ein Plateau von ca. 60 bis 90%. In allen Graphen der Abbildung 4.10
kommt es mit steigender Dosis zu einer geringen Verschiebung der Kurven nach rechts. Dies
bedeutet, dass bestrahlte PBLs die 1., 2. bzw. 3. Mitose nach Bestrahlung spiter erreichen als
die entsprechenden Kontrollen.

Die Verteilung von Metaphasen in der 1., 2. und = 3. Mitose nach 400MeV/u
Kohlenstoffionenbestrahlung &hnelt dem Verlauf der Graphen nach Rd&ntgenbestrahlung.
Jedoch ist der Verlauf der Kurven und somit sowohl die Abnahme als auch der Anstieg des
prozentualen Anteils an Metaphasen in der 1., 2. und = 3. Mitose nach Bestrahlung mit
400MeV/u Kohlenstoffionen geringer (Abbildung 4.11). Der Anteil an 1. Mitosen betrigt z.B.
in Spender 1 (Abbildung 4.11, links oben) nach 96h und einer Dosis von 4Gy immer noch
60%. Die Kurven verlaufen fiir Zellen in der 2. Mitosen flacher als nach Rontgenbestrahlung
und zeigen nicht den deutlichen Riickgang zu spéteren Probenzeitpunkten (Abbildung 4.11,
Mitte). Auch der Anteil = 3. Mitosen steigt langsamer an und erreicht nur Werte von 15 bis
60% nach 96h bei Spender 1 (Abbildung 4.11, unten links). Bei Spender 2 war in einigen
Praparaten die Differenzierung zu undeutlich um die Verteilung der Metaphasen zu
bestimmen, daher fehlen in den Kurven einige Datenpunkte. Die Verschiebung der Kurven
nach rechts wird vor allem beim Anteil an Metaphasen in hoheren Mitosen (= 3. Mitose)
deutlich und ist hier stirker als nach Rontgenbestrahlung (Abbildung 4.10 und Abbildung
4.11, unten).
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Abbildung 4.10: Verteilung von Zellen in der 1., 2. und = 3. Mitose (von oben nach unten) nach
Rontgenbestrahlung der PBLs von Spender 1 (links, Rontgenexperiment A: Kapitel 7.3.; Tabelle 7.1) und
Spender 2 (rechts, Rontgenexperiment B: Kapitel 7.3.; Tabelle 7.4).
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Abbildung 4.11: Verteilung von Zellen in der 1., 2. und = 3. Mitose nach Bestrahlung der PBLs mit 400MeV/u
Kohlenstoffionen mit einem LET von 11keV/pm von Spender 1 (links: Kapitel 7.3.; Tabelle 7.3) und Spender 2
(rechts: Kapitel 7.3.; Tabelle 7.6).
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4.7.2. Intra-Donor-Effekte

Intra-Donor-Effekte konnten nur 48h nach Rontgenbestrahlung fiir Spender 1 und 2
untersucht werden, da nur fiir diese Untersuchungszeit Ergebnisse aus zwei unabhingigen
Experimenten fiir die beiden Spender vorliegen. Ein Vergleich der Daten fiir Spender 1 zeigt
anndhernd identische Werte. In beiden Experimenten liegt der Anteil an Metaphasen in der 1.
Mitose zwischen 95 und 100% (Kapitel 7.3.; Tabelle 7.1 und 7.2). Spender 2 zeigt jedoch
deutliche Unterschiede in der Verteilung der Metaphasen nach Rontgenbestrahlung. Die
Daten des Rontgenexperimentes A (Kapitel 7.3.; Tabelle 7.5) liegen im Bereich derer von
Spender 1, jedoch zeigen sich deutliche Unterschiede zu den Ergebnissen des
Rontgenexperimentes B (Kapitel 7.3.; Tabelle 7.4). Hier liegt der Anteil an Metaphasen in der
2. Mitose deutlich hoher und erreicht in der Kontrolle 27,6% im Vergleich zu 3,3% im
Rontgenexperiment A (Kapitel 7.3.; Tabelle 7.5).

4.7.3. Inter-Donor-Effekte

Der prozentuale Anteil der Metaphasen in der 1. Mitose nach Rontgenbestrahlung betrégt bei
Spender 1 nach 48h fiir den untersuchten Dosisbereich nahezu 100% und geht nach 96h
Inkubation auf fast 0% zuriick, jedoch erreichen auch zu diesem Zeitpunkt noch vereinzelt
Metaphasen die 1. Mitose nach Bestrahlung (Abbildung 4.10, oben links). Dies gilt nicht fiir
das Rontgenexperiment A von Spender 2. Hier betrdgt der Anteil an 1. Mitosen bereits nach
48h nur noch 72,2% und es befinden sich bereits 27,6% in der 2. Mitose nach Bestrahlung
(Abbildung 4.10, oben und Mitte rechts). Auch geht der Anteil an Metaphasen in der 1.
Mitose erst zu spiteren Zeitpunkten der Probennahme auf 0% zuriick. Die Verschiebung der
Kurven zu spiteren Zeiten ist in Spender 2 (Abbildung 4.10, rechts) deutlicher ausgeprégt als
in Spender 1 (Abbildung 4.10, links), wo sie nur fiir eine Dosis von 4Gy erkennbar ist.

In der Verteilung der Metaphasen nach Bestrahlung mit 400MeV/u Kohlenstoffionen werden
keine Unterschiede deutlich (Abbildung 4.11).

4.8. Stimulierung

Untersuchungen zur Stimulierung der Zellen geben wichtige Hinweise inwieweit durch
Bestrahlung der Ubergang von der Go- in die G;-Phase beeinflusst wird, da z.B. eine
Unterdriickung der Stimulation in geschiddigten PBLs eine Unterschitzung des
strahlenbiologischen Schadens zur Folge hidtte. Von groBem Interesse sind in diesem
Zusammenhang Intra- und Inter-Donor-Effekten sowie die Dosisabhdngigkeit. Der Anteil an
stimulierten bzw. proliferierenden PBLs wurde mit spezifischen Antikdrpermarkierungen
bestimmt. Der Anti-Ki67 Antikorper (Kapitel 3.14.1.) dokumentiert die Expression des Ki67-
Antigens und markiert daher Zellen in allen Zellzyklusphasen aufler der Go-Phase, in welcher
noch keine Expression dieses Antigens stattfindet. Da die Konzentration des Antigens Ki67
wiahrend des Fortschreitens im Zellzyklus ansteigt, zeigen die markierten Zellen in den
Zellzyklusphasen der Interphase eine ansteigende Fluoreszenzintensitit mit einem Maximum
in der M-Phase (Verheijen et al., 1989a, Verheijen et al., 1989b). Um sicher zu stellen, dass
die Antigenkonzentration der Zellen in der G1-Phase fiir eine Markierung mit dem Ki67-
AntikOrper ausreicht, wurde zusétzlich ein S-Phase-Markierung durchgefiihrt. Hierzu wurde
der Anti-BrdU Antikorper (Kapitel 3.14.2.) verwendet, der den BrdU-Einbau in die DNA
dokumentiert und somit Zellen nach Eintritt in die S-Phase nachweist. Sollte der Anteil
proliferierender Zellen nach S-Phase-Markierung geringer sein als der Anteil stimulierter
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PBLs, so spricht dies fiir eine Markierung von Zellen in der Gy-Phase durch den Ki67-
Antikdrper.

Die Proben wurden zundchst zu mehreren Zeitpunkten nach Stimulierung (0-55h) und
Bestrahlung mit Dosen von 0 bis 10Gy ausgewertet. Die Messungen wurden dann jedoch auf
einen Zeitpunkt 45h nach Stimulierung beschréinkt, da zu spateren Zeitpunkten eine Erhohung
des Anteils an stimulierten Zellen vor allem durch Tochterzellen zu Stande kommt.
Zusitzlich zur Bestrahlung mit Rontgenstrahlen und 400MeV/u Kohlenstoffionen liegen auch
Daten fiir die Markierung mit dem Ki67-Antikdrper nach Bestrahlung mit 100MeV/u
Kohlenstoffionen vor. Es wurden zwischen 500 und 1000 Zellen mikroskopisch analysiert
und der Anteil stimulierter Zellen prozentual zur Gesamtzellzahl aufgetragen. Wird im
Folgenden von Abnahme oder Anstieg des prozentualen Anteils an markierten Zellen
gesprochen, so beziehen sich diese Prozentzahlen auf den jeweiligen Ausgangswert und es
handelt sich nicht um absolute Prozentpunkte. Die Fehler wurden wie in Kapitel 3.16.
beschrieben nach Formel 3.2 berechnet.

4.8.1. Strahlenbedingte Veranderungen in PBLs verschiedener Spender
nach Bestrahlung

Der in Abbildung 4.12 dargestellte prozentuale Anteil stimulierter PBLs fiir die
unterschiedlichen ~ Strahlenarten  gibt  einen  reprisentativen  Uberblick  des
Stimulierungsverhaltens von PBLs verschiedener Spender zu unterschiedlichen
Untersuchungszeitpunkten. Weitere Daten zur Untersuchung der Stimulation mittels Ki67-
Test wurden daher in Tabelle 4.2 zusammengefasst.

In allen Rontgenexperimenten wurde kein Anstieg, wie z.B. bei Spender 5 (Abbildung 4.12,
unten links), oder nur ein geringer Anstieg von maximal 30%, wie z.B. Spender 1 (Abbildung
4.12, oben links) des Anteils an stimulierten PBLs iiber den Inkubationszeitraum von 30 bis
45 bzw. 55h deutlich.

Es zeigte sich in allen Experimenten mit PBLs der verschiedenen Spendern, dass nach
Rontgenbestrahlung im untersuchten Dosisbereich von 0 bis 10Gy keine, wie z.B. bei
Spender 1 und 5 (Abbildung 4.12, links und Tabelle 4.2) bzw. nur eine Reduktion von 20 bis
45% (Tabelle 4.2) des Anteils an stimulierten PBLs im Vergleich von bestrahlten Proben zur
Kontrolle stattfindet. Nur in einem Rontgenexperiment mit PBLs von Spender 2 wurde ein
Anstieg von 40% im Dosisbereich von 0 bis 4Gy nach 45h Stimulierung gefunden (Tabelle
4.2).

In den Experimenten mit Kohlenstoffionen wird ein deutlicher Anstieg von 100 bis 500% des
prozentualen Anteils an stimulierten PBLs nach Markierung mit dem Ki67-Antikérper im
untersuchten Zeitraum sichtbar (Abbildung 4.12, rechts und Tabelle 4.2). Nach Bestrahlung
der PBLs von Spender 1 mit 400MeV/u Kohlenstoffionen stieg der Anteil an stimulierten
PBLs in allen Dosen von ca. 500% im Zeitraum von 30h bis 45h nach Stimulierung an
(Abbildung 4.12, oben rechts). In Spender 2 wurde iiber den Zeitraum von 36h bis 45h nach
Bestrahlung mit 100MeV/u Kohlenstoffionen ein Anstieg des Anteils an stimulierten PBLs
von 100% sichtbar, der aber fiir die einzelnen Dosen variiert (Abbildung 4.12, unten rechts).
Da eine Zeitabhingigkeit hinsichtlich der  Stimulierung von PBLs nach
Kohlenstoffionenbestrahlung nicht nur in bestrahlten Proben, sondern auch in Kontrollen
auftritt, 148t sie sich nicht allein auf die Strahlenwirkung zuriickfiihren und wird in der
Diskussion néher erortert.
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Im Gegensatz zur Rontgenbestrahlung ist der Anteil an stimulierten PBLs nach Markierung
mit dem Ki67-Antikorper nach Bestrahlung mit Kohlenstoffionen um 15 bis 70% niedriger
(Abbildung 4.12, rechts und Tabelle 4.2). Nach Bestrahlung der PBLs von Spender 1 mit
400MeV/u bzw. Spender 2 mit 100MeV/u Kohlenstoffionen ist mit zunehmender Dosis bis
4Gy zu beiden Zeitpunkten (30 und 45h bzw. 36 und 45h) der Anteil an stimulierten PBLs um
60% bis 70% bzw. 50% geringer bezogen auf die Kontrollen (Abbildung 4.12, rechts).
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Abbildung 4.12: Prozentualer Anteil an stimulierten PBLs verschiedener Spender nach Antikorpermarkierung
(Ki67) zu verschiedenen Zeiten nach Bestrahlung mit Rontgenstrahlen (links) und 400MeV/u (oben rechts) bzw.
100MeV/u (unten rechts) Kohlenstoffionen. Der Fehler wurde nach Formel 3.2 berechnet und als Fehlerbalken
dargestellt.

Der prozentualen Anteile an stimulierten Zellen (Ki-67-Test) im Vergleich zum prozentualen
Anteil an proliferierenden Zellen (BrdU-Test) ist in PBLs von Spender 1 und 2 nach
Rontgenbestrahlung bis zu einem Faktor 2 hoher. Der etwas geringere Anteil an stimulierten
Zellen in den bestrahlten Proben nach Rontgenbestrahlung bezogen auf die jeweiligen
Kontrollen wird auch im Anteil proliferierender Zellen sichtbar und liegt bei ca. 20 bis 30%
niedriger als in den Kontrollen.
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Spender | Strahlenart Gesamtzahl | Anzahl Experimente | Anzahl Experimente
Experimente | (Verdnderung Dosis- | (Verdnderung Zeit-
Effekt) Effekt)
3(-) 1 (keine)
Rontgenstrahlung 6 3 (keine) 2(1)

1 3 (n.u.)
100MeV/u “C-Ionen 1 1(-) 1 (n.u.)
400MeV/u “C-Ionen 1 1(-) 1 (+++)

. 2 (keine) 1(+)

2 Rontgenstrahlung 3 1(+) 2 (n.u.)

100MeV/u '*C-Ionen 1 1(-) 1 (++)
) 1(-) 2 (n.u.)

3 Rontgenstrahlung 2 1 (keine)

. 1(-) 1 (keine)

5 Rontgenstrahlung 3 2 (keine) 2 (nu.)

Tabelle 4.2: Zusammenfassung der Experimente von vier verschiedenen Spendern bei denen der prozentuale
Anteil an stimulierten PBLs (Ki67-Test) nach Bestrahlung mit Rontgenstrahlen und 100 bzw. 400MeV/u
Kohlenstoffionen ('*C-Ionen) bestimmt wurde. Der Umfang der Verénderung bezogen auf die Kontrolle (Dosis-
Effekt) bzw. auf ein zeitlich vorangegangenes Messergebnis der entsprechenden Dosis (Zeit-Effekt) wurde wie
folgt beurteilt: ---/+++ = Abnahme bzw. Anstieg iiber 100%; --/++ = Abnahme bzw. Anstieg zwischen 50 und
100%; -/+ = Abnahme bzw. Anstieg bis 50% und keine = keine Abnahme bzw. Anstieg. Da bei einigen
Experimenten nur ein Zeitpunkt untersucht wurde, konnte keine Aussage hinsichtlich eines Zeit-Effekts gemacht
werden (n.u. = nicht untersucht).

4.8.2. Intra-Donor-Effekte

In Abbildung 4.13 sind die Anteile an stimulierten PBLs nach Antikorpermarkierung mit
Anti-Ki67 fiir vier verschiedene Spender nach 45h Stimulierung und Bestrahlung mit Dosen
von 0, 2 und 4Gy Rontgenstrahlen dargestellt.
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Abbildung 4.13: Vergleich der prozentualen Anteile an stimulierten PBLs (Ki67) verschiedener Spender 45h
nach Rontgenbestrahlung (Sp. = Spender).
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Die Daten der Spender 1, 2 und 3 schwanken fiir die drei Dosen {iber einen Bereich von 30
Prozentpunkten, wihrend die Kontrollen von Spender 3 eine deutlichere Schwankung iiber
einen Bereich von 50 Prozentpunkten zeigen. Es wird also in allen untersuchten Spendern ein
Inter-Donor-Effekt deutlich. Da fiir die einzelnen Spender nach Kohlenstoffionenbestrahlung
nicht mehrere unabhéngige Datensdtze vorliegen, kann hier keine Aussage beziiglich Intra-
Donor-Unterschiede gemacht werden.

4.8.3. Inter-Donor-Effekte

Die in Abbildung 4.13 dargestellten prozentualen Anteile an stimulierten PBLs 45h nach
Rontgenbestrahlung zeigen grofle Schwankungen innerhalb der einzelnen Spender, die im
Bereich von 20 bis 60 Prozentpunkten liegen. Nur eine der Kontrollen von Spender 3 liegt mit
nur 10% stimulierter PBLs tiefer als alle anderen Datenpunkte. Aufgrund der groflen
Schwankungsbreite des Anteils stimulierter PBLs in den verschiedenen Spendern kann nicht
von einem Inter-Donor-Effekte gesprochen werden. Die Anzahl an Experimenten mit
Kohlenstoffionen ist nicht ausreichend um Aussagen beziiglich Inter-Donor-Unterschiede zu
machen (Tabelle 4.2).

49. Apoptose

Ein weiterer Faktor, der die Auswertung von Metaphaseprédparaten zusétzlich zur Proliferation
und Stimulation beeinflussen kann, ist die Apoptose. Zur Abschétzung der Apoptose in PBLs
wurden der ApoNexin-Test (Kapitel 3.15.1.) und der CDD™-ELISA (Kapitel 3.15.2.)
verwendet. Mit Hilfe des ApoNexin-Tests wird der prozentuale Anteil an markierten bzw.
geschidigten PBLs bestimmt. Hierbei wurden die Daten fiir apoptotische und nekrotische
PBLs zusammengefasst, da im Anteil der nekrotischen Zellen auch der Anteil an sekundér-
bzw. spatapoptotischen PBLs enthalten ist. Es wurden 250 bis 500 PBLs pro Probe bis 93h
nach Bestrahlung mit Dosen von 0 bis 20Gy fluoreszenzmikroskopisch ausgewertet. Beim
CDD"-ELISA werden fiir die gemessenen Proben OD-Werte erhalten. Es konnte auch hier die
Apoptose und die Nekrose bestimmt werden, wobei nur die Daten der Apoptose dargestellt
sind, da die OD-Werte fiir die Nekrose in Kontrollen und bestrahlten Proben identisch waren
und keine Erhéhung der OD im Vergleich zum Hintergrund vorlag. Die PBLs wurden 48h
nach Rontgenbestrahlung mit Dosen von 0 bis 10Gy ausgewertet.

49.1. Strahlenbedingte Veranderungen in PBLs verschiedener Spender
nach Bestrahlung

In Abbildung 4.14 wurden einige repriasentativen Experimente, bei denen der prozentuale
Anteil an apoptotischen und nekrotischen Zellen mit dem ApoNexin-Test gemessen wurden,
graphisch als Sdulendiagramm dargestellt. Drei weitere Rontgenbestrahlungen der PBLs von
Spender 1 und 3 =zeigten entsprechende Ergebnisse wie die der hier abgebildeten
Rontgenexperimente und wurden daher nicht aufgefiihrt. Der prozentuale Anteil an
apoptotischen und nekrotischen Zellen zeigt nach Rontgenbestrahlung der PBLs von Spender
1 ein Maximum bei ca. 48h. Ein dhnliches zeitliches Verhalten der Apoptose wird in PBLs
von Spender 4 nach Bestrahlung mit 400MeV/u Kohlenstoffionen sichtbar, jedoch ist das
Niveau des Anteils an geschéddigten Zellen deutlich hoher (Abbildung 4.14, unten rechts).
Nach Bestrahlung der PBLs von Spender 1 mit 100MeV/u Kohlenstoffionen (Abbildung 4.14,
oben links) wird erst nach 57h ein Maximum erreicht aber auch hier kommt es danach zu
einem Riickgang des Anteils geschidigter Zellen, wohingegen nach Bestrahlung von PBLs
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des Spenders 1 mit 400MeV/u Kohlenstoffionen der prozentuale Anteil an apoptotischen und
nekrotischen Zellen nach ca. 57h ein Plateau erreicht (Abbildung 4.14, unten links). Drei
weitere Rontgenexperimente mit PBLs von Spender 1 und 3 zeigten fiir die gemessenen
Probenzeitpunkte nach 24 bzw. 48h anndhernd identische Ergebnisse wie in Abbildung 4.14
oben rechts.

In allen Experimenten ist zu einem Grofteil der Probenzeitpunkte eine Dosisabhingigkeit
erkennbar. Der Anteil der apoptotischen und nekrotischen Zellen ist in den bestrahlten Proben
stets hoher als in den unbestrahlten und hdufig ist auch ein Anstieg des Anteils mit
zunehmender Dosis erkennbar. Nur in Proben, die unmittelbar nach der Bestrahlung
aufgearbeitete wurden, zeigten die Kontrollen das gleiche bzw. zum Teil sogar ein hoheres
Niveau an apoptotischen und nekrotischen Zellen als die bestrahlten Proben (Abbildung 4.14,
links). Dies kann jedoch auf die Handhabung der Zellen wihrend der Aufreinigung des Blutes
zuriickgefiihrt werden, die eine mechanische Belastung fiir die Zellen darstellt. Die Kontrollen
zeigen iliber den Inkubationszeitraum héufig eine starke Schwankung von 10 bis 40%
apoptotischer und nekrotischer Zellen (Abbildung 4.14, links).

Ein deutlich hoheres Niveau der Apoptose zeigt sich nach Bestrahlung der PBLs

verschiedener Blutspender mit Kohlenstoffionen im Vergleich zur Rontgenbestrahlung. Dies
konnte in allen durchgefiihrten Experimenten beobachtet werden.
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Abbildung 4.14: Anteil geschédigter, d.h. apoptotischer und nekrotischer, PBLs (ApoNexin-Test) zu
verschiedenen Untersuchungszeiten von Spender 1 nach Bestrahlung mit 100MeV/u (oben links) und 400MeV/u
Kohlenstoffionen (unten links) bzw. nach Rontgenbestrahlung (oben rechts) und von Spender 4 nach 400MeV/u
Kohlenstoffionen (unten rechts). Die Skalierung der X-Achse ist unterschiedlich in den einzelnen Diagrammen.
Der Fehler wurde nach Formel 3.2 berechnet und als Fehlerbalken dargestellt.
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Um den dosisabhidngigen Anstieg der Apoptose aus der Annexin-Markierung zu iiberpriifen
wurde eine weitere Methode zur Messung der Apoptose, der CDD'-Elisa, durchgefiihrt.
Hierzu wurden Zellen von Spender 1 und 2 mit Rontgenstrahlen bestrahlt und 48h spéter
untersucht. In Abbildung 4.15 sind die normierten OD-Werte der Apoptosemessung fiir PBLs
von Spender 2 48h nach Rontgenbestrahlung dargestellt. Die OD-Werte der bestrahlten
Proben sind auf die der Kontrollen normiert (Kapitel 3.15.2.; Formel 3.1), d.h. nach einer
Dosis von 4Gy hat sich die OD im Vergleich zur Kontrolle verdoppelt (2,0). Auch in Proben
von Spender 1 wird ein Anstieg der OD nach Rontgenbestrahlung im Vergleich zur OD in
den Kontrollen deutlich (Daten nicht dargestellt).

Somit konnte der Anstieg der Apoptose mit steigender Dosis nach Rdntgenbestrahlung
(Abbildung 4.14, oben rechts), der nach Messung der Apoptose mit dem ApoNexin-Test
sichtbar wird, bestétigt werden. Da die Proben der Nekrose nach Messung mit dem ELISA
nur eine gering hohere OD als die Messung des Hintergrundes (ABTS-Losung) aufweisen, ist
anzunehmen, dass es sich bei den Annexin und Propidiumjodid positiven Zellen in der
Messung mit dem ApoNexin-Test vorwiegend um spétapoptotische Zellen handelt und nicht
um Nekrosen.

2,21
2,0
1,84
1,64

1,44

1,24

1,04

MeRwerte auf Kontrolle normiert

Dosis [GY]

Abbildung 4.15: Apoptosemessung mit dem CDD"-Elisa 48h nach Rontgenbestrahlung der PBLs von Spender 2.
Die OD-Werte der bestrahlten Proben wurden auf die OD-Werte der Kontrollen normiert (Kapitel 3.16.; Formel
3.1). Beim Fehler handelt es sich um die Standardabweichung (Kapitel 3.16.; Formel 3.4) aus der
Doppelbestimmung der Proben, die auf die normierten Datenpunkte iibertragen wurde.

4.9.2. Intra- und Inter-Donor-Effekte

Um Aussagen liber eventuell vorhandene Intra-Donor-Effekte hinsichtlich strahleninduzierten
Apoptose machen zu konnen fehlt es an ausreichend Daten fiir die einzelnen Spender. Es sind
zwar Unterschiede zu erkennen, diese liegen jedoch im Fehlerbereich der Messmethode.

Auch zwischen den einzelnen Blutspendern konnen keine signifikanten Unterschiede
beobachtet werden. Die Daten fiir den Anteil an apoptotischen und nekrotischen Zellen
unterliegen zwar Schwankungen, jedoch ist die Datenmenge nicht ausreichend um eine
Erhohung des Anteils an apoptotischen und nekrotischen Zellen in einem oder mehreren
Blutspendern zu beschreiben.
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5. Diskussion

5.1. Zidl und Grundlagen der Untersuchung

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, strahleninduzierte Chromosomenverdnderungen in
peripheren Blutlymphozyten weniger gesunder Blutspender nach Bestrahlung mit
diinnionisierenden Rontgenstrahlen und dichtionisierenden Kohlenstoffionen zu untersuchen.
Hierbei standen insbesondere vorhandene Unterschiede hinsichtlich der Strahlensensibilitét
zwischen verschiedenen Spendern sowie deren zeitliche Schwankung innerhalb eines
Spenders im Mittelpunkt. In diesem Zusammenhang konnten Unterschiede in Blutspendern
hinsichtlich der Anzahl strahleninduzierter DNA-Schédden sowohl in Interphase- als auch
Metaphase-Zellen nachgewiesen werden. Individuelle Schwankungen wurden auch bei
weiteren biologischen Faktoren sichtbar, die die Aberrationsrate beeinflussen konnen wie z.B.
die Zellproliferation, die Stimulierung von PBLs und die Induktion der Apoptose. Die
erhaltenen Ergebnisse der Messung der Anzahl von Chromosomenschdden in Metaphasen
geben weitere Hinweise iiber die Moglichkeiten und die Grenzen einer biologischen
Dosimetrie sowie der Entwicklung eines pradiktiven Tests.

5.1.1. Verwendungvon PBLsin der biologischen Dosimetrie

Periphere Blutlymphozyten sind neben humanen Hautfibroblasten das am héiufigsten
verwendete Zellsystem, wenn die Wirkung von Strahlung auf den Menschen untersucht
werden soll. Lymphozyten sind wie auch die Fibroblasten bei einer Strahlenexposition stets
involviert und werden daher zur Abschitzung von strahleninduzierten DNA-Schiden
verwendet. Im Gegensatz zu humanen Hautfibroblasten ist die Entnahme von PBLs deutlich
einfacher, da sie aus Vollblut isoliert werden konnen. Ein weiterer Vorteil fiir
Bestrahlungsexperimente ist, dass sich in vivo die PBLs fast ausschlieBlich in der Gy-Phase
befinden, bis auf die Zellen, die durch spezifische Antigene stimuliert wurden. Von Nachteil
konnte jedoch die Tatsache sein, dass Lymphozyten aus Subpopulationen bestehen, die sich in
ihren biologischen Eigenschaften, wie z.B. der Strahlensensibilitit unterscheiden (Schwartz
und Gaulden, 1980; Stewart et al., 1988; Menz et al., 1997; Kern et al., 1999).

Seit den sechziger Jahren wird die Dosis von strahlenexponierten Personen durch
Untersuchung biologischer Verdnderungen in peripheren Blutlymphozyten begleitend zu
physikalischen Messungen abgeschitzt (Kapitel 2.1.), die sogenannte biologische Dosimetrie
(Uberblick in Miiller und Streffer, 1991; Wolff, 1991). Die Bestimmung der Anzahl an
Aberration in PBLs gehdort hierbei zu der am héufigsten verwendeten Methode (Gooch et al.,
1964; Bender und Gooch, 1967). Mit Hilfe von Eichkurven, die durch in vitro Experimente
gewonnen wurden, wird ein Zusammenhang zwischen der Anzahl an Chromosomenschiden
pro Zelle und der erhaltenen Strahlendosis hergestellt (Lloyd et al., 1975; Edwards et al.,
1979; Pantelias und Maillie, 1984; Fabry et al., 1985; Pantelias und Maillie, 1985;
Bauchinger, 1995; Finnon et al., 1995; Edwards, 1997; Bauchinger und Schmid, 1998;
Durante et al., 1998; Lindholm et al., 1998; Barquinero et al., 1999; Prasanna et al., 2000
Stronati et al., 2001). Bisher wird in jedem Labor nur eine Eichkurve angefertigt, da gerade in
den niedrigen Dosisbereichen aus statistischen Griinden mehrere hundert Zellen ausgewertet
werden miissen und somit die Herstellung dieser Kurven sehr arbeitsaufwendig ist.
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5.1.2. Einflul3 von BrdU auf zellbiologische Parameter

Wie bereits in Kapitel 2.1. beschrieben nimmt mit jeder Zellteilung die Anzahl an
Aberrationen ab (Sasaki und Norman, 1967; Bedford et al., 1978; Scott und Lyons, 1979;
Bauchinger et al., 1986). Um eine Verdiinnung der Aberrationsrate durch Zellen in der 2. oder
einer hoheren Mitose nach Bestrahlung zu verhindern, die eine Unterschitzung des
strahlenbiologischen Schadens zur Folge hédtte, werden ausschlieBlich Metaphasen der 1.
Mitose nach Bestrahlung ausgewertet. Die Fluoreszenz plus Giemsa-Farbung (FPG)
ermoglicht eine Unterscheidung der Mitosen in den einzelnen Replikationsrunden (Abbildung
3.2), basierend auf einem BrdU-Einbau und einer anschlieBenden differenziellen Farbung wie
bereits in Kapitel 3.12. genauer beschrieben wurde (Perry und Wolff, 1974).

Da zur Durchfiihrung der differenziellen Farbung dem Zellkulturmedium BrdU zugegeben
werden muss, wurde dessen Wirkung auf die Zellen gemessen (Kapitel 4.1.). In den
untersuchten Parameter, d.h. der Anzahl an Chromosomenschdden in Metaphasezellen, der
Zellzahl, der Induktion von Apoptose und der Stimulationsrate, konnte kein Einflul in der
verwendeten Konzentration von 6ug BrdU pro ml Medium (20umol/l) auf die PBLs
nachgewiesen werden. Dagegen wurde eine geringe Reduktion des Mitoseindexes in Proben
mit BrdU im Vergleich zu den unbehandelten Kontrollen gefunden. Untersuchungen von
Scott und Lyons (1979) sowie Berger (2001) zeigten keinen Einfluss von BrdU auf die
Aberrationsrate in PBLs bzw. Hautfibroblasten bis zu einer Konzentration von 10ug pro ml
Medium. Kolin-Gerresheim und Bauchinger (1981) konnten bei Messungen der Wirkung von
BrdU auf die Zellproliferation in PBLs von 7 Spendern bis zu einer Konzentration von
3ug/ml (10pumol/l) keinen Effekt erkennen. Fiir die in der vorliegenden Arbeit verwendete
Konzentration von 6ug/ml wurde nur zu frithen Probenzeitpunkten (bis ca. 52h) ein geringer
inhibitorischer Effekt auf die Zellproliferation nachgewiesen, der jedoch zu spéteren
Inkubationszeitpunkten verschwand. Daraus folgerten Kolin-Gerresheim und Bauchinger
(1981), dass die Zellen mit zunehmender Kultivierungszeit den zunichst inhibitorischen
Einflu3 von BrdU tiberwinden. Bei hoheren Konzentrationen bis 118ug BrdU pro ml Medium
wurde eine starke Hemmung der Zellproliferation sichtbar.

AbschlieBend 4Bt sich sagen, dass der EinfluB von BrdU in der hier verwendeten
Konzentration fiir die Bestimmung von DNA-Schiden in Metaphasepriaparaten von PBLs
vernachlédssigt werden kann, da BrdU keine Verdnderung der Aberrationsrate, der Zellzahl,
der Induktion von Apoptose sowie dem Umfang an stimulierten Zellen bewirkte und der
Effekt auf den Mitoseindex gering war. In anderen Zelltypen wie z.B. priméren Fibroblasten
wurde ein Einfluss von BrdU in Abhéngigkeit von der Konzentration nachgewiesen (Morris,
1991; Berger, 2001). Durch die Untersuchung unstimulierter bzw. ruhender Interphasezellen
kann diese Problematik umgangen werden, da hier der Einsatz von BrdU nicht ndtig ist.

5.2. Chromosomenschaden in Inter phasezellen

Die PCC-Technik ermdglicht die Untersuchung von Chromosomenschidden in
Interphasezellen. In der vorliegenden Arbeit wurde diese Methode in Anlehnung an Pantelias
und Maillie (1983) durchgefiihrt (Kapitel 3.8.) und eine frithzeitige Kondensation des
Chromatins in Interphasezellen durch Fusion mit mitotischen CHO-K1-Zellen induziert.
Hierzu wurden unstimulierte PBLs in der Go-Phase direkt nach der Bestrahlung fusioniert um
den primér erzeugten Schaden (Initialschaden, ID) zu messen sowie 20h nach Bestrahlung um
den Restschaden nach Reparatur (R) zu bestimmen (Kapitel 4.5.).
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Die Anzahl zuséatzlicher Fragmente pro Zelle stellt die Differenz der Anzahl an Fragmenten
der bestrahlten Probe zur entsprechenden Kontrolle dar und wurde fiir PBLs der Spender 1
und 2 in Abbildung 4.6 nach Rontgenbestrahlung aufgetragen. Die Anzahl zusétzlicher
Fragmente unmittelbar nach Rontgenbestrahlung betréigt 8,8 zusitzliche Fragmente pro Gy fiir
Spender 1 und 5,4 zusétzliche Fragmente pro Gy fiir Spender 2. Daten zum Initialschaden in
PBLs von Spender 2 liegen im Rahmen der in der Literatur beschriebenen Werte. Diese
schwanken zwischen 3 (Pantelias und Maillie, 1984) und 6 (Pantelias und Maillie, 1985;
Greinert et al., 1995) zusétzlichen Fragmenten pro Gy Rontgenstrahlung. Daten fiir Spender 1
liegen mit 8,8 zusdtzlichen Fragmenten dariiber. Eine Auswertung der PCC-Priparate zur
Reparatur der PBLs von Spender 1 zeigte eine deutliche Reduktion der Anzahl an
zusdtzlichen Fragmenten von 8,8 (ID) auf 2,1 (R). Eine Abschitzung des Restschadens in
PBLs von Spender 2 war nicht mdglich, da sehr wahrscheinlich durch Verlust der Mitosen
wéhrend der Zentrifugation die Fusionsrate in den Praparaten der Reparatur nahezu null war.
Die Reduktion der Anzahl zusétzlicher Fragmente 20h nach Rontgenbestrahlung im Vergleich
zum Initialschaden um ca. 75% in PBLs von Spender 1 zeigt, dass die Zellen in der Lage sind,
die strahleninduzierten Doppelstrangbriiche zum Teil zu reparieren. Jedoch ist es nicht
moglich abzuschétzen inwiefern diese Reparatur korrekt ist, da die Zellen die Bruchstiicke
willkiirlich verkniipfen.

Der Anstieg der Chromosomen- bzw. Fragmentenanzahl in den bestrahlten Go-PBLs kommt
durch strahleninduzierte DNA-Doppelstrangbriiche (DSBs) zu Stande, jedoch konnte eine 1:1
Korrelation, d.h. ein Doppelstrangbruch fiihrt zu einem weiteren zusitzlichen Fragmenten, in
Strahlenexperimenten nicht bestétigt werden. Die Anzahl von DSBs in Sdugerzellen liegt mit
36 £ 5 pro Gy Réntgenstrahlung (Uberblick in Heilmann et al., 1995) stets iiber der Anzahl an
zusétzlichen Fragmenten in den entsprechenden PCC-Préparaten. Zum Beispiel ergibt sich fiir
Spender 1 eine Korrelation von 4:1 und fiir Spender 2 eine von 7:1, d.h. 4 bzw. 7 DNA-
Doppelstrangbriiche fiihren zu einem zusdtzlichen Fragment. Griinde fiir die abweichende
Korrelation kénnten darin bestehen, dass das Auflosungsvermogen des Mikroskops nicht
ausreicht, um kleine Bruchstiicke zu detektieren oder dass einige DSBs wihrend der
einstiindigen Fusion der Zellen repariert werden (Okayasu und Iliakis, 1993), sowie in der
unterschiedlichen MPF (,,mitosis-promoting factor)-Aktivitit der verwendeten mitotischen
Zellen (Cheng et al., 1993).

5.3. Chromosomenschaden in Metaphasen peripherer Blut-
lymphozyten

Um Intra- und Inter-Donor-Effekte hinsichtlich der Erzeugung strahleninduzierter
Chromosomenschidden untersuchen zu kénnen, wurde in PBLs von verschiedenen Spendern
(Kapitel 7.3.; Tabellen 7.1a bis 7.10) nach in vitro Bestrahlung der DNA-Schaden in
Metaphase-Zellen der 1. und 2. Mitose zu verschiedenen Zeiten gemessen.

In der vorliegenden Arbeit wurden die Metaphasepriparate ausschlieSlich mit der Fluoreszenz
plus Giemsa-Methode gefarbt und alle mit dieser Technik detektierbaren, d.h. instabilen
Aberrationen wie z.B. polyzentrische Chromosomen, zentrische Ringe und azentrische
Aberrationsarten ausgewertet. Auf Fluoreszenz in situ Hybridisierung, die auch den Nachweis
von stabilen Aberrationen, wie z.B. Translokationen oder Insertionen ermoglicht, wurde
jedoch wegen der hohen Probenzahl und dem damit verbundenen hohen Kostenaufwand
verzichtet.
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Da in den einzelnen Arbeitsgruppen unterschiedliche Aberrationstypen ausgewertet werden,
wie z.B. Tabelle 5.1 entnommen werden kann, musste der Vergleich haufig auf dizentrische
Chromosomen beschrinkt werden. Dizentrische Chromosomen werden stets bei der
Untersuchung von giemsagefirbten Metaphasepriparaten ausgewertet und hdufig auch in
FISH-gefarbten Préparaten bestimmt, da sie eine geringe Spontanrate in Kontrollen aufweisen
(z.B. Bauchinger, 1995; Edwards, 1997). Dariiber hinaus vertreten einige Autoren die
Ansicht, dass dizentrische Chromosomen gut erkennbar sind und die Auswertung daher einem
geringeren subjektiven Fehler unterliegt (Lloyd und Purrott, 1981; Edwards, 1997). Jedoch
zeigten Untersuchungen der gleichen Probe in verschiedenen Laboren deutliche
Schwankungen in der Anzahl an dizentrischen Chromosomen bis zu einem Faktor von 3
(Bianchi et al., 1982; Lloyd et al., 1988; Lloyd et al.,, 1992). Dies fiihrte zu der
Schlussfolgerung, dass jedes Labor seine eigenen Eichkurven anfertigen muss um die
Genauigkeit der Dosisabschdtzung zu verbessern. Einige Arbeitsgruppen schlieen in die
Auswertung zentrische Ringe und zusitzlich entstandene azentrische Aberrationen mit ein
(z.B. Fabry et al., 1985; Lloyd et al., 1988; Barquinero et al., 1997). Dies ist vor allem
notwendig, wenn die durch unterschiedliche Strahlenarten erzeugten Chromosomenschiden
verglichen werden sollen, wie z.B. bei der Bestimmung der RBW (Kapitel 5.3.5.), da sich das
Aberrationsspektrum mit dem LET &andert (Gerasimenko et al., 1980; Ritter et al., 1996;
Ohara et al., 1998; Anderson et al., 2000).

5.3.1. Spontanratevon Aberrationen in Kontrollen

Die Spontanrate von Chromosomenschidden in Korperzellen wie z.B. PBLs gibt einen

Hinweis auf die Lebensgewohnheiten oder die Umweltbedingungen der untersuchten Person
(z.B. Andersson, 1993).

In den durchgefiihrten Experimenten mit PBLs der Spender 1 und 2 betrug die Anzahl aller
Chromosomenaberrationen in unbestrahlten Metaphasen der 1. Mitose nach Stimulierung 2
bis 3,7 pro 100 Zellen. In der Literatur werden zur Bestimmung der Spontanrate hdufig
Ergebnisse aus Experimente mit PBLs verschiedener Spender zusammengefasst (z.B. Schmid
et al., 1984). Wird dies fiir Spender 1 und 2 durchgefiihrt, so wird ein Wert von 3,1 erhalten
(Tabelle 5.1). Fiir dizentrischen Chromosomen liegt die Spontanrate in den sechs
durchgefiihrten Experimenten mit PBLs der beiden Spender zwischen 0 und 0,75 und der
errechnete Mittelwert betrdgt 0,36 (Tabelle 5.1).

Wie vorne erwédhnt, werten die verschiedenen Arbeitsgruppen unterschiedliche
Aberrationstypen aus. Tabelle 5.1 gibt einen Uberblick iiber die gemessenen
Chromosomenschidden und die dabei ermittelten Spontanraten. Die fiir die Anzahl aller
Aberrationstypen gemessenen Werte in 100 Zellen liegen zwischen 0,033 (Fabry et al., 1985)
und 3,5 (Gerasimenko et al., 1980). Die in der vorliegenden Arbeit gemessenen Spontanrate
von 3,1 Aberrationen pro 100 Zellen in PBLs der Spender 1 und 2 bewegen sich in diesem
Bereich, wobei die meisten Literaturwerte deutlich geringere Werte aufweisen. Werden fiir
einen Vergleich der Spontanraten nur dizentrische Chromosomen zugrunde gelegt, werden
sehr geringe Spontanraten von unter 0,1 dizentrischen Chromosomen in 100 untersuchten
Metaphasen beschrieben (Schmid et al., 1984; Fabry et al., 1985; Andersson, 1993; Lindholm
et al., 1998). Nur Gerasimenko et al. (1980) findet in einem der Experimente eine identisch
hohe Spontanrate an dizentrischen Chromosomen von 0,36.

Diese Unterschiede lassen sich nicht ohne weiteres erkldren. Zwar zdhlen einige
Arbeitsgruppen nur dizentrische Chromosomen, die von einem azentrischen Fragment
begleitet werden und andere Arbeitsgruppen auch dizentrische Chromosomen ohne Fragment
(Tabelle 5.1), jedoch ist der Anteil an dizentrischen Chromosomen ohne begleitendes
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Fragment in den Kontrollen der vorliegenden Arbeit 0% und auch in Untersuchungen von
Lloyd et al. (1992) betrug er nur ca. 20%. Es konnten unterschiedliche Kulturbedingungen
oder individuelle Unterschiede der Blutspender EinfluB auf die Spontanrate haben (Uberblick
Lloyd et al., 1975). Des Weiteren konnten die Unterschiede durch die Person, die die
Chromosomenpraparate auswertet, zu Stande kommen (Bianchi et al., 1982; Lloyd et al.,
1988; Lloyd et al, 1992). Eine Vorbelastung der Blutspender, die eine Erhéhung der
Spontanrate erkldren wiirde, ist nicht bekannt.

Féarbung |ausgewertete Spontanrate Spontanrate | Autoren
Aberrationstypen [dic/100 Zellen] | [Summe aller

Aberrationen

/100 Zellen]
Giemsa |dic, 1, ace, cte 0,15 (max. 0,36) 3,47 Gerasimenko et al., 1980
Giemsa |dic, ace 0,038 0,33 Schmid et al., 1984
FPG dic, r, ace 0,033 0,033 Fabry et al., 1985
Giemsa |dic, 1, ace 0,2 0,2 Tawn et al., 1985
FPG dic, ace 0 0,17 Kakati et al., 1986
FPG dict, 1, ace 0,2 0,49 Lloyd et al., 1988
Giemsa |dic, r, csb, ctb, t 0 0,1 Poncelet et al. 1988
FPG dict, 1, ace 0,16 0,61 Lloyd et al., 1992
Giemsa |dic, 1, ace, ctb, cte, 0,014 £ 0,12 0,74 £ 0,96 |Andersson, 1993
FISH dic, 1, ace, t, inv, ins 0,15 0,35 Finnon et al., 1995
FPG dict, r, ace 0,091 0,67 Barquinero et al., 1997
FPG dic+ 0,1 n.b. Edwards, 1997
FPG dict+, r, ace 0,053 0,21 Lindholm et al., 1998
FPG dic, r, ace, ctb, cte 0,36 3,1 vorliegende Arbeit, 2002

Tabelle 5.1: Die in der Literatur sowie der vorliegenden Arbeit ermittelten Spontanraten von diversen
Chromosomenschiden in Metaphasen von PBLs nach Fluoreszenz in situ Hybridisierung (FISH) oder Giemsa-
bzw. Fluoreszenz plus Giemsa-Farbung (FPG). (ace: Summe aller azentrischen Fragmente, d.h. Chromosomen-
typbriiche; csb: Chromosomenbriiche; ctb: Chromatidbriiche; cte: Chromatidaustauschaberrationen; dic:
dizentrische Chromosomen mit und ohne azentrischem Fragment sowie Félle bei denen die Wertung unklar war;
dic+: ausschlieBlich dizentrische Chromosomen mit azentrischem Fragment; ins: Insertionen; inv: Inversionen;
n.b.: nicht bestimmt; r: zentrische Ringe; t: Translokationen).

5.3.2. Vorkommen von , rogue’-Zellen

Bei der Auswertung der Chromosomenaberrationen wurde auch das Vorkommen von
sogenannten ,,rogue cells* dokumentiert (Kapitel 4.4.; Abbildung 4.5). Hierbei handelt es sich
um Zellen mit einer abnorm hohen Aberrationsrate, wobei es keine einheitliche Definition
gibt. Testard et al. (1996) bezeichnet Metaphasen unbestrahlter Proben mit mindestens 8
Aberrationen als ,rogue cell“, hingegen spricht Neel (1998) von ,rogue cells“ wenn
mindestens 5 Austauschaberrationen vorliegen.

Anfang der 70iger Jahre wurden solch schwergeschiddigte Zellen erstmals in PBLs von
Yanomamma Indianer, die in Siidamerika (Venezuela) leben, beschrieben (Bloom et al.,
1970; Bloom et al.,, 1973). Seit dieser Zeit wurden Studien an unterschiedlichen
Personengruppen weltweit durchgefiihrt, wie z.B. in GroBbritannien (Tawn et al., 1985),
Japan (Awa et al., 1978; Awa und Neel, 1986), Namibia (Zaire et al., 1997; Lloyd et al.,
2001) sowie an Strahlenopfern von Tschernobyl (Sevan'kaev et al., 1993; Lazutka, 1996;
Domracheva et al., 2000) und an Astronauten (Testard et al., 1996; Obe et al., 1997; Neel,
1998). Nachgewiesen wurden diese Zellen mit einer abnorm hohen Anzahl an Aberration in
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PBLs sowohl von Kontrollpopulationen als auch von strahlenexponierten Personen. Als
Ursprung werden mehrere auslosende Faktoren in Betracht gezogen, wie z.B. eine virale
Infektion (Tawn et al., 1985; Neel et al., 1996; Neel, 1998) oder auch die Belastung durch
kosmische Strahlung bzw. Schwerionen bei Astronauten wéhrend eines Langzeitaufenthaltes
im Weltraum (Testard et al, 1996). Da diese schwergeschidigten Zellen auch bei Personen
ohne ersichtliche Vorbelastung nachgewiesen werden konnten, ist die Frage des Ursprungs
noch nicht schliissig geklért.

In der vorliegenden Arbeit konnte bei der Auswertung von Metaphasen bei beiden Spendern
(1 und 2) in unbestrahlten Proben diese Art von Zellen nachgewiesen werden. Da nur die
Anzahl der ausgewerteten und nicht die Gesamtzahl der betrachteten Metaphasen genau
dokumentiert wurde, kann die Frequenz an ,rogue“-Zellen nur abgeschitzt werden und
betrigt in den unbestrahlten Proben beider Spender ca. 1:500. In den bestrahlten Proben (1 bis
4Gy) konnten ebenfalls Zellen gefunden werden, deren ungewohnlich hohe Anzahl an
Aberrationen deutlich iiber dem Durchschnitt der jeweiligen Dosis lag. Die Frequenz betrug
ca. 1:600 und zeigte somit keine Erhohung im Vergleich zu der Anzahl in den unbestrahlten
Proben, was die Vermutung nahe legt, dass diese ,rogue“-Zellen nicht durch die
experimentelle Bestrahlung induziert werden (Ergebnisse nicht dargestellt).

Ein Uberblick zur Hiufigkeit dieses Phinomens in verschiedenen Personengruppen ist bei
Mustonen et al. (1998) dargestellt. Hierbei schwankt die Anzahl an ,rogue® Zellen in
Kontrollen, die in mehreren Studien gemessen wurde, zwischen 1:36500 bis 1:400. Die
hochste individuelle Frequenz die bisher nachgewiesen werden konnte liegt bei 1:50. Die hier
nachgewiesenen prozentualen Anteile an ,rogue cells* liegen im Vergleich zu den in der
Literatur beschriebenen recht hoch (Uberblick in Mustonen et al. 1998). Diese
Untersuchungen wurden jedoch meist ausschlieSlich 48h nach Stimulierung durchgefiihrt und
die in der vorliegenden Arbeit gefundenen ,,rogue“-Zellen traten bis auf eine Ausnahme erst
zu spiteren Inkubationszeitpunkten (>60h) auf und die Frequenz verringert sich auf 1:4200
wenn die Auswertung auf 48h beschrinkt wird. Inwieweit an deren Ursprung
Kulturbedingungen beteiligt sind 148t sich nicht abschétzen. Eine eventuelle Vorbelastung der
Blutspender, die dieses Phdnomen erkldren wiirde, ist nicht bekannt.

5.3.3. Dosis-Effekt-Kurven nach Rontgenbestrahlung

Um die Wirkung von diinnionisierender Strahlung auf PBLs unterschiedlicher Spender
abzuschétzen, wurden Experimente mit Rontgenstrahlung durchgefiihrt. Weiterhin wurden
sie als Referenzstrahlung fiir die Berechnung der RBW von Kohlenstoffionen bendtigt.

In Abbildung 5.1 wurde die Anzahl dizentrischer Chromosomen sowie aller detektierbarer
Aberrationen (dic, r, csb und dmin) in 100 PBLs nach Rontgenbestrahlung von Spender 1
(Kurve 1) und Spender 2 (Kurve 2) mit entsprechenden Dosis-Effekt-Kurven aus der Literatur
verglichen. In PBLs von Spender 1 (Kurve 1) zeigt sich in beiden Fillen ein geringfiigig
hoheres Aberrationsniveau im Vergleich zu Spender 2 (Kurve 2). Der Unterschied liegt
jedoch im Bereich des Fehlers der Auswertung.

Wie Abbildung 5.1 (links) zeigt, liegen die in der vorliegenden Arbeit erhaltenen Dosis-
Effekt-Kurven der beiden Spender fiir ausschlieBlich dizentrische Chromosomen im Bereich
der Literaturdaten. Werden mehrere Aberrationstypen (dic, r, csb und dmin) in die
Auswertung miteingeschlossen (Abbildung 5.1, rechts), so liegt das Aberrationsniveau
sowohl in PBLs von Spender 1 als auch Spender 2 iiber den von anderen Arbeitsgruppen
ermittelten Werten (Lloyd et al., 1975; Schmid et al., 1984; Barquinero et al., 1997). Die
Unterschiede in den Dosis-Effekt-Kurven von PBLs verschiedener Blutspender nach
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Rontgenbestrahlung ~ konnen  unterschiedlich  begriindet  werden. Spezifische
Laborbedingungen, wie z.B. Bestrahlungs- und Kulturbedingungen oder auch subjektive
Faktoren beim Auswerten der Chromosomenpriparate konnen die erhaltenen Ergebnisse
beeinflussen (Bianchi et al., 1982; Lloyd et al., 1988; Lloyd et al., 1992). Jedoch werden
neben individueller Unterschiede in der Aberrationsrate (van Buul und Natarajan, 1980;
Lloyd et al., 1988; Virsik-Peukert et al., 1997), auch zeitliche Schwankungen innerhalb eines
Spenders diskutiert (Kakati et al., 1986; Ricoul et al., 1997).

Das hohe Aberrationsniveau in der vorliegenden Arbeit ist noch kein Hinweis auf einen
individuellen Unterschied hinsichtlich der Reparatur von DNA-Schidden, sondern kommt sehr
wahrscheinlich durch eine subjektive Bewertung von Chromosomenschdden zu Stande
(Bianchi et al., 1982; Lloyd et al., 1988; Lloyd et al., 1992). Zum Beispiel betrdgt in der
vorliegenden Arbeit der Anteil an dizentrischen Chromosomen nach Rontgenbestrahlung 40
bis 50% der Gesamtzahl an Aberrationen (Kapitel 7.3., Tabellen 7.1 und 7.2 sowie 7.4 und
7.5), wahrend in der Literatur Anteile von ca. 50 bis 70% fiir Dosen ab 1Gy beschrieben
werden (Lloyd et al., 1975; Schmid et al., 1984; Barquinero et al., 1997). Vor allem
azentrische Fragmente konnen durch ihre héufig geringe GroBe iibersehen werden oder
Artefakte, die durch Verschmutzung der Priparate auftreten, werden versehentlich als
Fragment gewertet. Daher unterliegt gerade die Messungen von azentrischen Fragmenten
stark der individuellen Beurteilung der auswertenden Person. Aus diesem Grund beschrinken
sich viele Arbeitsgruppen auf die Untersuchung von dizentrischen Chromosomen oder
zentrischen Ringen. Dies ist jedoch auch problematisch und wird im Kapitel 5.3.5. ndher
erldutert.
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Abbildung 5.1: Anzahl an dizentrischen Chromosomen (links) und unterschiedlichen Aberrationen (rechts: dic, r,
csb, dmin) in 100 Metaphasen von PBLs nach Rontgenbestrahlung und FPG-Farbung (Die Skalierung der y-
Achse ist unterschiedlich). Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden PBLs von Spender 1 (1) und 2 (2)
bestrahlt und die erhaltenen Dosis-Effekt-Kurven mit Literaturdaten (3-8) verglichen. Die Dosis-Effekt-Kurven
von Barquinero et al., 1997 (3; ein Spender), Schmid et al., 1984 (4; ein Spender), Lloyd et al., 1975 (5; Daten
von PBLs mehrerer Spender wurden gepooled) und Virsik-Peukert et al., 1997 (6-8; jeweils ein Spender) wurden
48h nach Bestrahlung gemessen. Hingegen bestehen die Kurven 1 und 2 aus Mittelwerten von 4 Datenpunkten
pro Dosis, die iiber einen Zeitraum von 48 bis 72h in zwei unabhidngigen Rontgenexperimenten pro Spender
gesammelt wurden.

Der Vergleich der Kurven zeigt neben deutlichen Unterschieden in der Aberrationsrate
zwischen den einzelnen Arbeitsgruppen jedoch auch, dass es individuelle Unterschiede in der
Strahlenempfindlichkeit gibt. So konnten Virsik-Peukert et al. (1997) in drei Spendern
(Abbildung 5.1, links; Kurven 6-8) im dargestellten Dosisbereich (0 bis 4Gy) Unterschiede
vom Faktor 1,5 bis 3 nachweisen.
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Diese Inter-Donor-Unterschiede wurden sowohl in PBLs (Abbildung 5.1, links; Kurven 6-8)
als auch in den Hautfibroblasten der drei Spender gefunden. Auch die von van Buul und
Natarajan (1980) sowie Kakati et al. (1986) nachgewiesenen Intra- und Inter-Donor-
Unterschiede kdnnen nicht durch Schwankungen der Auswertung unterschiedlicher Labore
erklart werden, da die Messergebnisse im gleichen Labor gesammelt wurden. Auch das
Auswerten der Chromosomenpréparate durch verschieden Personen und dadurch auftretende
subjektive Unterschiede in der Bewertung von Aberrationen, begriindet nicht die sowohl in
der vorliegenden Arbeit als auch von Kakati et al. (1986) und Virsik-Peukert et al. (1997)
nachgewiesenen individuellen Schwankungen, da stets ein und dieselbe Person die
Auswertung durchfiihrte. Daher geben diese Untersuchungsergebnisse Hinweise auf eine
intrinsische Strahlensensitivitét einzelner Blutspender.

5.3.4. Dosis-Effekt-Kurven nach Bestrahlung mit K ohlenstoffionen

Die in der vorliegenden Arbeit gefundenen geringen Unterschiede zwischen Spender 1 und 2
nach Rontgenbestrahlung, die im Bereich des Messfehlers lagen, wurden nach Bestrahlung
der PBLs mit 400MeV/u Kohlenstoffionen erheblich deutlicher, sowohl bei der Entstehung
ausschlieBlich dizentrischen Chromosomen (Abbildung 5.2; Kurve 1 und 2 sowie Kapitel
7.3.; Tabellen 7.3 und 7.4a, b) als auch bei der Anzahl aller Aberrationen (Kapitel 4.2.1.;
Abbildung 4.1, unten). Da in der Literatur nur wenige Daten zur Bestrahlung mit
hochenergetischen Kohlenstoffionen vorliegen, wurde der Vergleich auf andere Ionenstrahlen
mit anndhernd gleichem LET ausgeweitet. Die Gegeniiberstellung der Messdaten wurde auf
die Induktion von dizentrischen Chromosomen beschriankt (Abbildung 5.2), da von den
Autoren unterschiedliche Aberrationsarten ausgewertet werden.

Der Vergleich der Daten der vorliegenden Arbeit mit denen von Ohara et al. (1998) fiir
135MeV/u Kohlenstoffionenbestrahlung (Abbildung 5.2; Kurve 6) zeigt, dass die Anzahl
dizentrischer Chromosomen des untersuchten Blutspenders zwischen dem Niveau der beiden
in der vorliegenden Arbeit untersuchten Spendern liegt (Abbildung 5.2; Kurve 1 und 2).
Werden zusétzlich auch azentrische Fragmente in die Dosis-Effekt-Kurven mitaufgenommen,
so zeigt sich ein dhnlich hohes Aberrationsniveau in PBLs des Blutspenders von Ohara et al.
(1998) wie in Spender 1 der vorliegenden Arbeit (Daten nicht dargestellt). Nach Bestrahlung
mit 5,9MeV/u Heliumionen (Abbildung 5.2; Kurve 3) wird in Untersuchungen von Edwards
et al. (1986) eine dhnlich hohe Anzahl an dizentrischen Chromosomen sichtbar wie bei Ohara
et al. (1998). Nach 5-12MeV/u Protonenbestrahlung liegt diese in PBLs (Abbildung 5.2;
Kurve 4) von Schmid et al. (1997) bedingt durch den geringen LET von 4-8keV/pum
erwartungsgemall tiefer als alle anderen. Nach Bestrahlung mit 325MeV/u Sauerstoffionen
(Abbildung 5.2; Kurve 5) von Testard et al. (1997) liegt die Aberrationsrate ausschlielich
dizentrischer Chromosomen sichtbar hoher als die von Spender 2 (Kurve 2), was auf den
hoheren LET von 21,7keV/um zurlickzufiihren ist. Auffillig ist jedoch, dass in PBLs von
Spender 1 (Kurve 1) die hochste Anzahl an dizentrischen Chromosomen im Vergleich zu den
hier aufgefiihrten Dosis-Effekt-Kurven anderer Strahlenqualitidten auftritt, obwohl der LET
von 400MeV/u Kohlenstoffionen mit 11KeV/um vergleichsweise niedrig ist. Die geringe
Anzahl nach Bestrahlung mit Heliumionen (Kurve 3), Sauerstoffionen (Kurve 5) und
Kohlenstoffionen (Kurve 6), die alle einen hoheren LET und zudem eine nahezu identische
RBW im Vergleich zu den hier verwendeten Kohlenstoffionen aufweisen, bekriftigt die
Vermutung, dass Spender 1 eine erhohte individuelle Strahlensensitivitdt besitzt. Da diese
Ergebnisse in unterschiedlichen Laboren von verschiedenen Personen erarbeitet wurden, hat
die deutlich erhohte Aberrationsrate in Spender 1 im Vergleich zu Spender 2 in der
vorliegenden Arbeit eine stirkere Aussagekraft, da sie nicht von mdglicherweise
unterschiedlichen Auswerteverfahren beeinflusst wird.
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Abbildung 5.2: Anzahl an dizentrischen Chromosomen in 100 Metaphasen (PBLs) der 1. Mitose nach
Ionenbestrahlung. Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit gemessenen Dosis-Effekt-Kurven der PBLs von
Spender 1 (1) und 2 (2) nach Bestrahlung mit 400MeV/u Kohlenstoffionen wurden mit Literaturdaten (3-6)
verglichen. Die Dosis-Effekt-Kurven von Edwards et al., 1986 (3; 5,9MeV/u Heliumionen), Schmid et al., 1997
(4; 5-12MeV/u Protonen, siche Anmerkung Tabelle 5.2), Testard et al., 1997 (5; 325MeV/u Sauerstoffionen) und
Ohara et al., 1998 (6; 135MeV/u Kohlenstoffionen) basieren auf Einzelmessungen zwischen 48 bis 53h nach
Bestrahlung. Hingegen bestehen die Kurven 1 und 2 aus Mittelwerten von 3 bis 4 Datenpunkten pro Dosis, die
iiber einen Zeitraum von 48 bis 96h gesammelt wurden.

5.3.5. Dierelative biologische Wirksamkeit (RBW)

Um die biologische Effektivitét unterschiedlicher Strahlenarten vergleichen zu kénnen wurde
die relative biologische Wirksamkeit (RBW) eingefiihrt, die bereits in den Kapiteln 2.5. und
4.3. ndher beschrieben wurde. Da die RBW nicht nur vom betrachteten Endpunkt (hier z.B.
Chromosomenaberrationen), sondern auch vom Schadensniveau abhingt (z.B. Weyrather et
al., 1999; Berger, 2001), wird dieses im folgenden als Index angegeben.

In der vorliegenden Arbeit wurde in Metaphasen der 1. Mitose von PBLs nach Bestrahlung
mit Rontgenstrahlen sowie 400Mev/u Kohlenstoffionen eine konstante Aberrationsrate
gefunden und daher der Mittelwert aus den Daten, die zu unterschiedlichen Zeitpunkten nach
Stimulierung erhalten wurden, errechnet und Dosis-Effekt-Kurven erstellt. Aus diesen Kurven
wurden dann die RBW-Werte von 400MeV/u Kohlenstoffionen fiir die Anzahl aller
Aberrationstypen beider Spender bestimmt. Fiir Spender 1 betrug die RBW o = 2,8 bzw.
RBWyy = 2,3 und fiir Spender 2, fiir den die Kohlenstoff- und Rontgenkurve identisch waren,
war die RBW =1 (Kapitel 4.3.; Abbildung 4.4).

Zeitlich konstante Aberrationsraten wurden auch von Scott und Lyons (1979) nach
Rontgenbestrahlung gefunden, wéhrend Lloyd et al. (1977) und Anderson et al. (2000) einen
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geringen zeitlichen Anstieg nachwiesen. Diese Tendenz wurde auch in humanen Fibroblasten
(z.B. Fiissel, 1997; Virsik-Peukert et al., 1997; Berger, 2001) sowie in einigen Zelllinien des
chinesischen Hamsters (z.B. Nasonova et al., 1998) beobachtet. Fiir hochenergetische
Teilchenstrahlen, wie sie in der vorliegenden Arbeit mit 400MeV/u Kohlenstoffionen (LET =
11keV/um) verwendet wurden, fanden auch George et al. (2001a) nach Bestrahlung von
PBLs mit 400MeV/u Neonionen (LET = 30keV/um) keinen zeitlichen Anstieg der
Aberrationsrate. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass nach Nieder-LET-Bestrahlung ein
Probenzeitpunkt ausreicht, an dem die Aberrationsrate bestimmt wird, um die RBW fiir die
Teststrahlung zu berechnen.

Nach Hoch-LET-Teilchenbestrahlung zeigt sich ein zeitlicher Anstieg der Aberrationsrate in
PBLs fiir LET-Werte iiber 100keV/um (Anderson et al., 2000; George et al., 2001a). Dieser
Anstieg wird in Untersuchungen von Hamsterzellen noch deutlicher (Ritter et al., 1992; Ritter
et al., 1996; Scholz et al., 1998). Dies fiihrte zu der Schlussfolgerung, dass nach Hoch-LET-
Bestrahlung {iber einen ldngeren Zeitraum die Anzahl an Chromosomenaberrationen
gemessen werden muss und anhand dieser Daten dann die RBW-Berechnungen
vorgenommen werden. AusschlieBlich friihe Sammelzeitpunkte fiihren ndmlich zu einer
Unterschiitzung der Effektivitit der Teststrahlung, wo hingegen nur spite eine Uberschitzung
zur Folge haben. Auch die Wahl der Aberrationsarten beeinflusst den RBW-Wert, da das
Spektrum  strahleninduzierter ~Aberrationstypen von der Strahlenqualitdit anhéngt
(Gerasimenko et al., 1980; Ritter et al., 1996; Ohara et al., 1998; Anderson et al., 2000). Mit
zunehmendem LET kommt es zu einer hoheren lokalen Schadensdichte und komplexen
DNA-Schiaden (Ward, 1985; Goodhead, 1989; Kramer und Kraft, 1994; Kraft et al., 1999),
die von den Zellen nur schlecht repariert werden kénnen (z.B. Goodwin et al.,, 1994;
Heilmann et al., 1996; Durante et al., 1998). Dadurch entstehen mehr azentrische Fragmente
und weniger Austauschaberrationen wie z.B. dizentrische Chromosomen. Wird nun die
Auswertung nach Hoch-LET-Bestrahlung auf dizentrische Chromosomen beschrinkt, kommt
es zu einer Unterschidtzung des strahleninduzierten Schadens (z.B. Nasonova et al., 2001).

Ein Vergleich der RBW-Werte (Tabelle 5.2) fiir 400MeV/u Kohlenstoffionen mit
Literaturdaten ist nicht ohne weiteres moglich, da viele Publikationen zwar Dosis-Effekt-
Kurven, aber keine expliziten RBW-Angaben enthalten. Um einen Vergleich zu ermoglichen,
wurden daher zundchst aus den jeweiligen Dosis-Effekt-Kurven der vorliegenden Arbeit und
der Literaturstellen die RBW-Werte fiir eine Photonen Aquivalenzdosis von 4Gy bestimmt.
Dieses Schadensniveau wurde ausgewihlt, da im niedrigen Dosisbereich die RBW-Werte in
der Regel groBere Fehler aufweisen. Fiir die Arbeiten, die nur die Dosis-Effekt-Kurven fiir
Hoch-LET-Strahlen, aber keine Referenzkurven fiir Niedrig-LET-Strahlen enthalten, werden
die Daten von Lloyd et al. (1975) zum Vergleich herangezogen (Werte in der Tabelle durch

ace

ein ,, “ gekennzeichnet).

Fiir ausschlieBlich dizentrische Chromosomen ergab sich aufgrund dieser Berechnungen eine
RBW von 400MeV/u Kohlenstoffionen in PBLs der Spender 1 und 2 von 2,4 bzw. 1,1.
Werden alle Aberrationen in die Berechnungen miteinbezogen betragen sie 2,1 bzw. 1
(Tabelle 5.2). Die RBW-Werte von Spender 2 stimmen gut mit denen, die von Wu et al.
(1997) nach 290MeV/u Kohlenstoffionenbestrahlung erhalten wurden (1,1 bzw. 1,3), iiberein.
Eine hohe RBW von 135MeV/u Kohlenstoffionen von 2,7 wurde von Ohara et al. (1998)
beschrieben.

Obwohl die RBW vom biologischen Endpunkt abhéngt (z.B. Berger, 2001), wurde bedingt
durch die geringe Anzahl an Experimente, bei denen Chromosomendaten der RBW-Messung
zugrunde liegen, der Vergleich mit Literaturdaten auf Messergebnisse aus Uberlebenskurven
anderer Zellsysteme ausgedehnt. Untersuchungen von Chromosomenaberrationen in
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Hautfibroblasten nach Bestrahlung mit 200MeV/u Kohlenstoffionen (LET = 16keV/um) von
Berger (2001) zeigen eine RBW zwischen 1,5 und 1,9. Diese Werte wurden auch von
Weyrather et al. (1999) fiir 270MeV/u Kohlenstoffionen (LET = 13,7keV/um) in
Uberlebenskurven (10% Uberlebensniveau) von CHO-K1- und V79-Zellen gemessen. Die
RBW-Werte von 1,1 (dic) bzw. 1 (alle Aberrationen) fiir Spender 2 liegen im Bereich derer,
die anhand von Uberlebenskurven gemessen wurden (z.B. Weyrather et al., 1999; Berger,
2001). Die RBW von Kohlenstoffionen fiir Spender 2 und den Blutspender von Ohara et al.
(1998) liegen deutlich iiber den vergleichbaren Messungen aus Uberlebenskurven und kénnen
z.B. mit einer individuellen Strahlenempfindlichkeit der Spender zusammenhéngen.

Weitere Messungen der RBW anhand Chromosomendaten von 23,5MeV Heliumionen mit
einem der 400MeV/u Kohlenstoffionen (11keV/um) dhnlichen LET (Tabelle 5.2) ergaben
Werte von 1,9 bzw. 1,6 (Edwards et al., 1986). Dieser Anstieg 14Bt sich durch den erhohten
LET erkldren. Hohere RBW-Werte ergaben sich bei Takatsuji und Sasaki (1984) mit 3,6 (He-
Ionen) und 1,5 (Protonen), wobei hier aus Mangel einer Referenzkurve, die fiir
Gammastrahlung von Lloyd et al. (1975) verwendet wurde. Dies kann die Genauigkeit der
Berechnungen beeinflussen wie in Kapitel 5.3.3. néher erldutert wurde. Obwohl fiir Protonen
(5-12MeV/u) bedingt durch den geringeren LET von 4-8keV/um eine geringere RBW zu
erwarten wire, erscheint der Wert von 0,7 ungewdhnlich niedrig (Schmid et al., 1997). Die
gemessenen RBW-Werte von Protonen und Heliumionen fiir Chromosomenschdden sind
konsistent mit denen aus Uberlebenskurven fiir Protonen in V79-Zellen (Belli et al., 1989)
und fiir Heliumionen (Barendsen et al., 1963) in T1-Zellen (humane Nierenzellen).

Die Unterschiede zwischen den RBW-Werten der vorliegenden Arbeit und denen in der
Literatur beschriebenen konnen durch mehrere Faktoren zu Stande kommen. Untersuchungen
von Chromosomenschéden nach Bestrahlung werden héufig zu spéteren Zeitpunkten als dem
klassische 48h-Punkt vorgenommen. Wenn nicht mittels geeigneter Farbemethoden (z.B.
FPG) sichergestellt wird, dass ausschlieBlich Metaphasen der 1. Mitose nach Bestrahlung
ausgewertet werden, kann es zu einer Verdiinnung mit zweiten und spédteren Metaphasen
kommen; dies fiihrt zu einer Unterschétzung des strahleninduzierten Schadens bzw. der RBW
der untersuchten Strahlenart. In Untersuchungen von Kolin-Gerresheim und Bauchinger
(1981) lag z.B. der Anteil an Metaphasen in der 2. bzw. hoéheren Mitose, 48h nach
Bestrahlung, in PBLs der einzelnen Spender zwischen 24 und 64%. Deutliche Unterschiede
im Aberrationsspektrum der Test- und Referenzstrahlung (Ohara et al., 1998) kdnnen sowohl
zu einer Unterschitzung als auch Uberschitzung der RBW fiihren wenn die Berechnungen
auf einzelne Aberrationstypen beschrinkt werden (z.B. Nasonova et al., 2001). Weitere
beeinflussende Faktoren wurden bereits in den vorangegangenen Kapiteln erlautert.

Der Vergleich der RBW von unterschiedlichen Teilchenstrahlen wird dariiber hinaus von
physikalischen Faktoren beeinflusst, denn Teilchen unterschiedlicher Ordnungszahl haben bei
gleichem LET eine unterschiedliche RBW (Abbildung 5.3). Dies flihrt dazu, dass z.B.
Protonen bei gleichem LET eine hohere RBW als Heliumionen aufweisen, da die Bahnspur
bedingt durch die geringere Energie enger und somit die lokale radiale Energiedeposition
hoher ist. Die RBW st also nicht nur vom LET sondern auch von der Energie des
verwendeten Teilchenstrahls abhéngig.

Die deutlichen Abweichung zwischen Spender 1 und Spender 2 lassen sich nicht durch
experimentelle Unterschiede erkldren. Da auch die Kulturbedingungen standardisiert und die
Auswertung der Chromosomenaberrationen von einer Person vorgenommen wurde, haben
400MeV/u Kohlenstoffionen eine erhohte biologische Wirkung auf die Induktion von
Chromosomenaberrationen in PBLs von Spender 1 im Vergleich zu denen von Spender 2.
Diese Tendenz wurde auch bei den Dosis-Effekt-Kurven nach 400MeV/u
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Kohlenstoffionenbestrahlung sichtbar, wo PBLs von Spender 1 eine deutlich hohere
Aberrationsrate aufwiesen als die von Spender 2. Inwieweit dies auf eine Strahlensensitivitét
von Spender 1 bzw. auf eine effektivere Reparaturkapazitit von Spender 2 zuriickzufiihren ist
oder ob Faktoren, die die Aberrationsrate beeinflussen konnten, hieran beteiligt sind, soll im
folgenden naher diskutiert werden.

RBW |

Protonen

Schwere lonen

NN

25 100 200 LET [keV/pm]

Abbildung 5.3: Schematische Darstellung der RBW als Funktion des LETs in Abhéngigkeit von der
verwendeten Ionensorte (aus Kraft et al., 1999).

Bestrahlung LET RBW Autoren
[keV/pum] dic alle Aberrationen
12_131\/116\//11 30 3,63 n.u'
4’33\/});1521 . Takatsuji und Sasaki, 1984
8.3 1,5 n.u.
Protonen
5,9MeV/u 29 1,9° 1,6 Edwards et al., 1986
He-Ionen
5-12MeV/u 4-8 0,7 n.u. Schmid et al., 1997*
Protonen
290MeV/u 13 1.1 1,3 Wu et al., 1997
C-Ionen
135MeV/u 22,4 2,7 (dic + 1) n.u. Ohara et al., 1998
C-Ionen
400MeV/u 2,4 (Spender 1) | 2,1 (Spender 1) - i
ol 11 11 (Spender 2) I (Spender 2) vorliegende Arbeit, 2002

Tabelle 5.2: Relative biologische Wirksamkeit (RBW) von unterschiedlichen Ionenstrahlen fiir die Induktion von
dizentrischen Chromosomen (dic) bzw. der Gesamtzahl aller Aberrationsarten in PBLs. Die in der vorliegenden
Arbeit ermittelten Werte von 400MeV/u Kohlenstoffionen der Spender 1 und 2 wurden mit Literaturdaten
verglichen. (a: Referenzkurve von Lloyd et al., 1975; LET: Linearer Energietransfer; n.u.: nicht untersucht).
*: bedingt durch die hohe Schichtdicke der bestrahlten Probe wurden die Grenzwerte fiir die Energie und den
entsprechenden LET berechnet (Schwab, 1991).
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5.4. DieAberrationsrate beeinflussende Faktoren

Da die Auswertung von Chromosomenschidden durch mehrere biologische Parameter
beeinflusst werden kann, wurden folgende in der vorliegenden Arbeit gemessen: Mitoseindex,
die Verteilung der Metaphasen in der 1., 2. bzw. = 3. Mitose nach Bestrahlung, der
prozentuale Anteil stimulierter PBLs und die Induktion von Apoptose. Aus zeitlichen
Griinden war es nicht immer moglich alle Messungen parallel durchzufiihren, daher wurde die
Stimulation und  die  Induktion @ der  Apoptose nach  Rdntgen-  bzw.
Kohlenstoffionenbestrahlung mehrmals gemessen, um individuelle Unterschiede zwischen
den Spendern zu tiberpriifen. Jedoch konnen zeitliche Schwankungen beziiglich der Messung
dieser Parameter innerhalb der Spender 1 und 2 die Abschitzung des Einflusses dieser
Faktoren erschweren. Die Effekte, die bei den Untersuchungen der verschiedenen
biologischen Parameter auftraten, sind in Tabelle 5.3 zusammengefasst.

Strahlung [biologische Zeit nach Dosis Intra-Donor- | Inter-Donor-
Parameter Bestrahlung Variabilitit | Variabilitit
Aberrationsrate Nein Ja Nein Nein
Mitoseindex Ja Ja Ja Ja
Vqrteﬂung der Ja Ja Ja/Nein Ja

RS _ | Mitosen

ontgen Stimulierung
strahlun i i i
g (Ki67-Test) Gering gering Ja Nein
Apoptoserate
(ApoNexin- Ja Ja nicﬁ‘zl rsr?ggleich nicﬁ‘zl rsr?ggleich
Test) & £
Aberrationsrate Nein Ja n.u. Ja
Mitoseindex Ja Ja Ja Ja
Verteilung der .
400MeV/u | Mitosen Ja Ja i Nein
Kohlenstoff- | Stimulierung I I
ionen (Ki67-Test) a a n.u. n.u.
Apoptoserate
(ApoNexin- Ja Ja . Auss.e'lge‘ . Aussilge‘
Test) nicht moglich | nicht méglich

Tabelle 5.3: Zusammenfassung der Effekte, die in den untersuchten biologischen Parametern der PBLs nach
Bestrahlung mit Rontgenstrahlen und 400MeV/u Kohlenstoffionen gemessen wurden (n.u.: nicht untersucht).

5.4.1. Einflussvon Zellzyklusverzoger ungen

Ein Anstieg der Aberrationsrate iliber die Zeit wurde in keinem der durchgefiihrten
Experimente sichtbar (Abbildung 4.1), obwohl die dosisabhingige Reduktion des
Mitoseindexes (Abbildung 4.7, links) und die Verzogerung beim Erreichen der Mitose nach
Bestrahlung (Abbildung 4.10 und Abbildung 4.11) dies zundchst vermuten lie8. Neben der
Aberrationsrate war auch der Anteil an aberranten Zellen tliber den Untersuchungszeitraum in
den einzelnen Dosisbereichen konstant, so dass die dosisabhidngigen Verdnderungen der
Zellproliferation wahrscheinlich mit einem abweichenden strahlenbiologischen Verhalten der
Subpopulationen von T-Lymphozyten zusammenhéngen. Unterschiede im
strahlenbiologischen Verhalten von Subpopulationen der PBLs (Kapitel 5.4.3.) konnten
bereits fiir mehrere biologische Parameter nachgewiesen werden (Schwartz und Gaulden,
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1980; Stewart et al., 1988; Menz et al., 1997; Kern et al., 1999). Fiir unterschiedliche
Proliferationsverhalten von Subpopulationen spricht auch das in der vorliegenden Arbeit
beobachtete Phanomen, dass Zellen der Kontrollen iiber einen langen Probenzeitraum (48 -
96h) die 1. Mitose nach Stimulierung erreichen.

Eine zeitlich stabile Aberrationsrate in PBLs wird auch von anderen Autoren sowohl nach
Rontgenbestrahlung (Scott und Lyons, 1979; Lloyd et al., 1977; Anderson et al., 2000) als
auch nach Teilchenbestrahlung mit niedrigem LET (George et al., 2001a) gefunden. Diese
Ergebnisse deuten darauf hin, dass nach Exposition von PBLs mit Rontgen- und nieder-LET-
Teilchenstrahlen es unerheblich ist, zu welchem Zeitpunkt nach Bestrahlung
Chromosomenpréparate angefertigt werden, soweit durch geeignete Firbemethoden
sichergestellt ist, dass ausschlieBlich Metaphasen der 1. Mitose nach Bestrahlung ausgewertet
werden. Eine Verdinnung mit Zellen in der 2. bzw. = 3. Mitose zu spiten
Untersuchungszeitpunkten nach Bestrahlung wiirde dazu fiihren, dass der strahlenbiologische
Schaden unterschitzt wird.

Nachdem beide Spender nach Rontgenbestrahlung annihernd identische Aberrationsraten
aufwiesen, war es lberraschend, dass nach Bestrahlung mit 400MeV/u Kohlenstoffionen
Spender 1 eine um den Faktor ca. 2,5 hohere Aberrationsrate zeigte als Spender 2 (Kapitel
4.2.1.; Abbildung 4.1). Wird der Mitoseindex und die Verteilung der Metaphasen in der 1., 2.
und = 3. Mitose nach Bestrahlung der beiden Schwerionenexperimente verglichen, zeigt sich
ein hoherer Mitoseindex in Spender 1 im Vergleich zu Spender 2 iiber den gesamten
Dosisbereich und Untersuchungszeitraum (Kapitel 7.3.; Tabellen 7.3 und 7.6). Anscheinend
treten eine groflere Anzahl an PBLs von Spender 1 in den Zellzyklus ein (Kapitel 5.4.2.). Die
Verteilung der Metaphasen nach Bestrahlung zeigt jedoch bei beiden Spendern keine
Unterschiede (Kapitel 4.7.1.; Abbildung 4.11), somit ist das Fortschreiten der PBLs im
Proliferationszyklus nahezu identisch.

Der prozentuale Anteil der Zellpopulation, der bis zu einem bestimmten Zeitpunkt der
Probennahme die 1. Mitosen nach Bestrahlung erreicht hat, kann durch eine Analyse der
Daten nach Scholz et al. (1998) bestimmt werden. Dies war jedoch bei den Datensitzen der
vorliegenden Arbeit nicht mdglich, da bereits Zellen vor der ersten Probennahme (48h) die 1.
Mitose nach Bestrahlung passiert hatten wie z.B. in Abbildung 4.10 deutlich wird.

5.4.2. Einflussder Stimulierungsrate

Die Stimulierung (Ki67-Test) der PBLs zeigte in keinem der Spender nach
Rontgenbestrahlung eine signifikante Zeit- oder Dosisabhingigkeit im untersuchten Zeitraum
(30 bis 55h) bzw. Dosisbereich (0 bis 4Gy). Nach Bestrahlung mit 100 bzw. 400MeV/u
Kohlenstoffionen hingegen wurden sowohl deutliche Zeit- als auch Dosiseffekte in den
einzelnen Blutspendern sichtbar (Abbildung 4.12). Dieser Unterschied zwischen den beiden
Strahlenarten wurde auch innerhalb eines Spenders sichtbar (Abbildung 4.12, oben). Ein
Zeiteffekt sollte zu friihen Zeitpunkten bei beiden Strahlenarten auftreten, da sich die PBLs
zunidchst in einer Ruhephase befinden und erst nach Zugabe des Mitogens PHA die
Proliferation der Zellen eingeleitet wird. Das es sich nicht um einen abrupten sondern
allméhlichen Anstieg des Anteils stimulierter PBLs handelt (Abbildung 4.12, rechts), 148t sich
durch die Tatsache erkldren, dass die Lymphozyten aus unterschiedlichen Subpopulationen
bestehen, die ein abweichendes Stimulierungsverhalten aufweisen (z.B. Schwartz und
Gaulden, 1980), d.h. B-Lymphozyten treten zu einem spéteren Zeitpunkt in die G;-Phase ein
als T-Lymphozyten (Kapitel 2.3.). Unterschiede im Stimulierungsverhalten von
Subpopulationen der T-Lymphozyten koénnen nur vermutet werden, da bisher keine
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Messungen zu diesem Thema vorliegen. Jedoch wurden bereits Unterschiede in den
Subpopulationen der T-Lymphozyten hinsichtlich der Induktion von Apoptose (Kapitel
5.4.3.) nachgewiesen (Menz et al., 1997; Kern et al., 1999). Dies erklirt jedoch nicht warum
zum gleichen Probenzeitpunkt nach Kohlenstoffionenbestrahlung eine deutlich geringere
Anzahl an stimulierten PBLs gefunden wurde als nach Rontgenbestrahlung (Abbildung 4.12).
Die Strahlenqualitit hat also EinfluB auf das Stimulierungsverhalten der PBLs und die
Bestrahlung mit Kohlenstoffionen hemmt zunéchst den Eintritt in die Proliferationsphase. Da
dieser zeitliche Effekt auch in unbestrahlten Proben sichtbar wird lag der Verdacht nahe, dass
zusétzlich auch die Bestrahlungsbedingungen einen Einflufl auf die Stimulierbarkeit der PBLs
haben (Kapitel 3.6.) oder eine =zeitliche Verdnderung (Intra-Donor-Effekt) des
Stimulierungsverhaltens der PBLs eines Spenders vorliegt (Tabelle 5.3). Da die Bestrahlung
mit Kohlenstoffionen in Kryordhrchen durchgefiihrt wurde und nicht in Zellkulturflaschen,
konnten Faktoren wie Sauerstoffmangel und pH-Wertédnderung diesen Unterschied erkliren.
Jedoch konnten diese Vermutungen in einem weiteren Test mit PBLs von Spender 1 nicht
bestétigt werden (Ergebnisse nicht dargestellt). Der Dosis-Effekt, der nur nach 400MeV/u
Kohlenstoffionenbestrahlung deutlich wird, ist jedoch ein weiterer Hinweis dafiir, dass die
Strahlenqualitdt einen Einflu auf das Stimulierungsverhalten der PBLs hat. SchlieBlich
wurde die Auswertung der Anzahl stimulierter PBLs auf 45h nach Bestrahlung beschrinkt,
da zu spidteren Zeitpunkte eine Verdiinnung des unstimulierten Anteils an PBLs durch
Tochterzellen der stimulierten Zellen zu Stande kommt.

Um zu iiberpriifen ob auch Zellen in der Go-Phase bereits nach Markierung mit dem Ki67-
Antikdrpers positiv erscheinen, wurden PBLs von Spender 1 und 2 nach Rontgenbestrahlung
parallel mit dem Anti-BrdU-Test ausgewertet. Nach Zugabe des Anti-BrdU-Antikorpers
erscheinen alle Zellen die mit der ersten DNA-Replikation nach Stimulation begonnen oder
sie vollendet haben positiv, wihrenddessen nach Zugabe des Anti-Ki67-Antikorpers bereits
Zellen in der spiaten G1-Phase (Gerdes et al., 1984) bzw. friihen S-Phase (Lopez et al., 1991)
markiert werden. Bei beiden Blutspendern liegt der positive Anteil an PBLs nach Markierung
mit dem Ki67-Antikorper deutlich hoher als nach Markierung mit dem BrdU-Antikdrper
(Kapitel 4.8.1.) und bestétigt, dass durch den Anti-Ki67-Antikérper auch Zellen in der G-
Phase markiert werden. Bei dem Anteil an unstimulierten PBLs handelt es sich
wahrscheinlich um B-Lymphozyten sowie um einen geringen Anteil an T-Lymphozyten, der
nicht stimuliert werden kann.

Systematische Studien zur Stimulierungsaktivitit liegen nur begrenzt vor. Arbogast et al.
(1999) konnten beim Vergleich zweier Altersgruppen (jiinger als 35 Jahre und élter als 80
Jahre) eine geringere Stimulierungs- bzw. Proliferationsaktivitit bei é&lteren Menschen
nachweisen, die mit einer Reduktion der CDK6-Aktivitit korreliert. Jedoch waren die in der
vorliegenden Arbeit untersuchten Spender mit 34 bis 51 Jahren anndhernd gleichen Alters und
die Spender 1 und 2, bei denen DNA-Schdden untersucht wurden, waren beide im
Untersuchungszeitraum 40 bis 44 Jahre alt. Schwankungen in der Stimulierbarkeit der PBLs
wurden auch in Astronauten nach Weltraummissionen gefunden. Jedoch war der Mitoseindex
so gering, dass eine Auswertung von Metaphasen nicht moglich war (Yang et al., 1997).

Zusammenfassend 14Bt sich sagen, dass noch nicht ausreichend Daten vorliegen, um eine
Aussage hinsichtlich individueller Unterschiede im Stimulierungsverhalten der PBLs
verschiedener Spender zu machen. Innerhalb der einzelnen Spender variierte der Anteil an
stimulierten PBLs nach Rontgenbestrahlung deutlich, jedoch war die Schwankungsbreite der
Stimulierungsraten in Spender 1 und 2 &dhnlich (Kapitel 4.8.2.; Abbildung 4.13). Eine
ausgeprigtere dosisabhidngige Reduktion der Stimulation in den mit 400MeV/u
Kohlenstoffionen bestrahlten Proben von Spender 2 im Vergleich zu Spender 1 konnte eine
Verringerung der Aberrationsrate erklaren.
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5.4.3. Einflussdesapoptotischen und nekrotischen Zelltodes

Der Anteil apoptotischer und nekrotischer Zellen (ApoNexin-Test) zeigt bei beiden
verwendeten Strahlenarten eine Zeit- und Dosisabhidngigkeit in stimulierten PBLs (Abbildung
4.14). Da es in den Kontrollen von PBLs der vorliegenden Arbeit {iber die Zeit ebenfalls zu
einer Erhohung der Apoptoserate kommt, scheinen auch die Kulturbedingungen Apoptose zu
induzieren. Die deutliche Erhohung nach Kohlenstoffbestrahlung im Vergleich zur
Rontgenbestrahlung ist ein Hinweis, dass die Strahlenqualitdt nicht nur auf die Stimulierung
sondern auch auf die Apoptose einen Einflu3 hat und PBLs scheinbar strahlenempfindlicher
gegeniiber Teilchenstrahlen hinsichtlich der Induktion von Apoptose sind.

Untersuchungen der Apoptoserate nach Stimulierung liegen nur vereinzelt vor. Carloni et al.
(2001) konnten hierbei keine dosisabhingige Verdnderung nach Rontgenbestrahlung
feststellen. Ein Anstieg liber die Zeit und die Dosis wurde dagegen in unstimulierten PBLs
von Boreham et al. (1996), Menz et al. (1997), Meijer et al. (1998), Kern et al. (1999) und
Carloni et al. (2001) gezeigt.

Die Messung der Apoptose 1aBt durch die Schwankungen innerhalb eines Spenders und die
nicht ausreichende Anzahl an Datensdtzen keine Aussage beziiglich individueller
Unterschiede in der Strahlensensitivitit der Blutspender zu und somit kann auch der Einfluss
auf die Aberrationsrate nicht schliissig geklart werden. Eine erhohte Apoptoserate in Zellen
von Spender 2 konnte zum Beispiel die geringere Aberrationsrate nach Bestrahlung mit
400MeV/u Kohlenstoffionen erkldren (Abbildung 4.1), da hier ein Verlust vornehmlich
schwergeschédigter Zellen zu erwarten ist, da der prozentuale Anteil apoptotischer Zellen mit
der Dosis anstieg. Individuelle Schwankungen in der Apoptoserate wurden dariiber hinaus
von Boreham et al. (1996) und Crompton et al. (2001) in unstimulierten PBLs gefunden.

Ein Unterschied in der prozentualen Zusammensetzung an Subpopulationen der PBLs in den
einzelnen Spendern kann ebenfalls eine Auswirkung auf die Apoptoserate und folglich auch
auf die Anzahl an Chromosomenaberrationen haben wenn diese Subpopulationen intrinsische
Schwankungen bei der Induktion der Apoptose unterliegen. Messungen hierzu an
Subpopulationen von T-Lymphozyten, d.h. CD4+-, CD8+- und CD19+-Zellen, von Menz et
al. (1997) und Kern et al. (1999) zeigen nur geringe Unterschiede zwischen CD4+- und
CD8+-T-Lymphozyten nach Rontgenbestrahlung, jedoch eine Erhéhung der Sensitivitit in
CD19+-Zellen (Kern et al., 1999).

5.4.4. Einflussindividueller bzw. physiologischer Faktoren

Nachdem sich die erh6hte Aberrationsrate in PBLs von Spender 1 nach Bestrahlung mit
400MeV/u Kohlenstoffionen bisher nicht schliissig durch Unterschiede in der
Zellproliferation, der Stimulationsrate sowie der Induktion der Apoptose erkldren 1af3t
(Kapitel 5.4.), weiBit dies auf eine intrinsische Strahlensensitivitit hin. Eine Wiederholung der
Rontgenexperimente zeigte keine Unterschiede in der Aberrationsrate von Spender 1 und 2
(Abbildung 4.2). Jedoch liegen fiir beide Spender nur jeweils zwei unabhéngige Experimente
vor und eine Wiederholung der Schwerionenbestrahlung war aus zeitlichen Griinden nicht
moglich. Daher sollte nicht ausschlieBlich von einem Inter-Donor-Effekt ausgegangen und ein
Intra-Donor-Effekt von vorne herein ausgeschlossen werden, denn auch in der Literatur
finden sich Hinweise auf eine sich zeitlich &ndernde Strahlensensitivitit wie der Uberblick in
Tabelle 5.4 zeigt.

Kakati et al. (1986) zeigten neben deutlichen Inter-Donor-Unterschieden auch Intra-Donor-
Unterschiede und zwar wurden PBLs eines Spenders in vier unabhéngigen Experimenten
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verwendet. In zwei der vier Messungen war die Aberrationsrate doppelt bis dreifach so hoch
wie in den beiden anderen. Ricoul et al. (1997) fanden nach in vitro Gammabestrahlung in
PBLs von Schwangeren mehr Briiche als bei Nichtschwangeren sowie Schwankungen {iber
den Zeitraum der Schwangerschaft bis zu einem Faktor von 4 innerhalb der einzelnen Frauen.
Diese Unterschiede sind vermutlich hormonell bedingt, da der Anstieg des Progesteron- und
Ostrogenlevels im Blut von Schwangeren mit einer erhdhten Strahlensensibilitit korrelierte.
Da es auch auBlerhalb einer Schwangerschaft zu Hormonschwankungen im Koérper kommt
und es sich bei beiden untersuchten Blutspendern in der vorliegenden Arbeit um Frauen
handelt, kann dieser Faktor auch die hier gemessenen Aberrationsraten beeinflusst haben. Die
Auswirkungen der Konzentration des Steroidhormons Ostradiol im Zellkulturmedium auf die
Aberrationsrate in PBLs nach Rontgenbestrahlung wurden von Kanda und Hayata (1999)
untersucht. Hierbei wurde z.B. bei einer eintidgigen Vorinkubation der PBLs in Medium mit
einer Ostradiolkonzentration von 100ng/ml und anschlieBender Rontgenbestrahlung (3Gy)
eine um 20% hohere Anzahl an Aberrationen (dic + r) im Vergleich zur Kontrolle ohne
Ostradiolzugabe gefunden.

In diesem Zusammenhang werden mehrere weitere Moglichkeiten fiir den Anstieg der Anzahl
an DNA-Schiden durch die hohe Ostradiolkonzentration diskutiert. Neben einer direkten
Erhohung der Aberrationsrate wird auch die Reduktion der Reparaturkapazitit und der
Apoptose in Betracht gezogen (Uberblick Kanda und Hayata, 1999).

5.5. Modglichkeiten und Grenzen einer biologischen Dosimetrie

In der Literatur kommt es zu unterschiedlichen Ergebnissen bei der Untersuchung von
Chromosomenschidden hinsichtlich Intra- und Inter-Donor-Variationen, die in Tabelle 5.4
aufgelistet wurden. Wie Tabelle 5.4 zeigt wurde nur in wenigen Studien eine Wiederholung
eines Experimentes mit identischen Blutspender durchgefiihrt, die eine Aussage hinsichtlich
der Stabilitdt der Strahlensensitivitdt innerhalb eines Spenders ermdglicht.

Unabhingig davon, ob die beschriebenen Unterschiede in der Aberrationsrate durch Intra-
oder Inter-Donor-Schwankungen zu Stande kommen, erschweren sie die Erstellung von
Eichkurven und verringern die Genauigkeit der Abschitzung einer erhaltenen Strahlendosis.

Schwankungen in der Strahlenempfindlichkeit einzelner Spender wurden von van Buul und
Natarajan (1980), Kakati et al. (1986), Ricoul et al. (1997) sowie Wojcik und Streffer (1998)
nachgewiesen. Nach Bestrahlung der PBLs mit Rontgen- und Gammastrahlung kam es zu
deutlichen Unterschieden in den Aberrationsraten von 25 bis 300%. Zusdtzlich wurden in
diesen Arbeitsgruppen mit Ausnahme von Wojcik und Streffer (1998) auch Unterschiede der
Strahlenempfindlichkeit zwischen den einzelnen Blutspendern nachgewiesen. Solche Inter-
Donor-Effekte wurden auch von Lloyd et al. (1988), Virsik-Peukert et al. (1997) und
Vorobtsova et al. (2001) nach Rontgen- bzw. Gammabestrahlung beschrieben. Lloyd et al.
(1988) fiithren diese Unterschiede nicht zwingend auf eine individuelle Strahlensensibilitit
zurlick und konnten sie in den darauffolgenden Jahren in weiteren Untersuchungen nicht
bestétigen (Lloyd et a., 1992). Vorobtsova et al. (2001) fand in PBLs von Krebspatienten
Schwankungen in der Anzahl an DNA-Schiden. Keine bzw. nur geringe Unterschiede (<
25%) in der Aberrationsrate verschiedener Blutspendern zeigten sich bei Untersuchungen mit
diinnionisierender Strahlung bei Sharpe et al. (1969), Scott und Lyons (1979), Schmid et al.
(1984), Fabry et al. (1985), Fabry und Lemaire (1986), Lindholm et al. (1998) und Stronati et
al. (2001). Fiir alle hier aufgefiihrten Untersuchungen bis auf die von Vorobtsova et al. (2001)
wurden PBLs von gesunden Spendern verwendet. Vorobtsova et al. (2001) analysierte die
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Anzahl an Chromosomenschidden in PBLs von Krebspatienten und konnte keine Korrelation
mit dem Alter erkennen.

Die Anzahl, der nach Bestrahlung gemessenen Chromosomenschidden, kann dariiber hinaus
auch durch weitere Faktoren beeinflusst werden, wie schon in Kapitel 5.4. erwihnt (Uberblick
Lloyd und Purrott, 1981). Untersuchungen zeigten geringe (Stronati et al., 2001) sowie
deutliche Unterschiede bis zu einem Faktor von 3 in der Aberrationsrate von PBLs (Bianchi et
al., 1982; Lloyd et al., 1988; Lloyd et al., 1992), wenn Chromosomenpréparate eines
Experimentes in verschiedenen Laboren ausgewertet wurden. Als Griinde fiir diese
Schwankungen  werden  unterschiedliche  Kulturbedingungen, die Qualitit der
Chromosomenpréparation und subjektive Unterschiede bei der Bewertung der Aberrationen
durch die auswertende Person diskutiert. Diese Faktoren konnen jedoch bei Messungen
innerhalb eines Labors minimiert werden, wenn standardisierte Kulturbedingungen sowie
Methoden verwendet werden und die Auswertung der Préparate durch geschultes Personal
bzw. ein und die selbe Person durchgefiihrt wird.

Anzahl |Férbe- Aberrationsrate Autoren
Spender | Technik | Intra-Donor-Effekt | Inter-Donor-Effekt
7 Giemsa n.u. kein Effekt Sharpe et al., 1969
4 FPG geringer Effekt geringer Effekt | Scott und Lyons, 1979
4 FPG deutlicher Effekt | deutlicher Effekt |van Buul und Natarajan, 1980
2 FPG n.u. geringer Effekt | Schmid et al., 1984
2 FPG n.u. kein Effekt Fabry et al., 1985
3 FPG n.u. kein Effekt Fabry und Lemaire, 1986
3 FPG deutlicher Effekt | deutlicher Effekt |Kakati et al., 1986
4 FPG n.u. geringer Effekt [ Lloyd et al., 1988
24 FPG n.u. kein Effekt Lloyd et al., 1992
17 Giemsa | deutlicher Effekt | deutlicher Effekt ]Ricoul et al., 1997
3 FISH n.u. deutlicher Effekt | Virsik-Peukert et al., 1997
2 FISH n.u. kein Effekt Lindholm et al., 1998
2 [Pt | deutlicher Effekt | kein Effekt | Wojcik und Streffer, 1998
4 FISH geringer Effekt geringer Effekt | Stronati et al., 2001
5 FI.SH n.u. deutlicher Effekt | Vorobtsova et al., 2001
Giemsa

Tabelle 5.4: Ubersicht der in der Literatur beschricbenen Intra- und Inter-Donor-Effekte hinsichtlich der
Entstehung von strahleninduzierten Chromosomenaberrationen (FISH: Fluoreszenz in situ Hybridisierung, FPG:
Fluoreszenz plus Giemsa-Férbung, n.u.: nicht untersucht).

Individuelle Faktoren lassen sich jedoch nicht reduzieren, wie z.B. der Umfang, in dem die
Zelle auf strahleninduzierte DNA-Schiden mit Apoptose reagiert. Dieser konnte sich in den
untersuchten Personen dndern, sowie die Stimulierung und Proliferationsaktivitdt der PBLs.
Solche Schwankungen wurden zum Teil auch in der vorliegenden Arbeit deutlich, jedoch
lieBen die Ergebnisse keine eindeutige Schliisse zum Verhalten der PBLs einzelner Spender
hinsichtlich einer Sensitivitit bzw. Resistenz zu. Es werden auch der sich #&ndernde
physiologische Zustand der Spender sowie Unterschiede in der prozentualen Verteilung an
Subpopulationen von PBLs mit unterschiedlicher Strahlensensitivitét diskutiert (van Buul und
Natarajan, 1980; Kakati et al., 1986) und wurden von Ricoul et al. (1997) bestétigt.
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Mit derartigen Problemen werden nicht nur Personen konfrontiert, die sich mit der Erstellung
von Eichkurven fiir Chromosomendaten, die aus in vitro Bestrahlungsexperimenten
hervorgehen, beschéftigen. Auch die Messung von Aberrationsraten in PBLs nach in vivo
Bestrahlung eines Strahlenopfers oder Patienten und die Abschitzung der empfangenen
Strahlendosis werden von diesen Faktoren beeinflusst. Solche Untersuchung werden jedoch
durch ein weiteres Problem erschwert. Bei Strahlenunfillen oder im Rahmen einer
Strahlentherapie wird in der Regel nur ein Teil des Korpers bestrahlt. Dies hat zur Folge, dass
auch nur ein Teil der PBLs bestrahlt wird. Nach der Bestrahlung kommt es zu einer
Durchmischung von geschéddigten und ungeschidigten Zellen. Durch eine gemeinsame Kultur
von Dbestrahlten und unbestrahlten Zellen wird versucht solche in vivo
Teilkorperbestrahlungen in vitro zu simulieren (z.B. Guerro-Carbajal et al., 1998). Es ist
jedoch bisher nicht schliissig gekldrt ob geschéddigte und ungeschidigte PBLs wihrend der
Zirkulation im Blut identische Aufenthaltswahrscheinlichkeiten aufweisen (z.B. Huber et al.,
1999). Sollten bevorzugt geschiadigten PBLs aus dem zirkulierenden Blut eliminiert werden,
wiirde eine Blutentnahme, die einige Zeit nach der Strahlenexposition stattfindet, eine
Unterschétzung des biologischen Schadens zur Folge haben (Lloyd und Purrott, 1981). Auch
hier wiirde die Apoptose eine zentrale Rolle spielen, insbesondere wenn sie individuellen
Schwankungen unterliegt (Crompton et al., 2001). Dariiber hinaus weisen PBLs in der
Ruhephase (Go-Phase), in der sie sich im Korper {iberwiegend befinden, eine erhdhte
Apoptoserate im Gegensatz zu proliferierenden Zellen auf (Carloni et al., 2001).

5.6. Einsatz der biologischen Dosimetrie

Trotz der Faktoren, die die Genauigkeit einer biologischen Dosimetrie beeinflussen kdnnen,
wird sie parallel bzw. ergénzend zur physikalischen Dosimetrie eingesetzt. In den meisten
Féllen steht nicht eine exakte Abschédtzung der Strahlendosis sondern eine Abschidtzung des
erhohten Strahlenrisikos z.B. flir die Induktion von Krebs im Vordergrund und zwar im
Zusammenhang mit Arbeits- und Strahlensicherheit (z.B. Edwards, 2001). Untersuchungen
werden in erster Linie in Bereichen vorgenommen, in denen Personen wie z.B. Astronauten
(Testard et al., 1996; Obe et al., 1997; Yang et al., 1997; Testard und Sabatier, 1999; Wu et
al., 2000; Durante et al., 2001; George et al., 2001b) oder Arbeiter (Lazutka, 1996; Zaire et
al., 1997; Domracheva et al., 2000; Lloyd et al., 2001) durch die Ausiibung ihres Berufs einer
erhohten Strahlenbelastung ausgesetzt sind. In einer dieser Studien kamen die Autoren zu dem
Schluss, dass es durchaus sinnvoll ist z.B. fiir Astronauten im Vorfeld eines
Langzeitaufenthaltes im Weltraum individuelle Eichkurven zu erstellen, um die Genauigkeit
der Abschitzung des strahlenbiologischen Schadens zu verbessern (Testard und Sabatier,
1999).

Werden in Langzeitstudien die Aberrationsraten in PBLs von strahlenexponierten Personen,
wie z.B. den Uberlebenden der Atombombenabwiirfe (Awa et al., 1978; Awa und Neel; 1986;
Nakano et al., 2001) oder Opfer von Strahlenunfillen (Sevan'kaev et al., 1993; Bauchinger,
1995; Lazutka, 1996; Lindholm et al., 1996; Bauchinger et al., 2001; Hayata et al., 2001,
Sasaki et al., 2001) untersucht, so werden Hinweise auf die Schadigung von Stammzellen im
Knochenmark und deren Halbwertszeit erhalten. Diese Daten erleichtern dann eine
Dosisabschitzung, wenn ein grofler Zeitraum zwischen Strahlenexposition und biologischer
Dosimetrie liegt.

In den Féllen in denen keine physikalischen Dosimeter zum Zeitpunkt der Strahlenexposition
vorhanden sind oder eine Berechnung der strahlenbiologischen Dosis schwierig und ungenau
wire, kann die biologische Dosimetrie wichtige Hinweise zur Hohe der Strahlendosis liefern.
So waren z.B. bei einem Strahlenunfall in Tokai-mura (Japan) am 30 Oktober 1999 mehrere
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Personen einer Neutronen- und Gammastrahlenbelastung ausgesetzt. Die im folgenden
berechneten Aquivalenzdosen fiir die drei Strahlenopfer mit der hdchsten angenommenen
Strahlendosis nach Auswertung von biologischen Indikatoren stimmten mit der angewendeten
physikalisch-medizinischen Mefimethode gut {iberein, wenn fiir die Berechnung eine RBW
von 1,5 bis 2 fiir Neutronen angenommen wird (Hayata et al., 2001; Ishigure et al., 2001).
Bei Personen die aufgrund des Tokai-mura-Unfalls einer geringen Strahlenexposition
unterlagen, wurden zunidchst deutliche Unterschiede zwischen der biologisch und
physikalisch abgeschétzten Strahlendosis sichtbar. Erst nach einer Korrektur der
Aberrationsraten in Bezug auf das Alter der exponierten Personen und eine Einteilung der
Personen in Gruppen hinsichtlich der Nihe zur Strahlenquelle konnte eine Korrelation in den

Personengruppen aber nicht bei den einzelnen Personen festgestellt werden (Sasaki et al.,
2001).
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5.7. Schlussfolgerung und Ausblick

Die in der vorliegenden Arbeit gesammelten Daten zur Reaktionen von PBLs gesunder
Spender auf diinn- und dicht-ionisierende Strahlung geben wichtige Hinweise zur
Strahlensensibilitdt einzelner Spender (Inter-Donor-Effekt) sowie Unterschiede der
Strahlenempfindlichkeit in ein und der selben Person (Intra-Donor-Effekt). Es wurde deutlich,
dass die Messungen biologischer Parameter zeitlichen Schwankungen unterliegt. Somit
sollten die zu untersuchenden Faktoren, wie z.B. die Zellproliferation, die Stimulation und
Apoptoserate parallel gemessen werden um den Einfluss von Intra-Donor-Unterschieden zu
minimieren. Dies erfordert einen erhohten Arbeitsaufwand, ist aber fiir eine gesicherte
Aussage des Einflusses der untersuchten Parameter unerldsslich. Die abschlieBende
Auswertung am Mikroskop sollte dann von ein und der selben Person vorgenommen werden,
um subjektive Fehler zu minimieren. Auch um Messwerte, wie z.B. die RBW, moglichst
genau berechnen zu konnen, sollte parallel zur Teststrahlung mit Lymphozyten des gleichen
Spenders mindestens ein Probenzeitpunkt der Referenzstrahlung angefertigt werden. Dies
kann Verdnderungen in der Strahlenreaktion der Zellen zu vorangegangenen Experimenten
mit der gleichen Referenzstrahlung aufzeigen.

Erste Hinweise auf Unterschiede in der Strahlensensibilitdt zwischen zwei Blutspendern
zeigten sich bei der Untersuchung von Chromosomenaberrationen in Metaphasezellen nach
Bestrahlung mit 400MeV/u Kohlenstoffionen (Abbildung 4.1, unten). Weitere Experimente
sind notig um diese Beobachtung zu untermauern. Da auch andere Arbeitsgruppen zu
dhnlichen Ergebnissen kommen und ebenfalls Inter-Donor-Unterschiede beschreiben
(Ubersicht siehe Tabelle 5.4), muss iiberdacht werden, ob jeweils eine Eichkurve pro Labor
zur Abschétzung einer Strahlendosis in der biologischen Dosimetrie ausreicht. Das Erstellen
mehrerer Eichkurven und die Einteilung der zu untersuchenden Personen in Gruppen mit
anndhernd identischer Strahlensensibilitit, wird die Genauigkeit einer Dosisabschitzung
erhohen. Hierzu ist jedoch eine in vitro Bestrahlung von Zellen der einzelnen Personen notig
um eine Klassifizierung hinsichtlich der Strahlenempfindlichkeit vorzunehmen.

Inwieweit die Auswertung von Chromosomenschiden in Metaphasezellen als ,,predictive
assay verwendet werden kann, ldBt sich noch nicht sicher beantworten (Uberblick in Peters
und McKay, 2001). Jedoch zeigen die Untersuchungen von PBLs der Spender 1 und 2 eine
anndhernd  identische = Aberrationsrate  in  zwei  voneinander  unabhdngigen
Rontgenexperimenten (Abbildung 4.2), wohingegen die Induktion der Apoptose innerhalb
eines Spenders Schwankungen unterworfen war (Kapitel 4.9.2.). Die Abschitzung von
Strahlensensibilitidten einzelner Patienten durch eine der Therapie vorangehende in vitro
Bestrahlung von PBLs ist von groBem Interesse fiir Mediziner und Strahlenbiologen. Hierzu
ist eine Untersuchung der betreffenden Personen vor und nach der Strahlentherapie sehr
hilfreich, denn die in vivo Reaktion von Patienten, die einer dhnlichen Bestrahlungsplanung
unterliegen (Dosis, Tumorvolumen, Bestrahlungsfelder, Dauer der Bestrahlung usw.), und die
im Vorfeld gesammelten in vitro Daten dieser Personen konnen weitere Erkenntnisse zur
individuellen Strahlenempfindlichkeit liefern.

Jedoch gibt es bereits erste Hinweise, dass neben genetischen Pridispositionen auch
physiologische Faktoren, wie z.B. die Hormonkonzentration (z.B. Ricoul et al., 1997; Kanda
und Hayata, 1999) die Aberrationsrate beeinflussen. Sollten sich diese Anzeichen bestétigen,
so miissen sie ebenfalls bei zukiinftigen Messungen beriicksichtigt werden.
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7.  Anhang

7.1. Abkulrzungsver zeichnis

Aberrat. Aberrationen

ABTS 2,2"-Azino-di-[3-ethylbenzthiazoline-sulfonate (6)]

ace Summe aller azentrischen Fragmente, d.h. Chromosomentypbriiche (,,acentric
fragments*)

ar azentrischer Ring (,,acentric ring*)

ausgew. ausgewertete

BrdU 5-Bromo-2"-deoxyuridin

BSA ,bovine serum albumin® (Rinderserumalbumin)

bzw. beziehungsweise

ca. circa

CCD ,»charge coupled device*

CDD ,,cell death detection”

CHO-K1 Ovarzellen des chinesischen Hamsters (,,chinese hamster ovary*)

CPT ,,cell preparation tube*

csb Chromosomenbriiche (,,chromosome breaks™)

ctb Chromatidbriiche (,,chromatid breaks™)

cte Chromatidaustauschaberrationen (,,chromatid-typ exchanges*)

D Strahlendosis

Dapi 4°, 6-Diamidino-2-phenylindol

DC Deoxycytidin

dic dizentrische Chromosomen (,,dicentrics’)

dmin interstitielle Deletionen und azentrische Ringe (,,double minutes*)

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinséure

DSBs Doppelstrangbriiche (,,double-strand breaks*)

EDTA Ethylen-Diamin-Tetra-Essigsédure

ELISA »enzym-linked-immuno-absorbance-assay*

FCSg fotales Kélberserum verwendet fiir Lymphozyten

FCSy fotales Kélberserum verwendet fir CHO-K1-Zellen

FISH Fluoreszenz in situ Hybridisierung

FITC Fluorescein-5-isothiocyanat
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FPG Fluoreszenz plus Giemsa

g Einheit der Erdanziehungskraft ,,gravities*

G Liicke (,,gap®)

GSI Gesellschaft fiir Schwerionenforschung

Gy Gray [J/kg]

h Stunden (,,hour™)

HBC Hepatitis C

HBV Hepatitis B

HIV ,human immuno-deficiency virus*, humaner Immundefizientvirus
ID Initialschaden (,,initial damage*)

idel interstitielle Deletion (,,interstitial deletions®)

inch Zoll (2,54cm)

ins Insertionen (,,insertions*)

inv Inversionen (,,inversions‘)

ISCN »international system for human cytogenetic nomenclature
KCl1 Kaliumchlorid

keV Kiloelektronenvolt

LET linearer Energietransfer [keV/um]

m ménnlich

M Mitose

MI Mitoseindex [%]

MilliQ hochreines Wasser

min Minuten

ml Milliliter

ul Mikroliter

um Mikrometer

mol Mol

MPF Mitose fordernder Faktor (,,mitosis-promoting factor*)
MTA Medizinisch Technische Assistentin

MTP Mikrotiterplatte

n.b. nicht bestimmt

n.u. nicht untersucht

OD optische Dichte

pA pro analysis

PBLs periphere Blutlymphozyten

PBS ,phosphate-buffered saline*
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PBT ,,phosphate-buffered with Tween*

PCC ,premature chromosome condensation‘

PET Positronen-Emissions-Tomographie

PHA Phythdmagglutinin

PJ Propidiumjodid

POD Peroxidase

PS Phosphatidylserin

r zentrische Ringe (,,centric ring®)

R Reparatur (,,repair’)

RBW relative biologische Wirksamkeit

S Synthese

SCEs Schwesterchromatidaustausche (,,sister chromatid exchanges®)
SDS Natriumdodecylsulfat

SIS Schwer-lonen-Synchrotron

SSC Natriumchlorid —Natriumcitrat-Puffer (,,saline-sodium citrate*)
Sp. Spender von Blut

t Translokationen (,,translocations*)

Tl humane Nierenzellen

tri trizentrisches Chromosom (,,tricentric*)

Upm Umdrehungen pro Minute

V79 Hamsterzellen aus der Lunge

w weiblich

X185 chemisch induzierte Mutanten von CHO-K1-Zellen (,,x-ray sensitiv*)

z.B. zum Beispiel
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7.2. Verwendete Materialien

7.2.1. Chemikalien
Bisbenzimid Hoechst Nr.: 33258 (PAN, Aidenbach)

BSA: Rinderserumalbumin (Sigma, Deisenhofen)
5-Brom-2"-desoxyurudin BrdU (Serva, Heidelberg und Boehringer, Mannheim)
Casy-clean: Kapillar- und Systemreiniger (Schirfe System, Reutlingen)

Casyton: isotone Salzlosung zur Zellzahlbestimmung fiir Casy 1 (Schirfe System,
Reutlingen)

Colcemid: 10png/ml (Boehringer, Mannheim)
4", 6-Diamino-2-phenylindol Dapi (Serva, Heidelberg)
Eukitt (O. Kindler, Freiburg)

FCSr fotales Rinderserum verwendet fiir Lymphozyten — Spezialanfertigung fiir humane
Fibroblasten (Pan, Aidenbach)

FCSy fiir CHO-K1-Zellen (Biochrom, Berlin)

Giemsa-Losung (Merck, Darmstadt)

HAM'S F-12: Zellkulturmedium fiir CHO-K1-Zellen (PAN, Aidenbach)
L-Glutamin 200mM (PAN, Aidenbach)

Natrium-Heparin: Liquemin N 25000; 5000U/ml (Roche, Mannheim)
Neomycin/Bacitracin: Antibiotikum 1mg/ml bzw. 50U/ml (Biochrom, Berlin)
PBS sterile Losung ohne Ca®" und Mg2+ (PAN, Aidenbach oder Biochrom, Berlin)
PBS sterile Losung mit Ca®" und Mg*" (PAN, Aidenbach)

PBS Pulver ohne Ca*" und Mg2+ (Sigma, Deisenhofen)

Phythdmagglutinin ,,M-form* (Gibco, Karlsruhe)

RPMI 1640: Zellkulturmedium fiir humane Blutlymphozyten (Gibco, Karlsruhe)

Tween 20 (Serva, Heidelberg)
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7.2.2. Puffer und L 6sungen

Bestrahlungspuffer (FPG-Féarbung)

DAPI-Losung

Fixativ (Chromosomenpriparation)

Fixativ (Anti-BrdU-Test)

Giemsa-Farbelosung

Hoechst-Farbelosung

PBT (Anti-Ki67-Test)

Soérensenpuffer

Waschpuftfer (Anti-BrdU-Test)

20x SSC

19,45ml
0,55ml

Img/ml

3 Teile
1 Teil

70%
20%
10%

6%

4 Teile
1 Teil
3ug/ml

1%
0,1%

1 Teil
1 Teil

0,02%
0,002%

175,3g
88,4¢g
ad 1000ml

0,2M Dinatriumhydrogenphosphat

0,1M Zitronensiure

Stammldsung in PBS

Methanol pA
Eisessig pA

Ethanol pA
MilliQ
500mM Glycin-Losung

Giemsa in Sorensenpuffer

PBS (w/0)
Ethanol pA
Hoechst Nr.: 33258

PBS (w/0)
Tween20
BSA

0,067M Kaliumdihydrogenphosphat
0,067M Dinatriumhydrogenphosphat

PBS (w/0)
Tween20
BSA

Natriumchlorid (= 3M)
Natriumcitrat x 2H,O (= 0,3M)
MilliQ
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7.2.3. Medien fur die Zelkultur

Fiir die peripheren Blutlymphozyten wurden die Medien I und II verwendet. Medium I wurde
bei der Bestrahlung der Zellen bendtigt und fiir die Kultivierung der PCC-Priparate
eingesetzt, da hier keine Stimulierung der Zellen ndtig war. Medium II wurde zur
Kultivierung der Zellen fiir die Chromosomenpréparate, Apoptosemessung und Bestimmung

des Anteils stimulierter Zellen (Ki67-Test) verwendet.

Im Medium III wurden die CHO-K1-Zellen kultiviert und das Einfriermedium wurde sowohl
fiir die Langzeitlagerung der CHO-K1-Zellen in fliissigem Stickstoff (-196°C) verwendet als

auch fiir die Lagerung der CHO-K 1-Mitosen bei —80°C.

Medium I:

Medium II:

Medium III:

Finfriermedium

RPMI 1640-Medium

+20%
+1%
+1%
+0,2%

FCSr
L-Glutamin
Neomycin/Bacitracin

Natrium-Heparin

RPMI 1640-Medium

+20%
+1%

+ 1%
+0,2%

+ 1%

+ 6ug/ml
+4,8ug/ml

HAM'S F-12
+ 10%
+ 1%
+1%

HAM'S F-12
+20%

+1%

+ 1%

+ 8%

+ Sul/ml

FCSk

L-Glutamin
Neomycin/Bacitracin
Natrium-Heparin
PHA

BrdU

DC

FCSq
L-Glutamin

Neomycin/Bacitracin

FCSu

L-Glutamin
Neomycin/Bacitracin
DMSO

Colcemid
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7.2.4. Verwendete Tests

Im Anti-Ki67-Test (Ki-S5) von Boehringer (Mannheim) sind folgende Antikorper
enthalten:

1. ,,Anti-Ki67 (Ki-S5) formalin grade* aus der Maus
2. ,,Anti-mouse-Ig-Rhodamin F(ab), fragment* aus dem Schaf

Im ,,5-Bromo-2’-deoxy-uridine Labeling and Detection Kit I (Anti-BrdU-Test) von Roche
sind folgende Antikorper enthalten:

1. ,,Anti-BrdU with nucleases* aus der Maus
2. ,,Anti-mouse-Ig-fluorescein® aus dem Schaf
,,ApopNexin™ Apoptosis Detection Kit“ von Oncor

,.Cell Death Detection ELISA™” von Roche

7.2.5. Einwegmaterial

Blutentnahme-Set ,,Blood Collection Set* (Becton Dickinson, Heidelberg)

Casy-cups: Behilter fiir die Zellzahlbestimmung mit Casy 1 (Schérfe System, Reutlingen)

Deckgldser: 24 x 60mm (IDL, Nidderau)

Einwegpipetten: 2ml, 5Sml, 10ml und 25ml (Corning & Costar, Bodenheim)

Halter fiir Vacutainer ,,Brand Needle Holders* (Becton Dickinson, Heidelberg)

Kryordhrchen: 5Sml (Greiner, Solingen)

Objekttrager (Menzel-Glaser, Braunschweig)

Rundbodenréhrchen: 10ml (Greiner, Solingen)

Rollkulturflaschen: 850cm” (Corning & Costar, Bodenheim)

Vacutainer™ CPT™ (,,Cell Preparation Tube*)-Rohrchen (Becton Dickinson, Heidelberg)

Zellkulturflaschen: 12,5cm?, 25cm?, 75¢cm? und 225cm? (Falcon, Heidelberg)

Zentrifugenrohrchen: 10ml und 50ml (Falcon, Heidelberg oder Greiner, Solingen)
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7.2.6. Laborgerate
Autoklav: Varioklav-Dampfsterilisator (H+P Labortechnik, OberschleiBheim)

Begasungsbrutschrianke (Heraeus Instruments, Hanau)

Begasungsbrutschrank mit elektronisch gesteuertem Rollersystem (Tecnomara, Fernwald)
Casy 1: Zellanalysesystem ,,Model TT* (Schérfe System, Reutlingen)

Channelyser: ,,Model 256 (Coulter Electronics GmbH, Krefeld)

Coulter Counter: Zellanalysesystem ,,Model ZM* (Coulter Electronics GmbH, Krefeld)
Durchflu8cytometer PAS II mit Softwareprogramm MULTICYCLE (Partec, Miinster)
Durchlichtmikroskop: Diavert (Leica, Wetzlar)

Eisbereiter (Scotsman/Frimont, Milano, Italy)

ELISA-Reader (BIO-TEK Instruments, Neufahrn)

Eppendorfpipetten (Eppendorf, Ko6ln)

Flowboxen: Heraeus-LaminaAir Modell HLB (Heraeus Instruments, Hanau)
Flowboxen: Hera Safe (Heraeus Instruments, Hanau)

Kleinschiittler: Minishaker MS2 (IKA, Wilmington, USA)

Kleinschiittler: Bioblock Scientific 35213 (IKA, Wilmington, USA)

Kiihl- und Gefrierschrinke (Bosch, Stuttgart; AEG, Niirnberg; Liebherr, Ochsenhausen)
Labor-Spiilautomat G7783 Mielabor (Miele, Giitersloh)

Megafuge 1.0 mit Rotor 2704 und Rechteckbecher #8030 (Heraeus Sepatech, Hanau)
MilliQ: System zur Herstellung von hochreinem Wasser (Millipore, Molsheim)
Minifuge RF, Rotor Kat.-Nr.: 2150 (Heraeus Sepatech, Hanau)

Glaspipetten (Eppendorf, Ko6ln)

Pipettenhalter akku (Integra Biosciences, Fernwald; Hirschmann Laborgerite, Eberstadt)
Rontgenrohre: IV320-12 (Seifert, Ludwigshafen)

Sterilisator (Heraeus Instruments, Hanau)

Stickstoffbehilter: GT80 (L' Air Liquide, Marne-la-Vallée Cedex 3, France)

Tiefkiihlschrank: -80°C (Heraeus Instruments, Hanau)
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Trockenschrank (Heraeus Instruments, Hanau)
Wasserbad: Isotemp 215 (Fisher Scientific, Wohlen, Schweiz)
Wasserbad: M12 (Lauda, Lauda-Konigshofen)
Wasserbad: M20 (Lauda, Lauda-Konigshofen)

Alle mikroskopischen Auswertungen wurden mit einem Mikroskop der Firma Leica (Typ
DMRB) durchgefiihrt. Die weitere Bearbeitung der Aufnahmen erfolgte mit dem
Bildverarbeitungsprogramm ISIS (Version 1.90) der Firma Meta-Systems. Es wurden
folgende Filterblocke der Firma Leica fiir die jeweiligen Fluoreszenzfarbstoffe verwendet:

1. Blau (Dapi und Hoechst 33342) A 513804
2. Griin (FITC) I3 513808
3. Griin/Rot (FITC und Rhodamin) G/R 513803
4. Rot (Rhodamin) N2.1 513812

Fir die Auswertung wurden Objektive mit 10, 40, 63 und 100facher Vergroferung
verwendet.
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7.3. Tabdlen

Auf den folgenden Seiten wurden die detaillierten Ergebnisse der Auswertung von
Chromosomenaberrationen in Metaphasen der 1. und 2. Mitose nach Rontgenbestrahlung
bzw. Bestrahlung mit 400MeV/u Kohlenstoffionen aufgefiihrt. Dies wurde vorgenommen um
den Vergleich von Datensédtzen zu ermdglichen, da hiufig unterschiedliche Aberrationstypen
in die Auswertung von Chromosomenschiden mit eingeschlossen werden. Die
Aberrationsarten, die in Kapitel 3.13. nédher erldutert wurden, wurden nach der ISCN
Nomenklatur (ISCN, 1978) abgekiirzt.

Abkurzungen zu den Tabellen:

Aberrat. Aberrationen

ausgew. ausgewertete

csb Chromosomenbriiche

ctb Chromatidbriiche

cte Chromatidaustauschaberrationen

dic Summe der dizentrischen Chromosomen mit und ohne azentrischem Fragment

und der umgerechneten trizentrischen Chromosomen (1 x tri = 2 x dic).

dmin Summe der interstitiellen Deletionen und azentrischen Ringe
n.b. nicht bestimmt (im folgenden durch ,,— ersetzt)
r zentrische Ringe mit und ohne azentrischem Fragment

SCEs Schwesterchromatidaustausche (,,sister chromatid exchanges®)
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Zeit |Probe| ausgew. | aberrante Aberrationen in der 1. Mitose | Aberrat. | Mitose- Anteil der Metaphasen in der
[h] Mitosen | Zellen [%] (normiert auf 100 Mitosen) in 100 index
ctb | csb | dmin | dic | r | cte | Zellen [%] 1. Mitosen 2. Mitosen > 3. Mitosen
[%] [%o] [%]
48 |K 100 6 4 2 0 0 |0] O 6 1,8 98,6 1,4 0
1 Gy 100 38 17 | 7 13 |14 3] 0 54 1,8 100 0 0
2 Gy 100 62 9 [ 28] 14 |41 ]|1] 0 93 1,3 100 0 0
4 Gy 100 90 6 |92 ] 50 |[113]9 ] 1 271 0,2 100 0 0
52 |K n.b. - - - - - | -] - - 1,7 94,1 5,9 0
1 Gy n.b. - - - - - | - - 1,6 94,9 5,1 0
2 Gy n.b. - - - - - | -] - - 2,6 97,6 2.4 0
4 Gy n.b. - - - - - | -] - - 1,1 99,7 0,3 0
56 |K n.b. - - - - - | -] - - 2,5 53,6 45,9 0,5
1 Gy n.b. - - - - - | -] - - 2,5 74,3 25,7 0
2 Gy n.b. - - - - - -] - - 2 77,8 22,0 0,2
4 Gy n.b. - - - - - | -] - - 1,5 98,1 1,9 0
60 |K 100 2 0 2 0 0 |0] O 2 3 39,9 57 3,1
1 Gy 100 38 2 |27 7 1810 0 54 3,1 42,6 56,4 1
2 Gy 100 64 1 [ 34| 13 |40 3] 0 91 2.4 49,1 50,1 0,8
4 Gy 100 94 2 |105] 51 [119][4 | O 281 1,6 86 14 0
64 |K n.b. - - - - | -] - - 3,9 32,6 52,5 14,9
1 Gy n.b. - - - - - | - - 3 35,4 53,8 10,8
2 Gy n.b. - - - - - | -] - - 2,7 43,5 48,4 8,2
4 Gy n.b. - - - - - | -] - - 1,5 06,6 31,6 1,8
68 |K n.b. - - - - - -] - - 4,1 34,6 46,2 19,2
1 Gy n.b. - - - - - | -] - - 2,8 23,5 46 30,5
2 Gy n.b. - - - - - | -] - - 24 25,9 30,5 43,6
4 Gy n.b. - - - - - | -] - - 2,1 54,9 38,7 6,4

Tabelle 7.1: Untersuchung der PBLs von Spender 1 48 — 96h nach Rontgenbestrahlung (Experiment A). Ausgewertet wurden Chromosomenschéden in der 1. Mitose nach
Bestrahlung, der Mitoseindex sowie der prozentuale Anteil an Metaphasen in der 1., 2. und = 3. Mitose. Abkiirzungen zu der Tabelle siche Seite 102.



Kapitel 7: Anhang 104
Zeit |Probe| ausgew. | aberrante Aberrationen in der 1. Mitose | Aberrat. | Mitose- Anteil der Metaphasen in der
[h] Mitosen | Zellen [%] (normiert auf 100 Mitosen) in 100 index
ctb | csb | dmin | dic | r | cte | Zellen [%] 1. Mitose 2. Mitose > 3. Mitose
[%] [%o] [%]
72 |K 100 3 0 1 2 0 |0] O 3 4,2 14,2 35,1 50,7
1 Gy 100 40 1 |17 18 |20 3] O 59 2,5 14,5 39,9 45,6
2 Gy 100 59 6 | 21 17 |47 1] 0 92 2,2 18,8 43,9 37,3
4 Gy 100 94 4 179 1 91 |[109]11] 1 295 1,7 40,4 47,1 12,5
76 |K n.b. - - - - - | -] - - 4 5,1 15,1 79,8
1 Gy n.b. - - - - |- - 2,9 8,5 22,1 69,4
2 Gy n.b. - - - - - | -] - - 2,5 13,5 22,2 64,3
4 Gy n.b. - - - - - | -] - - 1,3 31,4 41,6 27
80 |K n.b. - - - - - | -] - - 5 4,9 18,8 76,3
1 Gy n.b. - - - - - | -] - - 3,9 5,1 12,7 82,1
2 Gy n.b. - - - - - | -] - - 3,2 6,8 17,9 75,3
4 Gy n.b. - - - - - | -] - - 1,5 19,1 41,9 39
84 |K n.b. - - - - - | -] - - 5,5 1,2 10,9 87,9
1 Gy n.b. - - - - - | -] - - 6 34 10,9 85,7
2 Gy n.b. - - - - - -] - - 3.9 3,9 18,8 77,3
4 Gy n.b. - - - - - | -] - - 3,3 15,3 37,2 47,5
88 |K n.b. - - - - - | -] - - 52 1,8 19,5 78,7
1 Gy n.b. - - - - - | -] - - 52 1,8 11,3 86,9
2 Gy n.b. - - - - - | -] - - 4,3 0,4 13,2 86,4
4 Gy n.b. - - - - - | -] - - 2 3,5 27,5 69
92 |K n.b. - - - - - -] - - 3,9 1,9 8,6 89,5
1 Gy n.b. - - - - - | -] - - 4,2 1 10 89
2 Gy n.b. - - - - - | -] - - 4 0,6 5,8 93,6
4 Gy n.b. - - - - - | -] - - 2,5 0,4 18,5 81,1

Tabelle 7.1 (Fortsetzung): Untersuchung der PBLs von Spender 1 76 — 92h nach Rontgenbestrahlung (Experiment A). Abkiirzungen zu der Tabelle siehe Seite 102.
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Zeit |Probe| ausgew. | aberrante Aberrationen in der 1. Mitose | Aberrat. | Mitose- Anteil der Metaphasen in der
[h] Mitosen | Zellen [%] (normiert auf 100 Mitosen) in 100 index
ctb | csb | dmin | dic | r | cte | Zellen [%] 1. Mitose 2. Mitose > 3. Mitose
[Yo] [%o] [Yo]
9 |K n.b. - - - - - -] - - 3,8 1,2 6,9 91,9
1 Gy n.b. - - - - - -] - - 3,8 1,4 7,1 91,5
2 Gy n.b. - - - - - -] - - 3,6 16 15,1 68,9
4 Gy n.b. - - - - - -] - - 2,2 6,2 24,3 69,5
Tabelle 7.1 (Fortsetzung): Untersuchung der PBLs von Spender 1 96h nach Rontgenbestrahlung (Experiment A). Abkiirzungen zu der Tabelle siche Seite 102.
Zeit |Probe| ausgew. | aberrante Aberrationen in der 1. Mitose | Aberrat. | Mitose- Anteil der Metaphase in der
[h] Mitosen | Zellen [%] (normiert auf 100 Mitosen) in 100 index
ctb | csb | dmin | dic | r | cte | Zellen [%] 1. Mitose 2. Mitose > 3. Mitose
[Yo] [%o] [Yo]
48 |K 100 2 0 2 0 1 10| 0 3 3.4 95,1 4,9 0
1 Gy 100 40 1 | 22 6 23 111 0 53 2,6 97,9 2,1 0
2 Gy 100 64 1 | 31 15 |54 13| 0 104 2,5 98,9 1,1 0
4 Gy 100 96 0 | 68| 52 | 1183 | 0 241 1,6 100 0 0
72 |K n.b. - - - - - -] - - 3,1 - - -
1 Gy n.b. - - - - - - - 4 - - -
2 Gy n.b. - - - - - - - - 4 - - -
4 Gy n.b. - - - - - - | - - 2,6 - - -

Tabelle 7.2: Untersuchung der PBLs von Spender 1 48 und 72h nach Rdntgenbestrahlung (Experiment B). Ausgewertet wurden Chromosomenschéden in der 1. Mitose nach
Bestrahlung, der Mitoseindex sowie der prozentuale Anteil an Metaphasen in der 1., 2. und = 3. Mitose. Abkiirzungen zu der Tabelle siche Seite 102.
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Zeit |Probe| ausgew. | aberrante Aberrationen in der 1. Mitose | Aberrat. | Mitose- Anteil der Metaphasen in der
[h] Mitosen | Zellen [%] (normiert auf 100 Mitosen) in 100 index
ctb [ csb | dmin | dic | r | cte | Zellen [%] 1. Mitose 2. Mitose > 3. Mitose
[%] [%] [%]
48 |K 100 1* 0 |0(1)] 02) 14| 0| O 1* 1,3 97,6 2,4 0
1 Gy 100 65 4 |25 21 |64 |2 0 116 1 100 0 0
2 Gy 100 83 - |45 44 |133]1 6| O 228 0,3 100 0 0
4 Gy n.b. - - - - - -] - - 0,1 100 0 0
60 |K 100 3 2 0 1 0 ]0] 0 3 3,2 40,6 54,4 5,0
1 Gy 100 77 8 |49 ] 40 | 50| 6| 0O 153 1,7 66,7 32,5 0,8
2 Gy 100 94 9 | 58| 78 |181|10| 3 339 1,8 84,1 15,7 0,2
4 Gy 50 100 10 [ 196 122 |338| 8 | O 674 0,8 96,9 3,1 0
72 |K n.b. - - - - - -] - - 4.9 8 34,4 57,6
1 Gy n.b. - - - - - | -] - - 2,5 23,5 48,3 28,2
2 Gy 100 97 6 | 8 | 105 | 161 |18 0O 376 1,8 43,3 48,2 8,5
4 Gy 50 100 14 130 ] 192 [264 18| 6 624 0,8 82,8 16,6 0,6
84 |K 100 5 1 2 2 2 10] 0 7 4,7 8,4 29,7 61,9
1 Gy 100 66 3 129] 34 169(3] 0 137 3,7 13,1 32,4 54,5
2 Gy 100 94 4 133 | 76 [150| 6 | 1 269 2,6 25,8 45,6 28,6
4 Gy 95 100 - | 106 ] 201 |335]|23| 0 665 1,4 46,5 46,7 6,8
9 |K n.b. - - - - - | - - 5,4 3,9 36,8 59,3
1 Gy n.b. - - - - - | -] - - 3,8 13 42 45
2 Gy n.b. - - - - - -] - - 2 13 39,4 47,6
4 Gy 50 100 6 |130] 194 28420 2 636 0,8 54,1 30,6 15,3

Tabelle 7.3: Untersuchung der PBLs von Spender 1 48 — 96h nach 400MeV/u Kohlenstoffionenbestrahlung (LET=11keV/pum). Ausgewertet wurden Chromosomenschéden in der
1. Mitose nach Bestrahlung, der Mitoseindex sowie der prozentuale Anteil an Metaphasen in der 1., 2. und = 3. Mitose. In der Kontrolle 48h nach Stimulation wurde eine
schwergeschédigte Zelle (,,rogue cell”) gefunden und deren Anzahl an Aberrationen in Klammern angegeben. Abkiirzungen zu der Tabelle siche Seite 102.

* Ergebnisse ohne die Aberrationen der schwergeschédigten Zelle
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Zeit |Probe| ausgew. | aberrante Aberrationen in der 1. Mitose | Aberrat. | Mitose- Anzahl der Metaphasen in der
[h] Mitosen | Zellen [%] (normiert auf 100 Mitosen) in 100 index
ctb | csb | dmin | dic | r | cte | Zellen [%] 1. Mitose 2. Mitose > 3. Mitose
[%] [%o] [%]
48 |K 100 2 1 1 0 0 |0] O 2 2,8 72,2 27,6 0,2
1 Gy 100 29 3 110 9 11 [1] 0 34 3,8 92,4 7,6 0
2 Gy 100 64 1 [32 16 [37]12] 0 88 3,1 95,5 4,5 0
4 Gy 100 89 0 |93 | 44 [ 88 |2 ]| O 230 2,4 97,8 2,2 0
52 |K n.b. - - - - - | -] - - 3,8 14,5 84 1,5
1 Gy n.b. - - - - - |- - 34 44,6 52,2 3,2
2 Gy n.b. - - - - - | -] - - 2,2 61,2 35,4 3.4
4 Gy n.b. - - - - - | -] - - 2 87,7 12,3 0
56 |K n.b. - - - - - | -] - - 5 7,8 81,9 10,3
1 Gy n.b. - - - - - | -] - - 5 26,6 71,4 2
2 Gy n.b. - - - - - -] - - 3.8 34,4 62,5 3,1
4 Gy n.b. - - - - - | -] - - 3,8 71,6 27,5 0,9
60 |K 100 5 1 3 0 1 0] O 5 7,3 11,5 50,4 38,1
1 Gy 100 30 0 |20 7 12 1] 1 41 6,7 16,7 70,1 13,2
2 Gy 100 57 1 [ 26| 14 [43]|0] O 84 6,1 24,3 65,7 10,1
4 Gy 100 98 1 [ 98 | 63 [105| 8| O 275 3,7 49,7 49,1 1,2
64 |K n.b. - - - - - | -] - - 8,9 34 27,5 69,1
1 Gy n.b. - - - - - | - - 7,4 5,0 53 42
2 Gy n.b. - - - - - | -] - - 6 54 59 35,6
4 Gy n.b. - - - - - | -] - - 3,7 25,4 71,2 11,7

Tabelle 7.4: Untersuchung der PBLs von Spender 2 48 — 96h nach Rontgenbestrahlung (Experiment B). Ausgewertet wurden Chromosomenschéden in der 1. Mitose nach
Bestrahlung, der Mitoseindex sowie der prozentuale Anteil an Metaphasen in der 1., 2. und = 3. Mitose. Abkiirzungen zu der Tabelle siche Seite 102.
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Zeit |Probe| ausgew. | aberrante Aberrationen in der 1. Mitose | Aberrat. | Mitose- Anteil der Metaphasen in der
[h] Mitosen | Zellen [%] (normiert auf 100 Mitosen) in 100 | Index
ctb | csb | dmin | dic | r | cte | Zellen | in[%] 1. Mitose 2. Mitose > 3. Mitose
[%] [%] [%]
68 |K n.b. - - - - - -] - - 9 1,9 17,3 80,8
1 Gy n.b. - - - - - -] - - 8,9 0,9 32,8 66,3
2 Gy n.b. - - - - - -] - - 4.5 0 43,7 56,3
4 Gy n.b. - - - - - -] - - 3,2 0,5 61,4 38,0
72 |K 100 3 1 2 0 0 ]0] 0 3 7,9 1,3 15,4 83,3
1 Gy 100 23 0 | 16 5 11 1] 0 33 7,5 6,4 12,7 80,9
2 Gy 100 55 3 | 46 7 36 | 0| 1 93 5,9 7,6 30,6 61,8
4 Gy 100 94 2 197 | 23 |110| 5| 2 239 4,1 28,5 52,8 18,7
76 |K n.b. - - - - - |- - 6,2 0,6 5,8 93,5
1 Gy n.b. - - - - - | -] - - 6,5 0,8 11,3 87,9
2 Gy n.b. - - - - - -] - - 5 1,3 22,1 76,6
4 Gy n.b. - - - - - -] - - 2,3 5,3 48,0 46,7
80 |K n.b. - - - - - | -] - - 8,1 0,6 20,2 79,2
1 Gy n.b. - - - - - | -] - - 9,8 0,6 16,4 83,0
2 Gy n.b. - - - - - -] - - 7,5 0 16,5 83,6
4 Gy n.b. - - - - - | -] - - 3,7 1,7 43,6 54,8
84 |K n.b. - - - - - | -] - - 52 0,6 23,8 75,7
1 Gy n.b. - - - - - -] - - 5,9 0,4 17,3 82,3
2 Gy n.b. - - - - - | -] - - 6,3 0,4 6,6 93,0
4 Gy n.b. - - - - - -] - - 3 1,2 25,7 73,1

Tabelle 7.4 (Fortsetzung): Untersuchung der PBLs von Spender 2 68 — 84h nach Rontgenbestrahlung (Experiment B). Abkiirzungen zu der Tabelle siche Seite 102.
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Zeit |Probe| ausgew. | aberrante Aberrationen in der 1. Mitose | Aberrat. | Mitose- Anteil der Metaphasen in der
[h] Mitosen | Zellen [%] (normiert auf 100 Mitosen) in 100 index
ctb | csb | dmin | dic | r | cte | Zellen [%] 1. Mitose 2. Mitose > 3. Mitose
[Yo] [%o] [Yo]
88 |K n.b. - - - - - - - - 6,6 0,2 10,9 88,9
1 Gy n.b. - - - - - - - - 7,7 0 38,7 61,3
2 Gy n.b. - - - - - - - - 5,5 0 9,6 90,4
4 Gy n.b. - - - - - - - - 5 0,3 30,7 69,0
92 |K n.b. - - - - - - - - 4,7 0 6,7 93,3
1 Gy n.b. - - - - - - - - 4 0,2 22,2 77,6
2 Gy n.b. - - - - - - - - 5 0 8,8 91,2
4 Gy n.b. - - - - - - - - 3 0 17,2 82,8
9% |K n.b. - - - - - - - - 3,1 0 14,3 85,7
1 Gy n.b. - - - - - - - - 5,2 0 19,3 80,7
2 Gy n.b. - - - - - - - - 4,7 0 7,0 93,0
4 Gy n.b. - - - - - - - - 4 0 18,4 81,6
Tabelle 7.4 (Fortsetzung): Untersuchung der PBLs von Spender 2 88 — 96h nach Rontgenbestrahlung (Experiment B). Abkiirzungen zu der Tabelle siche Seite 102.
Zeit |Probe| ausgew. | aberrante Aberrationen in der 1. Mitose | Aberrat. | Mitose- Anteil der Metaphasen in der
[h] Mitosen | Zellen [%] (normiert auf 100 Mitosen) in 100 | index
ctb | csb | dmin | dic | r | cte | Zellen [%] 1. Mitose 2. Mitose > 3. Mitose
[Yo] [%o] [Yo]
48 |K 100 2 1 1 0 0 0] O 2 6,2 96,7 3.3 0
1 Gy 100 36 2 |12 9 19 (0] 0 42 4,9 98 2 0
2 Gy 100 57 2 |25 15 3412 0 78 4.5 99,1 0,9 0
4 Gy 100 78 0 | 73 | 41 68 | 1| O 183 2,1 99,9 0,1 0

Tabelle 7.5: Untersuchung der PBLs von Spender 2 48h nach Rontgenbestrahlung (Experiment A). Ausgewertet wurden Chromosomenschéden in der 1. Mitose nach
Bestrahlung, der Mitoseindex sowie der prozentuale Anteil an Metaphasen in der 1., 2. und = 3. Mitose. Abkiirzungen zu der Tabelle siche Seite 102.
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Zeit |Probe| ausgew. | aberrante Aberrationen in der 1. Mitose | Aberrat. | Mitose- Anteil der Metaphasen in der
[h] Mitosen | Zellen [%] (normiert auf 100 Mitosen) in 100 | index
ctb | csb | dmin | dic | r | cte | Zellen [%] 1. Mitosen 2. Mitosen > 3. Mitosen
[o] [%o] [Yo]
48 |K 100 2 1 0 0 0 0] 1 2 1 97,4 2,6 0
1 Gy 100 25 3 7 5 14]10]| 0 29 0,2 100 0 0
2 Gy 67 57 3 | 36 7 42 131 0 91 0,2 99,6 0,4 0
4 Gy 23 78 0 | 61| 26 [122]1 0| O 209 0 100 0 0
52 |K n.b. - - - - - -] - - 1,1 - - -
1 Gy n.b. - - - - - -] - - 0,8 - - -
2 Gy n.b. - - - - - - - - 1,2 - - -
4 Gy n.b. - - - - - - - - 0,4 - - -
56 |K n.b. - - - - - -] - - 1,2 - - -
1 Gy n.b. - - - - - - | - - 0,7 - - -
2 Gy n.b. - - - - - - - - 1 - - -
4 Gy n.b. - - - - - - | - - 0,3 - - -
60 |K n.b. - - - - - -] - - 1,4 - - -
1 Gy n.b. - - - - - - - - 1,2 - - -
2 Gy n.b. - - - - - - | - - 1,7 - - -
4 Gy n.b. - - - - - - - - 1,4 - - -
64 |K 100 5 2 0 1 2 10| 0 5 1,4 42 49,5 8,5
1 Gy 100 21 1 9 7 1810 0O 35 0,5 60,5 36,6 2,9
2 Gy 87 61 8 |34 ] 21 |33 ]3] 0 99 0,9 58,1 38,1 3.8
4 Gy 48 90 2 1102] 27 |140| 2 | 2 275 0,4 87,3 12,2 0,5
68 |K n.b. - - - - - -] - - 0,8 - - -
1 Gy n.b. - - - - - - | - - 1 - - -
2 Gy 55 71 4 |27 16 |51 2] 0 100 1,3 41,1 51,3 7,6
4 Gy n.b. - - - - - - | - - 0,4 - - -

Tabelle 7.6: Untersuchung der PBLs von Spender 2 48 — 96h nach 400MeV/u Kohlenstoffionenbestrahlung (LET=11keV/um). Ausgewertet wurden Chromosomenschiden in der
1. Mitose nach Bestrahlung, der Mitoseindex sowie der prozentuale Anteil an Metaphasen in der 1., 2. und = 3. Mitose. Abkiirzungen zu der Tabelle siche Seite 102.
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Zeit |Probe| ausgew. | aberrante Aberrationen in der 1. Mitose | Aberrat. | Mitose- Anteil der Metaphasen in der
[h] Mitosen | Zellen [%] (normiert auf 100 Mitosen) in 100 | index
ctb | csb | dmin | dic | r | cte | Zellen [%] 1. Mitose 2. Mitose > 3. Mitose
[o] [%o] [%o]
72 K 100 1 1 0 0 0O 0] O 1 2 28,6 33,8 37,6
1 Gy 100 26 4 5 2 21 | 1] 0 33 1,3 32,2 45,2 22,5
2 Gy 95 64 4 |46 | 13 | 57 | 1| O 121 0,3 45,7 41,8 12,5
4 Gy 100 91 5194 | 32 1095 1 246 0,9 55,8 41,1 3,1
76 | K n.b. - - - - - |- - - 2,3 - - -
1 Gy n.b. - - - - -] - - - 2 - - -
2 Gy n.b. - - - - - - - - 1,2 - - -
4 Gy n.b. - - - - - |- - - 1,1 - - -
80 |K n.b. - - - - -] - - - 3.4 - - -
1 Gy n.b. - - - - - - - - 3,2 - - -
2 Gy n.b. - - - - -] - - - 2,5 - - -
4 Gy n.b. - - - - - - - - 1,8 - - -
84 |K n.b. - - - - - |- - - 3,6 - - -
1 Gy 41 24 7 2 5 10 0] O 24 3,2 24 23 53
2 Gy 35 66 3 15| 20 600 0 137 1,6 30,6 34,9 34,5
4 Gy 45 91 2 169 | 44 1227 | O 244 1,9 36,3 39,7 24
9 |K n.b. - - - - - |- - - 3,6 - - -
1 Gy n.b. - - - - - - - 3,2 - - -
2 Gy n.b. - - - - - | - - - 2,5 - - -
4 Gy 39 87 5 |74 49 |[108] 5| 0 241 1,6 29,1 39,1 31,8

Tabelle 7.6 (Fortsetzung): Untersuchung der PBLs von Spender 2 72 — 96h nach 400MeV/u Kohlenstoffionenbestrahlung (LET=11keV/um). Abkiirzungen zu der Tabelle siche
Seite 102.
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Zeit |Probe| ausgew. | aberrante Aberrationen in der 2. Mitose | Aberrat. SCEs pro
[h] Mitosen | Zellen [%] (normiert auf 100 Mitosen) in 100 Metaphase
ctb | csb | dmin | dic | r | cte | Zellen | (46 Chromosomen)

60 |K 100 1 0 1 0 0 ]0] O 1 9,6

1 Gy 67 13,4 0 | 10 3 4 10| 0 17 8,1

2 Gy 50 12 2 |12 2 6 0] 0 22 8,9
72 |K 100 3 1 2 0 0 0] O 3 5,8

1 Gy 100 13 1 7 3 5100 16 8,3

2 Gy 100 30 1 9 10 | 15]2] 0 37 7,9

4 Gy 44 59,1 0 |43 ] 39 |30 ]16] 0 128 9,4

Tabelle 7.7: Untersuchung der PBLs von Spender 1 60 und 72h nach Rontgenbestrahlung (Experiment A). Ausgewertet wurden Chromosomenschéden in der 2. Mitose nach
Bestrahlung sowie die Anzahl an SCEs pro Metaphase. Abkiirzungen zu der Tabelle siche Seite 102.

Zeit | Probe Jausgew. |aberrante Aberrationen in der 2. Mitose | Aberrat. SCEs pro
Mitosen | Zellen [%] (normiert auf 100 Mitosen) in 100 Metaphase
ctb | csb | dmin | dic | r | cte | Zellen | (46 Chromosomen)
60 |K 100 2 1 0 0 1 10| O 2 9,3
1 Gy 29 48,3 3 | 28] 38 710 0 76 9,5
2 Gy 13 76,9 0 | 8 | 38 | 54 |31| O 208 9,2
72 12 Gy 53 67,9 0 |79 45 | 68 |17| 0O 209 9,3
84 |K 100 3 0 2 1 0 0] 0 3 7,8
1 Gy 100 28 1 |16 ] 16 | 150 O 48 8,5
2 Gy 100 63 1 |35] 43 |56 |6 0 141 7,1
4 Gy 26 92,3 4 |31 | 54 [169|12] 0 270 10,3
96 |4Gy 15 100 0 | 73| 73 (1471 7| 0O 300 0

Tabelle 7.8: Untersuchung der PBLs von Spender 1 60 — 96h nach 400MeV/u Kohlenstoffionenbestrahlung (LET=11keV/pm). Ausgewertet wurden Chromosomenschéden in der
2. Mitose nach Bestrahlung sowie die Anzahl an SCEs pro Metaphase. Abkiirzungen zu der Tabelle siche Seite 102.
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Zeit |Probe| ausgew. | aberrante Aberrationen in der 2. Mitose | Aberrat. SCEs pro
Mitosen | Zellen [%] (normiert auf 100 Mitosen) in 100 Metaphase
ctb | csb | dmin | dic | r | cte | Zellen | (46 Chromosomen)

48 |K 41 0 0 0 0 0 0] O 0 8,9
60 |K 100 0 0 0 0 00| 0 0 7,2
1 Gy 100 10 0 6 3 710 0 16 10,2
2 Gy 100 25 0 | 13 6 15/5] 0 39 9,8
4 Gy 100 58 0 | 60| 23 |31 [7] O 126 7,9
72 |K 100 0 0 0 0 00| O 0 0,6
1 Gy 100 15 0 | 10 4 6 {0 O 20 7,3
2 Gy 100 32 1 | 21 7 15/1] 0 45 7,6
4 Gy 100 45 0 | 39 9 33 13] 1 85 8,6

Tabelle 7.9: : Untersuchung der PBLs von Spender 2 48 — 72h nach Rontgenbestrahlung (Experiment B). Ausgewertet wurden Chromosomenschédden in der 2. Mitose nach
Bestrahlung sowie die Anzahl an SCEs pro Metaphase. Abkiirzungen zu der Tabelle siehe Seite 102.
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Zeit | Probe Jausgew. |aberrante Aberrationen in der 2. Mitose | Aberrat. SCEs pro
[h] Mitosen | Zellen [%] (normiert auf 100 Mitosen) in 100 Metaphase
ctb | csb | dmin |dic| r | cte | Zellen | (46 Chromosomen)
64 |K 100 5 2 2 1 1100 6 6,1
1 Gy 52 5,8 0 4 0 210 12 6,2
2 Gy 48 22,9 2 8 21 61410 41 7,5
4 Gy 13 61,5 0 | 69 15 |38[8] 0 130 7,8
68 |2 Gy 43 25,6 0 14 7 16/ 0] 0 37 6,9
72 |K 100 2 1 1 0 0/0] O 2 6,3
1 Gy 100 10 0 8 0 9121 0 18 8,9
2 Gy 59 20,3 0 19 0 12/5] 0 36 8,5
4 Gy 48 60,4 2 | 63 10 [67] 0] O 142 6,9
84 |1Gy 49 14,3 0 6 4 6,100 16 7,8
2 Gy 27 44,4 0 | 52 0 [30]0] O 82 7,1
4 Gy 22 59,1 0 | 45 14 [55]9] 0 123 7
96 4Gy 14 57,1 0 | 64 7 1361 7] 0 114 7,7

Tabelle 7.10: Untersuchung der PBLs von Spender 2 64 — 96h nach 400MeV/u Kohlenstoffionenbestrahlung (LET=11keV/um). Ausgewertet wurden Chromosomenschéaden in
der 2. Mitose nach Bestrahlung sowie die Anzahl an SCEs pro Metaphase. Abkiirzungen zu der Tabelle sieche Seite 102.
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