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EINLEITUNG

1. EINLEITUNG

Die kurative Behandlung maligner Tumoren erfolgt durch Chirurgie, Strahlentherapie
und Chemotherapie. Die Strahlentherapie stellt dabei neben der Chirurgie die wichtigste
Behandlungsform dar. Eine Strahlentherapie wird in den meisten Fallen durchgeftihrt, um
nach einem chirurgischen Eingriff das Risiko eines Rezidivs deutlich zu verringern. So
kommt sie aber auch zur Anwendung, wenn die Tumoren chirurgisch nicht zu entfernen
sind, auf eine chemotherapeutische Behandlung nicht ausreichend ansprechen oder die
Erhaltung des betroffenen Organs gewtinscht ist. Bel einer kurativen Strahlentherapie ist
die vollstandige Vernichtung des Tumorgewebes (lokale Tumorkontrolle) das Ziel der
Therapie. Die hierfur benétigte Dosis hangt von einer Vielzahl von Parametern ab, wovon
die wichtigsten die Tumorentitét und das Volumen sind. Bei vielen dieser Tumorentitéten
konnten beachtliche Heilungserfolge erzielt werden. Dies gilt insbesondere fir Mamma-

und Kopf-Hals- Tumoren sowie Prostata- und Zervixkarzinome als haufigste Entitéten.

1.1. DasMammakarzinom

Jede neunte Frau erkrankt im Laufe ihres Lebens an einem Mammakarzinom. Dabei ist
das Mammakarzinom mit einem Anteil von 25% bei Frauen die haufigste Krebserkran-
kung. Die Inzidenz der Neuerkrankungen liegt in Deutschland bel 42.000 pro Jahr. Die
Zahl der Todesfélle betrdgt 17.000 pro Jahr. Dabei erhdht sich das Risiko, an einem
Mammakarzinom zu erkranken, mit zunehmendem Alter und zeigt einen Gipfel im funften
bis siebten Lebengahrzehnt der Frau mit einem mittleren Erkrankungsalter von 63.5 Jah
ren. Der Antell der erkrankten Frauen unter 40 Jahren scheint kontinuierlich zuzunehmen
und betragt derzeit etwa 35% (Schmidt-Matthiesen und Hepp 1998). Haufig fehlen beim
Mammakarzinom leicht erkennbare Symptome. Erst wenn der Tumor eine Mindestgrofie
von einem Zentimeter hat, kann er von der Patientin selbst getastet werden. Allerdings sind
40% aller Tumoren nicht palpabel und werden nur in der Mammografie entdeckt. Fortge-
schrittene Tumoren kdnnen mit Retraktion von Haut und Mamille, Blutung, Schmerz oder

entzindlich-6demattser Veranderung der Brust einhergehen.

Als Prékanzerose gilt das Carcinoma lobulare in situ (CLIS). Das duktale Carcinoma in
situ (DCIS) ist demgegeniber schon als eine kurz vor der Invasion stehende Verénderung
der Mamma anzusehen. Die invasiven Karzinome werden in duktale (80%) und lobulédre
(10%) sowie muzindse, medulldre und Paget-Karzinome unterteilt. In 95% der Fale han

delt es sich um infiltrierende Adenokarzinome, die verbleibenden 5% teilen sich in nicht-
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infiltrierende duktale oder lobuldre Karzinome. Am haufigsten ist der Tumor im oberen
auleren Quadranten der Brust lokalisiert (40-50%), weniger haufig im zentralen Bereich
inklusive der Mamille (25-30%), im oberen inneren (15%), im unteren auf3eren (10%) und
am seltensten im unteren inneren (5%) Quadranten. Die Ursache der unterschiedlichen
Haufigkeiten ist auf die Verteilung des Brustdrisengewebes zuriickzufiihren (Kreienberg
et al. 2002).

Der Tumor wéchst zunéchst intraduktal, spéter in das extraduktale Driisengewebe sowie
in Lymph und Blutgefél3e. Sind die kutanen Lymphgefél3e infiltriert, kommt es zu einem
Haut 6dem, das in seiner ausgepragten Form als sogenanntes Orangenhautphanomen (peau
d' orange) beschrieben wird. In fortgeschrittenen Stadien kann es dazu kommen, dass die
Haut tumorbedingt ulzeriert oder sich panzerférmig verhértet (cancer en cuirasse) und die
Thoraxwand infiltriert wird.

Mammakarzinome konnen sowohl solitér als auch multilokulér vorkommen. Die Pro-
gnose des Mammakarzinoms ist unberechenbar, was einerseits mit der irreguléren Meta-
stasierung und andererseits mit dem biologisch atypischen Verhalten des Mamma-
karzinoms zusammenhangt. Im Kollektiv der unbehandelten Félle erreichen nur 15% der
Patientinnen die 5-Jahres-Uberlebensgrenze (Schmidt-Matthiesen und Hepp 1998). Je nach
histologischem Typ, Groélde des Primartumors und Lymphknotenbefall muss man in 13—
70% der Falle mit weiteren Tumorherden rechnen, da das Mammakarzinom sehr frih auf
kandikulérem, lymphogenem sowie hdmatogenem Wege metastasiert. Die lymphogene
Metastasierung geht dabei der hamatogenen voraus. Die Metastasierung erfolgt am haufig
sten in das Knochensystem, gefolgt von Lunge, Pleura, Leber und lokoregionalen Berei-
chen. Es gibt eine Reihe prognostischer Kriterien bzw. Riskomerkmale wie die Grof3e des
Primartumors, seine histologischen Merkmale, eventuelle Multizentrizitét, Steroidrezepto-
ren,

Axillarmetastasen, Fernmetastasierung und Alter der Patientin (Schmidt-Matthiesen und
Hepp 1998). In vielen Féllen stirbt die Mammakarzinom:Patientin an ihrer generalisierten
Metastasierung, die dann bereits zum Zeitpunkt der Primartherapie vorgegeben ist.

1.2. Therapiedes Mammakarzinoms

Die Therapie des Mammakarzinoms kombiniert Operation, Strahlentherapie und Che-
mo- bzw. Immuntherapie. Dabei ist die Operation in den meisten Fallen die erste wichtig-
ste therapeutische Mal3nahme. Die Ausdehnung der Operation ist abhangig von der Tu-

morgrofe und dem Verhdltnis von Tumor zur Restbrust. Entsprechend unterschiedlich sind
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die Operationstechniken. Die axilléare Lymphadenektomie ist vor alem eine Einstufungs
malinahme (Staging), da sie prognostische Aussagen ermoglicht. Wichtig fur das therapeu-
tische Konzept zur Behandlung des Mammakarzinoms ist die Tatsache, dass das Schicksal
der Patientin weniger vom lokalen Geschehen als von der zum Zeitpunkt der Erstbehard-
lung schon vorhandenen Streuung bestimmt wird. Es handelt sich demnach sowohl um
eine lokoregionére als auch um eine disseminierte Erkrankung. Daher ist eine Kombination
aus lokalen und systemischen Therapiemaldnahmen zum Erreichen einer Tumorheilung
notwendig. Nur bel noch nicht invasivem DCISoder CLIS mit einer Grél3e unter 2.5 cm,
einem sicheren solitéaren Befund und ohne befallene Lymphknoten wird ausschliefdich die
organerhaltende Lumpektomie eingesetzt. Bel ausgedehnteren Befunden und vor allem bei
Verdacht auf Multizentrizitét oder Bilateralitdt kann jedoch eine Nachbestrahlung oder
eine Ablatio nétig werden. Bel den Tumoren mit einem geringen Risiko (low risk), d.h. bei
einer Tumorgrofe unter 2.5 cm, negativem axillaren Lymphknotenbefund ohne Multizen
trizitdt und ohne histologische Hochrisiko-Faktoren wird ebenfalls eine Lumpektomie
durchgefihrt und die Therapie durch axillare Lymphonodektomie und Nachbestrahlung
der belassenen Brust erganzt. Dies soll verhindern, dass eventuell doch vorhardene multi-
zentrische, okkulte Herde Bedeutung gewinnen. Unterbleibt die Nachbestrahlung, ist mit
einer funf- bis sechsfach erhohten Lokalrezidivquote zu rechnen. Bei Tumoren mit einem
hohen Risiko (high risk) wird die modifiziert-radikale Mastektomie und die axillare
Lymphonodektomie durchgefuhrt. Anschlief3end erfolgt eine adjuvante medikamenttse
Nachbehandlung und/oder eine adjuvante Nachbestrahlung (Schmidt-Matthiesen und Hepp
1998).

Die Nachbestrahlung wird sowohl bel der brusterhaltenden Therapie als auch nach
Ablatio und Lymphonodektomie angewendet. Nach brusterhaltender operativer Therapie
ist eine Nachbestrahlung der belassenen Brust mit mindestens 50 Gy und im Bereich des
Quadranten des vormaligen Tumorsitzes mit zuséizlich 10 Gy (poost) erforderlich Bei
Verzicht auf Nachbestrahlung kommt es innerhalb von funf Jahren in 30—40% der Félle zu
Lokalrezidiven (Schmidt-Matthiesen und Hepp 1998). Wenn im Ablatioprgparat Tumoran-
teile histologisch bis zum Resektionsrand reichen, ein ausgedehnter inflammatorischer
Karzinomtyp oder ausgedehnte Multizentrizitét bei einem grof3en Tumor (T3, T4) vorliegt
und wenn Fernmetastasierung noch nicht evident ist, ist eine Nachbestrahlung der Thorax-
wand mit 60 Gy (Hochvoltbestrahlung mit Kobalt-60- oder Beschleunigerphotonen) bzw.
48 Gy (Elektronen) indiziert. Eine Nachbestrahlung der Axillaist dann indiziert, wenn ein

massiver Befall vorliegt und/oder das axillare Fettgewebe karzinomatds infiltriert ist. Die
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Dosis betragt in diesem Fal 50 Gy. Auch der supra-/infraklavikulére Bereich kann mit
einbezogen werden. Fir die adjuvante Bestrahlung beim Mammakarzinom konnte in einer
danischen und einer kanadischen Studiengruppe an mehr als 3000 Patientinnen belegt wer-
den, dass eine verbesserte lokoregionale Tumorkontrolle sich direkt in ein verbessertes
Gesamtilberleben transformieren lasst (Kreienberg et al. 2002). Der Uberlebensvorteil
nach adjuvanter Bestrahlung der Lymphabflusswege besteht sogar unabhangig von der
Anzahl entfernter axillarer Lymphknoten, dem Befalmuster der axillaren Lymphknoten
und der Dosisintensitét der Chemotherapie (Schmidt-Matthiesen und Hepp 1998).

Die Strahlentherapie nach operiertem Mammakarzinom setzt normalerweise vier Be-
strahlungsfelder ein. Feld 1 richtet die Bestrahlung in den Bereich der Restbrust bzw. Tho-
raxwand mit Gegenfeldern bel einer Dosis von 45-50 Gy. Feld 2 richtet sich auf das Tu-
morbett, das bei Organerhaltung mit 10 Gy bestrahlt wird. Feld 3 ist das sogenannte Ster-
nalfeld, das bei mediadem Tumorsitz mit 45 Gy bestrahlt wird und Feld 4 ist das Supra-
Infra-Klavikularfeld, das nur in seltenen Fallen bei Totalausfal der Axilla mit 45-55 Gy
bestrahlt wird (Schmidt-Matthiesen und Hepp 1998).

Zusammenfassend ist zu sagen, dass die Therapie des Mammakarzinoms sowohl die lo-
kalen a's auch die systemischen Komponenten der Erkrankung abdecken muss. Die chirur-
gische Therapie beschrankt sich dabei auf das lokale Geschehen, wahrend die medikamen-
tose Therapie den systemischen Charakter der Erkrankung einzuddmmen versucht. Die
Nachbestrahlung bel brusterhaltender Therapie bzw. auch nach Ablatio versucht die Meta-
stasierung und somit dieRezidivrate des Mammakarzinoms zu verhindern und arbeitet

demnach auf lokoregionérer Ebene.

Die Prognose des Mammakarzinoms ist vom Ausbreitungsgrad bei Therapiebeginn ab-
hangig. Bei freier Axilla betragt die 5 Jahres-Uberlebensrate 80-85% und die 10-Jahres-
Uberlebensrate ca. 75%. Bei 1-3 positiven Lymphknoten sinken die Zahlen auf 60% bzw.
45%. Bei richtiger Indikationsstellung sind die Ergebnisse nach brusterhaltendem Vorge-
hen nicht schlechter (Schmidt-Matthiesen und Hepp 1998). Wenn Lymphknoten befallen
sind und damit die Prognose unglnstig ist, missen zusétzliche Therapien wie Zytostase
und Hormontherapie eingeleitet werden. Zu den regionalen Lymphknoten zéhlen die inter-
pektoralen, die oberflachlichen und tiefen axillaren, die paramammaren und die parasterne-
len Lymphknoten. Wichtig ist ferner die lokalisationsabhangige Unterteilung in Ebenen.
Ebenel bzw. Levell bedeutet, dass diese Lymphknoten latera des Randes des

M. pectoralis minor liegen. Level |1 bedeutet, dass sie zwischen dem medialen und latera-
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len Rand des M. pectoralis minor sowie interpektoral und in Level 111 medial des medialen
Randes des M. pectoralis minor einschliefdlich infraclavikulér liegen. Die Tumorausdeh
nung wird nach dem TNM-System eingeteilt. Bel Patientinnen mit ungtinstiger Prognose
ist die Behandlung mittels Chemotherapie indiziert. Bewahrte Therapieschemata sind CMF
(Cyclophosphamid, Methotrexat, 5Fluorouracil) und VAC (Vincristin, Adriamycin, Cy-
clophosphamid). Auch antihormonelle Therapien beim rezeptorpositiven, metastasierenden
Mammakarzinom postmenopausaler Patientinnen mit AntiGstrogenen (Tamoxifen) oder
mit Gonadotropin-Releasing-Hormonen oder eine Ovarektomie bei pramenopausalen

Frauen kommen zum Einsatz.

Eine primére Bestrahlung des Mammakarzinoms ist dagegen nur bei lokaer oder all-
gemeiner Inoperabilitét der Patientin angebracht. Die erforderliche hohe Tumordosis wird
durch eine kombinierte perkutane und interstitielle Bestrahlung erreicht. Ansonsten kommt
die Strahlentherapie in Abhangigkeit von der Operationsmethode und dem operativen Be-

fund in unterschiedlichem Ausmal? postoperativ zur Anwendung.

1.3. Nebenwirkungen der Strahlentherapie

Neben der Zerstérung des Tumorgewebes kommt es bei einer strahlentherapeutischen
Behandlung immer auch zu einer Schadigung des Normalgewebes. Bel diesen Nebenwir-
kungen unterscheidet man zwischen akuten und spdten Normalgewebereaktionen. Akute
Nebenwirkungen treten bereits wahrend oder kurz nach der strahlentherapeutischen Be-
handlung auf. Als spate Nebenwirkungen bezeichnet man jene Nebenwirkungen, die erst
Monate nach der Therapie auftreten, wobel die Grenze auf 90 Tage nach Therapie festge-
legt wurde. Beispiele fur akute Nebenwirkungen sind die radiogene Mukositis und Derma:
titis, wahrend eine Strahlenmyel opathie oder eine Lungenfibrose typische spate Nebenwir-
kungen sind. Bei der Bestrahlung des Mammakarzinoms kann es noch wahrend oder u+
mittelbar nach der Strahlentherapie zu akuten Nebenwirkungen kommen. Zu diesen Frih
schaden werden z. B. der sogenannte Strahlenkater mit Stérungen des Appetits, Ubelkeit,
Erbrechen, Kopfschmerzen und Schwindelgefihl gerechnet. AulRerdem kann sich eine
Strahlendermatitis und/oder eine Strahlenpneumonitis ausbilden. Akute Nebenwirkungen
der Strahlentherapie heilen in der Regel nach Beendigung der Bestrahlung schnell und oh-
ne Folgen ab, mit Ausnahme von Nebenwirkungen, die als “ consequential late effects"

bezeichnet werden.

Demgegentber sind spéte Nebenwirkungen nicht reversibel und oft progredient. Als

“ consequential late effects* werden spate Nebenwirkungen bezeichnet, die als Folge einer
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akuten Reaktion zu betrachten sind, wie z. B. Vernarbungen (D6rr und Hendry 2001). Ob
ein Gewebe eher eine akute oder spéte Nebenwirkung entwickelt, héngt von verschiedenen
Kriterien ab. Gewebe, die einen hohen Zellumsatz, eine kurze Zellzyklusdauer, eine gerin
ge intrazellul&re Erholung und eine grofde Repopulierungsfahigkeit besitzen, reagieren
akut. Gewebe mit einem niedrigen Zellumsatz, einer langen Zellzyklusdauer, einer hohen
intrazelluldren Erholung und einer geringen Repopulierungsfahigkeit reagieren dagegen
mit einer spaten Reaktion auf eine Bestrahlung. Die sogenannten spéten oder chronischen
Nebenwirkungen erfolgen im Sinne einer Degeneration, Atrophie, Fibrosierung oder Ne-
krose. Typische Strahlenspétschaden bei Bestrahlung des Mammakarzinoms sind Strahlen-
fibrose, Strahlenulkus, Teleangiektasien, Lungenfibrose, Strahlenédem sowie Retraktion
und Atrophie der belassenen Mamma. Weiterhin klagen die Patientinnen tiber Schmerzen
im bestrahlten Sektor.

Das Ziel der strahlentherapeutischen Behandlung ist es, eine moglichst komplikatiors-
freie Kontrolle des Tumors zu erreichen. Bel der Festlegung der Gesamtdosis ist deshalb
zwischen einer maximalen Inaktivierung des Tumors und der Toleranz des umgebenden
Normalgewebes abzuwagen. Hierbei sind vor allem wegen ihres progredienten Verhaltens
spate Nebenwirkungen zu berlicksichtigen. Diese Reaktionen bestimmen somit ganz ernt-
scheidend die maximal applizierbare Gesamtdosis. Dieses Konzept der therapeutisch berd-
tigten und der gesundheitlich mdglichen Dosis wurde erstmals von Holthusen beschrieben
(Holthusen 1936).

1.4. Quantifizierung der akuten und spaten Nebenwirkungen

In der Strahlentherapie wurde bereits frihzeitig die Notwendigkeit erkannt, akute und
spate Normalgewebereaktionen quantitativ zu erfassen. Eine solche Klassifikation sollte
organspezifisch sein, den Zeitpunkt des Auftretens (akute oder spédte Reaktion), die Schwe-
re der Auspragung, die Reversibilitét bzw. chronische Ausbildung einer Veradnderung be-
ricksichtigen und, wenn maoglich, eine objektive Beurteilung sowie eine Darstellung in
bildgebenden Verfahren (Rontgen, CT, MRT) beinhalten.

Eine Arbeitsgruppe der EORTC/RTOG (européische und nordamerikanische radioonko-
logische Gesellschaften) hat Mitte der achtziger Jahre eine solche Einteilung fir akute und
spate Nebenwirkungen erarbeitet, wobei folgende Schweregrade festgelegt wurden:
0 =keine, 1= gering, 2= maldig, 3= stark, 4= lebensbedrohlich und 5= Tod des Patien
ten. Diese Einteilung wurde in den kommenden Jahren welter spezifiziert und das soge-

nannte LENT-Einteilungs-System entwikkelt (engl.: late effect normal tissue). Es wurden

10
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vier Kategorien zur Beschreibung der Reaktion miteinander verknipft (SOMA): die subjek-
tive Beschreibung, der objektive Befund, das Management (Behandlungsnotwendigkeiten)
und die Analytik (Erfassung objektiver Befunde in Speziauntersuchungen). Auch hier er-
folgte eine Eintellung der Nebenwirkungen in die Schweregrade 0 (keine) bis 5 (todlicher
Ausgang). Mit diesem Einteilungssystem ist es moglich, die Belastung von Normalgewe-
ben nach einer strahlentherapeutischen Tumortherapie zu klassifizieren und verschiedene
Behandlungsverfahren nicht nur hinsichtlich ihrer Tumorwirkung sondern auch hinsicht-

lich ihrer Nebenwirkungsgrade zu vergleichen.

1.5. Voraussage akuter und spater Nebenwirkungen

Aufgrund der Bedeutung der Normalgewebereaktion fur die maximal applizierbare
Gesamtdosis besteht in der Strahlentherapie schon seit langem ein grof3es Interesse an einer
pradiktiven Bestimmung dieser Reaktion. Die Suche nach einer verwendbaren und zuver-
lassigen Voraussage der Reaktion des Normalgewebes auf eine Strahlentherapie wurde a's
“Holy Grail on Radiobiology* bezeichnet (Peters 1990). Wilfried Budach (1997) legte dar,
dass eine verléssliche Voraussage von Nebenwirkungen zu einer Individualisierung von
Toleranzdosiskonzepten fuhren konnte. Diese Individualisierung von Toleranzdosiskorn-
zepten konnte einerseits das Auftreten von Nebenwirkungen bel besonders strahlensensi-
blen Patienten verhindern und anderseits eine Dosissteigerung bei besonders strahlenresi-
stenten Patienten erlauben. Derzeit orientiert sich das Toleranzdosiskonzept an der Dosis,
die bel maximal 5% der Strahlentherapie-Patienten eine schwere Nebenwirkung hervorruft.
D. h. fur die anderen 95% der Strahlentherapie-Patienten kdnnte sich die Dosis erh6hen
lassen. Die Folgen des Anstiegs der Behandlungsdosis wéren eine Senkung der Morbiditét
von strahlenresistenten Strahlentherapie-Patienten (Jones et al. 1995) mit einer Zunahme
der Tumorkontrollrate von 5-20% (West und Hendry 1991).

1.6. Variation der Nor malgeweber eaktion

Fir das Auftreten einer Normalgewebereaktion wird eine Vielzahl von Parametern
verantwortlich gemacht (West und Hendry 1991). Die wichtigsten sind die Héhe der Dosis
und das Bestrahlungsvolumen (West et al. 1995). Das Risiko bzw. das Ausmal3 einer
Normal gewebereaktion nimmt mit der Dosis zu (Turesson 1990, Bentzen und Overgaard
1994, Turesson et al. 1996, Doérr 1997). Aber selbst bei einem identischen Fraktionierungs-
schema zeigte sich eine grofe Variation im Ausmald der Spétreaktion, wie von Tucker
et al. 1992 und Turesson et al. 1996 fur das Auftreten von Hautreaktionen nach der Be-
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strahlung von Mammakarzinomen detailliert gezeigt wurde. Eine genaue Analyse der Da
ten ergab, dass die Variation im Auftreten der Hautreaktion zu 25% auf eine Veranderung
in der Hautdosis sowie des systolischen Blutdrucks, des menopausalen Status, der beglei-
tenden Medikamente und des Alters zurlickzufthren war, dass aber zu 75% individuelle
und daher vermutlich genetisch bedingte Unterschiede hierflr verantwortlich gemacht

werden mussen.

1.7. Genetische Faktoren der Nor malgeweber eaktion

Als genetische Faktoren, die das Ausmal3 einer Spétreaktion bestimmen, kommen eine
Fulle von Parametern in Frage. Als der wichtigste derzeit diskutierte Parameter gilt die
genetisch festgelegte zellulare Strahlenempfindlichkeit. Erste Hinweise diesbeziiglich
grinden sich auf Beobachtungen an Patienten mit dem Syndrom Ataxia telangiecta-
sa (AT). Diese Patienten zeigten nach einer Bestrahlung elne ausgepragte Normalgewebe-
reaktion, was auf eine extrem hohe zellulare Strahlenempfindlichkeit zurtickgefihrt wer-
den konnte (Hart et al. 1987). Auch fir andere Syndrome Bloom-Syndrom, Fanconi-
Andmie (FA), Li-Fraumeni-Syndrom (LFS), Naevusbasal zell -Syndrom, Neur ofibromatose
(NF), Nijmegen-Syndrom (NBS) und Retinoblastom (RB) konnte ein @hnlicher Zusammen-
hang beobachtet werden (Peters 1990, Streffer 1997).

Von Burnet et al. (1992) wurde erstmalig postuliert, dass nicht nur bel Patienten mit be-
stimmten Syndromen, sondern méglicherweise bei allen Patienten das Ausmald der
Normalgewebereaktion durch die genetisch determinierte, individuelle Strahlenempfind-
lichkeit bestimmt wird. Diese Annahme basierte auf der Analyse von sechs Patienten, bel
denen das Ausmal? der Telangiektasie bzw. des Hauterythems mit der zelluléaren Strahlen-
empfindlichkeit korrelierte. Auf diesen Zusammenhang hatten zuvor bereits Woods et al.
(1988) und Plowman et al. (1990) hingewiesen, da sie entdeckten, dass die zelluléare Emp-
findlichkeit strahlenempfindlicher Patienten deutlich Uber der gesunder Spender liegt.
Smith et al. (1980) und Weichselbaum (1976) konnten solch einen Unterschied allerdings
nicht feststellen.

Die von Burnet (1994) aufgestellte Hypothese konnte von Johansen et al. (1996) in e-
ner Studie mit 31 Brustkrebspatientinnen bestatigt werden. Auch hier zeigte sich eine Kor-
relation zwischen der zelluldren Strahlenempfindlichkeit und dem Risiko, eine Fibrose zu
entwickeln. Dabel zeigten Patientinnen mit einer erhohten zelluldren Strahlenempfindlich-
keit im Mittel ein groReres Risiko fur eine Fibrose als solche mit einer geringen Empfind-

lichkeit. Dieser Zusammenhang galt alerdings nur fir spéte, nicht aber fir akute Normal-
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gewebereaktionen. Auch Ramsay und Birrell (1995) berichteten von einer Korrelation zw -
schen dem Ausmald der Normalgewebereaktion und der individuellen Strahlenempfind-
lichkeit.

Dem stehen Publikationen gegeniber, in denen keine entsprechende Korrelation aufge-
zeigt wird. So wiesen Begg et al. (1993) bel zwdlf Brustkrebspatientinnen nach, dass keine
Beziehung zwischen der individuellen Strahlenempfindlichkeit und den akuten Nebenwir-
kungen der Haut bestand. Auch Brock et al. (1995) zeigten weder fir die akuten nochdie
spaten Reaktionen einen Zusammenhang mit der individuellen Strahlenempfindlichkeit
auf. Zu dem gleichen Ergebnis kamen Rudat et al. (1997 und 1999) fir akute bzw. spéte
Nebenwirkungen sowie Peacock et al. (2000) und Kuhlmann (2003) fur spdte Normalge-
webereaktionen. Insgesamt lag zum Beginn dieser Arbeit somit ein sehr uneinheitliches
und z. T. widerspriichliches Bild bezlglich eines Zusammenhangs zwischen der individuel-
len Strahlenempfindlichkeit und dem Auftreten einer Normalgewebereaktion nach Strah
lentherapie vor. Um dieses heterogene Bild der vorliegenden Studien aufzukléren, sind
zukunftige Arbeiten notwendig, die sich den molekularen Mechanismen der individuellen

Strahlenempfindlichkeit widmen.

1.8. Chromosomenaberrationen als Indikator der Strahlenempfindlichkeit

Fir das unklare Bild Uber den Zusammenhang zwischen der individuellen Strahlen-
empfindlichkeit und dem Auftreten einer Normal gewebereaktion wird eine Reihe von Fak-
toren verantwortlich gemacht. Als eine mogliche Ursache wird diskutiert, dass in den Un-
tersuchungen die Bestimmung der individuellen Strahlenempfindlichkeit auf ganz unter-
schiedliche Weise efolgte. In den meisten Untersuchungen wurde dieser Parameter der
individuellen Strahlenempfindlichkeit von isolierten Fibroblasten aus Hautbiopsien be-
stimmt. Dabei wurde entweder die Uberlebensrate nach einer Bestrahlung mit 2 oder
3.5 Gy (SF2 oder SF3.5) als Indikator verwendet oder die Dosis (Do 01), die bendtigt wur-

de, um die Uberlebensrate auf 1% zu reduzieren.

Alternativ zum Kolonietest kann die Strahlenempfindlichkeit von Fibroblasten auch
Uber die Zahl der induzierten Chromosomenaberrationen bestimmt werden. Der Nachweis
von Chromosomenaberrationen ist technisch sehr einfach und die Identifikation dieser
Aberrationen weitgehend unproblematisch. Der Nachwels dieser Aberrationen geschieht in
der Regel mit dem sogenannten Metaphasen oder auch G1-Assay. Bel dieser Methode
sind die Fibroblasten in der G1-Phase zu bestrahlen. Eine solche synchrone Zellpopulation

kann durch Anreicherung der Zellen in der Plateauphase erreicht werden, wodurch nahezu
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100% der Fibroblasten in die G1-Phase gebracht werden kénnen. Nach der Bestrahlung
kénnen durch Aussaat bel geringer Dichte die Zellen zur Proliferation in den Zellzyklus
angeregt werden. Die Zellen werden dann in der ersten Mitose mittels eines Spindelfaser-
gifteswie z. B. Colcemid in der Metaphase angehalten. Durch einen hypotonischen Schock
kénnen die arretierten Metaphasezellen aufgerissen und die Chromosomen ausgespreizt

werden. Anschlieffend kdnnen die Préparate lichtmikroskopisch analysiert werden.

Die so behandelten Zellen zeigen nach einer ionisierenden Bestrahlung charakteristi-
sche Aberrationen. Dies sind neben dizentrischen Chromosomen, terminalen und interstiti-
ellen Deletionen nach hoheren Dosen auch komplexe und unvollstandige Aberrationen
(Cornforth 2001). Terminale Deletionen sind eher seltene Ereignisse (Fomina et al. 2000).
Bereits deutlich haufiger treten dizentrische Chromosomen auf. Die weitaus haufigsten
Schéaden sind jedoch interstitielle Deletionen (Fomina et al. 2000). Ab Dosen von 1 bis
2 Gy sind auch komplexe und unvollstandige Aberrationen zu berticksichtigen, die ab einer
Dosisvon 5 Gy sogar die bedeutsamste Aberration darstellten (Cornforth 2001).

Die oben beschriebenen Aberrationen sind fur die Zelle wegen der Entstehung eines
azentrischen Fragments ein letales Ereignis. Dem azentrischen Fragment fehlt der Anknip-
fungspunkt fir die Spindelfasern, sodass das Fragment wahrend der Metaphase in der
Aquatorialebene verbleibt und in der Anaphase nicht zu einem der Spindelpole gezogen
werden kann. Dieses Fragment wird wahrend der Zytokinese mit einer Extramembran um:
geben und dann in Form eines Mikrokerns aus der Zelle geschleust. Den beiden Tochter-
zellen geht auf diese Weise DNA verloren, sodass der Zelle langfristig genetische Informa:
tion fehlt. Es kann daher zu einer Abnahme von essentiellen Proteinen kommen, sodass die
Zelle nach spétestens 2 bis 3 Teilungen irreversibel ihre Teilungsféhigkeit verliert. Dizen
trische Chromosomen koénnen dartiber hinaus auch tber das Entstehen von Anaphasebrik-
ken zum Verlust des Teilungsvermdgens beitragen.

In zahlreichen Untersuchungen, sowohl mit Fibroblasten as auch mit anderen Normal-
oder Tumorzellen, wurde gezeigt, dass die Zahl der letalen Chromosomenaberrationen
direkt mit der Strahlenempfindlichkeit der Zellen korreliert (Cornforth und Bedford 1987,
Schwartz 1992, Coco-Martin et al. 1994, Russell et al. 1995). Fasst man die Daten der Li-
teratur zusammen, so zeigt sich fir ganz unterschiedliche Zelltypen, dass eine grof3ere
Strahlenempfindlichkeit stets mit einer vermehrten Anzahl letaler Aberrationen korrelierte.

Von Jones et al. (1995) wurde erstmals der Nachweis von Chromosomenaberrationen

zur Charakteriserung der individuellen Strahlenempfindlichkeit von Strahlentherapie-
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Patienten genutzt. Hierzu wurden den Patienten Blutproben enthommen und dann in vitro
mit 3 Gy bestrahlt. Allerdings wurden in dieser Untersuchung nicht alle Chromosomen-
aberrationen, sondern nur die Zahl dizentrischer Chromosomen bestimmt. Es fand sich in
dieser Untersuchung kein Zusammenhang zwischen der so ermittelten individuellen Strah-
lenempfindlichkeit und dem Auftreten einer schweren Normal gewebereaktion, da fir Pati-
enten mit extremen akuten oder spéaten Nebenwirkungen die Zahl dizentrischer Chromo-

somen genau so hoch war wie flr gesunde Spender.

Die aleinige Auszahlung der dizentrischen Chromosomen ergab in einer Studie des
hiesigen Labors fur die Untersuchung von acht Patienten mit extremen spaten Nebenwir-
kungen sowie acht Patienten mit sehr geringen Nebenwirkungen das gleiche Ergebnis
(Borgmann et al. 2002). Dagegen konnte bei Berilicksichtigung der zusétzlichen azentri-
schen Fragmente ein deutlicher Unterschied zwischen diesen beiden Patientengruppen, mit
mehr Aberrationen bei den Patienten mit schweren Nebenwirkungen, gezeigt werden. Die
Beriicksichtigung der zusétzlichen azentrischen Fragmente ist auch deshalb sinnvoll, weil
— wie oben bereits dargestellt — die zusétzlichen azentrischen Fragmente weitaus haufiger
sind als die dizentrischen Chromosomen und zudem eine deutlich grofere individuelle
Schwankung zeigen (Borgmann et al. 2002). Auch Neubauer et al. (1996 und 1997) fanden
sowohl fir akute als auch spate Nebenwirkungen heraus, dass Lymphozyten von Patienten
mit extremen Reaktionen mehr Chromosomenaberrationen zeigten als Lymphozyten von
Patienten mit geringen Nebenwirkungen. In diese Untersuchungen wurden sowohl letale
as auch nicht-letale Chromosomenaberrationen einbezogen. Insgesamt sind dies allerdings
zu wenige Daten, um Chromosomenaberrationen in vitro bestrahlter Lymphozyten als Me-

thode zur Identifizierung von Patienten mit extremen Nebenwirkungen zu empfehlen.

Die Bedeutung letaler Chromosomenaberrationen in vitro bestrahlter Fibroblasten als
Indikator fur die individuelle Strahlenempfindlichkeit ist bislang nur unzureichend geklart.
Einige Studien zeigten einen Zusammenhang zwischen individueller Strahlenempfindlich
keit und dem Grad oder dem Risiko einer Normalgewebereaktion nach Strahlentherapie
auf. So fanden Burnet et al. (1998) fir sechs Brustkrebspatientinnen einen Zusammenhang
zwischen der individuellen Strahlenempfindlichkeit der Patientinnen und dem Ausmal3 der
frihen und spaten Normal gewebereaktion. Johansen et al. (1996) ermittelten fir 32 Brust-
krebspatientinnen einen Zusammenhang zwischen der individuellen Strahlenempfindlich-
keit und dem Fibroserisko. Geara et al. (1993) bestimmten fir 20 Patienten mit Kopf-

Has-Tumoren ebenfals einen Zusammenhang zwischen der individuellen Strahlenemp-
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findlichkeit und der Spétreaktion, nicht aber fir die Akutreaktion. Kiltie et al. (1999) fan
den fur 39 Brustkrebspatientinnen eine Korrelation mit dem Grad der Fibrose, nicht aber
mit dem Grad der Teleangiektasie bel Bestimmung der individuellen Empfindlichkeit Uber
die Zahl der residuellen DNA-Doppelstrangbriiche. Oppitz et al. (1999) fanden flr 88 Pati-
enten, Uberwiegend mit Brustkrebserkrankungen, eine Korrelation zwischen individueller
Strahlenempfindlichkeit und den Akut-, nicht aber den Spétreaktionen.

Es gibt aber auch eine Reihe von Studien, die keinen solchen Zusammenhang aufklar-
ten. So fanden Brock et al. (1995) fur 22 Brustkrebspatientinnen, Jones et al. (1995) fur
17 Brustkrebspatientinnen, Russell et al. (1998) mit einer sehr grof3en Studie mit 79 Brust-
krebspatientinnen sowie Rudat et al. (1999) fur 23 Patienten mit Kopf-Hals-Tumoren und
Peacock et al. (2000) keinen Zusammenhang zwischen individueller Strahlenempfindlich
keit und dem Grad der Akut- oder Spétreaktionen nach Strahlentherapie. Auch in dem hie-
sigen Labor konnte von Kuhlmann (2003) keine Beziehung von letalen Chromosomen-
aberrationen und Normalgewebereaktionen bel Patientinnen mit einem Mammakarzinom
ermittelt werden. Dies kdnnte moglicherweise auf die Besonderheiten bei der Inaktivierung
von Fibroblasten zuriickzufihren sein, die im Gegensatz zu anderen Zelltypen nicht nur
durch den mitotischen Zelltod, ausgel6st durch letale Chromosomenaberrationen, sondern
auch durch die terminale Differenzierung inaktiviert werden. Genauere molekulare Unter-

suchungen zu diesem Phanomen stehen noch aus.

1.9. Zellulare Inaktivierung in humanen Fibroblasten

Zellen konnen nach ionisierender Bestrahlung durch den mitotischen Zelltod, Apopto-
se und terminae Differenzierung inaktiviert werden. Welche Form des Zelltods eingel eitet
wird, ist vom Zelltyp abhéngig. So sterben Zellen des Darmepithels und des hamatopoeti-
schen Systems durch Apoptose oder den mitotischen Zelltod. Fibroblasten werden dagegen

durch den mitotischen Zelltod oder die terminale Differenzierung inaktiviert.

Der mitotische Zelltod wird durch letale Chromosomenaberrationen herbeigefihrt.
Durch einen DNA-Doppel strangbruch kommt es bei jeder |etalen Chromosomenaberration
zu mindestens einem azentrischen Fragment. Um dieses azentrische Fragment bildet sich
in der auf die Bestrahlung folgenden Zytokinese der Mitose eine separate Membran und es
entsteht ein sogenannter Mikrokern. Die auf diesem Fragment sich befindliche genetische
Information geht beiden Tochterzellen verloren und die durch diese Gene kodierten Protei-
ne verdinnen sich im Verlauf der néchsten Zellteilungen. Die Reduktion der Verflgbarkeit
essentieller Proteine bewirkt letztendlich das Absterben der Zellen.
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Zéllen, die nicht proliferieren, kénnen folglich nicht mitotisch absterben. In humanen
Fibroblasten, die zu zirka 70% nicht proliferieren, kann ionisierende Bestrahlung einen
vollstéandigen Zellzyklusarrest mit nachfolgender vorzeitiger Differenzierung ausldsen. So
wurde fur eine Lungenfibroblastenlinie nach einer Dosis von 1 Gy gezeigt, dass 80% der
Zellen vorzeitig differenzierten. Der entscheidende Schritt der terminalen Differenzierung
ist der permanente G1-Arrest. Als Resultat des permanenten G1-Arrests verlassen die Zel-
len den Zellzyklus aktiv in der G1-Phase und scheren in die sogenannte GO-Phase aus. Die
terminale Differenzierung verlauft dann in mehreren Stufen, in denen die Zellen von tei-
lungsfahigen Fibroblasten zu funktionellen Fibrozyten degenerieren, welche ihre Teilungs-
fahigkeit verloren haben und nicht mehr in ihren Zdlzyklus zuriickkehren kénnen (Bay-
reuther et al. 1988, Bayreuther et al. 1991, Bayreuther et al. 1992, Rodemann et al. 1989).
Dieses postmitotische Stadium kann automatisch durch eine ausreichende Anzahl von Zell-
teilungen oder durch zelluléren Stress, wie z. B. ionisierende Bestrahlung ausgel 6st werden
(Rodemann et al. 1989). Die ubliche Differenzierung von Fibroblasten verlauft normaler-
weise Uber drei teilungsaktive (I-111), sogenannte mitotische und drel postmitotische Ent-
wicklungsstadien (IV-VI) (Bumann et al. 1995, Rodemann et al. 1996). Die mitotische
Phase umfasst zirka 25-35 Teilungen, die Zellen werden auch als Vorlauferfibroblasten
bezeichnet. Darauf folgt die postmitotische Phase mit hoher metabolischer Aktivitédt, an
deren Ende der postmitotische Fibrozyt VI steht. Durch Einleitung der
Apoptose (Rodemann und Bamberg 1995) degeneriert der postmitotische Fibrozyt VI.
Postmitotische Fibrozyten VI stellen das letzte Stadium des Fibroblasten Stammzellen
Systems dar. Die apoptotisch entfernten Fibrozyten VI werden nach ihrem Untergang re-
gelméfdig durch sich differenzierende, mitotische Vorlauferfibroblasten ersetzt. Somit me-
chen sich Stérungen im Differenzierungsprozess unmittelbar in Veranderungen der zelluld

ren Zusammensetzung des Bindegewebes bemerkbar.

Im Bindegewebe menschlicher Haut liegen mitotische und postmitotische Fibroblasten
in einem Verhdltnisvon 2 : 1 vor. Durch dieses ausgewogene Verhdtnis wird die einward-
freie Funktion des dermalen Bindegewebes gewahrleistet. Anderungen im Verhdtnis der
Zellzusammensetzung fuhren schliefdlich zu schwerwiegenden Verdnderungen der Gewe-
beeigenschaften. So kann durch Bestrahlung die Differenzierung beschleunigt werden und
bei Patienten unter Beteiligung anderer Zellen zur radiogenen Fibrose fiihren, die wegen
der niedrigen Erneuerungsrate des Bindegewebes zu den Spatschaden des Gewebes zéhlt.
Die Fibrose zeichnet sich durch eine gesteigerte Kollagensynthese des Typs I, I1l und V
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und Synthese verschiedener Proteoglykane aus (Rodemann und Bamberg 1995, Rodemann
et al. 1996).

Die molekularen Ursachen der vorzeitigen terminalen Differenzierung nach ionisieren
der Bestrahlung sind noch nicht vollstandig aufgeklart. Man nimmt an, dass der Prozess
durch nach Bestrahlung entstandene DNA-Doppel strangbriiche eingeleitet wird, indem es
zu einer durch das Tumorsuppressorprotein 53 (TP53) abhangigen, vermehrten Expression
des p21-Proteins (CDKN1) kommt. Der Anstieg des p21-Proteins fihrt zur Hemmung der
Cyklin-abhangigen-Kinasen CyklinD/Cdk4 und CyklinE/Cdk2 und verhindert die Phospho-
rylierung des Retinoblastoma- Proteins und die Freisetzung des E2F-Proteins (V ogelstein et
al. 2000, Lenardo et al. 1994). Die Transaktivierung der Signalkaskade wird verhindert
und die Zellen kdnnen nicht mehr von der G1- in die SPhase wandern, scheren in die
GO0-Phase aus und leiten die Differenzierung und Seneszenz ein (Rodemann et al. 1991,
Ross 1999).

1.10. Fragestellung und Zielsetzung

Im Rahmen dieser Arbeit soll geklart werden, welche Bedeutung die letalen Chrono-
somenaberrationen fur die zelluldre Strahlenempfindlichkeit humaner Fibroblasten haben,
in welcher Beziehung letale Chromosomenaberrationen und residuelle DNA-Doppel-
strangbrtiche stehen und ob das Tumorsuppressorprotein TP53 fir die Inaktivierung von
Fibroblasten bedeutsam ist. Zur Beantwortung dieser Fragen wurden Experimente an H-
broblastenlinien von 12 Brustkrebspatientinnen und einem Normalspender mit folgenden
Schwerpunkten durchgeftihrt:

» Beziehung zwischen letalen Chromosomenaberrationen und residuellen DNA-

Doppelstrangbrtichen.

e Beziehung 2zwischen letalen Chromosomenaberrationen und in  vitro-
Strahlenempfindlichkeit im Koloniebildungstest.

» Bedeutung des TP53-Proteins fur die Inaktivierung nach ionisierender Bestrahlung

in Zdllinien mit funktiondglem bzw. inaktivem TP53.
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2. MATERIAL UND METHODEN

2.1. Generelle Beschrelbung der Patientinnen

Die Studie wurde durchgeftihrt mit 12 Fibroblastenlinien von Brustkrebspatientinnen,
die nach einer Strahlentherapie unterschiedlich stark ausgeprégte subkutane Fibrosen ent-
wickelten. Die Patientinnen wurden aus einer Kohorte von 229 ausgewahlt, die zwischen
1978 und 1982 infolge eines Mammakarzinoms am Universitatsklinikum der Universitét
Arhus, Danemark zunachst chirurgisch und nachfolgend strahlentherapeutisch behandelt
wurden. Die Bestrahlung der Patientinnen erfolgte durch ein schrag angelegtes Photonen-
feld auf die axillaren und infraklavikuléren Regionen sowie ein Elektronenfeld auf die an-
grenzende Brustwand. Der Narbenbereich in der Achsel wurde durch eine Wachsschicht
geschiitzt. Alle Patientinnen erhielten eine Strahlentherapie von 12 Fraktionen mit je zwei
Fraktionen pro Woche und einer Mindestzieldosis von 36.6 Gy, spezifiziert auf das Niveau
der Achselmitte. Der Bereich der absorbierten Dosis pro Fraktion bei einer Referenztiefe
von 4.1 mm rangierte zwischen 2.7 und 3.9 Gy. Keine der Patientinnen erhielt eine Che-
motherapie (Johansen et al. 1994).

Primére Hautbiopsien von 5mm Durchmesser wurden aus einer unbestrahlten Region
des Oberarms der Patientinnen entnommen. Als Kontrolle wurde die Fibroblastenlinie
HHNF1 eingesetzt, die aus einer Nabelschnur etabliert wurde. Die Biopsien wurden zer-
kleinert, in Petrischalen (Falcon) Uberfuhrt und mit dem Nahrmedium Dulbecco-minimal-
essentia-Medium ODMEM, Gibco) unter Zusatz von 15% fetalem Ké@berserum Gibco)
versetzt. Die Kulturen wurden beli 37°C in einem Inkubator mit 10% CO, verwahrt. Nach
Auswachsen der Fibroblasten wurden die Biopsiestiickchen entfernt, sodass reine Fibrobla-

stenkulturen zurtickblieben.

Die Zellkulturhaltung erfolgte durch Aussaat der gewonnenen Fibroblasten in Gewebe-
kulturflaschen (75 cn?, Falcon) unter Zugabe des Nahrmediums DMEM (Gibco) bei 37°C
in einem Inkubator bei 95%iger Luftfeuchtigkeit unter Luftsauerstoff, angereichert mit
10% CO,. Ein- bis zweima wdchentlich wurde das Medium entfernt und die Zellen fir
zirka 1 min mit 4ml 0.25% Trypsin Difco) versetzt, um die Haftung der Zellen am Fla-
schenboden aufzuheben. Die abgeldsten Zellen wurden in DMEM resuspendiert und in
geringerer Dichte neu ausgesét. Fur die Experimente wurden ausschliefdlich Fibroblasten
der Passagen 3 bis 6 verwendet. Die Zellkulturarbeiten wurden an einer sterilen Werkbank

durchgefuhrt.
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2.2. Bestrahlung

Die Bestrahlung erfolgte mit einer 200 kV Rdntgenréhre (RT200, C. H. F. Mller,
Hamburg) bei eéinem Rohrenstrom von 20 mA und einer Spannung von 200 KV. Als Zu-
satzfilter wurde ein 0.5 mm starker Kupfer-Filter angebracht. Zur Eichung der Rontgenroh-
re wurde ein Duplexdosimeter PTW) verwendet, welches mit einer Strontium- Radium-
lonisationskammer kalibriert wurde. Die Fibroblastenlinien wurden in der Plateauphase

mit einer Dosisrate von 2 Gy/min bei Raumtemperatur bestrahlt.

2.3. MetaphasenTechnik

Fir die vorliegende Studie waren ausschliefdich Chromosomenaberrationen von Inter-
esse, die fur das Absterben der Zellen nach Bestrahlung verantwortlich sind. Die letalen
Chromosomenaberrationen der G1-Phase sind gegeniiber den Chromosomenaberrationen
der G2-Phase von grof3erer Bedeutung, da sich die Schadigung auf beide Chromatiden be-

zieht. Die Chromosomenaberrationen wurden mit der Metaphasen Technik untersucht.

2.3.1. Synchronisation der Zellen in der GO-Phase

Die Fibroblastenkulturen wurden vor der Bestrahlung durch Kontaktinhibition in der
GO-Phase synchronisiert. Dazu wurden 6.6 x 10° Zellen in 75 cn? Gewebekulturflaschen
(Falcon) ausgesat und mit 10 ml DMEM (Gibco) versetzt. Nach einem Zeitraum von funf
Tagen waren die ausgeséten Zellen zu einem dichten Zellrasen zusammengewachsen und
hatten ihre Teilungsaktivitét eingestellt. Diese Kontaktinhibierung bewirkt, dass die Zellen
den Zdlzyklus verlassen und in der sogenannten GO- bzw. Plateauphase angehalten wer-
den. Durch diese Synchronisierung konnten 97% der Zellen in der GO-Phase angehalten
werden. Die Zellen lief}en sich in diesem as Konfluenz bezeichneten Zustand mehrere
Tage bis Wochen halten. Die Fibroblastenkulturen wurden acht Tage nach Aussaat fur die
Experimente eingesetzt.

2.3.2. Akkumulation der Zellen in der Metaphase

Die Analyse der Chromosomenaberrationen nach Bestrahlung in der GO-Phase erfolgte
anhand von Chromosomenprdparaten in der Metaphase der Mitose. Zu Beginn der Mitose,
in der Prophase, kondensiert das Chromatin zu distinkten Chromosomen, die ihren stérk-
sten Kondensierungsgrad in der Metaphase der Mitose aufweisen. Nur in dieser Zellzy-
klusphase ist es moglich, die Chromosomenaberrationen zu untersuchen. Die Fibroblasten
wurden, wie in Abschnitt 2.3.1 beschrieben, synchronisiert und bestrahlt. Sechs Stunden
nach Bestrahlung wurden die Fibroblasten mit Trypsin (Difco) behandelt, in einer geringe-
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ren Konzentration von zirka6 x 10° Zellen/Flasche ausgesit und in 10 ml DMEM re-
suspendiert. Durch das Ausséen bei geringerer Dichte wurden die Zellen zur Proliferation
stimuliert. Nach 44 h efolgte die Zugabe von 25m Colcemid (Endkonzentration:
0.025 nmg/ml, Gibco). Colcemid ist ein Spindelfasergift, welches die Ausbildung funktions-
fahiger Spindelfasern unterbindet und dadurch verhindert, dass die Chromatiden wéahrend
der Z€lltellung zu den entgegengesetzten Polen gezogen werden. Die Chromatiden werden
durch Colcemid temporar in der Aquatorialebene der Metaphase arretiert. Da die Fibrobla-
sten nach der Stimulierung zeitlich versetzt in den Zellzyklus eintraten, erfolgte die Ink u-
bation mit Colcemid fir 16 h. Durch diese lange Inkubationszeit konnten 1 bis 5% der aus-

gesdten Zellen nach Stimulation in den Zellzyklus in der Metaphase arretiert werden.

Durch Abklopfen wurden die mitotischen Zellen von den Interphasezellen getrennt.
Hierbei wurde das Phdnomen genutzt, dass sich mitotische Zellen abrunden, wodurch ihre
Anhaftung am Flaschenboden im Vergleich zu Interphasezellen reduziert wird. Durch die-
ses Trennungsverfahren betragt der Anteil mitotischer Zellen im Uberstand zirka 95%. Die
Bestimmung der Zellzahl erfolgte mit Hilfe des Coulter Counters™ (Counter Electronics,
Dunstable).

2.3.3. Herstellung von Chromosomenpr&paraten

Fir die Untersuchung der Chromosomenaberrationen mussten zunachst auswertbare
Préparate mit Chromosomen in der Metaphase hergestellt werden. Zu diesem Zweck wur-
den die mitotischen Zellen in ein Falconréhrchen Gberfhrt, hypotonisch behandelt, fixiert,
auf Objekttrager getropft und gefarbt.

Hypotonische Behandlung und Fixierung: Fur jeden Dosiswert wurden die suspendier-
ten Metaphasezellen in je zwel Falconréhrchen (14 ml, Falcon) Uberfthrt und bei
1000 U/min fiir 5 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde mit der Wasserstrahlpumpe bis
1 ml Uber dem Sediment entfernt. Das Sediment wurde auf dem Schiittler resuspendiert
und der Inhalt in ein Rohrchen Uberfuhrt. Um Mediumreste zu entfernen, wurden der Sus-
pension anschlief3end 12 ml PBS (phosphate buffered saline, pH 7.0) tropfenweise auf dem
Schiittler hinzugegeben. Es wurde 5min bei 1000 U/min zentrifugiert und der Uberstand
abgenommen. Um die Zellen langsam in ein hypotones Milieu zu Uberfuhren, wurde auf
die gleiche Weise 12 ml 0.0075 M KCI (Merck) hinzugeftgt. Die Gabe von KCI bewirkte
eine Vergrofderung der Zellen. Daran schloss sich wiederum ein Zentrifugationsschritt bei
1000 U/min fur 5 min an und der Uberstand wurde abermals entfernt. Danach wurden die

Zdlen tropfenweise mit 12 ml “ Carnoy’s Fixativ‘ (Sgma), Methanol und Essigsaure im
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Verhdltnis 3 : 1 dehydratisiert und durch die Entfernung der wassrigen Anteile konserviert.
Nach erneutem Abzentrifugieren und Entfernen des Uberstands wurde dieser Fixierungs-
schritt wiederholt. Die so aufbereiteten Zellen konnten bel —20°C fur mehrere Monate g
lagert werden.

Anfertigung der Préparate und Farbung mit Giemsa: Fur die Herstellung der Chrono-
somenprdparate wurde ein Objekttrager (Engelbrecht) mit einem dinnen Wasserfilm voll-
standig Uberzogen. In die Mitte des Objekttragers wurden 25 m der in “ Carnoy’s" fixier-
ten Zellsuspension pipettiert. Durch die Reaktion zwischen Wasser und Alkohol wurden
die Zellen mit dem Wasserfilm getragen und auf dem Objekttrager verteilt. Durch die bei
diesem Vorgang einwirkenden mechanischen Kréfte zerplatzten die durch KCI-Zugabe
hypotonisch vergroRerten Zellen. Die in den Zellen befindlichen Chromosomen wurden so
gut voneinander abgrenzbar auf dem Objekttrager ausgespreizt. Die Objekttrager wurden
20 min an der Luft getrocknet.

Zur Farbung der Chromosomen wurden die Objekttrager fir 8.5 min in einem Kivet-
tensténder mit 1.5 ml Giemsa (2%ig, Sigma) in 70 ml PBS gegeben. Der Uberschiissige
GiemsaFarbstoff wurde durch drei kurze Waschschritte entfernt. Danach wurden die Ob-
jekttrager getrocknet. Anschlief3end wurde auf die Objekttréger ein Tropfen Kunstharz
(Entellan, Merck) gegeben und das Praparat mit einem Deckglaschen (Marienfeld) verse-
hen. Die erhaltenen Préparate wurden bei Raumtemperatur gelagert und unter dem Licht-

mikroskop (Zeiss) ausgewertet.

2.3.4. Auswertung und Klassifizierung der Chromosomenaberrationen

Strukturelle Chromosomenaberrationen, die nach einer Bestrahlung wéhrend der GO-
bzw. G1-Phase des Z€llzyklus entstehen kénnen, werden in intra- und interchromosomale
Aberrationen unterteilt. Bei der Bildung intrachromosomaler Aberrationen war je en
Chromosom an der Entstehung der Aberration beteiligt und bei interchromosomalen Aber-
rationen je zwei oder mehrere Chromosomen (Savage 1975). Zu den intrachromosomalen
Aberrationen gehtren terminale Deletionen, intertitielle Deletionen, zentrische Ring
chromosomen und Inversionen und zu den interchromosomalen Aberrationen gehdren di-

zentrische Chromosomen und reziproke Trang okationen.

Die Auswertung der mit Giemsa geféarbten Préparate erfolgte mit einem Lichtmikroskop
(Axioplan 2, Zeiss) unter Olimmersion bei einer 1250-fachen VergroRerung. Zur Verbesse-
rung der Auswertung wurde eine computergestiitzte Bildauswertung (Optimas 5.01) hinzu-

gezogen. FUr jede der 13 Fibroblastenlinien wurden zwei unabhéngige Experimente durch-
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gefuhrt. Pro Dosiswert wurden zwei Objekttrager angefertigt und pro Objekttréager minde-
stens 50 Zellen ausgezéhlt. Die Zéhlung erfolgte verschlisselt. Bel der Zahlung wurde die
Anzahl aller Chromosomenfragmente pro Zelle bestimmt. Von der Anzahl strahlenindu-
Zierter Fragmente wurde die Zahl der Fragmente in unbestrahlten Zellen subtrahiert (An-
zahl der zusétzlichen Fragmente). Folgende Aberrationen wurden gezahlt:

1. Terminale und interstitielle Deletionen, die auch a's intrachromosomale Aberrationen
bezeichnet werden. Die weitere Differenzierung ist mit einheitlicher Giemsa-Féarbung
nicht moglich, sodass beide Formen der Deletion unter dem Begriff “zusétzliche
azentrische Fragmente® zusammengefasst wurden. Zusétzliche azentrische Fragmente
wurden durch Abzug der Chromosomenfragmente unbestrahlter Zellen ermittelt.

2. Dizentrische Chromosomen, die auch als interchromosomale Aberrationen bezeichnet
werden. Sie entstehen durch asymmetrischen Austausch der Chromosomenfragmente
zweier geschadigter Chromosomen, wobei ein Austauschpartner die beiden Chromo-
somenfragmente mit Zentromeren erh&lt und der andere die Chromosomenfragmente
ohne Zentromer. So resultiert aus diesem Austausch ein Chromosom mit 2 Zentrome-
ren, ein dizentrisches Chromosom und ein azentrisches Chromosom ohne Zentromer
(Savage 1975).

Die Dosisabhangigkeiten der genomischen und partiellen Aberrationshéufigkeiten wur-
den mit einer linear-quadratischen Funktion Y= aD + bD? mit Hilfe der Parameter a und
b berechnet. Hierfir wurde die Software GraphPad Prism™ verwendet. Die Verteilungen

der strahleninduzierten Aberrationen folgten der PoissonVerteilung.

2.4. Koloniebildungstest

In Kultur befindliche Fibroblasten der Passagen 3-8 wurden mit einer Dichte von
1 x 10°cm in AmnioMax C 100 (Gibco) mit 7.5% fetalem K& berserum (Gibco) in 25 cn?
Kulturflaschen (Falcon) bel 37°C mit 5% ausgesét und fir 7 Tage bis zum Erreichen der
Konfluenz inkubiert. Um die Koloniebildungsféhigkeit zu bestimmen, wurden die Zellen
in Petrischalen (5 cm A) plattiert und anschlief3end fir 14 Tage bei 37°C inkubiert. Pro
Petrischale wurden so viele Zellen eingesetzt, dal3 maximal 100 Kolonien zu erwarten we-
ren. Fir die Auszéhlung wurde das Medium entfernt, die Zellen wurden mit 0.9% NaCl
gewaschen und mit 70% Ethanol fur 5 min fixiert, im Anschluss mit 5% Kristallviolett
gefarbt und alle Kolonien mit mehr als 50 Zellen ausgezahlt. Die Uberlebensrate zeigt das
Verhdltnis der Anzahl gebildeter Kolonien zur Anzahl eingegebener Zellen.
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2.5. Konstantfeld-Gelelektrophorese

Die DNA-Doppelstrangbriiche wurden mit der Konstantfeld-Gelelektrophorese be-
stimmt (Dahm-Daphi und Dikomey 1996). Konfluente Zellen wurden bestrahlt, nach 14 h
bei 37°C trypsiniert, zentrifugiert und in Medium ohne FCS (4°C) resuspendiert. Die Zel-
len wurden 1:1 mit Agarose (70°C, low-melting-point) mit einer Zellkonzentration von
6 x 10° Zellen/ml und einer Agarose-Endkonzentration von 0.8% resuspendiert. Nach Ab-
kiihlung wurden die Zellen in 2x 2 mm? Agarosebléckchen geschnitten, fiir 16 h bei 37°C
lysert (0.4 mol/l EDTA, 2% DS, 1ng/ml Proteinase K, pH = 8), danach mit TE-Puffer
gewaschen und in ein 0.8%iges Agarose-Gel Uberfihrt. Die Elektrophorese wurde fir 40 h
bei 0.6 V/cm durchgefitihrt. Das mit Ethidiumbromid (0.5 ng/ml) geféarbte Gel wurde mit
einer CCD-Kamera densitometrisch analysiert (Optimas). Die Fraktion der ausgewander-
ten DNA wurde mit FDR= frg / (foiug + fret) berechnet, wobei fyug und fre die relative Fluo-
reszenz der DNA, die im Agarosebl6ckchen verblieb bzw. auswanderte, beschreibt.

2.6. Auswertung und Statistik
Je Experiment wurden, wenn nicht anders erwéhnt, mindestens drei Versuche durchge-

fahrt. Aus den Werten wurden jeweils der Mittelwert und der Standardfehler berechnet.

2.7. Materialien, Nahrmedien, Puffer und L 6sungen

Material

Entellan™ Merck

Objekttrager Engelbrecht

Deckgl aser Marienfeld

Licht-Mikroskop Axioplan 2 Carl Zeiss, Jena

Optimas 5.01 computergestitzte Bildauswertung, Optimas
Graph Pad Prism™ Statistik

Coulter Counter ™ Counter Electronics, Dunstable
Rontgenrohre RT200 200 kV, C. H. F. Mller, Hamburg
Nahrmedien

DMEM Dulbecco- minimal-essential-Medium, Gibco
FCS fetales Kélberserum, Gibco

AmnioMax 100 Gibco
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Puffer und L dsungen

Colcemid

Carnoy’s Fixativ
Gewebekulturflaschen
Giemsa
TrypsinrEDTA-LOsung
PBS

Gibco, (Endkonzentration: 0.025 ng/ml)
Methanol und Essigsaure im Verhdltnis 3:1, Sgma
Falcon

Endkonzentration 2%ig in PBS, Sgma
Difco

phosphate buffered saline pH 7.0

8 g Natriumchlorid

0.2 g Kdiumchlorid

1.15 g Natriumhydrogenphosphat

0.2 g Kaliumhydrogenphosphat

gel6st in 1 Liter Aqua bidest.
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3. ERGEBNISSE

Im Rahmen dieser Arbeit wurde untersucht, in welchem Ausmal? bei humanen Fibro-
blasten letale Chromosomenaberrationen die zelluldre Strahlenempfindlichkeit bestimmen
und welche Beziehung zwischen diesen Aberrationen und residuellen DNA-
Doppelstrangbrtichen besteht. Zu diesem Zweck wurden 12 Brustkrebspatientinnen aus
einer Kohorte von 229 Patientinnen einer klinischen Studie der onkologischen Abteilung
des Universitatsklinikums der Universitét in Arhus, Dénemark ausgewahlt, die nach einer
Mastektomie eine Strahlentherapie im Zeitraum zwischen 1978 und 1982 erhielten. Diesen
12 Patientinnen wurden Hautbiopsien entnommen und daraus Zellkulturen hergestellt. Fir
diese 12 Zellkulturlinien wurde mittels Koloniebildungstest die zellulare Strahlenempfind-
lichkeit ermittelt. Des Weiteren wurde die Anzahl letaler Chromosomenaberrationen und
residueller DNA-Doppelstrangbriiche bestimmt. Um die Verlasslichkeit der Methode zu
Uberprufen, wurde zunachst die Anzahl letaler Chromosomenaberrationen fir einen gesun

den Spender untersucht.
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Abb. 3.1: Nachweis von Chromosomenaberrationen in humanen Fibroblasten mittels M etaphasern+
Technik. A) unbestrahlte Zelle; B) bestrahite Zelle (offener Pfeil: azentrisches Fragment; solider
Pfell: dizentrisches Chromosom)

3.1. Nachwaeis strahleninduzierter Chromosomenaberrationen

Die Etablierung der Methode zum Nachweis der letalen Chromosomenaberrationen
wurde an Hautfibroblasten einer der Nabelschnur entnommenen Biopsie durchgefihrt.
Abb. 3.1 A zeigt das Karyogramm eines unbestrahlten Fibroblasten. Mit 46 kondensierten
Chromosomen zeigte sich der fur Metaphase typische diploide Chromosomensatz. Jedes
Chromosom wies eine Einschnirung im Bereich des Zentromers auf. Abb. 3.1 B zeigt -

nen mit 6 Gy bestrahlten Fibroblasten. Neben den 46 Chromosomen traten Chromosomen-
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fragmente ohne Zentromer, die als azentrische Fragmente bezeichnet werden, und Chro-
mosomen mit 2 Zentromeren, den sogenannten dizentrischen Chromosomen, auf. Azentri-
sche Fragmente sind das Resultat interstitieller und terminaler Deletionen, dizentrischer

Chromosomen und unvollsténdiger Austauschereignisse.

Tabelle 3.1: Chromosomenfragmente eines gesunden Spenders nach Bestrahlung

Dosis Anzahl Verteilung Mittelwert ZAF DC LC
der Zellen der CF CF pro Zelle pro Zelle pro Zelle
0Gy 50 45 bis47 46.06 = 0.06 0.00 0.00 0.00
2Gy 50 45 bis51 47.00 £ 0.18 094 0.04 0.98
4Gy 50 46 bis51 47.76 + 0.18 170 0.14 184
6 Gy 50 44 bis51 47.38 £ 0.20 132 0.34 1.66
8Cy 45 44 bis52 47.87 + 0.25 181 0.33 214
10 Gy 51 44 bis53 49.84 + 0.32 3.78 0.84 4.62
12 Gy 9 47 bis54 50.00 + 0.65 3.94 0.78 472

CF = Chromosomenfragmente, ZAF = zusétzliche azentrische Fragmente, DC = dizentrische
Chromosomen, LC = letale Chomosomenaberrationen

3.1.1. Haufigkeitsverteilung der Chromosomenfragmente nach Bestrahlung

Fur die Bestimmung der Haufigkeitsverteilung von Chromosomenfragmenten nach
Bestrahlung wurden Fibroblasten in der Plateauphase von 0 bis 12 Gy bestrahlt, fur 14 h
bei 37°C kultiviert (verzogertes Plattieren) und im Anschluss bei geringerer Dichte ausge-
sit. Die Neuaussaat bei geringerer Dichte wird als Stimulus eingesetzt, um die Zellen wie-
der in den Zellzyklus eintreten zu lassen. Fir die Préparation von Chromosomen in der
Metaphase wurde den Fibroblasten 44 h nach Umsetzen ein Spindelfasergift hinzu gege-
ben. Das Spindelfasergift Colcemid verhindert, dass die Zellen die Mitose verlassen kén
nen und somit in der Aquatorialebene der Metaphase verbleiben. Die Inkubation mit Col-
cemid erfolgte fur 16 h. Durch die sehr lange Colcemidinkubation bel niedriger Konzentra-
tion konnte eine mit zirka 5% ausreichende Menge an Fibroblasten in der Metaphase ange-
reichert werden. Nach Abschluss der Colcemidinkubation wurden die sich in der Metaphe:
se befindlichen Fibroblasten durch Abklopfen von den am Flaschenboden anhaftenden,
sich in der Interphase befindlichen Fibroblasten getrennt, in neues Medium tberfihrt, hy-
potonisch behandelt und fixiert. Anschlief3end wurden die fixierten Zellen auf Objekttrager
getropft und mittels Giemsa: Farbstoff gefarbt. Es wurden jeweils 50 Zellen pro Dosispunkt
ausgewertet und jewells der Mittelwert berechnet. Die Ergebnisse der Auswertung sind in
Tabelle 3.1 zusammengefasst.

27



ERGEBNISSE

Abb. 3.2 zeigt die Haufigkeitsverteilung der Chromosomenfragmente in Abhangigkeit
von der Dosis fur die Fibroblastenlinie HHNF1 eines gesunden Spenders. Fur unbestrahlte
Fibroblasten zeigte sich eine Haufigkeitsverteilung der Chromosomenfragmente von 44 bis
47 Fragmenten pro Zelle. Die Verteilung zeigt eine geringe Variation in der Anzahl der
Chromosomenfragmente. Das Maximum liegt mit 41 Zellen bei 46 Chromosomenfragmen-
ten. Im Mittel ergibt sich daraus ein Wert von 46.1 = 0.1 Fragmenten pro Zelle, welcher
dem diploiden Chromosomensatz humaner Zellen entspricht. Mit steigender Dosis ver-
schob sich die Verteilung der Fragmente zu hdheren Werten und umspannte dabel ein brei-
teres Spektrum. Nach einer Dosis von 2 Gy zeigten die Zellen eine Haufigkeitsverteilung
von 45 bis 51 Chromosomenfragmenten mit einem Mittelwert von 47.0 = 0.2 und einem
Maximum von 20 Zellen mit 46 Chromosomenfragmenten. Die mit 4 Gy bestrahiten Zel-
len zeigten eine Haufigkeitsverteilung von 46 bis 51 Fragmenten pro Zelle mit einem Mit-
telwert 47.8 + 0.2. Das Maximum lag mit 15 Zellen bei 48 Chromosomenfragmenten pro
Zelle. Nach einer Dosis von 6 Gy zeigte die Verteilung der Fragmente ein Spektrum von
44 bis 52 Fragmenten. Der Mittelwert von 47.4 + 0.2 zeigte einen um 0.3 Fragmente nied-
rigeren Wert as nach einer Dosis von 4 Gy. Das Maximum lag mit 17 Zellen bel 47 Frag-
menten. Nach einer Bestrahlung mit 8 Gy zeigte die Haufigkeitsverteilung Werte von 44
bis 52 Chromosomenfragmenten pro Zelle mit einem Mittelwert von 47.9 £ 0.3. Das Ma-
ximum lag mit 12 Zellen bel 47 Chromosomenfragmenten. Die Bestrahlung mit einer Do-
sis von 10 Gy fuhrte zu einem Spektrum der Verteilung von 44 bis 53 Chromosomen, ei-
nem Mittelwert von 49.8 = 0.3 und einem Maximum von 11 Zellen bel 52 Chromosomen-
fragmenten. Nach einer Dosis von 12 Gy konnten nur 9 Zellen ausgewertet werden. Es
zeigte sich eine sehr breite Haufigkeitsvertellung von 47 bis 54 Chromosomenfragmenten.
Der Mittelwert zeigte mit 50.0 + 0.7 den hochsten Wert. Das Maximum der Einzelwerte
lag mit drel Zellen bei 49 Chromosomenfragmenten der neun ausgewerteten Zellen. Insge-
samt zeigte sich mit zunehmender Dosis eine breitere Verteilung der Einzelwerte mit einer

deutlichen Verschiebung zu héheren Werten.
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Abb. 3.2: Haufigkeitsverteilung der Chromosomenfragmente in Fibroblasten nach Bestrah-
lung. Die Zdlen wurden in der G1-Phase bestrahlt und in der 1. Metaphase nach Bestrahlung
untersucht. Pro Dosispunkt wurden jeweils 50 Zellen (bei 12 Gy nur 9 Zellen) ausgezahit
und die Anzahl der Fragmente aufgetragen.
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3.1.2. Srahleninduzerte Chromosomenaberrationen

Abb. 3.3 zeigt die Zahl zusétzlicher azentrischer Fragmente und dizentrischer Chromo-
somen sowie deren Summe, die as letale Chromosomenaberrationen bezeichnet werden,
fur die Fibroblastenlinie HHNF1 eines gesunden Spenders (siehe auch Tabelle 3.1). Die
Anzahl zusétzlicher azentrischer Fragmente je Dosispunkt ergab sich aus den Mittelwerten
der Verteilungen der Einzelwerte nach Subtraktion des Mittelwertes unbestrahlter Zellen.
Bei einer Dosis von 2 Gy wurden 0.9 zusétzliche azentrische Fragmente ermittelt, bei 4 Gy
1.7,bei 6 Gy 1.3, bei 8 Gy 1.8, bei 10 Gy 3.8 und bel 12 Gy 3.9. Mittels nicht-linearer Re-
gressionsanalyse konnte ein linear-quadratischer Anstieg mit der Dosis fur die Anzahl ar

sétzlicher azentrischer Fragmente beschrieben werden.

zusatzliche, azentrische Fragmente
| O dizentrische Chromosomen
_ @ |etale Chromosomenaberrationen

~J

Letale Chromosomen-Aberrationen/Zelle
N
L}
\.
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Abb. 3.3: Anzahl der zusétzlichen azentrischen Chromosomenfragmente, dizentrischen Chromo-
somen und letalen Chromosomenaberrationen in Abhangigkeit von der Rontgendosis fiir eine hu-
mane Fibroblasten-Linie. Die Zahl der Chromosomenfragmente bestrahlter Fibroblasten ergab sich
durch Subtraktion der Werte fir unbestrahlte Zellen. Die Daten wurden mittels nicht-linearer Re-
gression angepasst.

Ein linear-quadratischer Anstieg mit der Dosis konnte ebenfalls fir die Anzahl dizentri-
scher Chromosomen (Tabelle 3.1) bestimmt werden. Im Vergleich zur Anzahl zusétzlicher
azentrischer Fragmente fiel der Anstieg alerdings deutlich geringer aus. So wurden bei

einer Dosis von 0 Gy keine dizentrischen Chromosomen, bei 2 Gy nur zwei (0.04/Zéelle),
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bei 4 Gy sieben (0.14/Z¢€lle), bei 6 Gy 17 (0.34/Z€lle) und bei 8 Gy 15 (0.33/Z€lle) dizen
trische Chromosomen in den jeweils ausgezahlten Zellen bestimmt. Deutlich hhere Werte
zeigten sich bel den Dosen 10 und 12 Gy mit 42 in 50 Zellen (0.84/Z€lle) und sieben in 9
Zellen (0.78/Zé€lle). Es wurde kein Ringchromosom bestimmt.

Die Anzahl letaler Chromosomenaberrationen ergab sich durch Addition der Werte al-
ler Chromosomenaberrationen, die zu einem azentrischen Fragment fuhren. In dieser Un
tersuchung handelte es sich dabei um zusdtzliche azentrische Fragmente aus terminalen
und interstitiellen Deletionen sowie dizentrischen Chromosomen. Es zeigte sich ein linear-
guadratischer Anstieg mit der Dosis. Die Anzahl letaler Chromosomenaberrationen wurde

von der Anzahl zusétzlicher azentrischer Fragmente dominiert.

3.1.3. Intraindividuelle Variation der Chromosomenaberrationen

Abb. 3.4 zeigt die Anzahl zusétzlicher azentrischer Fragmente, dizentrischer Chromo-
somen sowie deren Summe, die letalen Chromosomenaberrationen fur zwel unabhangige
Experimente (Abb. 3.4 A und B) mit der Fibroblastenlinie HHNF1. Die Zellen wurden im
Abstand von zwel Wochen unter gleichen Bedingungen kultiviert, synchronisiert, bestrahlt
und prapariert. Fur jeden Dosispunkt wurden in beiden Experimenten jeweils 50 Zellen
verschlisselt ausgezéhlt und die Anzahl letaler Chromosomenaberrationen, zusétzlicher

azentrischer Fragmente und dizentrischer Chromosomen gegen die Dosis aufgetragen.

Experiment | Experiment Il

gf @ zusatzliche azentrische Fragmente
l O dizentrische Chromosomen A
7+ ® letale Chromosomenaberrationen

g @ zusatzliche azentrische Fragmente
I O dizentrische Chromosomen B
7 @ letale Chromosomenaberrationen

letale Chromosomen-Aberrationen/Zelle
letale Chromosomen-Aberrationen pro Zelle

4 o)

0 2 4 6 8 10 12 0 2 4 6 8 10 12
Dosis, Gy Dosis, Gy

Abb. 3.4: Anzahl der zusétzlichen azentrischen Chromosomenfragmente, dizentrischen Chromo-
somen und letalen Chromosomenaberrationen zweier unabhangiger Experimente (I und 1) fir die
Fibroblastenlinie HHNF1 in Abhangigkeit von der Dosis. Die beiden Experimente wurden im Ab-
stand von 2 Wochen durchgefiihrt. Die Daten wurden mittels nicht-linearer Regression angepasst.
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Es zeigte sich in beiden Experimenten ein linear-quadratischer Anstieg der zusétzlichen
azentrischen Fragmente, der dizentrischen Chromosomen und der letalen Chromosoment
aberrationen mit der Dosis fur die humane Fibroblastenlinie HHNF1. Dabel zeigte sich
eine nur geringe Schwank ung zwischen den beiden Experimenten, die bei den Dosispunk-
ten 2, 4 und 10 Gy im Vergleich zu den Dosispunkten 6, 8 und 12 Gy ausgepragter war.
Letztere wiesen eine geringflgige Variation zwischen den beiden Einzelwerten auf. Bezo-

gen auf die Werte bei 6 Gy ergab sich ein Variationskoeffizient von 3%.

3.1.4. Einfluss des Plattierens auf die Anzahl der letalen Chromosomenaber rationen

Abb. 3.5 zeigt die Anzahl zusétzlicher azentrischer Fragmente, dizentrischer Chromo-
somen sowie deren Summe, die as letale Chromosomeraberrationen bezeichnet werden,
nach sofortigem (Abb. 3.5 A) und verzégertem (Abb. 3.5 B) Plattieren in Abhangigkeit
von der Dosis fur die Fibroblastenlinie HHNF1. Die Fibroblasten wurden in der Plateaun-
phase mit 0 bis 12 Gy bestrahlt und entweder direkt nach Bestrahlung (sofortiges Plattie-
ren) oder nach einer Inkubation von 14 h bel 37°C (verzogertes Plattieren) bei geringerer
Dichte ausgesét. Das verzogerte Plattieren gibt den bestrahlten Zellen Zeit fir die Repara-
tur von DNA-Schéden. Die wahrend dieser Irkubationszeit behobenen DNA-Schaden
werden als subletale DNA-Schéaden bezeichnet. Fur die Prgparation von Chromosomen in
der Metaphase wurde den Fibroblastenkulturen 44 h nach Umsetzen Colcemid hinzu gege-
ben. Die Kulturen wurden fur weitere 16 h bei 37°C inkubiert. Im Anschluss wurden die
sich in der Metaphase befindlichen Fibroblasten durch Abklopfen angereichert, in neues
Medium Uberfihrt, hypotonisch behandelt und fixiert. Anschlief3end wurden die fixierten
Zellen auf Objekttréger getropft und mittels Giemsa-Farbstoff geféarbt. Es wurden jeweils
50 Zellen pro Dosispunkt ausgewertet und der Mittelwert bestimmit.

Bel sofortigem Plattieren zeigte sich ein steilerer linear-quadratischer Anstieg mit der
Dosis im Vergleich zum verzogertem Plattieren in der Anzahl zusétzlicher azentrischer
Fragmente fur die Fibroblastenlinie HHNF1. Dieser Unterschied war geringflgig bei einer
Dosisvon 2 Gy mit 0.38 bel sofortigem und 0.42 zusétzlichen azentrischen Fragmenten bei
verzogertem Plattieren. Bei einer Dosis von 4 Gy zeigte sich eine um den Faktor 2 erhohte
Anzahl zusétzlicher azentrischer Fragmente bei sofortigem Plattieren im Vergleich zu ver-
zogertem Plattieren, mit 0.9 und 0.49. Fir die Dosen 6, 8, 10 und 12 Gy konnte jeweils
eine hohere Anzahl zusétzlicher azentrischer Fragmente bel sofortigem im Vergleich zu
verzogertem Plattieren mit 2.43 zu 1.36, 3.72 zu 1.97, 4.17 zu 3.07 und 7.26 zu 4.13 fest-
gestellt werden.
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Im Gegensatz zu der Anzahl zusétzlicher azentrischer Fragmente konnte kein genereller
Unterschied in der Anzahl dizentrischer Chromosomen festgestellt werden. So zeigten sich
bei sofortigem Plattieren mehr dizentrische Chromosomen bei den Dosen 4, 8 und 10 Gy,
mit 0.03 zu 0, 0.89 zu 0.27 und 0.41 zu 0.31. Dagegen zeigten sich bei den Dosen 2, 6 und
12 Gy geringere Werte bei sofortigem im Vergleich zu verzogertem Plattieren mit 0.03 zu
0.08, 0.1 zu 0.24 und 0.62 zu 0.92 dizentrischen Chromosomen.

sofortiges Plattieren verzdgertes Plattieren

gl zusatzliche azentrische Fragmente
l o dizentrische Chromosomen A

sk zusatzliche azentrische Fragmente
I O dizentrische Chromosomen B
7F @ letale Chromosomenaberrationen

7 @ letale Chromosomenaberrationen

letale Chromosomen-Aberrationen pro Zelle
FENS)
T T
\'\

letale Chromosomen-Aberrationen pro Zelle
A o
T T

Dosis, Gy Dosis, Gy

Abb. 3.5: Anzahl der zusétzlichen azentrischen Chromosomenfragmente, dizentrischen Chromo-
somen und letalen Chromosomenaberrationen nach sofortigem und verzégertem Plattieren fur die
Fibroblastenlinie HHNF1 in Abhangigkeit von der Dosis. Die Zellen wurden bestrahlt und sofort
oder 14 h nach Bestrahlung umgesetzt und in der ersten Metaphase nach Bestrahlung untersucht.
Die Anpassung der Daten erfolgte mittels nicht-linearer Regression.

Ein steilerer linear-quadratischer Anstieg bel sofortigem Plattieren konnte ebenfalls fr
die Anzahl letaler Chromosomenaberrationen bestimmt werden, der in erster Linie von der
Anzahl zusézlicher azentrischer Fragmente dominiert wurde. So zeigte sich bei einer Do-
sisvon 2 Gy noch ein sehr geringer Unterschied bel sofortigem zu verzégertem Plattieren
mit 0.4 zu 0.5 letalen Chromosomenaberrationen. Dagegen konnte bel einer Dosis von
4 Gy bei sofortigem Plattieren gegenlber verzogertem Plattieren eine um etwa den Faktor
2 erhohte Anzahl letaler Chromosomenaberrationen mit 0.9 zu 0.5 bestimmt werden. Fir
die Dosen 6, 8, 10 und 12 Gy konnte bei sofortigem Plattieren im Vergleich zu verzéger-
tem Plattieren jewells eine hohere Anzahl letaler Chromosomenaberrationen bestimmt
werden, mit 25 zu 1.6 bel 6 Gy, 4.6 zu 2.2 bei 8 Gy, 4.6 zu 3.4 bei 10 Gy und Gy 7.9 zu
51 be 12Gy. Die Berechnung des linear-quadratischen Anstiegs mit der Formel



ERGEBNISSE

Y=aD+ bD? zeigte, dass der Anstieg bel sofortigem Plattieren durch den Faktor
b = 0.055 und nach verzogertem Plattieren durch den Faktor b =0.035 bestimmt wurde.
Ab einer Dosis von 6Gy konnte im Vergleich zu unbestrahliten Zellen zweifelsfrei ein
deutlich abweichender Wert fir die Anzahl letaler Chromosomenaberrationen festgestellt
werden. Aus diesem Grunde wurden die folgenden Untersuchungen nur fir eine Dosis von
6 Gy durchgefihrt.

3.2. Interindividuelle Variation der letalen Chromosomenaberrationen

Ziel der Untersuchung war es, zu kléren, ob sich die Untersuchung letaler Chromoso-
menaberrationen, wie sie mittels der MetaphasenTechnik bestimmt wurden, eignet, Fibro-
blastenlinien von Brustkrebspatientinnen mit unterschiedlicher Strahlenempfindlichkeit
voneinander abzugrenzen. Es wurde daher fur Fibroblastenlinien von 12 Brustkrebspatien-

tinnen die Gesamtzahl |etaler Chromosomenaberrationen bestimmit.

Abb. 3.6 A—C zeigt die Anzahl zusétzlicher azentrischer Fragmente, dizentrischer Chro-
mosomen und letaler Chromosomenaberrationen nach sofortigem (schwarze Balken) und
verzogertem (graue Balken) Plattieren fir Fibroblastenlinien von 12 Brustkrebspatientin-
nen (AFO1-AF12) bei einer Dosis von 6 Gy. Als Kontrolle diente die Fibroblastenlinie
HHNF1 eines gesunden Spenders. Die Fibroblasten wurden in der Plateauphase mit O und
6 Gy bestrahlt und entweder direkt nach Bestrahlung (sofortiges Plattieren) oder nach einer
Inkubation von 14 h bel 37°C (verzogertes Plattieren) bel geringerer Dichte ausgesét. 44 h
nach dem Umsetzen wurden die Zellen nach Zugabe von Colcemid fir weitere 16 h bei
37°C inkubiert. Anschlief3end wurden die Zellen hypotonisch behandelt, fixiert, auf Co-
jekttréger getropft und gefarbt. Die Anzahl der Chromosomenfragmente und dizentrischer
Chromosomen wurde fir 50 Zellen ausgezéhlt und der Mittelwert gebildet. Dabei ergab
sich die Anzahl zusétzlicher azentrischer Fragmente aus der Differenz unbestrahlter und
mit 6 Gy bestrahlter Zellen. Die Anzahl letaler Chromosomenaberrationen (Abb. 3.6 C)
ergab sich aus der Summe der zusétzlichen azentrischen Fragmente (Abb. 3.6 A) und der
dizentrischen Chromosomen (Abb. 3.6 B).

Abb. 3.6 A zeigt die Anzahl zusétzlicher azentrischer Fragmente fur die Fibroblastenli-

nien eines gesunden Spenders und 12 Brustkrebspatientinnen nach einer Dosis von 6 Gy

bei sofortigem und verztgertem Plattieren. Fur die Fibroblastenlinie des gesunden Spen
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Abb. 3.6: Anzahl der zusétzlichen azentrischen Fragmente, dizentrischen Chromosomen und leta-
len Chromosomenaberrationen fur Fibroblastenlinien von 12 Brustkrebspatientinnen und einem
gesunden Spender. Die Zellen wurden mit 6 Gy bestrahlt und sofort (schwarze Balken) oder nach
48 h (graue Baken) plattiert. Es wurden jeweils 50 Zellen ausgewertet, der Mittelwert gebildet und
die Anzahl unbestrahlter Zellen subtrahiert.
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ders wurden 2.43 + 0.51 zusétzliche azentrische Fragmente bel sofortigem und 1.36 £ 0.2
bel verzogertem Plattieren bestimmt. Fur die 12 Fibroblastenlinien der Brustkrebspatientin-
nen bildeten Werte mit einem Spektrum von 1.15 bis 4.27 zusétzlichen azentrischen Frag-
menten mit 1.15 + 0.3 fur AF09, 1.42 + 1.28 fur AF07, 1.73 + 0.6 fir AF11, 1.85 + 0.86 fur
AFO08, 1.95+ 0.55 fur AF03, 2.06 £ 0.46 fur AF04, 2.24 + 0.9 fir AF10, 2.37 = 0.71 fir
AF01, 2.46 + 0.4 fur AFO5, 2.7 + 1.6 fir AF06, 3.04 + 1.01 fur AF12 und 4.27 + 0.45 fir
AF02 bel sofortigem Plattieren. Bel verzogertem Plattieren zeigte sich ein Spektrum der
Werte von 0.88 his 2.27 zusétzlichen azentrischen Fragmenten mit 0.88 £ 0.2 fir AF09,
0.94 £ 0.33 fur AF11, 1.06 + 0.63 fur AF08, 1.21 + 0.36 fur AF10, 1.24 + 0.71 fur AFOQ7,
1.35+ 0.57 fur AFO01, 1.52 £ 0.45 fur AFO03, 1.0+ 0.48 fur AF04, 1.63 £ 0.32 fur AFO05,
1.79 £ 0.39 fur AF12, 1.83 £ 0.3 fur AF06 und 2.27 + 0.43 fur AFO2.

Es zeigte sich keine deutliche Abweichung der Werte von Brustkrebspatientinnen und
gesundem Spender. Aufféllig war, dass die Werte sowohl nach sofortigem als auch nach
verzogertem Plattieren fir die Linie AF02 gegenliber den anderen deutlich erhoht, die der
Linien AF09 und AF11 dagegen deutlich verringert waren. Vergleicht man die Anzahl ar
sétzlicher azentrischer Fragmente von sofortigem mit verzégertem Plattieren, so fallt auf,
dass in alen untersuchten Fibroblastenlinien eine Reduktion der zusétzlichen azentrischen
Fragmente von sofortigem zu verzogertem Plattieren mit einem sehr unterschiedlichen
Ausmal3 zu beobachten war. So zeigte sich fur die Fibroblastenlinie des gesunden Spenders
eine Reduktion um 1.07 zusétzliche azentrische Fragmente, fur die Fibroblastenlinien
AF02 um 2.0, AF12 um 1.25, AF10 um 1.03, AFO1 um 1.02, AF06 um 0.87, AFO5 um
0.83, AF08 und AF11 um 0.79, AF04 um 0.52, AF03 um 0.43, AF09 um 0.27 und AF07

nur um 0.18 zusétzliche azentrische Fragmente.

Insgesamt zeigte sich fir alle Fibroblastenlinien eine Abnahme der zusétzlichen azentri-
schen Fragmente von sofortigem zu verzogertem Plattieren mit durchschnittlich 0.7 Frag-
menten pro Zelle, wobei die grofite Abnahme bel der Zelllinie AFO2 und nur eine sehr g
ringe bei der Zelllinie AFO7 beobachtet wurde.

Abb. 3.6 B zeigt die Anzahl dizentrischer Chromosomen fir die Fibroblastenlinien e-
nes gesunden Spenders und 12 Brustkrebspatientinnen nach einer Dosis von 6 Gy bel so-
fortigem und verzogertem Plattieren. Es zeigte sich eine deutlich geringere Anzahl dizen
trischer Chromosomen im Vergleich zur Anzahl zusétzlicher azentrischer Fragmente, -
wohl nach sofortigem als auch nach verzégertem Plattieren. Die Fibroblastenlinie des ge-

sunden Spenders zeigte bel verzégertem im Vergleich zu sofortigem Plattieren einen hohe-
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ren Wert mit 0.24 zu 0.1 dizentrischen Chromosomen. Bei den Fibroblastenlinien der 12
Brustkrebspatientinnen zeigte die Linie AFO2 mit 1.38 die héchste Anzahl dizentrischer
Chromosomen, AF11 zeigte 1.07, AF08 0.82, AF12 0.67, AF05 und AF07 0.6, AF06 und
AF09 0.5, AF10 0.44, AF04 0.33 und AF03 0.29. Die Linie AF01 zeigte mit 0.06 die g&-
ringste Anzahl dizentrischer Chromosomen bel sofortigem Plattieren. Bel verzogertem
Plattieren zeigte die Linie AF06 und AF08 mit 0.73 die hdchste Anzahl dizentrischer
Chromosomen, AF02 0.67, AF12 0.52, AF05 und AF07 0.5, AF04 0.45, AF11 0.43, AF10
0.3, AF03 0.27, AF09 0.22 und AF01 0.1 dizentrische Chromosomen.

Es konnte keine generelle Verénderung in der Anzahl dizentrischer Chromosomen von
sofortigem zu verzogertem Plattieren in den einzelnen Zelllinien beobachtet werden. So
zeigten sechs der untersuchten Linien eine Abnahme von sofortigem zu verzogertem Plat-
tieren, wobel die Linie AF02 die stérkste Reduktion um 0.71 zeigte. AF11 zeigte eine Re-
duktion um 0.67, AFO9 um 0.6, AF10 um 0.14, AF05 um 0.1 und AFO3 um 0.02. Die Linie
AFQ7 zeigte keinen Unterschied von sofortigem zu verzogertem Plattieren. Ein Anstieg
von sofortigem zu verzogertem Plattieren konnte in den Linien AFO1 um 0.14, AFO4 um
0.12, AF06 und AF08 um 0.13 und AF12 um 0.15 ermittelt werden.

Abb. 3.6 C zeigt die Anzahl letaler Chromosomenaberrationen fr die Fibroblastenlini-
en eines gesunden Spenders und 12 Brustkrebspatientinnen bei einer Dosis von 6 Gy nach
sofortigem und verzogertem Plattieren. Fur die Fibroblastenlinie des gesunden Spenders
konnten nach sofortigem Plattieren 2.53 letale Chromosomenaberrationen pro Zelle ermit-
telt werden. Die Linien der 12 Brustkrebspatientinnen zeigten Werte zwischen 5.67 und
1.87 letalen Chromosomenaberrationen mit dem hdchsten Wert von 5.67 fur die Zelllinie
AF02. AF12 zeigte 3.71 letale Chromosomenaberrationen, AF06 3.2, AF05 3.06, AF11 2.8,
AF10 2.68, AF08 2.45, AF04 2.39, AF01 2.37, AF03 2.24, AF07 2.02 und AFQ9 zeigte mit

1.87 letalen Chromosomenaberrationen den niedrigsten Wert nach sofortigem Plattieren.

Nach verzogertem Plattieren zeigte die Linie des gesunden Spenders 1.6 letale Chromo-
somenaberrationen pro Zelle. Die Linien der 12 Brustkrebspatientinnen zeigten Werte zw -
schen 2.67 und 1.1. Die Linie AFO2 wies dabel mit 2.67 letalen Chromosomenaberrationen
den hochsten Wert auf. AF06 zeigte 2.56 letale Chromosomenaberrationen, AF12 2.31,
AF05 2.13, AF04 1.97, AF03 1.79, AF08 1.76, AFQO7 1.74, AF10 1.51, AFO1 1.45, AF11
1.37 und die Linie AF09 wies mit 1.1 letalen Chromosomenaberrationen den niedrigsten

Wert nachverzogertem Plattieren auf.

Fir die Fibroblastenlinie des gesunden Spenders zeigte sich gegeniiber dem sofortigen
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Plattieren beim verzogerten Plattieren eine Reduktion der letalen Chromosomenaberratio-
nen um 0.93 pro Zelle. Eine dnliche Reduktion der letalen Chromosomenaberrationen
konnte ebenfalls fir die 12 Linien der Brustkrebspatientinnen gezeigt werden, wobel einige
eine deutlich hohere, andere eine schwéchere Reduktion aufwiesen. So konnte fur die Linie
AF02 die starkste Reduktion mit einem Wert von 2.98 bestimmt werden, wahrend sich eine
nur geringftigige Reduktion von 0.28 fur die Linie AFO7 zeigte. Die Linie AFO4 zeigte eine
Reduktion um 0.42 von sofortigem zu verzogertem Plattieren, AF03 zeigte 0.45, AF09
0.55, AF06 0.64, AF08 0.89, AF05 0.93, AF01 0.98, AF10 1.17, AF12 1.4 und AF11 1.43.

Es wurde in alen Linien eine Reduktion der letalen Chromosomenaberrationen von -
fortigem zu verzogertem Plattieren beobachtet, die hauptsachlich auf die Reduktion der

zusétzlichen azentrischen Fragmente zurlickzufthren war.

3.3. Letale Chromosomenaberrationen und residuelle DNA-Doppelstrangbr tiche

Untersuchungen mit Agenzien, die ausschliefdich DNA-Doppel strangbrtiche erzeugen,
konnten indirekt zeigen, dass der DNA-Doppel strangbruch die ausl6sende V orléuferlasion
fur eine Chromosomenaberration ist. Um zu Uberpriifen, ob eine Beziehung zwischen
nicht-reparierten DNA-Doppelstrangbriichen 24 h nach Bestrahlung und letalen Chromo-
somenaberrationen besteht, wurde die Anzahl der nach 24 h verbliebenen (residuellen)
DNA-Doppelstrangbriiche fur die Fibroblastenlinien von 12 Brustkrebspatientinnen und
einem gesunden Spender bestimmt. Die Zellen wurden mit einer Dosis von 100 Gy ke
strahlt, nach 24 h bei 37°C trypsiniert, zentrifugiert, fur 16 h bei 37°C lysiert und Uber e-
nen Zeitraum von 40 h einer elektrophoretischen Auftrennung nach Grél3e unterzogen. Der
Anteil an ausgewanderter, d. h. geschadigter DNA wurde densitometrisch ausgewertet und

in Gy-Aquivalente umgerechnet.
Abb. 3.7 zeigt die Beziehung zwischen residuellen DNA-Doppelstrangbriichen und le-

talen Chromosomenaberrationen fur Fibroblastenlinien von 12 Brustkrebspatientinnen und
einen gesunden Spender. Fur jede Zdlllinie wurde die Anzahl letaler Chromosomenaberra-
tionen bei 6 Gy nach verzogertem Plattieren gegen die Anzahl residueller DNA-
Doppelstrangbriiche bei 100 Gy, ausgedriickt als Gy-Aquivalenten, aufgetragen (siehe
auch Tabelle 3.2).
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Abb. 3.7: Anzahl der letalen Chromosomenaberrationen und residuellen DNA-Doppelstrangbriiche
von Fibroblasten-Linien von 12 Brustkrebspatientinnen (AF1-12) und einem gesunden Spender
(HHNF1). Die Anzahl der letalen Chromosomenaberrationen bei 6 Gy nach verzogertem Plattieren
wurde gegen die Anzahl der residuellen DNA-Doppelstrangbriiche bei 100 Gy, ausgedrtickt in Gy-
Aquivalenten, aufgetragen. Die Daten wurden mittels linearer Regression angepasst.

Es zeigte sich eine signifikante Korrelation zwischen letalen Chromosomenaberrationen
bei 6Gy und residuellen DNA-Doppelstrangbriichen bei 100 Gy mit r>=0.76 und
p = 0.0005. So zeigten Zelllinien mit einer niedrigen Anzahl letaler Chromosomenaberra-
tionen ebenfalls eine niedrige Anzahl residueller Doppelstrangbriiche und umgekehrt. Die
Variation der Einzelwerte zeigte fur beide Parameter einen ahnlichen Streubereich von 1.1
bis 2.67 um einen Faktor 2.4 fur die letalen Chromosomenaberrationen und 1.93 bis 3.98
um einen Faktor 2.1 fur die residuellen DNA-Doppelstrangbriiche. Die Korrelation der
beiden Parameter legt nahe, dass eine niedrige Anzahl letaler Chromosomenaberrationen
genau dann auftritt, wenn nach einer extensiven Reparatur von DNA-Doppel strangbrtichen

ebenfalls nur eine niedrige Anzahl verbleibt.
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3.4. Beziehung zwischen letalen Chromosomenaberrationen und Zellinaktivierung

Um zu Uberpriifen, ob die Anzahl letaler Chromosomenaberrationen ein Mal fur die
Strahlenempfindlichkeit der Fibroblasten und damit auch ein Indikator fur die individuelle
Strahlenempfindlichkeit von Patientinnen sein kann, wurde untersucht, ob eine Korrelation
zwischen der Zahl letaler Chromosomenaberrationen und der zelluldren Strahlenempfind-
lichkeit, wie sie mittels Kolonietest bei sofortigem und verzogertem Plattieren bestimmt
wurde, bestand.

Tabelle 3.2: Chromosomenaberrationen, residuelle DNA-Doppelstrangbriiche und zelluldres

Uberleben
Zelllinie DSBRbei 100 Gy sofortiges Plattieren verzogertes Plattieren
Gy-Aquivalent CA (6 Gy) UR (6 Gy) CA (6 Gy) UR (6 Gy)
AFO1 257 243 0.0073 145 0.024
AF02 3.98 3.65 0.0018 2.67 0.003
AF03 261 224 0.0038 179 0.029
AF04 3.64 2.39 0.0049 197 0.032
AF05 2.76 3.06 0.0030 2.13 0.023
AF06 3.96 320 0.0029 2.56 0.013
AFO07 294 2.02 0.0014 174 0.019
AF08 3.00 2.65 0.0037 1.76 0.027
AF09 240 1.65 0.0089 1.10 0.054
AF10 267 2.68 0.0015 151 0.023
AF11 193 243 0.0059 1.37 0.047
AF12 4.38 371 0.0056 231 0.068
HHNF1 317 253 0.0049 1.60 0.031

DSBR = Doppdstrangbriiche, UR = Uberlebensrate, AF01-12 = Linien von Brustkrebspatienti-
nen, HHNF1 = Linie eines gesunden Spenders.

Zu diesem Zweck wurde die Uberlebensrate nach Bestrahlung mit 6 Gy bei sofortigem
und verzogertem Plattieren fir die Fibroblastenlinien von 12 Brustkrebspatientinnen und
einem gesunden Spender bestimmt (Tabelle 3.2) und mit der Zahl letaler Chromosomen-
aberrationen bei gleicher Dosis verglichen (Abb. 3.8). Es zeigte sich eine sehr gute Korre-
lation unter den Bedingungen des verzogerten Plattierens fur die beiden Parameter mit
r? = 0.69 und p = 0.0008, wobei eine niedrige Uberlebensrate mit einer hohen Zahl letaler
Aberrationen korrelierte und umgekehrt. Dieses Ergebnis beinhaltet, dass fur die unter-

suchten Fibroblastenlinien die Gesamtzahl |etaler Aberrationen einen hervorragenden Indi-
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kator fur zelluldre Strahlenempfindlichkeit darstellt. Unter den Bedingungen des sofortigen
Plattierens ergab sich ein anderes Bild. So konnte unter diesen Bedingungen keine Korrela
tion zwischen den beiden Parametern gefunden werden (> =0.19 und p = 0.16). Das be-
deutet, dass unter den Bedingungen des sofortigen Plattierens die Anzahl letaler Chromo-

somenaberrationen kein aussagekraftiger Indikator fur die zellulére Strahlenempfindlich-

keit ist.
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Abb. 3.8: Beziehung von zelluldrer Uberlebensrate und letalen Chromosomenaberrationen nach
sofortigem und verzogertem Plattieren flr Fibroblastenlinien von 12 Brustkrebspatientinnen und
einem gesunden Spender. Nach Bestrahlung mit 6 Gy in der Plateauphase wurden die Z€ellen ent-
weder sofort (A) oder 14 h nach Bestrahlung (B) plattiert und mit der konventionellen Metaphasent
Technik oder dem Koloniebildungstest untersucht. Die Daten wurden mittels nicht-linearer Regres-
sion anaysiert.

3.5. Bedeutung des Tumor suppressor proteins TP53

Zellen kdnnen nach ionisierender Bestrahlung durch den mitotischen Zelltod, die
Apoptose und die terminale Differenzierung inaktiviert werden. Welche Form des Zelltods
herbeigefihrt wird, ist vom Zelltyp abhéngig. So sterben Zellen des Darmepithels und des
hadmatopoetischen Systems durch Apoptose oder den mitotischen Zelltod. Fibroblasten

werden dagegen durch die Differenzierung oder den mitotischen Zelltod inaktiviert.

Der mitotische Zelltod wird durch letale Chromosomenaberrationen ausgeldst. Durch
einen DNA-Doppelstrangbruch kommt es bei jeder letalen Chromosomenaberration zu
mindestens einem azentrischen Fragment. Um dieses azentrische Fragment bildet sich in
der auf die Bestrahlung folgenden Zytokinese der Mitose eine separate Membran und es

entsteht ein sogenannter Mikrokern. Die auf diesem Fragment sich befindliche genetische

4
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Information geht beiden Tochterzellen verloren und die durch diese Gene kodierten Protei-
ne verdinnen sich im Verlauf der nachsten Zellteilungen. Die kontinuierliche Reduktion
der essentiellen Proteine Uber mehrere Zelltellungen bewirkt schlussendlich das Absterben
der Zellen.
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Abb. 3.9: Beziehung von letalen Ereignissen und Chromosomenaberrationen. Die Anzahl
der letalen Ereignisse wurde aus dem negativen Logarithmus der Uberlebensrate berechnet
und gegen die Anzahl der letalen Chromosomenaberrationen fir humane Fibroblasten (offe-
ne Symbole) und Zellinien mit inaktivem TP53 (geschlossene Symbole) aufgetragen. Die
Daten wurden mittels linearer Regression berechnet.

Zéllen, die sich nicht in der Proliferation befinden, kénnen folglich nicht mitotisch ao-
sterben. In humanen Fibroblasten, die zu zirka 70% nicht proliferieren, konnen die Zellen
durch einen vollstandigen, irreversiblen Zellzyklusarrest in der G1-Phase mit nachfolgen-
der vorzeitiger Differenzierung inaktiviert werden. Diese Inaktivierung kann auch durch
ionisierende Bestrahlung ausgel6st werden. Man nimmt an, dass der Prozess durch die
durch Bestrahlung entstandenen DNA-Doppelstrangbriiche eingeleitet wird, indem es zu

einer  vom Tumorsuppressorprotein  TP53 abhéngigen, vermehrten Expression des
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p21-Proteins kommt, welches durch Hemmung von CyklinD/Cdk4 und CyklinE/Cdk2 die
Phosphorylierung des Retinoblastoma-Proteins und die Freisetzung des E2F-Proteins ver-
hindert. Die Transaktivierung der Signalkaskade wird verhindert, die Zellen kdnnen nicht

mehr von der G1-Phase in die S-Phase Ubergehen und leiten die Differenzierung ein.

Um die Gewichtung von mitotischem Zelltod und Differenzierung fur die zellulére
Strahlenempfindlichkeit in Fibroblasten zu tberprifen, wurde fur Zellinien mit intaktem
und mutiertem TP53 die Anzahl letaler Chromosomenaberrationen mit der Anzahl letaler
Ereignisse verglichen. Die Anzahl letaler Ereignisse wurde aus dem negativen Logarith
mus der Uberlebensrate nach ionisierender Bestrahlung berechnet. Diese Kalkulation be-
sert auf der Annahme, dass ein letales Ereignis zufdllig auftritt und im Falle von 100 be-
strahlten Zellen aufgrund der randomisierten Verteilung im Mittel 37 der Zellen inaktiviert
werden. Das bedeutet, dass bei einem letalen Ereignis die Uberlebensrate von 100 auf 37%
reduziert wird (Jung 1998).

Abb. 3.9 zeigt die Beziehung zwischen letalen Ereignissen und letalen Chromosomen-
aberrationen fur Zellinien mit intaktem und mutiertem TP53 unter den Bedingungen des
verzogerten Plattierens. Fur die Zelllinien mit intaktem TP53 wurden die Daten der Fibro-
blastenlinien
AF01-12 aus Abb. 3.8 verwendet, erweitert durch Messungen der Zelllinien AF09 und
HHNF1 Uber einen Dosisbereich von 0 bis 8 Gy. Fiur die Zellinien ohne intaktes
TP53-Gen wurden die Daten von den Linien LFS2800, FaDu und CHO K1 nach Bestrah-
lungsdosen von 0 bis 12 Gy gewonnen. Aufgetragen wurde die Anzahl |etaler Ereignisse,
berechnet aus dem negativen Logarithmus der Uberlebensrate wie sie mit dem Koloniebil-
dungstest ermittelt wurde, gegen die Anzahl letaler Chromosomenaberrationen bei gleicher
Dosis.

Far die Zdllinien mit intaktem TP53 zeigte sich ein linearer Anstieg letaler Chromoso-
menaberrationen mit einer Steigung von 2.0 + 0.05 letalen Ereignissen pro Chromosomen-
aberration. Das bedeutet eine Rate von 2:1 letalen Ereignissen zu Chromosomenaberra-
tionen und indiziert, dass nur die Hafte der Zellen durch letale Chromosomenaberrationen
nach Bestrahlung unter verzégertem Plattieren abstirbt. Betrachtet man dagegen die Zdllli-
nien mit einem Defekt im TP53-Gen, so zeigt sich eine vollig andere Beziehung von leta-
len Ereignissen zu letalen Chromosomenaberrationen. Fir diese Zdllinien wird die Korre-
lation ebenfalls durch einen linearen Anstieg charakterisiert, aber mit einer Steigung von
1.01 + 0.02 von letalem Ereignis zu letaler Chromosomenaberration. Dieses 1: 1 Verhalt-
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nis demonstriert, dass fur diese Zelllinien die Inaktivierung ausschlief3dlich aus der Anzahl
letaler Chromosomenaberrationen resultiert. Diese Ergebnisse lassen den Schluss zu, dass
in humanen Fibroblasten die Inaktivierung durch einen weiteren, eben den TP53-

abhangigen Prozess der permanente G1-Arrest ausgel 6st werden kdonnte.
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4. DISKUSSION

Ziel dieser Arbeit war es zu Uberprifen, ob es in humanen Fibroblasten einen Zusam:
menhang zwischen letalen Chromosomenaberrationen und zellulérer Strahlenempfindlich-
keit gibt. Dabel war es von besonderem Interesse, ob die letalen Chromosomenaberratio-
nen das Resultat residueller DNA-Doppelstrangbriiche sind und ob das funktionelle Tu-
morsuppressorprotein TP53 eine Bedeutung fur die zellulare Strahlenempfindlichkeit hu-
maner Fibroblasten hat. Die individuelle Strahlenempfindlichkeit wurde dabei Uber den
Nachweis von letalen Chromosomenaberrationen in vitro bestrahlter Fibroblasten ermittelt
und mit der Uberlebensrate im Kolonietest verglichen. Die Anzahl letaler Chromosomen-
aberrationen wurde mit der Anzahl der durch Pulsfeld-Gelelektrophorese ermittelten resi-
duellen DNA-Doppelstrangbriiche verglichen. Die Bedeutung des Tumorsuppressorpro-
teins TP53 fir die zellulare Strahlenempfindlichkeit wurde anhand von Messungen an Li-
nien mit intaktem oder defektem TP53 durchgefiihrt.

Durch den Vergleich mit dem Kolonietest konnte gezeigt werden, dass letale Chromo-
somenaberrationen humaner Fibroblasten unter verzogertem Plattieren sehr gut als Mal3 fur
die Strahlenempfindlichkeit genutzt werden konnen. Dieser Zusammenhang konnte dabei
erstmals auf die Anzahl residueller DNA-Doppelstrangbrtiche zuriickgefihrt werden. Es
konnte in dieser Arbeit ebenfalls erstmalig gezeigt werden, dass fur die individuelle Strah
lenempfindlichkeit humaner Fibroblasten mit intaktem TP53 nicht ausschliefdlich letale
Chromosomenaberrationen sondern auch die TP53-abhéngige terminale Differenzierung

von grofder Bedeutung ist.

4.1. Methodische Vorarbeiten

Die Zahl der Chromosomenaberrationen wurde fir die Fibroblasten mittels konventio-
neller MetaphasenTechnik bestimmt (Abb. 3.1). Dafir wurden die Fibroblasten in der
Plateauphase bestrahlt, nach Stimulation zur Proliferation in der ersten Metaphase angehal-
ten und die Zahl letaler Chromosomenaberrationen lichtmikroskopisch bestimmt. Die
Auswertung beschrénkte sich dabel auf die Zahl letaler Chromosomenaberrationen, das
bedeutet auf zusétzliche azentrische Fragmente sowie dizentrische Chromosomen. Bevor
mit dem Vergleich mehrerer Linien begonnen werden konnte waren mehrere Etablierungs-
experimente an einer Zelllinie notwendig. Diese Arbeiten wurden an der Linie HHNF1

eines gesunden Spenders durchgefihrt.
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4.1.1. Letale Chromosomenaberrationen

Die Zahl der Chromosomenfragmente zeigte sowohl fir unbestrahlte als auch fir be-
strahlte Fibroblasten eine Poissonverteilung, deren Mittelwert mit der Dosis zunahm
(Abb.3.2 und 3.3). In unbestrahlten Fibroblasten lag die Anzahl der Chromosomenfrag-
mente fur die Fibroblastenlinie des Normalspenders bel 46.1 (Tabelle 3.1). Dies ergibt
nach Abzug der Zahl von 46 Chromosomen fir diploide humane Zellen einen Wert von
0.1 zusétzlichen azentrischen Fragmenten. O Driscoll et al. wiesen 1998 ebenfalls nur bei
3% unbestrahlter Fibroblasten mittels Mikrokerntest eine leicht erhohte Anzahl an sponta-
nen Mikrokernen nach. Die gleiche Beobachtung machten Nachtrab et al. 1998 fir unbe-
strahlte Hautfibroblasten von 27 Krebspatienten. Insgesamt kann daher festgestellt werden,
dass in unbestrahlten Fibroblasten die Anzahl spontan auftretender letaler Chromosomen-
aberrationen nur sehr gering ist.

Die Anzahl dizentrischer Chromosomen nahm linear-quadratisch mit der Dosis zu. Es
wurden im Mittel 0.34 dizentrische Chromosomen pro Zelle bel einer Dosis von 6 Gy ¢
messen (Abb. 3.3, Tabelle 3.1). Dieser Wert ist vergleichbar mit dem anderer Autoren. So
wurde mit 0.4 dizentrischen Chromosomen ein sehr @hnlicher Wert von Virsik-Peuckert
et al. (1997) und Borgmann et al. (2002) ermittelt. Cornforth und Bedford (1987) zeigten

dagegen mit 0.8 dizentrischen Chromosomen einen deutlich h6heren Wert.

Die durch Summierung dizentrischer Chromosomen und zusétzlicher azentrischer
Fragmente erhaltene Anzahl letaler Chromosomenaberrationen nahm ebenfalls linear-
quadratisch mit der Dosis zu (Abb. 3.3), wobei die Anzahl zusétzlicher azentrischer Frag-
mente im Vergleich zu den dizentrischen Chromosomen deutlich erhdht war, bel einer Do-
sisvon 6 Gy um das 9-fache. Ein entsprechendes Verhdtnis von Chromosomenfragmenten
zu dizentrischen Chromosomen wurde auch in anderen Arbeiten nachgewiesen (Cornforth
und Bedford 1987, Virsk-Peuckert et al. 1997, Fabry et al. 1988, Bedford 1991, Nachtrab
et al. 1998, Russell et al. 1995, Rave-Frank et al. 2001). In einer sehr detaillierten Auf-
schlUisselung der zusétzlichen azentrischen Fragmente konnte von Cornforth und Bedford
(1987) gezeigt werden, dass interstitielle Deletionen den Hauptanteil der zusétzlichen
azentrischen Fragmente nach Bestrahlung reprasentieren und terminale Deletionen von

untergeordneter Bedeutung sind.

Ein linear-quadratischer Anstieg der letalen Chromosomenaberrationen mit der Dosis
konnte in alen vergleichbaren Arbeiten ermittelt werden (Tabelle 4.1). Es zeigte sich -

diglich ein Unterschied in der Gewichtung von linearem a1 quadratischem Anteil bei den
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einzelnen Autoren (Cornforth und Bedford 1987, Virsik-Peuckert et al. 1997, Rave-Frank
et al. 2001).

Die Funktionen der linear-quadratischen Ausgleichskurven der Dosis- Effekt-Kurven
folgen der Gleichung Y= aD + bD? wobei D die Funktionsvariable der Dosis ist, a der
Funktionsparameter fir den linearen Anteil und b der Funktionsparameter fir den quadra-
tischen Antell (ip = sofortiges Plattieren, dp = verzogertes Plattieren).

Tabelle4.1: Funktionsvariablen a und b der linear-quadratischen Dosis-Effekt-Kurven fir le-
tale Chromosomenaberrationen in humanen Fibroblasten

Autor Jahr  Zdllinie Dosis(Gy) Féarbung Platt. a (Gy') b (Gy?d)
Dede 2003  HHNF1 0-12 Giemsa dp 0.0547 0.02975
Cornforth et al. 1987  AG1522 0-12 Giemsa dp 0.0805 0.01610
Dede 2003  HHNF1 0-12 Giemsa ip 0.1616 0.03916

Rave-Frank etal. 2001 HSF-2 04 Giemsa ip 0.0600 0.03500

Die separate Auswertung zusétzlicher azentrischer Fragmente und dizentrischer Chro-
mosomen der einzelnen Fibroblastenlinien zeigte keine Korrelation der beiden Aberrati-
onstypen (Abb. 3.6). Das bedeutet, dass eine Fibroblastenlinie, die eine hohe Anzahl ar
sétzlicher azentrischer Fragmente aufwies, nicht unbedingt eine hohe Anzahl dizentrischer
Chromosomen zeigt. Bei der Untersuchung von Lymphozyten wurde dieses zuvor bereits
von Borgmann et al. 2002 gezeigt. Eine fehlende Korrelation von Translokationen und
dizentrischen Chromosomen konnte von Virsik-Peuckert et al. 1997 ebenfalls in humanen
Fibroblasten gezeigt werden. Diese Befunde deuten insgesamt darauf hin, dass die ver-

schiedenen Aberrationstypen durch voneinander unabhangige Prozesse entstehen.

4.1.2. Inter- und Intravariabilitat

Fir die Bestimmung der individuellen Strahlenempfindlichkeit ist die Zuverléssigkeit
der Methode von entscheidender Bedeutung. Um die methodischen und statistischen
Schwankungen zu minimieren wurden pro Linie immer zwei unabhéngige Experimente
durchgefuhrt (Abb. 3.4), die nur geringfligige Unterschiede in der Anzahl zusétzlicher
azentrischer Fragmente und dizentrischer Chromosomen zeigten. So wies die intraindivi-
duelle Variation bel einer Dosis von 6 Gy fir die zusétzlichen azentrischen Fragmente die
grofdte Variation mit einem Koeffizienten von 3% auf. Der Vergleich der zusétzlichen
azentrischen Fragmente verschiedener Fibroblastenlinien zeigte dagegen eine deutlich h-
here Variation mit 25% (Abb. 3.6). Das bedeutet, dass die Variation der Fibroblastenlinien

47



DISKUSSION

verschiedener Spenderinnen (Intervariabilitdt) deutlich hoher war as die Variation der Fi-
broblastenlinien eines Spenders (Intravariabilitét). Da in Fibroblasten die zusétzlichen
azentrischen Fragmente zirka 90% der letalen Chromosomenaberrationen ausmachen,
konnen die obigen Werte auch auf die Intra- und Intervariabilitét aler letalen Chromoso-

menaberrationen Ubertragen werden.

Auch in anderen Studien wurde gezeigt, dass bel Untersuchungen von Patientenproben
die interindividuelle Variation grof3er war als die intraindividuelle. O’ Driscoll et al. fanden
1998 beim Nachweis von Chromosomenaberrationen mittels Mikrokerntest eine signifi-
kant hthere Intervariabilitdt mit 62% gegeniber einer Intravariabilitét mit 32%. Auch von
Rudat et al. wurde 1997 beim Nachweis der Strahlenempfindlichkeit mit Hilfe des Kolo-
nietests eine deutlich (p < 0.001) hohere Intervariabilitdt von 32% gegeniber einer Intrave-
riabilitét von 12% gemessen. Dass die Inter- gegenuber der Intravariabilitét, mittels Chro-
mosomenaberrationen bestimmt, deutlich hoher ist, konnte auch fir humane Lymphozyten
in einer Reihe von Studien nachgewiesen werden (Floyd und Cassoni 1994, Slonina und
Gasinska 1997, Scott et al. 1999).

4.1.3. Bedeutung des Plattierens auf |etale Chromosomenaberrationen

Die Anzahl letaler Chromosomenaberrationen wurde unter den Bedingungen des -
fortigen Plattierens, direkt nach Bestrahlung, mit den letalen Chromsomenaberrationen
unter den Bedingungen des verzdgerten Plattierens, nach einer Inkubation von 14 h, vergli-
chen. Dabei zeigte sich unter beiden Bedingungen ein linear-quadratischer Anstieg der
Chromosomenaberrationen mit der Dosis, wobei der Anstieg unter den Bedingungen des
verzogerten Plattierens deutlich niedriger war im Vergleich zum sofortigen Plattieren, mit
einer Reduktion von im Mittel um 35%. Diese Abnahme ist ausschliefdich auf die Reduk-
tion zusdtzlicher azentrischer Fragmente zurtickzufUhren Eine Abnahme letaler Aberratio-
nen von sofortigem zu verzogertem Plattieren um zirka 44% konnte ebenfalls von Corn-
forth und Goodwin (1991) beobachtet werden. Unter Verwendung anderer Untersu-
chungsmethoden zeigte sich auch bei anderen Autoren immer eine deutliche Abnahme von
sofortigem zu verzogertem Plattieren (Azzam et al. 2000, Volkmer und Virsik-Peuckert
1990, Virsik-Peuckert et al. 1997, Greinert et al. 1996).

Das beobachtete Phanomen wird als “ Reparatur der potentiell letalen DNA-Schaden*
bezeichnet. Bei diesen DNA-Schaden handelt es sich um Defekte, die fur die Zelle nur
dann letal sind, wenn die Zelle unmittelbar nach Bestrahlung (sofortiges Plattieren) zur

Proliferation gezwungen wird. Wird die Zelle in einem nicht-proliferierenden Zustand wie
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der Plateauphase gehalten (verzogertes Plattieren), erhélt sie Zeit zur Reparatur, ohne in
die SPhase einzutreten und ist fahig, diese DNA-Schaden zu beseitigen und die Walr-
scheinlichkeit, dass die Zelle Uberlebt, erhoht sich.

Bezogen auf die hier présentierten Ergebnisse bedeutet dies, dass alle untersuchten Fi-
broblastenlinien fahig waren, potentiell letale Chromosomenaberrationen zu reparieren und

somit nach einer Reparaturzeit von 14 h eine deutlich reduzierte Anzahl aufwiesen.

4.2. Letale Chromosomenaberrationen und residuelle DNA-Doppelstrangbrtiche

Die Anzahl residueller DNA-Doppelstrangbriiche, ausgedriickt in Gy-Aquivalenten bei
einer Dosis von 100 Gy, wurde gegen die Anzahl letaler Chromosomenaberrationen bei
6 Gy aufgetragen. Es zeigte sich eine signifikante Beziehung beider Parameter mit
r? = 0.76 und p = 0.0005, wobei eine geringe Anzahl residueller DNA-Doppelstrangbriiche
mit einer niedrigen Anzahl letaler Chromosomenaberrationen und umgekehrt korrelierte.
Der Streubereich der Einzelwerte zeigte ebenfalls ein vergleichbares Spektrum von 1.1 bis
2.67 fur die letalen Chromosomenaberrationen und 1.93 bis 3.98 fir residuelle DNA-
Doppelstrangbrtiche.

Man geht davon aus, dass sich letale Chromosomenaberrationen aus DNA-Doppel-
strangbrtichen entwickeln, falls diese nicht oder falschrepariert werden (Eastham et al.
1999, Giaccia et al. 1992). Diese nicht oder falsch reparierten DNA-Doppelstrangbriiche
werden auch als residuelle DNA-Doppelstrangbriiche bezeichnet. In mehreren Arbeiten
konnte gezeigt werden, dass nach Bestrahlung die Uberlebensrate mit der Zahl der residu-
ellen DNA-Doppelstrangbrtiche korreliert (Dikomey et al. 2003, Johansen et al. 1996, Kil-
tieetal. 1999, Lloyd et al. 1975, Lloyd et al. 1988, Natargjan et al. 1980, Obe et al. 1987).
Die Beziehung von residuellen DNA-Doppel strangbriichen und letalen Chromosomenaber-
rationen konnte alerdings bis jetzt nur indirekt gezeigt werden. Cornforth und Bedford
beobachteten 1993, dass die Behandlung von Fibroblasten mit Restriktionsendonukleasen
zu einer Fragmentierung von Chromosomen fihrte. Eine Inkubation mit Agenzien wie zum
Beispiel Wasserstoffperoxid und Senfgas, die primér nur Einzelstrangbriiche oder Basen-
schaden induzieren, bewirkte dagegen keine Chromosomenfragmentierung (lliakis et al.
1992, Wlodek und Hittelmann 1988). Die signifikante Korrelation letaler Chromosoment
aberrationen und residueller DNA-Doppelstrangbriiche bestédtigt diese Annahme. Aller-
dings sind Chromosomenaberrationen wie dizentrische Chromosomen méglicherweise das
Resultat einer Fehlreparatur, da die Bruchpunkte zweier gebrochener Chromosomen nicht

korrekt sondern mit einem Bruchstiick des anderen Chromosoms verknipft werden. Die

49



DISKUSSION

Befunde von Lobrich et al. (1998) und Rothkamm et al. (2001) weisen darauf ebenfalls
hin. Sie zeigten, dass die Anzahl residueller DNA-Doppelstrangbriiche nicht nur das Re-

sultat nicht-reparierter sondern auch von falschreparierter DNA-Doppel strangbriiche sind.

4.3. Letale Chromosomenaberrationen und Zellinaktivierung in Fibroblastenlinien

In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass die Zahl letaler Chromosomenaberrationen signi-
fikant mit dem ZellUberleben unter den Bedingungen verzogerten Plattierens fur Fibrobla
stenlinien von 12 Brustkrebspatientinnen und einem gesunden Spender korrelierte
(r*=0.69 und p = 0.008), jedoch nicht unter den Bedingungen des sofortigen Plattierens
(Abb. 3.8). Die Anzahl letaler Chromosomenaberrationen wurde nach sofortigem und ver-
zGgertem Plattieren gegen die Uberlebensrate bei 6 Gy fir 12 Fibroblastenlinien von
Brustkrebspatientinnen und einem gesunden Spender aufgetragen. Es zeigte sich eine star-
ke Streuung der Werte von 1.87 bis 5.67 bei sofortigem und von 1.1 bis 2.67 letalen Chro-

mosomenaberrationen pro Zelle bei verzdgertem Plattieren bei einer Dosis von 6 Gy.

Ein vergleichbar deutlichen Unterschied in der Anzahl letaler Chromosomenaberratio-
nen von 0.49 bis 1.36 bei Fibroblastenlinien von Patientinnen konnte auch von Rave-Frank
et al. 2001 ermittelt werden. Kuhlmann fand 2003 fur 8 Fibroblastenlinien von Patienten
mit unterschiedlichen Reaktionen nach Strahlentherapie ebenfalls eine Streuung der Ein-
zelwerte von 2.0 bis 3.0 mit einer signifikanten Korrelation von letalen Chromosomenaber-
rationen und Uberlebensrate mit p = 0.005 unter den Bedingungen des verzogerten Plattie-
rens. Eine dhnliche Korrelation wurde von Lara et al. 1996 fur neun Fibroblastenlinien mit
genetischen Defekten in verschiedenen DNA-Reparaturgenen gemessen. Auch von
O'Driscoll et al. (1998) wurde beim Nachweis der Chromosomenschaden mit dem Mikro-
kerntest eine Korrelation mit der Uberlebensrate ermittelt ( = 0.014). Eine signifikante
Korrelation von residuellen DNA-Doppelstrangbriichen und Zell tiberleben konnte eben
fals unter den Bedingungen des verzdgerten, nicht aber unter den Bedingungen des sofor-
tigen Plattierens von Dikomey et al. (2000) gezeigt werden. Diese Daten indizieren, dass
unter den Bedingungen des sofortigen Plattierens das zelluldre Uberleben primér durch
Prozesse bestimmt wird, die nicht im direkten Zusammenhang mit der Bildung letaler

Chromosomenaberrationen stehen.

Zahlreiche Arbeiten weisen darauf hin, dass nach ionisierender Bestrahlung letale
Chromosomenaberrationen letztendlich zum Verlust der Teilungsfahigkeit der Zellen fih
ren (Burnet et al. 1992, Coco-Martin et al. 1999, Dewey et al. 1970). Mit zunehmender

Dosis steigt die Zahl der letalen Aberrationen an und dementsprechend nimmt die Uberle-
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bensrate der Zellen ab. Auch die Unterschiede in der zelluléren Strahlenempfindlichkeit,
wie sie in Abhangigkeit vom Zellzyklus oder der Dosisrate gemessen werden, konnten auf
Unterschiede in der Zahl der gebildeten letalen Aberrationen zurlickgeftihrt werden (De-
wey et al. 1971, Eastham et al. 2001).

Fasst man die Daten zusammen, so zeigt sich sehr deutlich, dass ein kausaer Zusam-
menhang zwischen den residuellen Doppelstrangbrichen, den letalen Chromosomenaber-
rationen und der Zellinaktivierung unter den Bedingungen des verzogerten Plattierens be-
steht: je mehr residuelle Doppelstrangbriiche in einer Zelle verbleiben, desto groler ist die
Zahl letaler Aberrationen und damit letzterdlich das Ausmal? der Inaktivierung.

4.4. Bedeutung der terminalen Differenzierung

Das bedeutsamste Ergebnis dieser Arbeit ist, dass fur Fibroblastenlinien mit einem
funktionellen TP53 das Verhdltnis von letalem Ereignis zu letaler Chromosomenaberration
im Mittel 2:1 und fur Zdllinien mit einem Defekt im TP53 1 : 1 betrug. Das bedeutet,
dass bei einem intakten TP53-Gen nach ionisierender Bestrahlung nur die Hélfte der Zellen
durch letale Chromosomenaberrationen inaktiviert wird. Die andere Hélfte der Inaktivie-
rung scheint durch einen TP53-abhéngigen Prozess, wahrscheinlich den permanenten
G1-Arrest, ausgel 6st zu werden. Der Apoptose, als weiteren moglichen Weg der Inaktivie-
rung, wird in humanen Fibroblasten nach Réntgenbestrahlung keine Bedeutung zugeordnet
(Dikomey et al. 2003, KastenPisula et al. 2005). Zellen mit einem Defekt im TP53-Gen
konnen keinen permanenten G1-Arrest durchfihren und sterben ausschlief3dich durch letale
Chromosomenaberrationen. Dies fuhrte in diesen Zellen zu einem 1 : 1 Verhdtnis von leta-

lem Ereignis zu letaler Chromosomenaberration (Abb. 3.9).

Bei einer Dosis von 6 Gy wird die Uberlebensrate der Fibroblasten im Mittel auf 0.025
unter den Bedingungen des verzogerten Plattierens reduziert (Abb. 3.9). Wenn die Hélfte
dieser Inaktivierung durch letale Chromosomenaberrationen ausgel 6st wird und die andere
durch den permanenten G1-Arrest, bedeutet dies fir den permanenten G1-Arrest
0.025Y2 = 0.16. Nach dieser Kalkulation (1 —0.16) wiirden 84% der Fibroblasten durch
den permanenten G1-Arrest blockiert werden. Dieser kalkulierte Wert liegt in der gleichen
Grolenordnung wie er fir eine Dosis von 6 Gy von Di Leonardo et al. (1994) und Linke
et al. (1997) mit 70-90% gemessen wurde.

Die in dieser Arbeit beschriebene 2 : 1 Rate fur Fibroblasten geht im Gegensatz zu Da-

ten von Cornforth und Bedford (1987), die eine 1:1 Rate fir die Fibroblastenlinie
AG 1522 bestimmten. Eine 1:1 Rate wurde auch in anderen Arbeiten ausschliefdlich for
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Fibroblastenlinien mit einem Defekt im TP53-Gen gemessen (Lenardo et al. 1994, Boyle
et al. 1999). Little et al. (1985) zeigten bel einer Dosis von 4 Gy keinen G1-Arrest fur die
Fibroblastenlinie AG 1522, sodass diese Fibroblastenlinie scheinbar einen Defekt im TP53-
oder einem anderen in diese Signalkaskade involvierten Gen des permanenten G1-Arrests

aufweist.

Bel genauerer Analyse der Daten féllt auf, dass die Fraktion der durch letale Chromo-
somenaberrationen inaktivierten Zellen fur die einzelnen Fibroblastenlinien zwischen
35 und 65% variiert. Eine ahnliche Variation wird ebenfalls fir den G1-Arrest angenom-

men und anhand weiterer Untersuchungen Uberprift werden.

Es zeigte sich auch, dass bei sofortigem Plattieren der Anteil an Zellen, der durch den
permanenten G1-Arrest inaktiviert wurde, deutlich hther war als bei Zellen nach verzoger-
tem Plattieren (Azzam et al. 2000). Diese Beobachtung legt nahe, dass der Anteil an Zel-
len, der durch letale Chromosomenaberrationen inaktiviert wurde, zirka 50% und somit
beim sofortigen Plattieren im Vergleich zum verzdgerten Plattieren deutlich geringer ist.
Dies konnte auch erklaren, warum die Korrelation zwischen letalen Chromosomenaberra-
tionen unter sofortigem und verzégertem Plattieren so unterschiedlich ausfallt. Wahrend
sich unter den Bedingungen des verzdgerten Plattierens eine signifikante Korrelation mit
der Anzahl letaler Chromosomenaberrationen zeigt, 18sst sich unter den Bedingungen des

sofortigen Plattierens allenfalls ein Trend der beiden Parameter erkennen.

Fasst man die Daten zusammen, so konnte gezeigt werden, dass die eine Hélfte der Zel-
len durch letale Chromosomenaberrationen und die andere Halfte durch den permanenten
G1-Arrest nach Bestrahlung unter den Bedingungen des verzogerten Plattierens inaktiviert

wird, wobel der |etztere Prozess von dem Tumorsuppressorprotein TP53 abhangig ist.
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Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Bedeutung der Chromosonenaberrationen fir die
zellulére Inaktivierung von humanen Fibroblasten untersucht. Die Untersuchung wurde an
12 Fibroblastenlinien von Brustkrebspatientinnen sowie einer Linie von einem gesunden
Spender durchgeftihrt. Diese Linien verfligen jewells Uber normales TP53. Zum Vergleich
wurden die Untersuchungen ebenfalls an 3 Zelllinien mit einem defekten TP53-Gen
durchgefuhrt. FUr die einzelnen Zdlllinien wurde die zelluldre Inaktivierung sowohl nach
sofortigem als auch nach verzégertem Plattieren bestimmt und mit der jeweiligen Anzahl
an letalen Chromosomenaberrationen verglichen. Die Zahl der letalen Chromosomenaber-
rationen wurde anhand der Anzahl zusétzlicher azentrischer Fragmente und dizentrischer
Chromosomen bestimmt. Die Zahl der Chromosomenschaden wurde ebenfalls mit den
residuellen DNA-Doppelstrangbriichen, wie sie mittels Pulsfeld-Gelelektrophorese ermit-
telt, verglichen. Insgesamt wurden folgende Ergebnisse erzielt:

1. Die Summe letaler Chromosomenaberrationen, bestehend aus zusétzlichen azentri-
schen Fragmenten und dizentrischen Chromosomen, steigt linear-quadratisch mit der
Dosisan (Abb. 3.3-3.5), wobei zirka 90% der Ietalen Chromosomenaberrationen auf
terminale oder interstitielle Fragmente und nur 10% auf dizentrische Chromosomen
zurickzufihren sind.

2. Die Intravariabilitét dieser Aberrationen ist durch einen Variationskoeffizienten von
im Mittel 3% gekennzeichnet (Abb. 3.4).

3. Zwischen den 12 verschiedenen Fibroblastenlinien variiert bei einer Bestrahlung mit
6 Gy die Anzahl letaler Chromosomenaberrationen von 1.1 bis 2.7 (Abb. 3.8). Dies
entspricht einem V ariationskoeffizienten von 13% und ist damit um den Faktor vier
hoher as die intraindividuelle Variation mit 3%.

4. Bei verzogertem Plattieren nach Bestrahlung ist die Anzahl letaler Chromosoment
aberrationen deutlich niedriger as bei sofortigem Plattieren (Abb. 3.5 und 3.6).

5. Die Anzahl letaler Chromosomenaberrationen korreliert mit der Anzahl residueller
DNA-Doppelstrangbriiche (r*> = 0.76 und p = 0.0005), wobei eine Fibroblastenlinie
mit einer hohen Anzahl an letalen Chromosomenaberrationen ebenfalls eine erhthte
Anzahl an residuellen DNA-Doppel strangbriiche zeigt und umgekehrt (Abb. 3.7).
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6. Fir die 13 Fibroblastenlinien korreliert bei einer Dosis von 6 Gy die Anzahl letaler
Chromosomenaberrationen signifikant mit der Uberlebensrate (r>=0.69 und
p = 0.0008). Diese Korrelation wird aber nur fir verzogertes, aber nicht fur soforti-
ges Plattieren gefunden (r? = 0.19 und p = 0.16).

7. Fur Fibroblastenlinien mit intaktem TP53 zeigt sich eine lineare Beziehung zwischen
der Zahl der letalen Ereignisse und den letalen Chromosomenaberrationen, wobei im
Mittel auf eine letale Aberration zwel |etale Ereignisse kommen.

8. Fur die Zdllinien mit einem defekten TP53-Gen zeigt sich ebenfalls eine lineare Be-
ziehung zwischen den letalen Ereignissen und den letalen Aberrationen, wobei aber
im Mittel auf eine Aberration genau ein letales Ereignis kommt. Diese Beobachtung
zeigt damit erstmalig, dass bei Fibroblasten mit intaktem TP53-Gen nur die Halfte
der Inaktivierung nach Bestrahlung auf letale Chromosomenaberrationen zurtickzu-
fahren ist, wahrend fr die andere Halfte ein anderer Mechanismus — mdglicherwei-
se der permanente G1-Arrest — verantwortlich ist. Dahingegen werden Zellen mit ei-
nem inaktiven TP53-Gen nach Bestrahlung ausschlieffdlich durch letale Chromoso-
menaberrationen inaktiviert.
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