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1. ARBEITSHYPOTHESE UND FRAGESTELLUNG

Das Ziel der kurativen Strahlentherapie ist es, unter gleichzeitiger maximaler Schonung
der umliegenden gesunden Gewebe eine mdglichst hohe Strahlendosis in den Tumor und
sein mogliches Ausbreitungsgebiet einzustrahlen. Die maximale Strahlendosis ist jedoch bei
den meisten Tumorentitaten aufgrund des im Bestrahlungsfeld befindlichen Normalgewebes
limitiert, da etwa 5-10% der Patienten eine schwere Normalgewebsreaktion zeigen. Deshalb
besteht ein grolies allgemeines Interesse daran, eine Voraussage fiir diese Patienten zu
treffen. Um eine Pradiktion der Normalgewebsreaktionen vornehmen zu kdnnen, ist es
notwendig, geeignete Testverfahren zu entwickeln. Dabei hat sich die Bestimmung der
azentrischen Chromosomenfragmente in Lymphozyten als ein potentieller Marker etabliert
(Borgmann et al. 2008, Hoeller et al. 2003). Unklar ist jedoch, ob die Bildung der
azentrischen Chromosomenfragmente durch eine vorangegangene Strahlentherapie
verandert wird. Dies hatte die Konsequenz, dass zuklnftige Untersuchungen zur
Entwicklung pradiktiver Testverfahren nur mit Patienten durchgeflihrt werden kénnten, die
zuvor nicht bestrahlt wurden. Dies wirde insbesondere die Aussagekraft von retrospektiven

Untersuchungen sehr einschranken.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden daher Patienten sowohl vor als auch nach einer
Strahlentherapie untersucht. Diese Patienten wurden zusatzlich mit einer Gruppe von

gesunden Spendern verglichen. Insgesamt wurden folgende Fragestellungen bearbeitet:

1. Gibt es einen Unterschied zwischen gesunden Spendern und Tumorpatienten in

der Anzahl der spontan auftretenden azentrischen Chromosomenfragmente?

2. Gibt es einen Unterschied zwischen gesunden Spendern und Tumorpatienten in
der Anzahl der strahleninduzierten azentrischen Chromosomenfragmente nach in

vitro Bestrahlung?

3. Wird die Anzahl sowohl der spontanen als auch der nach in vitro Bestrahlung
induzierten azentrischen Chromosomenfragmente durch eine Strahlentherapie

verandert?

4. Hangt diese mdgliche Veranderung von weiteren EinflussgroRen wie der Grole

des Bestrahlungsfeldes bzw. dem Alter der Patienten ab?
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2. EINLEITUNG

2.1. Epidemiologie von Tumorerkrankungen in Deutschland

Krebserkrankungen sind nach Herz-Kreislauf-Erkrankungen die zweithaufigste
Todesursache in Deutschland. Im Jahr 2007 verstarben in Deutschland 211.765 Personen
infolge boésartiger Neubildungen (Statistisches Bundesamt 2008). Aufgrund des
demografischen Alterungsprozesses stieg die Anzahl an Krebsneuerkrankungen bei
Mannern zwischen 1990 und 2002 um 39,1% (3,3% pro Jahr) (Gesundheitsberichterstattung
des Bundes 2006) und zwischen 2002 und 2004 um etwa 5% (Batzler et al. 2008). Bis zum
Jahr 2020 rechnen das Statistische Bundesamt und das Robert-Koch-Institut mit einer
weiteren deutlichen Zunahme der Krebsneuerkrankungen. Fir Manner Uber 65 Jahre wurde
ein Anstieg von Uber 50% im Jahr 2020 errechnet (Gesundheitsberichterstattung des Bundes
2006).

Seit 1970 zeigt sich insgesamt eine Verbesserung der 5-Jahres-Uberlebensraten von
Krebspatientinnen und -patienten. Der deutliche Anstieg der Uberlebenswahrscheinlichkeit
bei Mannern ist auf die verbesserte Friiherkennung des Prostatakarzinoms zurtickzuflihren,
weitere Ursachen sind der Riickgang von Lungen- und Speiserdhrentumoren mit unginstiger
Prognose bei gleichzeitigem Anstieg von Brustkrebserkrankungen mit giinstiger Prognose
(Batzler et al. 2008, Willich et al. 2002).

Die haufigste Krebsart beim Mann ist das Prostatakarzinom mit 58.570 jahrlichen
Neuerkrankungen in Deutschland, gefolgt von Darmkrebs mit 37.250 und Lungenkrebs mit
32.850. Bei der Frau ist die haufigste Krebserkrankung das Mammakarzinom mit 57.230
Neuerkrankungen pro Jahr (24.5%) und einem mittleren Erkrankungsalter von 63 Jahren,
wobei 40% der erkrankten Frauen unter 60 Jahre alt sind. Bei Frauen im Alter zwischen 35
und 55 Jahren ist das Mammakarzinom mit 18% aller Krebstodesfalle die haufigste
Todesursache. Zweithaufigste Tumorerkrankung ist der Darmkrebs mit 36.000, gefolgt von

Lungenkrebs mit 13.190 jahrlichen Neuerkrankungen (Batzler et al. 2008).

2.2. Therapie von Tumorerkrankungen

Die drei Saulen der Krebstherapie sind die Operation, die Strahlentherapie und die
zytostatische Therapie. Meistens kommt, je nach Tumorentitat, eine Kombination dieser
Verfahren zum Einsatz. Die Grundlage der Krebstherapie ist die vollstdndige operative
Entfernung, die jedoch nur unter makroskopischen Bedingungen zur Anwendung kommt. Es
besteht somit die Gefahr, dass in der Peripherie des Primartumors oder in umliegenden
Lymphknoten mikroskopisch kleine Tumorreste zurlckbleiben. Durch Kombination mit
Strahlentherapie oder zytostatischer Therapie kann dieses Risiko minimiert werden. Die

zytostatische Therapie besteht in der systemischen Applikation von Medikamenten, die als
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Zellgifte die Tumorzellen abtéten sollen. Die systemische Therapie hat den Vorteil, dass
auch metastatische Absiedelungen und kleinste Tumoranteile getroffen werden kdnnen.
Gleichzeitig werden die Therapiemdéglichkeiten dadurch limitiert, dass auch gesunde
Korperzellen den Noxen ausgesetzt sind und Schaden nehmen koénnen, wodurch es
regelmafig zu massiven Nebenwirkungen kommt, wie Blutarmut, Haarausfall, Entzindungen
der Mundschleimhaut, Ubelkeit und Erbrechen. Bei der Strahlentherapie wird kurzwellige
Gammastrahlung und Réntgenstrahlung dazu benutzt, lokal Krebszellen zu zerstéren.
Strahlentherapie kann heute gezielt und schonend eingesetzt werden. Dennoch sind auch
hier umliegende gesunde Gewebe betroffen, so dass lokale Nebenwirkungen beobachtet

werden.

2.2.1. Die kurative Strahlentherapie

Das Ziel der kurativen Strahlentherapie ist es, unter gleichzeitiger maximaler Schonung
der umliegenden gesunden Gewebe eine mdglichst hohe Dosis in den Tumor und sein
maogliches Ausbreitungsgebiet einzustrahlen. Die Strahlentherapie kann als alleinige
Therapieform eingesetzt werden. Auf diese Weise kann die Organ- und Funktionserhaltung
berilicksichtigt werden. Bei den meisten Patienten wird jedoch eine Kombinationstherapie der
Strahlentherapie mit einer Operation eingesetzt, um eine Heilung zu erreichen. Hierbei
unterscheidet man die neoadjuvante von der adjuvanten Bestrahlung. Die neoadjuvante
Bestrahlung wird im Vorfeld einer Operation zur Tumorverkleinerung durchgefihrt, und hat
eine bessere Operabilitdt zum Ziel. Die adjuvante Bestrahlung kommt nach der Operation
zum Einsatz zur Abtétung mdglicher Tumorreste im Tumorbett und im Bereich der
regionaren Lymphknoten. Es besteht auch die Mdglichkeit, intraoperativ zu bestrahlen. Hier
wird das Tumorbett unmittelbar nach der operativen Entfernung des Tumors direkt bestrahlt,

um postoperativ verbliebene Resttumorzellen abzutéten.

2.2.2. Strahlentherapie als palliative MaBnahme

Die Verbesserung der Lebensqualitdt von Tumorpatienten durch Linderung der
tumorbedingten Symptome ist ein weiteres wichtiges Aufgabengebiet der Strahlentherapie.
Die haufigsten Zuweisungsdiagnosen zur palliativen Bestrahlung sind durch den Tumor oder
Knochenmetastasen bedingte Schmerzen. Weitere akut bedrohliche Symptome, die palliativ
behandelt werden, sind Einengungen z.B. des Luftréhren- und Bronchialsystems, der
Speiserbhre oder des Gallenganges. Die drohende Querschnitttihmung, Hirnmetastasen,
Einflussstauung und Blutungen sind weitere Indikationen. Oftmals ist es in diesen Fallen
moglich, mit wenigen Bestrahlungen eine rasch eintretende und sehr effektive

Symptomlinderung zu erreichen.
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2.3. Strahlenwirkung auf Zellen

Die zellulare Zielstruktur fur ionisierende Strahlung ist die DNA. Durch Photonen oder
Sekundarelektronen kann es zu lonisationen in der DNA kommen, welche das Potential zu
vielfaltigen strukturellen Veranderungen der Chromosomen haben. Einzelne lonisationen
kénnen zu Basenschaden oder Einzelstrangbriichen flihren, diese Lasionen finden sich am
haufigsten (Basenschaden ca. 3.000 pro Gy und Zelle, Einzelstrangbriiche ca. 1.000 pro Gy
und Zelle). Treten mehrere lonisationen dicht beieinander auf, kénnen gehaufte Lasionen
und Doppelstrangbriiche entstehen. Die Zahl der Doppelstrangbriiche liegt bei ca. 40 pro Gy
und Zelle. Durch die Induktion von letalen Chromosomenaberrationen verliert die Zelle
sukzessive Uber mehrere Generationen genetische Information und daraus folgend stirbt die
Zelle. Nicht-letale Chromosomenaberrationen hingegegen werden an die Tochterzellen

weitergegeben und bewirken eine onkogene Transformation der Zellen.

Einige Strahlenschaden weisen eine Schwellendosis auf, unterhalb der keine Schaden zu
erwarten sind. Oberhalb des Schwellenwertes dagegen steigen die Schaden mit
zunehmender Dosis an. Diese Strahlenschdden werden als deterministische
Strahlenschaden bezeichnet. Zu den deterministischen Schaden gehért auch der Verlust der
Zellteilungsfahigkeit (klonogener Zelltod), der im Rahmen einer Strahlentherapie flr die
Vernichtung eines Tumors genutzt wird. Hiervon unterschieden werden stochastische
Strahlenschaden, die unabhangig von der Strahlendosis auftreten. Sie kénnen schon bei
auBerst geringer Strahleneinwirkung auftreten und flihren meistens zur Zelltransformation,

beispielsweise zur Bildung eines Zweit-Tumors nach Strahlentherapie.

Sowohl flr Einzelstrangbriiche als auch fiir Doppelstrangbriiche und Basenschaden
stehen der Zelle verschiedene Reparaturmechanismen zur Verfiigung. Schaden, bei denen
noch ein intakter Einzelstrang vorhanden ist (Einzelstrangbriiche und Basenschaden)
werden enzymatisch Uber eine Basenexzisionsreparatur meist fehlerfrei behoben (Dikomey
und Lorenzen 1993, Fohe und Dikomey 1994). Hierbei wird durch eine Exzisions-
Endonuklease ein Teil des beschadigten DNA-Strangs herausgeschnitten, und anschlie3end
das fehlende Stick nach Vorgabe des intakten DNA-Strangs durch weitere Enzyme
wiederhergestellt. Doppelstrangbriiche = dagegen  verfligen  nicht (ber diese
Rekonstruktionsmatrize. Daher gibt es hier zwei andere Mechanismen, die Nicht-Homologe
Endverknlipfung (NHEJ) und die Homologe Rekombination (HR), wobei die NHEJ der
dominante Reparaturweg ist. Bei der NHEJ werden die freien Enden eines
Doppelstrangbruches durch Ku-Proteine erkannt und markiert, so dass diese durch
spezifische Enzyme wieder zusammengefiigt werden kénnen. Fir die HR hingegen wird das

Schwesterchromosom als Vorlage hinzugezogen.
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Werden Doppelstrangbriiche nicht zu 100% repariert, kdénnen sie zu letalen
Chromosomenaberrationen, wie terminalen und interstitiellen Deletionen, sowie zu
dizentrischen Chromosomen flihren. Diesen Aberrationstypen ist die Bildung eines
azentrischen Fragmentes gemeinsam, das in der Mitose aufgrund des fehlenden Zentromers
zur Bildung eines Mikrokerns flhrt und fir die Zelle den Verlust der auf diesem Abschnitt
befindlichen Gene bedeutet. Dieser als mitotische Zelltod bezeichnete Vorgang fihrt zum
Verlust des genetischen Materials und daraus folgend zu einem Mangel an essentiellen

Proteinen, wodurch die Zelle in den nachsten zwei bis drei Zellteilungen inaktiviert wird.

Eine in der Strahlenbiologie sehr wichtige Definition ist der Begriff des klonogenen
Zelltodes. Primar klonogene Zellen (mit Potential zur Bildung von Kolonien) verlieren durch
Bestrahlung ihre Fahigkeit zum Wachstum. Die Zellen bleiben dabei zunachst intakt und
durchlaufen noch einige Mitosen, bevor sie untergehen. Ursachlich hierfiir sind verschiedene

Mechanismen, zu denen der zuvor beschriebene Mitosetod gehort.

Ein weiterer Mechanismus flr eine Zellinaktivierung ist die Apoptose, die auch als
programmierter Zelltod bezeichnet wird. Hierbei wird die DNA durch Endonukleasen in
definierte Abschnitte aufgespalten. Diese Chromatinfragmente werden zusammen mit den
Zellorganellen durch Aussprossen und Einschniren der Zellmembran in sogenannte
apoptotische Koérper eingeschlossen, die wiederum von umgebenden Zellen phagozytiert
werden. Die Apoptose wird vor allem in embryonalen und hamatopoetischen Zellen
beobachtet. In vielen anderen Zelltypen, wie beispielsweise Fibroblasten, spielt die Apoptose
dagegen nur eine untergeordnete Rolle (Dikomey et al. 2003). Dementsprechend gering ist

ihr Wert bei der Behandlung solider Tumoren, im Gegensatz zu Lymphomen und Leukamien.

Durch Bestrahlung kann zudem eine Differenzierung von Zellen induziert werden. Hierbei
entstehen aus zunachst klonogenen Zellen schliellich teminale Funktionszellen, die keine
Kolonien mehr bilden kénnen. Dieser Mechanismus findet sich beispielsweise bei der
Entstehung funktioneller Fibrozyten im Rahmen einer radiogenen Fibrose (Bayreuther et al.
1988).

Die Inaktivierung von Zellen durch den klonogenen Zelltod kann Uber den so genannten
Kolonietest gemessen werden: In eine Schale mit Nahrmedium werden 100 Zellen ausgesat,
anschlieBend werden die Zellen mit 2 Gy, entsprechend der Dosis pro Fraktion einer
Strahlentherapie, bestrahlt. Eine Kontrollschale mit ebenfalls 100 Zellen bleibt unbestrahlt.
Nach Inkubation der Zellen fir etwa zwei Wochen werden diejenigen Kolonien gezahlt, die

aus mehr als 50 Zellen bestehen. Hieraus lassen sich zwei Parameter ableiten:

1. Die Angehrate: Sie beschreibt den Anteil der Zellen aus der unbestrahlten
Kontrollprobe, die eine entsprechend grofie Kolonie gebildet haben. Bei 20 Kolonien und 100

ausgesaten Zellen betragt die Angehrate 20%.
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2. Die Uberlebensfraktion (surviving fraction, SF): Dies ist die Anzahl der Kolonien in der
bestrahlten Probe im Verhaltnis zur Anzahl der Kolonien in der Kontrollprobe. Im Falle einer
Angehrate von 20% und 10 entstandenen Kolonien in der bestrahlten Probe ergibt sich eine
SF von 10/20 = 0,5.

In strahlenbiologischen Untersuchungen wird haufig die SF2 (SF bei einer Bestrahlung mit
2 Gy) dazu benutzt, die intrinsische Strahlenempfindlichkeit eines Gewebes anzugeben. Je
empfindlicher die Zellen eines Gewebes auf Bestrahlung reagieren, desto grofRer ist der
Verlust ihrer Teilungsfahigkeit, der sich in einer verminderten SF2 &uliert. Zwischen
unterschiedlichen Geweben besteht eine groRe Variabilitdt der intrinsischen
Strahlenempfindlichkeit, ebenso  zwischen verschiedenen Tumoren. Da die
Strahlenempfindlichkeit aus einer Teilungsinaktivierung von Zellen resultiert, lasst sich
daraus folgern, dass sich die Effekte einer Bestrahlung besonders stark in Zelllinien
beobachten lassen, die eine hohe Teilungsrate aufweisen. Entsprechend gut lassen sich
besonders Tumoren mit hoher Teilungsrate (undifferenzierte Tumoren) strahlentherapeutisch

behandeln.

2.4. Strahlenwirkung auf Tumoren

Das Ziel der kurativen Strahlentherapie ist die Tumorvernichtung (lokale Tumorkontrolle).
Dazu missen samtliche Zellen eines Tumors abgetttet werden. Die Wahrscheinlichkeit einer
Tumorvernichtung erhoht sich dabei mit zunehmender Gesamtdosis der Strahlentherapie.
Bereits 1936 wurde von Holthusen (Holthusen 1936) eine Dosiseffektkurve mit sigmoidaler
Charakteristik fir die lokale Tumorkontrolle veroffentlicht, in der die Tumorkontrollrate
oberhalb einer Schwellendosis steil ansteigt und in héheren Dosisbereichen wieder abflacht.
Aus derartigen Dosiseffektkurven kann die Dosis abgeleitet werden, die nétig ist, um 50%
der Tumoren zu kontrollieren (TCD50). Die wichtigsten Einflussfaktoren auf die lokale
Tumorkontrolle sind neben der intrinsischen Strahlenempfindlichkeit das Tumorvolumen, die
Histologie, die Sauerstoffversorgung der Tumorzellen und die Gesamtbehandlungsdauer der
fraktionierten Bestrahlung. Zusatzlich kann die lokale Tumorkontrolle durch Kombination mit

weiteren Verfahren, wie Chirurgie oder Chemotherapie, erhéht werden.

Neben der Iokalen Tumorkontrolle werden die Tumorregression und die
Wachstumsverzégerung als mdégliche Bestrahlungsreaktionen eines Tumors unterschieden.
Die Tumorregression beschreibt die Schrumpfung eines Tumors infolge einer Bestrahlung.
Tumoren zeigen jedoch sehr unterschiedliche Regressionsgeschwindigkeiten, so dass die
Aussagekraft fir einen moglichen Therapieerfolg sehr gering ist. Zudem kénnen Tumoren
nach einer Bestrahlung zunachst noch weiter wachsen, bevor eine Regression eintritt. Fir
die kurative Strahlentherapie ist dieser makroskopische Parameter von untergeordneter

Rolle, er hat jedoch einen Stellenwert in der palliativen Strahlentherapie. Als
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Tumorwachstumsverzdgerung wird die Zeit bezeichnet, nach der ein bestrahlter Tumor im
Vergleich zu einem unbestrahlten Kontrolltumor auf ein spezifisches Volumen gewachsen ist.
Das Ziel der kurativen Strahlentherapie ist jedoch die Tumorkontrolle, die mit der
dosisabhangigen Vernichtung aller Tumorzellen einhergeht. Schaden an Normalgeweben
sollen dabei so gering wie mdéglich gehalten werden, nehmen aber ebenfalls mit steigender
Gesamtdosis zu. Aus diesen beiden Faktoren wurde das therapeutische Fenster der
komplikationsfreien Heilung entwickelt, das noch heute zur Therapie von Tumoren

angewendet wird.

2.5. Strahlenreaktionen von Normalgewebe

Bei einer Tumorbestrahlung im Rahmen einer Strahlentherapie sind auch immer gesunde
Zellen der schadigenden Strahlenwirkung ausgesetzt. Die Toleranz der Normalgewebe
limitiert oft die am Tumor applizierbare Dosis. Diese auch als Toleranzdosis (TD)
bezeichnete Dosis richtet sich nach der allgemein akzeptierten Nebenwirkungsrate eines
bestimmten Organs mit einem bestimmten Fraktionierungsschema und hangt neben
Inzidenz und Schweregrad der Nebenwirkung von vielen Faktoren ab, wie z.B. der
Risikobereitschaft von Arzt und Patient, vom Therapieziel (kurativ/palliativ) und von
gesetzlichen Rahmenbedingungen. In diesem Zusammenhang wurde die TD5/5 eingefiihrt,
d.h. diejenige Dosis, bei der ein spezifischer Effekt nach einem typischen
Behandlungsschema innerhalb von finf Jahren bei 5% der Patienten auftritt. Es handelt sich
hierbei um gemittelte Erfahrungswerte, bei denen maximal 5% der Strahlentherapie-
Patienten eine Uberdurchschnittliche und rund 1% eine starke radiogene Nebenwirkung
entwickeln. Eine Voraussage dieser 5% der Patienten wirde fir die anderen 95% der
Patienten eine Erhéhung der Dosis mit einer um ca. 20% erhdhten Heilung ermdglichen
(Norman et al. 1988).

Die Haufigkeit des Auftretens oder der Schweregrad von Normalgewebsreaktionen lasst
sich durch verschiedene therapiebedingte Faktoren beeinflussen. Die wichtigsten sind die
Aufteilung der Gesamtdosis auf Fraktionen, die Einhaltung eines ausreichend grof3en
Zeitintervalls zwischen den Fraktionen und die Reduktion des bestrahlten Organvolumens.
Speziell Akutreaktionen kénnen zudem verringert werden, wenn die
Gesamtbehandlungsdauer verlangert oder eine Bestrahlungspause eingelegt wird. Eine
Verminderung der Sauerstoffkonzentration im Gewebe oder die Stimulation der
Regeneration eines Gewebes, z.B. durch Wachstumsfaktoren, ist vorsichtig anzuwenden, da

Modifikationen der Tumorzellen ausgeschlossen werden muissen.
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2.5.1. Akute und spite Strahlenreaktionen

Je nach zeitlichem Verlauf werden die Reaktionen der umgebenden Normalgewebe in
Akutreaktionen und spate Strahlenreaktionen eingeteilt. Akutreaktionen sind hierbei auf
einen Zeitraum von 90 Tagen nach Bestrahlungsbeginn begrenzt und heilen nach
Beendigung der Bestrahlung meistens wieder ab. Als eine Ausnahme dieser Regel sind die
konsekutiven Spateffekte anzusehen, bei denen es aufgrund eines besonders schweren
akuten Schadens zum Zusammenbruch der Schutzfunktion der Zellen gegentiber
mechanischen bzw. chemischen Noxen kommen kann, beispielsweise zu einer narbigen
Ausheilung (Dorr und Hendry 2001).

Beispiele fir so genannte akute Effekte sind der Strahlenkater mit Stérungen des
Appetits, Ubelkeit, Erbrechen, Kopfschmerzen und Schwindelgefiihl. Bedeutend h&ufiger
treten jedoch akute Nebenwirkungen an der Haut auf, insbesondere bei der Bestrahlung des
Mammakarzinoms. Sie erstrecken sich Uber ein Spektrum von einfachen Hautreaktionen wie

Erythemen Uber Ulzerationen bis hin zur Nekrose.

Spate Strahlenreaktionen hingegen, die erst nach Monaten bis Jahren auftreten, sind
nicht reversibel und oft progredient, weswegen sie auch als chronische Nebenwirkungen
bezeichnet werden. Sie sind meist das Resultat einer fibrotischen Veranderung des
Ausgangsgewebes, die zu einem Elastizitatsverlust und einer Schrumpfung des Gewebes

bis hin zu einem entsprechenden Funktionsverlust fliihren kdnnen.

Ob ein Gewebe akute oder spate Nebenwirkungen zeigt, hangt vor allem von der
proliferativen Struktur des betroffenen Gewebes ab. Hierbei werden Gewebe mit
hierarchischer Struktur (H-Typ) von Geweben mit flexibler Struktur (F-Typ) unterschieden
(Herrmann et al. 2006). Gewebe vom H-Typ zeichnen sich durch einen hohen Zellumsatz,
kurze Zellzyklusdauer und hohe Repopulierungsfahigkeit aus (z.B. Epithelien oder Zellen der
Hamatopoese). Diese Gewebe reagieren hauptsachlich akut. Die Gewebe vom F-Typ
hingegen reagieren meist spat. Sie sind durch einen niedrigen Zellumsatz, eine lange
Zellzyklusdauer und eine geringe Repopulierungsfahigkeit gekennzeichnet (vor allem

parenchymattdse Organe wie Leber, Lunge, Nieren oder Nervengewebe).

2.5.2. Erfassungsmethoden

Eine Einteilung der akuten und spaten Normalgewebereaktionen nach Bestrahlung wurde
Mitte der 80er Jahre durch die Radiation Therapy Oncology Group (RTOG) und die
European Organisation for Research and Treatment of Cancer (EORTC) vorgenommen (Cox
et al. 1995). Speziell fir Spatreaktionen wurde zudem 1995 die LENT-SOMA-KIlassifizierung
eingefiihrt, die sich aufgrund ihrer Detailgenauigkeit vor allem fir klinische Studien gut

eignet. Fur die Einteilung der RTOG wurden sowohl verschiedene Organsysteme gesondert
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betrachtet als auch frihe und spate Nebenwirkungen separat kategorisiert. Die
Gewebereaktionen wurden jeweils in Schweregrade von 0-5 eingeteilt. Der Grad 0 bedeutet
keine Reaktion, Grad 5 dagegen bedeutet den Tod des Patienten durch Strahlenwirkung. Am
Beispiel der frihen Reaktionen der Haut beobachtet man bei Grad 1 leichte Rétung,
trockene Schuppung und verminderte Schweildsekretion. Grof¥flachigere Rotungen,
Desquamationen und Odembildung werden je nach Ausprdgung den Graden 2-3

zugeordnet. Bei Grad 4 liegen bereits Hamorrhagien, Ulzerationen und Nekrosen vor.

Die Einteilung der spaten Reaktionen nach der RTOG erfolgte, analog zu den
Frihreaktionen, ebenfalls in Schweregrade von 0-5. Ein haufiges Erscheinungsbild spater
Reaktionen in vielen Geweben ist die Fibrosierung (z.B. subkutanes Gewebe,
Speicheldrisen, Lunge) und spater Ulzerationen oder Nekrosen (z.B. Haut,

Subkutangewebe, Larynx).

Zur Erfassung mehrerer Nebenwirkungen der Haut kann das daran angelehnte CTC-
System common toxicity criteria) (National Cancer Institute 2006) mit mdglichen
Modifikationen (Twardella et al. 2003) herangezogen werden. Es ist auch madglich, eine
Klassifizierung mittels spektrophotometrischer Hautanalysen durchzufiihren. Es konnte
gezeigt werden, dass Ergebnisse der spektrophotometrischen Analyse der Haut mit den
mittels RTOG- bzw. LENT/SOMA-Klassifizierungssystems beobachteten Nebenwirkungen

korrelierten (Momm et al. 2005).

2.5.3. Entstehungsursachen

Fur die Variation im Ausmall der Normalgewebereaktion nach Bestrahlung wird eine
Vielzahl von Parametern verantwortlich gemacht (West et al. 1991). Neben externen
interindividuellen Faktoren wie Alkohol- und Nikotinabusus, Komorbiditat, systolischer
Blutdruck, menopausaler Status, begleitende Medikamente, Alter der Patienten, der
endogene Hormonhaushalt, das Immunsystem sowie verschiedene Umwelteinflisse, wie
z.B. Infektionen, Schadstoffe und Ernahrung (Bundesamt fir Strahlenschutz 2007), nehmen
vor allem radiologische, therapieabhangige Faktoren Einfluss auf die Auspragung von Frih-
und Spateffekten (Herrmann et al. 2006). Zu diesen zahlen vor allem die pro Fraktion
applizierte Dosis, die Gesamtdosis, die Gesamtbehandlungszeit, das Zeitintervall zwischen
den Fraktionen und das Bestrahlungsvolumen, wobei die Ho6he der Dosis und das

Bestrahlungsvolumen als die Wichtigsten anzusehen sind (West et al. 2005).

Das Ausmals der Normalgewebereaktionen kann erheblich variieren, auch unter
Verwendung identischer Behandlungsprotokolle. So konnten Turesson et al. (Turesson et al.
1996) eine extreme Variation in der Auspragung der spaten Nebenwirkung Teleangiektasie
fur ein Kollektiv von 30 Patientinnen zeigen, welche uniform mit 1.8 Gy pro Fraktion und

einer Gesamtdosis von 63 Gy aufgrund eines Mammakarzinoms bestrahlt wurden. Nach
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detaillierter Analyse der prognostischen Faktoren flir das Auftreten von Nebenwirkungen
unter Berlcksichtigung von acht behandlungsbedingten und zwdlf patientenbedingten
Faktoren kamen die Autoren zu dem Schluss, dass nur 20-27% der Heterogenitat auf eine
durch die Therapie bedingte Variation zurlickzufiihren seien, der Rest auf nicht spezifizierte
genetisch bedingte Unterschiede, welche sich in einer individuellen zellularen
Strahlenempfindlichkeit manifestieren. Ein bekanntes Beispiel flir eine solche genetisch
bedingte erhéhte Strahlenempfindlichkeit ist das ATM-Gen und dessen Krankheitsbild Ataxia
teleangiectatica (vgl. Kapitel 2.5.3.1).

Der zelluldren  Sensitivitdt als Korrelat der  menschlichen individuellen
Strahlenempfindlichkeit gegentliber ionisierender Bestrahlung wird eine groRe Bedeutung
zugeschrieben. Dieser Parameter wurde generell durch Untersuchungen an Lymphozyten
oder Fibroblasten von Patienten Uberprift, indem nach in vitro Bestrahlung verschiedenste
Testverfahren eingesetzt wurden, wie beispielsweise die Koloniebildungsfahigkeit oder die
Anzahl von Chromosomenaberrationen bzw. Doppelstrangbriichen (Barber et al. 2000,
Brock et al. 1995, Burnet et al. 1992, Geara et al. 1993, Johansen et al. 1996, Jones et al.
1995, Kiltie et al. 1999, Neubauer et al. 1997, Oppitz et al. 2001, Peacock et al. 2000, Rudat
et al. 1997, Rudat et al. 1999, Russell et al. 1998).

2.5.3.1. Genetische Faktoren der individuellen Strahlenempfindlichkeit

In vielen Untersuchungen wurde beobachtet, dass trotz identischen
Fraktionierungsschemas sowohl in den akuten als auch in spaten Normalgewebereaktionen
auf eine Strahlentherapie sehr deutliche Unterschiede festzustellen waren (Bentzen und
Overgaard 1994, Borger et al. 1994, Burnet et al. 1998, Safwat et al. 2002, Tucker et al.
1992, Turesson 1990, Turesson et al. 1996). Unter Berlcksichtigung von Variationen in der
Therapie kamen die Autoren zu dem Schluss, dass 70% der Unterschiede auf die
individuelle, genetisch determinierte Strahlenempfindlichkeit der Patienten zurlickzuflihren

sind und nur bis zu 27% auf Therapievariablen (Turesson et al. 1996).

Potentielle Mechanismen, die zur Entstehung von frilhen und spaten Strahlenschaden
fuhren, sind strukturelle und funktionelle Veranderungen des Gewebes, die auf Prozesse des
Absterbens der Zelle, wie Apoptose, Nekrose, mitotischer Zelltod oder permanenten G1-
Arrest mit folgender terminaler Differenzierung des Gewebes zurlickzuflihren sind.
Ausgangspunkt dieser Prozesse kann die fehlerhafte Expression von Genen sein, die an der

Reparatur von DNA-Schaden beteiligt sind sein.

Einige derartige Gendefekte sind bereits lang bekannt. Bei der Krankheit Ataxia
teleangiectatica (AT) liegt ein Defekt des ATM-Gens vor, das eine Proteinkinase kodiert, die
eine wichtige Rolle bei DNA-Reparaturprozessen spielt. Patienten mit dieser Erkrankung

fielen auf durch ausgepragte Nebenwirkungen schon wahrend bzw. nach einer
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Strahlentherapie, die in vielen Fallen kurz nach Abbruch der Therapie zum plétzlichen Tod
der Patienten geflihrt haben. Diese extremen Reaktionen waren gekoppelt mit einer
Hypersensitivitat in vitro, so dass AT das klassische zellulare Modell der menschlichen

Strahlenempfindlichkeit wurde (Taylor et al. 1975).

2.5.4. Testverfahren

Die meisten Personen mit einer erhohten individuellen Strahlenempfindlichkeit sind
auBerlich unauffallig, so dass im Vorfeld einer strahlentherapeutischen Behandlung nicht
ersichtlich ist, ob mit einem vermehrten Auftreten strahleninduzierter Nebenwirkungen zu
rechnen ist. Im Kklinischen Alltag hat sich daher das Toleranzdosiskonzept etabliert. Die
TD5/5 bezeichnet hierbei die Dosis, bei der bei 5% der Patienten innerhalb von 5 Jahren
bestimmte Effekte zu erwarten sind. Wenn diese 5% im Vorfeld der Therapie identifiziert
werden konnten, so liel3e sich die Dosis bei den restlichen 95% der Patienten erh6hen, was

mit einer erhdhten Heilungschance von bis zu 20% einherginge (Norman et al. 1988).

Zur ldentifizierung von strahlenempfindlichen Personen sind bereits viele Testverfahren
entwickelt worden, die auf molekularbiologischen, zytogenetischen oder zellularen Methoden
basieren. So wurde auch die DNA-Reparaturfahigkeit von Zellen untersucht Uber den
Nachweis von DNA-Doppelstrangbriichen und unter Verwendung verschiedener Verfahren,

wie dem Comet-Assay oder der Metaphasentechnik.

Als Targetzellen wurden zunachst Fibroblasten charakterisiert, flr die einige Studien eine
deutlich erhéhte Strahlenempfindlichkeit in vitro bei klinisch auffalligen Patienten nachweisen
konnten (Burnet et al. 1992, Burnet et al. 1996, Johansen et al. 1996, Kiltie et al. 1999,
Loeffler et al. 1990, Russell et al. 1998). Weitere, vor allem gréfiere Studien konnten jedoch
keine Beziehung von zellularer Strahlenempfindlichkeit von Fibroblasten und Kklinischer
Reaktion nachweisen (Brock et al. 1995, Geara et al. 1993, Rudat et al. 1997, Rudat et al.
1999). Stattdessen haben sich Untersuchungen an peripheren Lymphozyten als sehr
vielversprechend herausgestellt. Mehrere Studien konnten zeigen, dass die Untersuchung
von Lymphozyten sehr gut mit klinischen Endpunkten korreliert, wie beispielsweie dem
Auftreten von spaten Nebenwirkungen nach Strahlentherapie (Borgmann et al. 2002, El-
Awady et al. 2005, Hoeller et al. 2003).

Insbesondere die Bestimmung der azentrischen Chromosomenfragmente in Lymphozyten
hat sich als ein potentieller Marker etabliert (Borgmann et al. 2008, Hoeller et al. 2003).
Unklar ist jedoch, ob die Bestimmung der azentrischen Chromosomenfragmente durch eine
vorangegangene Therapie modifiziert wird. Das hatte die Konsequenz, dass zuklnftige
Untersuchungen zur Entwicklung pradiktiver Testverfahren nur an Zellen durchgefihrt

werden dirften, die bereits vor einer Strahlentherapie isoliert wurden.
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3. MATERIAL UND METHODEN

In dieser Arbeit wurden acht gesunde Kontrollspender, 20 Patienten vor bzw. nach
Strahlentherapie und 50 Patienten nach Strahlentherapie aufgrund eines Mammakarzinoms
in Kooperation mit Frau PD Dr. Ulrike Hoéller aus der Klinik flir Strahlentherapie und
Radioonkologie des Universitatsklinikums Hamburg-Eppendorf untersucht. Ein positives
Votum der Ethikkommission lag vor. Die 20 Patienten, die sowohl vor als auch nach
Strahlentherapie untersucht wurden, entstammten einem Kollektiv von 51 Patienten, deren
Chromosomenaberrationen bereits im Rahmen einer vorherigen Studie bezlglich der akuten

Nebenwirkungen nach Strahlentherapie untersucht wurden (Bernhard 2002).

Tab. 1: Auflistung der Patientendaten

Pat. Lok." Geschlecht Alter )(TEFOG)Z TNM- Klassifikation [D(;);isa E_E;] Tumorart

1 KH w 38 3 M1 50,4 1,8 Hamangioperizytom

2 KH m 58 2 pT2 pN2b MO 60 2 Tonsillenkarzinom

3 KH m 58 1 pT2 pN2b MO 60 2 Mundhéhlenkarzinom

4 TH m 66 1 pT3 pNO cMO 66 2 Bronchialkarzinom

5 KH m 69 3 pT4 pN2b MO 66 2 Oropharynxkarzinom

6 KH w 49 1 pT4 pNO MO 66,6 1,8 Karzinom der Gl.Parotis
7 B m 56 2 pT3 cNO MO 50,5 1,8 Prostatakarzinom

8 KH m 49 1 pT4 pNO cMO 60 2 Larynxkarzinom

9 TH m 65 0 T3 NO MO 50 2 Bronchialkarzinom

10 KH m 60 2 pT2 pNO MO 60 2 Mundhéhlenkarzinom
11 KH m 49 3 pT1b pN2b MO 60 2 Mundhdéhlenkarzinom
12 B m 69 2 (Rezidiv) 64,8 1,8 Prostatakarzinom

13 KH w 62 3 pT1-2 NO MO 60 2 Mundhoéhlenkarzinom
14 TH w 68 0 pT2 pN2 MO 60 2 peripheres Bronchialkarzinom
15 B m 69 2 (Rezidiv) 59,4 1,8 Weichteil-Sarkom

16 B m 62 1 pT2 NO MO 59,4 1,8 Weichteil-Sarkom

17 TH w 61 1 pT3 pN2 MO 50,4 1,8 Bronchialkarzinom

18 B m 41 1 Tx N1 MO 50,4 1,8 Plattenepithelkarzinom d. Leiste
19 KH m 54 3 pT2 pNO cMO 60 2 Zungenkarzinom

20 KH m 46 2 pT4 pNO cMO 60 2 Mundhéhlenkarzinom

"Tumorlokalisation: KH (Kopf-Hals), TH (Thorax), B (Becken); Akutreaktionen nach Strahlentherapie,
eingeteilt nach dem RTOG-Score; 3Applizierte Gesamtdosis im Rahmen der Strahlentherapie;
*Einzeldosen der fraktionierten Strahlentherapie
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Die Patienten unterschieden sich in Alter, Geschlecht und Tumorentitat. Zuséatzliche
Differenzierungsmaoglichkeiten ergaben sich aus der TNM-Klassifikation der Tumoren, einer
erfolgten Chemotherapie, der verabreichten Strahlendosis wahrend der Therapie, dem
Ausmall der akuten Reaktionen auf die Strahlentherapie sowie Nikotin- und
Alkoholgewohnheiten. Als Kontrollgruppe dienten mehrere gesunde Kontrollspender und ein

Patientenkollektiv, das aufgrund eines Mamma-Karzinoms bestrahlt wurde.

3.1. Das TNM-System

Das TNM-System wurde von der Union internationale contre la cancer (UICC)
vorgeschlagen, und dient der Klassifizierung maligner Tumoren (Sobin und Wittekind 2002).
Es beschreibt die Ausdehnung des Primartumors (T = Tumor), das Vorhandensein von
regionarem Lymphknotenbefall (N = Nodulus) sowie von Fernmetastasen (M = Metastase).
Durch das Hinzufiigen von Zahlen (T0-T4, NO-N3, MO0-M2) wird das Ausmall der
entsprechenden Kategorie definiert. Zusatzlich kann durch das Prafix p verdeutlicht werden,
dass die Diagnose postoperativ gestellt wurde. Durch das TNM-System wird eine

internationale Standardisierung der Diagnosestellung und der Behandlung erreicht.

3.2. Der RTOG-Score

Um eine einheitliche Darstellung von Gewebereaktionen auf ionisierende Strahlen zu
ermdoglichen wurden von der Radiation Therapy Oncology Group (RTOG) Anfang der 80er
Jahre Kiriterien zur Klassifizierung akuter und spater Strahlenreaktionen entwickelt. In
tabellarischer Form sind flir verschiedene Gewebe, wie z. B. Haut, Herzmuskel, ZNS u.a.,
die Strahlenreaktionen in Kategorien von 0 bis 5 eingeteilt. So bedeutet fir die
Akutreaktionen der Haut ein RTOG-Score von 1 keine Reaktion, ein Score von 4 dagegen
Ulzerationen, Hamorrhagien und Nekrosen. Ein Score von 5 beschreibt den Tod des

Patienten durch die Strahlenwirkung (Cox et al. 1995).

Dieser Score wurde flir die Beschreibung der Akutreaktionen des Patientenkollektivs im
Rahmen dieser Studie zugrunde gelegt. Zusatzlich wurde der Zustand der Patienten zu

Beginn der Studie einbezogen und so ein Differenzscore errechnet.

3.3. Das Patientenkollektiv

Das Alter der 15 mannlichen und 5 weiblichen Patienten variierte zwischen 41 und 72
Jahren. Hinsichtlich der Tumorlokalisation konnten drei Gruppen unterschieden werden: EIf

Tumoren fanden sich im Kopf-Hals-, vier im Thorax- und fiinf im Beckenbereich.

Die Tumoren des Kopf-Hals-Bereiches lielRen sich in finf Mundhohlen-Karzinome, jeweils
ein Zungen-, Tonsillen-, Larynx- und Oropharynx-Karzinom, ein Hamangioperizytom und

einen Speicheldrisentumor der Glandula Parotis unterteilen. Acht der Kopf-Hals-Tumoren
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erhielten wahrend der Strahlentherapie eine Gesamtdosis von 60 Gy, aufgeteilt in
Einzeldosen (ED) von jeweils zwei Gy. Die Bestrahlung des Parotis-Tumors erfolgte mit 66,6
Gy (ED 1,8 Gy), des Hamangioperizytoms mit 50,4 Gy (ED 1,8 Gy) und des Oropharynx-
Karzinoms mit 66 Gy (ED 2 Gy). Von den 11 Kopf-Hals-Tumoren waren einer als pT1, vier
als pT2 und vier als pT4 klassifiziert. Ein Mundhdhlen-Karzinom wurde als pT 1-2 eingestuft.
Regionarer Lymphknotenbefall lag in funf Fallen in Form von N2 vor. Das
Hamangioperizytom war lediglich als M1 klassifiziert. Dieser Patient unterschied sich zudem
von allen anderen durch eine erhaltene Chemotherapie. Die akuten Reaktionen auf die
Strahlentherapie zeigten einen Differenzscore von RTOG 1 in drei, von RTOG 2 in ebenfalls
drei und RTOG 3 in funf Fallen. Vier der Patienten mit Kopf-Hals-Tumor sind Raucher, drei
sind Nichtraucher, vier Patienten haben das Rauchen vor bis zu 20 Jahren aufgegeben.

Alkoholabusus lag in sechs Fallen vor.

Bei den vier Tumoren im Thorax-Bereich handelte es sich ausschlielich um
Bronchialkarzinome, von denen eines als pT2, eines als T3 und zwei als pT3 klassifiziert
wurden. In zwei Fallen lag Lymphknotenbefall in Form von pN2 vor. Fernmetastasen waren
bei keinem der vier Patienten bekannt. Die Bestrahlung der einzelnen Tumoren erfolgte mit
einer Gesamtdosis von 50 Gy (ED 2 Gy), 50,4 Gy (ED 1,8 Gy), 60 Gy (ED 2 Gy) und 66 Gy
(ED 2 Gy). Keiner dieser Patienten erhielt eine Chemotherapie. In zwei Fallen traten
Akutreaktionen auf, die einen Differenzscore von RTOG 1 aufwiesen. Unter den vier
Patienten waren ein Nichtraucher, ein Raucher, und zwei ehemalige Raucher, von denen
einer das Rauchen bereits vor tUber 30 Jahren aufgegeben hatte. Bei einem der Patienten

lag Alkoholabusus vor.

Die Beckentumoren gliederten sich in zwei Prostatakarzinome, zwei Weichteilsarkome
und ein Plattenepithelkarzinom der Leiste. Es handelte sich um einen pT2- und einen pT3-
Tumor, sowie zwei als Rezidive klassifizierte Tumore. In einem Fall ist die GroRe des
Primartumors unbekannt. Einer der Tumoren zeigte regionaren Lymphknotenbefall. Keiner
der Patienten hatte Fernmetastasen. Die Tumoren erhielten bei Bestrahlung Gesamtdosen
von 64,8 Gy (ED 1,8 Gy) in einem Fall, und in je zwei Fallen 59,4 Gy (ED 1,8 Gy) bzw. 50,4
Gy (ED 1,8 Gy). Keiner der Tumoren wurde mit einer Chemotherapie behandelt. Die
Akutreaktionen erreichten einen Differenzscore von RTOG 1 in zwei Féllen, und von RTOG 2
in drei Fallen. Bei zwei der finf Patienten lag Alkoholabusus vor, drei von ihnen waren

Nichtraucher, zwei rauchten seit tber 10 Jahren nicht mehr.

3.4. Metaphasentechnik

Die Praparation der Chromosomen erfolgte mit der Metaphasentechnik. Der Einsatz
dieser Technik unterbricht die Zellteilung in der Metaphase. Zu diesem Zeitpunkt liegen die

Chromosomen dicht kondensiert in der Aquatorialebene der sich teilenden Zelle, und sind so
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bei entsprechender Farbung lichtmikroskopisch gut zu erkennen (Buselmaier 2006, Hirsch-
Kauffmann und Schweiger 2006, Sperlich und Sperlich 2000).

Pro Patient wurden zwei Gewebekulturflaschen fiir eine Bestrahlung mit 6 Gy und zwei fur
unbestrahlte Kontrollen mit je 0,5 ml Vollblut beschickt. Das Blut wurde jeweils mit 4,5 ml
RPMI-Medium (Gibco) versehen.

Nach der Bestrahlung wurde den Proben jeweils 125 yl Phytohamagglutinin (PHA)
zugegeben. PHA, ein Lektin aus Phaseolus vulgaris, bewirkt, dass differenzierte T-
Lymphozyten zur Teilung stimuliert werden. AnschlieRend wurden die Zellkulturflaschen fir
44 Stunden im Brutschrank bei 37 °C inkubiert, nach Ablauf dieser Zeit mit Colcemid
(Colchicin) versehen und flr weitere zwei Stunden in den Brutschrank gestellt. Colchicin ist
ein Spindelfasergift, das die Ausbildung eines intakten Spindelfaserapparates in der
mitotischen Zelle verhindert (Koecke et al. 2000). Dadurch wird die Zelle in ihrer weiteren

Teilung behindert und verharrt so am Ende der Metaphase.

Die Zellkulturen wurden in Spitzbodenréhrchen (Falcon) Uberflhrt und flr 5 min bei 1000
U/min und 20 °C zentrifugiert (Laborfuge 400R, Heraeus Instruments), so dass sich die
Zellen am Boden absetzten. AnschlieBend wurde der Uberstand mit der Wasserstrahlpumpe
abgesaugt. Um restliche Serumbestandteile und Mediumreste zu entfernen, wurden die
Zellen mit 12 ml PBS (phosphate-buffered saline) versehen und erneut fir 5 min bei 1000
U/min und 20 °C zentrifugiert. Auch hier wurde der Uberstand mit der Wasserstrahlpumpe

entfernt.

Durch tropfenweise Zugabe von 12 ml KCI (Sigma) auf dem Schiittler wurden die Zellen
hypotonisch behandelt, wodurch es zu einer Volumenzunahme der Zellen kam. Erneut
wurden die Zellen fir 5 min bei 1000 U/min und 20 °C zentrifugiert und der Uberstand mit der

Wasserstrahlpumpe entfernt.

Im Anschluss wurden die Zellen mit 12 ml Methanol/Essigsdure im Verhaltnis 3:1
(Carnoy’s Fixativ, Sigma) versehen, wodurch die vergroRerten Erythrozyten auf Grund der
Wechselwirkungen mit dem Alkohol platzten. Die Zugabe erfolgte tropfenweise auf dem
Schdttler, um einer Verklumpung der Zellen vorzubeugen. Die Zellen wurden bei 1000 U/min
und 20 °C fiir 5 min zentrifugiert und der Uberstand abgesaugt, um wéssrige Bestandteile
und Erythrozytenreste mdglichst zu entfernen. Dieser Fixationsschritt wurde wiederholt,
wobei hier der Uberstand bis auf 1,5 ml entfernt wurde. Bei einer Lagerung bei —20 °C ist in
diesem Zustand eine gleich bleibende Qualitat der so praparierten Lymphozyten fir mehrere

Monate gewabhrleistet.

Um ein mikroskopisch auswertbares Praparat herzustellen, wurde ein Objekttrager mit
einem homogenen Wasserfilm bedeckt. AnschlieRend wurden 25 ul der Zellsuspension aus

einer Mikropipette auf den Objekttrager gebracht, wobei der Alkohol der Suspension das
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Wasser verdrangte. Die Wechselwirkungen zwischen dem Alkohol und dem Wasser
brachten die Lymphozyten zum Platzen. Die Chromosomen wurden so auf dem Objekttrager
gespreizt. Nachdem das Praparat 20 min lang trocknete wurde es flir 8 min in 2 ml Giemsa
(Endkonzentration 2%, Sigma) und 68 ml PBS gefarbt und der Uberschissige Farbstoff
anschliefend in drei Waschschritten mit destilliertem Wasser entfernt. Der Giemsafarbstoff
bindet spezifisch an die DNS und lasst so die Chromosomen im Lichtmikroskop rot/violett
erscheinen. Das Praparat wurde getrocknet und anschlielend in Entellan (Merck)

eingebettet. Die so hergestellten Praparate konnten nun mikroskopisch ausgewertet werden.

3.5. Bestrahlung

Die Bestrahlung erfolgte mit einer 200 kV Rontgenréhre (RT 200, C.H.F. Mdller,
Hamburg) bei einem Rd&hrenstrom von 20 mA und einer Spannung von 200 kV. Als
Zusatzfilter wurde ein 0,5 mm starker Cu-Filter angebracht. Zur Eichung der Réntgenrdhre
wurde ein Duplexdosimeter (PTW) verwendet, welches mit einer Strontium-Radium-
lonisationskammer kalibriert wurde. Die Zellkulturen wurden fiir 3 min mit einer Dosisrate von

2 Gy/min bestrahlt, so dass sie eine Gesamtdosis von jeweils 6 Gy erhielten.

3.6. Mikroskopie und Auswertung

Die Auswertung der Praparate erfolgte lichtmikroskopisch (Zeiss) bei 1250-facher
VergréRerung unter Benutzung einer Olimmersion. Die Zahlung erfolgte computerunterstiitzt.
Hierzu war das Mikroskop Uber eine CCD-Kamera (CFl/1 FMCC, Kappa-Messtechnik,
Germany) mit dem Computer verbunden. Mit Hilfe einer entsprechenden Software (Optimas
5.01) konnte das mikroskopische Bild auf dem Bildschirm dargestellt und die Chromosomen

der Lymphozyten gezahlt werden.

Fur jeden Patienten wurden jeweils zwei unbestrahlte und zwei bestrahlte Praparate
hergestellt. Die Auswertung der Praparate erfolgte codiert, wobei auf jedem Objekttrager 10-
20 Metaphasen ausgewertet wurden. Fir jede Dosis wurden die Mittelwerte der 20-40
ausgewerteten Zellen ermittelt. Durch Subtraktion des Mittelwertes unbestrahlter Proben von
bestrahlten Proben erhielt man die Anzahl der =zusatzlichen azentrischen

Chromosomenfragmente.

Im Rahmen der statistischen Auswertung wurde fir den Vergleich der verschiedenen
Untersuchungsgruppen (Gesunde Spender, Patienten vor Strahlentherapie, Patienten nach
Strahlentherapie) der Korrelationskoeffizient P mit Hilfe des Mann-Whitney-U-Tests
berechnet. Hierbei werden die verschiedenen Stichproben (ber eine jeweils zu berechnende
Prifgréle U miteinander verglichen. Der Test wurde jeweils als einseitiger Test
durchgefihrt, wobei ein Signifikanzniveau von 0,05 zugrunde gelegt wurde. Die Uberpriifung

der Beziehungen ,Dosisabhangigkeit” und ,Altersabhangigkeit erfolgte tber die Berechnung
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nach Spearman fir Variablen mit

Signifikanzniveau von 0,05.

3.7. Puffer und Lésungen
- Carnoy’s Fixativ:
- KCI-L6sung:

- PBS (phosphate-buffered saline):

- Colcemid:

- Medium:

- Penicillin/Streptomycin:

- Phytohamagglutinin A:

linearem Zusammenhang,

ebenfalls bei

einem

Methanol/Essigsaure im Verhaltnis 3:1 (Sigma)

5,6 g KCI (Sigma) in 1 | H,O dest.

8 g NaCl (Sigma)

0,4 g KCI (Sigma)

1,15 g Na;HPO, (Sigma)

0,2 g KH,PO, (Sigma)

in 11 H,O dest.

Stocklésung, 2 mg/ml in H,0, (Gibco)
RPMI (Gibco)

15% fetales Kalberserum (Gibco)

2,5 mg/ml (Gibco)

(Boehringer) in H,0 dest.
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4. ERGEBNISSE

Mit dieser Arbeit sollte untersucht werden, ob eine strahlentherapeutische Behandlung die
individuelle Strahlenempfindlichkeit von Tumorpatienten verandert. Die individuelle
Strahlenempfindlichkeit der Patienten wurde Uber den Nachweis von strahleninduzierten
Chromosomenaberrationen in Lymphozyten des peripheren Blutes untersucht. Hierzu wurde
acht gesunden Spendern und 20 Tumorpatienten vor Beginn der Strahlentherapie Blut
entnommen. Denselben Patienten wurde zwei Jahre nach Strahlentherapie erneut Blut
entnommen. Es wurden mit 6 Gy bestrahlte Praparate, sowie unbestrahlte Kontrollpraparate
angefertigt, und anschlielend die Anzahl der Chromosomenaberrationen bestimmt. Zur
Auswertung kamen hierbei ausschlief3lich azentrische Chromosomenfragmente, da sie ein
guter Indikator fir die Strahlenempfindlichkeit von Lymphozyten sind (Borgmann et al. 2002).
In den methodischen Vorarbeiten sollte zunachst die Zuverlassigkeit der Auswertung

Uberprift werden.

Abb. 1: Karyogramme einer unbestrahlten (A) und einer mit 6 Gy bestrahlten (B) Zelle. Die Zellen
wurden zur Teilung angeregt, in der Metaphase angehalten und mit Giemsa gefarbt. Schwarze Pfeile
zeigen dizentrische Chromosomen, weile Pfeile azentrische Chromosomenfragmente.

4.1. Methodische Vorarbeiten

4.1.1. Chromosomenfragmente nach Bestrahlung bei gesunden Spendern

In einem Vorversuch sollten alle fir das Experiment notwendigen Arbeitsschritte und der
Umgang mit den Materialien standardisiert werden. Hierzu wurde acht gesunden
Kontrollspendern 5 ml vendses Blut in heparinisierten Monovetten enthommen und wie in
Kapitel 3.4. beschrieben verarbeitet. Pro Spender wurden vier Gewebekulturflaschen

angelegt, von denen je eine mit 2, 4 oder 6 Gy bestrahlt wurde. Jeweils eine Flasche diente
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als unbestrahlte Kontrolle. Aus den so behandelten Proben wurden Chromosomenpraparate

hergestellt und ausgewertet.

In Abb. 1 sind typische Beispiele fiir Karyogramme von unbestrahlten (A) bzw. bestrahlten
Lymphozyten (B) dargestellt. Die unbestrahlte Probe zeigt 46 Chromosomen mit einem
metazentrischen Erscheinungsbild, entsprechend des humanen diploiden
Chromosomensatzes. Abb. 1B zeigt daneben auch dizentrische Chromosomen (schwarze

Pfeile) und azentrische Chromosomenfragmente (helle Pfeile).
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Abb.2: Anzahl der Chromosomenfragmente in Lymphozyten von acht Kontrollspendern in
Abhangigkeit von der Bestrahlungsdosis. Die Zellen wurden mit 2, 4 oder 6 Gy bestrahlt und
anschlielend nach Praparation von Metaphasen ausgewertet. Unbestrahlte Proben dienten als
Kontrolle. Pro Spender und Dosis wurden 25 Zellen ausgewertet und hieraus jeweils der Mittelwert
gebildet. Die Fehlerbalken entsprechen dem Fehler des Mittelwertes.

Abb. 2 zeigt die Anzahl der Chromosomenfragmente in Abhangigkeit von der
Bestrahlungsdosis flr acht Spender. Es zeigte sich flr alle Spender ein linear-quadratischer
Anstieg der Chromosomenfragmente mit der Dosis. Die unbestrahlten Proben zeigten im
Mittel 45,9+0,04 Chromosomenfragmente, bei einer Bestrahlung mit 2 Gy zeigten sich
46,4+0,04, bei 4 Gy 47,24+0,04 und bei 6 Gy 48,4+0,1 Chromosomenfragmente. Die grofite
Streuung der Einzelwerte zeigte sich bei einer Dosis von 6 Gy, mit der niedrigsten Anzahl
von 47,9+0,5 flr den Spender N6 und der héchsten Anzahl von 48,9+0,5 des Spenders N5.
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Zur Ermittlung der strahleninduzierten Chromosomenfragmente wurde die Anzahl der
Chromosomenfragmente in unbestrahlten Kontrollen von der Anzahl in bestrahlten Proben
subtrahiert und als Anzahl der zusatzlichen Fragmente ausgedriickt (Tab. 2). Auch hier
zeigte sich die deutlichste Streuung der Einzelwerte bei einer Dosis von 6 Gy. Daher eignete
sich diese Dosis als sicherster Parameter flr die Beurteilung einer maoglichen
unterschiedlichen Strahlenempfindlichkeit und wurde fir die folgenden Untersuchungen

ausgewahlt.

Tab. 2: Strahleninduzierte Chromosomenfragmente in Lymphozyten von acht Kontrollspendern nach
Bestrahlung mit 2, 4 und 6 Gy.

0 Gy' 2 Gy' 4 Gy' 6 Gy’
Spender Frag? SEM AF3 SEM AF3 SEM AF3 SEM
1 46,0 0,2 0 0,2 1.1 0,3 2,9 0,4
2 46,0 0,2 0,3 0,2 1,2 0,3 2,6 0,3
3 46,2 0,1 0,2 0,2 1,7 0,4 2,1 0,5
4 45,9 0,2 0,5 0,3 1,2 0,3 2,3 0,3
5 46,0 0,2 0,4 0,1 1,2 0,2 2,9 0,5
6 45,7 0,2 0,8 0,2 1,7 0,3 2,8 0,3
7 45,7 0,2 1,2 0,3 1,7 0,4 2,4 0,5
8 45,9 0,2 0,5 0,2 0,9 0,2 2,0 0,5

1Bestrahlungsdosis bei in vitro Bestrahlung; ’Mittelwert der gezahlten Chromosomenfragmente pro
Zelle; *Mittelwert der zusatzlichen azentrischen Chromosomenfragmente pro Zelle

4.1.2. Azentrische Chromosomenfragmente bei Tumorpatienten

Es wurde Uberprift, ob es einen Unterschied zwischen gesunden Spendern und
Tumorpatienten in der Anzahl von azentrischen Chromosomenfragmenten nach einer Dosis
von 6 Gy gibt. Zu diesem Zweck wurde bei einem Kollektiv aus 50 Patientinnen nach
Strahlentherapie, die aufgrund einer Nachsorgeuntersuchung zwei bis zehn Jahre nach
Therapie einbestellt wurden, Blut enthommen. Die Proben wurden mit einer Dosis von 6 Gy
bestrahlt und die Anzahl der azentrischen Chromosomenfragmente nach Abzug der

unbestrahlten Kontrolle bestimmt.

Abb. 3 zeigt die Anzahl der azentrischen Chromosomenfragmente fir 50 Patientinnen
nach einer in vitro Bestrahlung mit 6 Gy. Die Verteilung der Einzelwerte folgte einer
Gauly’'schen Verteilung mit einer Streuung der Einzelwerte von 2,0 bis 5,0 und einem
Mittelwert von 3,54+0,55 (SD).
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Abb. 3: Haufigkeitsverteilung der zusatzlichen azentrischen Chromosomenfragmente nach einer in
vitro Bestrahlung mit 6 Gy bei 50 Tumorpatienten. Die Patienten, die zuvor aufgrund eines
Mammakarzinoms eine Strahlentherapie erhalten hatten, kamen in einem Zeitraum von 2 bis 10
Jahren nach Therapie zur Blutentnahme. Die Blutproben wurden mit 6 Gy bestrahlt und die
Chromosomenfragmente in den Lymphozyten bestimmt. Durch Subtraktion der unbestrahlten
Kontrollen von den bestrahlten Proben wurden die strahleninduzierten azentrischen
Chromosomenfragmente bestimmt.

Eine gleichartige Bestimmung von azentrischen Chromosomenfragmenten, allerdings vor
Beginn der Strahlentherapie, wurde an Blutproben von 51 Tumorpatienten von Bernhard
(Bernhard 2002) durchgefiihrt. Es zeigte sich ebenfalls eine Gaull’'sche Verteilung der
azentrischen Chromosomenfragmente, jedoch mit Einzelwerten zwischen 1,6 und 3,6
azentrischen Chromosomenfragmenten und einem deutlich niedrigeren Mittelwert von
2,22+0,51. Der Vergleich der beiden Untersuchungen zeigt, dass die Patienten, die nach
Strahlentherapie untersucht wurden, deutlich héhere Werte und eine breitere Streuung

aufwiesen, als andere Patienten, die vor Therapiebeginn untersucht wurden.
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4.2. Azentrische Chromosomenfragmente bei Tumorpatienten vor und nach

Strahlentherapie

Um zu prifen, ob der zuvor gezeigte Unterschied durch die Strahlenbehandlung bedingt
ist, wurden in dieser Studie 20 Patienten sowohl vor als auch nach Strahlentherapie
untersucht, sowie ein Kollektiv von 29 gesunden Kontrollspendern. Die Untersuchungen vor

der Therapie fanden im Rahmen der Studie von Bernhard (Bernhard 2002) statt.

Tab. 3: Anzahl der Chromosomenfragmente in unbestrahlten und in bestrahlten Lymphozyten bei
Tumorpatienten vor und nach Strahlentherapie.

Untersuchung vor Strahlentherapie Untersuchung nach Strahlentherapie
Unbestrahlt (0 Gy) Bestrahlt (6 Gy)' Unbestrahlt (0 Gy) Bestrahlt (6 Gy)'

pat. CF’ SEM n® CF? SEM n? EF* CF? SEM n? CF? SEM n? EF* Diff’
1 46 0,1 40 493 0,2 65 33 46 0,1 45 495 0,2 45 35 0.2
2 46 0,1 41 476 0,2 10 16 46 0,1 30 506 03 25 46 3
3 46,1 01 42 485 0,2 70 24 46,1 0,1 32 50 0,4 41 39 1,5
4 46 0,1 60 482 0,3 29 22 46,1 0,1 45 498 0,3 41 37 1,5
5 458 0,1 46 482 04 32 23 46 0,1 41 50,8 0,3 44 48 25
6 458 0,1 40 482 03 40 24 46,1 0,1 44 498 0,3 43 3,7 1,3
7 46,3 0,3 34 482 0,8 4 1,5 46,1 0,1 42 49,7 0,2 46 36 21
8 458 0,1 40 482 0,3 48 2,1 46 0,1 37 495 03 31 35 1,4
9 46,1 0,2 43 48,2 0,7 17 1,4 46,2 0,1 45 495 03 21 33 1,9
10 459 0,2 37 482 0,2 60 24 462 0,1 46 498 03 33 36 1,2
11 459 0,1 40 482 0,3 40 26 46,1 0,1 45 496 03 45 35 09
12 459 041 51 482 0,3 25 2,1 46 0,1 46 494 03 32 34 1,3
13 458 0,1 63 482 04 40 19 46,1 0,1 30 509 08 10 48 29
14 46,2 01 76 482 0,2 111 25 46,1 0,1 55 48,7 0,3 32 26 01
15 46,2 01 40 482 0,5 20 16 46,1 0,1 45 501 03 40 5 34
16 46,1 0,1 67 482 04 39 2,1 46,1 0,1 45 494 03 35 33 1,2
17 46,5 01 119 482 0,6 23 34 462 01 45 498 0,2 43 36 02
18 46 0,2 29 482 04 21 1,6 464 0,1 45 50,1 0,3 45 3,7 21
19 46,2 0,1 108 48,2 0,2 50 23 46 0,1 45 492 03 27 32 09

20 459 01 40 48,2 03 42 2 46 0,1 31 50,2 0,3 40 4,2 2,2

'nach in vitro Bestrahlung Mittelwerte der Chromosomenfragmente pro Zelle *Anzahl ausgewerteter
Zellen  “*Anzahl zusatzlicher azentrischer Chromosomenfragmente nach in vitro Bestrahlung
°Differenz der zusétzlichen azentrischen Chromosomenfragmente (EF) zwischen prospektiver und
retrospektiver Untersuchung
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Die Ergebnisse sind in Tabelle 3 zusammengefasst. Dargestellt sind die mittlere Anzahl
der Chromosomenfragmente pro Zelle (CF), der Standardfehler (SEM) und die Anzahl der
ausgewerteten Zellen (n) in unbestrahlten sowie in mit 6 Gy bestrahlten Blutproben, jeweils
fur die prospektiv und die retrospektiv erhobenen Daten. Weiterhin wurde die Anzahl der
zusatzlichen azentrischen Chromosomenfragmente (EF) berechnet, indem die Werte der

unbestrahlten Zellen von den Werten der bestrahlten Praparate abgezogen wurden.

Tabelle 4 zeigt die Chromosomenaberrationen von Patienten und gesunden
Kontrollspendern (HD), sowohl in unbestrahlten als auch in bestrahlten Blutproben. Fr die
bestrahlten Proben wurden zusatzlich die strahleninduzierten Fragmente durch Subtraktion
der unbestrahlten Ergebnisse berechnet. Der Vergleich der Patienten mit den
Kontrollspendern erfolgte jeweils (Uber den Mann-Whitney-U-Test bei einem
Signifikanzniveau von 0,05. Es zeigte sich kein signifikanter Unterschied zwischen den
unbestrahlten Praparaten vor (P=0,4837) und nach Strahlentherapie (P=0,0107). Es wurde
ebenfalls kein Unterschied bei den mit 6 Gy bestrahlten Praparaten bei Patienten vor der
Strahlentherapie im Vergleich zur Kontrollgruppe (P=0,0732) festgestellt. Dagegen zeigten
sich sehr deutliche, signifikante Unterschiede bei Patienten die nach erfolgter
Strahlentherapie untersucht wurden im Vergleich zu den Kontrollgruppen, mit einem P-Wert
von P<0,0001.

Tab. 4: Anzahl der Chromosomenfragmente und der strahleninduzierten azentrischen
Chromosomenfragmente bei gesunden Kontrollspendern (HD), Patienten vor Strahlentherapie und
Patienten nach Strahlentherapie, sowie deren Korrelation.

Dosis [Gy] ' Gruppe n? CF3 SEM EF* SEM ps
0 HD 29 46,0 0,02 _ _ -
Pat. vor Therapie 20 46,0 0,04 _ _ 0,4837 *
Pat. nach Therapie 20 46,1 0,02 _ _ 0,0107 *
0,053 **
6 HD 26 48,4 0,1 2,4 0,1 _
Pat. vor Therapie 20 48,2 0,5 2,2 0,5 0,0732 *
Pat. nach Therapie 20 49,9 0,6 3,8 0,6 < 0,0001 *
<0,0001 **

1Bestrahlungsdosis nach in vitro Bestrahlung ’Anzahl der Patienten / gesunden Spender *Mittlere
Anzahl der Chromosomenfragmente é)ro Zelle *Mittlere  Anzahl zusatzlicher azentrischer
Chromosomenfragmente pro Zelle P-Wert (Mann-Whitney-U-Test, Signifikanzniveau 0,05);
*Referenzgruppe: gesunde Spender; **Referenzgruppe: Tumorpatienten vor Strahlentherapie
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4.2.1. Spontan auftretende azentrische Chromosomenfragmente ( 0 Gy )

Das menschliche Erbgut ist permanent schadigenden Einflissen ausgesetzt, die sowohl
endogen, beispielsweise durch Stoffwechselprozesse, als auch exogen durch
umweltbedingte Strahlenbelastung auftreten kénnen. Um eine Schadigung der DNA-Struktur
zu verhindern hat sich im Verlauf der Evolution eine komplizierte Maschinerie an so
genannten DNA-Reparaturmechanismen entwickelt, die héchst effizient und schnell diese
entstehenden DNA-Schaden beseitigen kann. Es hat sich gezeigt, dass insbesondere die
Entstehung von DNA-Doppelstrangbriichen hier von besonderer Bedeutung ist, da diese im
Gegensatz zu anderen DNA-Schaden einerseits zu einem Verlust an DNA, und somit zu
einem Absterben der Zellen, aber auch andererseits durch Umlagerung von DNA zur
Transformation der Zellen mit einer daraus folgenden genomischen Imbalance fiihren
kénnen. Dieses auch als genomische Instabilitdt bezeichnete Phanomen wird in vielen
Tumorentitaten als ein initiales Ereignis in der Tumorigenese angesehen. Um zu Uberprifen,
ob es sich bei den Unterschieden zwischen gesunden Spendern und Tumorpatienten um ein
solches Phanomen handelt, wurde zunadchst die Anzahl der azentrischen

Chromosomenfragmente unbestrahlter Zellen untersucht.

4.2.1.1. Vergleich von gesunden Spendern und Tumorpatienten

Zunachst war zu Uberprifen, ob es einen Unterschied gibt zwischen Tumorpatienten vor
Beginn der Strahlentherapie und gesunden Spendern beziiglich der spontan auftretenden
Chromosomenaberrationen in Lymphozyten. Hierzu wurde 29 gesunden Spendern sowie 20
Tumorpatienten vor Beginn der Therapie periphervenéses Blut enthommen. Das
Zellwachstum wurde mit PHA stimuliert. Nach einer Inkubation der Zellkulturen bei 37°C fur
48 h wurden die Zellen mit Colcemid in der Mitose arretiert. Die Chromosomen wurden mit
Giemsa gefarbt und die Praparate fixiert. Bei der mikroskopischen Auswertung wurden fir
jeden Patienten und flir jeden gesunden Spender im Mittel 50 Zellen auf die Anzahl der

Chromosomenfragmente hin untersucht und der Mittelwert errechnet.

Abb. 4 zeigt fur Tumorpatienten vor Beginn der Strahlentherapie und gesunde Spender
die Anzahl der Chromosomenfragmente. Gesunde Spender zeigten im Mittel 46,0+0,02
Chromosomenfragmente, entsprechend dem menschlichen diploiden Chromosomensatz, mit
einer Streuung der Einzelwerte von 45,7 bis 46,5. Einen vergleichbaren Wert zeigten
Tumorpatienten vor Therapiebeginn, mit einem Mittelwert von 46,0+0,04 bei einer Streuung
von 45,8 bis 46,5. Es zeigt sich demnach kein Unterschied der beiden Gruppen in Bezug auf
das Auftreten spontaner Chromosomenaberrationen. Das bedeutet, dass eine
Tumorerkrankung nicht zu einer auffalligen Erhdhung der  azentrischen

Chromosomenfragmente in unbestrahlten Lymphozyten fiihrt.
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Abb.4: Anzahl der Chromosomenfragmente in unbestrahlten Lymphozyten von 29 Kontrollspendern
und 20 Tumorpatienten vor Strahlentherapie. Pro Spender/Patient wurden ca. 50 Zellen ausgewertet
und jeweils der Mittelwert mit Fehler des Mittelwertes berechnet.

4.2.1.2. Vergleich von Tumorpatienten vor und nach Strahlentherapie

Es war zu Uberprifen, ob die zurlickliegende strahlentherapeutische Behandlung einen
Einfluss auf die spontan auftretenden azentrischen Chromosomenfragmente hatte, wie es
bereits flr stabile Translokationen beschrieben wurde (Lindholm et al. 1998, Spruill et al.
2000, Tucker et al. 1994). Zu diesem Zweck wurde denselben Patienten, denen vor Beginn
der Strahlentherapie Blut enthommen wurde (Abb. 4), etwa zwei Jahre nach der
strahlentherapeutischen Behandlung erneut eine Blutprobe entnommen. Aus den Blutproben
wurden Chromosomenpraparate der Metaphase angefertigt und die Lymphozyten
mikroskopisch untersucht. Anschlieflend wurden die Ergebnisse beider

Untersuchungszeitpunkte miteinander verglichen.

Abb. 5 zeigt die Anzahl der Chromosomenfragmente in Lymphozyten von Tumorpatienten
vor und zwei Jahre nach der Strahlentherapie. Fir jeden Patienten wurden etwa 50 Zellen
ausgezahlt. Es zeigte sich Kkein signifikanter Unterschied flr die Anzahl der
Chromosomenfragmente vor Strahlentherapie, mit einem Mittelwert von 46,0 + 0,04 und
einer Streuung der Einzelwerte von 45,8 bis 46,5, gegeniber der Anzahl an

Chromosomenfragmenten nach Strahlentherapie, mit einem Mittelwert von 46,1 + 0,02 und
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einer Streuung von 46,0 bis 46,4. Das bedeutet, dass die Strahlentherapie nicht zu einer

Veranderung der spontan auftretenden Chromosomenfragmente fiihrt.
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Abb.5: Anzahl der Chromosomenfragmente in unbestrahlten Lymphozyten von 20 Tumorpatienten.
Die Patienten wurden sowohl vor Beginn der Strahlentherapie als auch zwei Jahre nach der
Strahlentherapie untersucht. Pro Spender/Patient wurden im Mittel 50 Zellen ausgewertet und der
Mittelwert gebildet.

4.2.2. Azentrische Chromosomenfragmente nach in vitro Bestrahlung mit 6 Gy

In einer vorangegangenen Studie konnte gezeigt werden, dass die Anzahl der
azentrischen Chromosomenfragmente humaner Lymphozyten als ein Maf} der individuellen
zellularen Strahlenempfindlichkeit angesehen werden kann (Borgmann et al. 2002). Dabei
zeigten Patienten mit einer im Mittel erhdhten Anzahl an azentrischen
Chromosomenfragmenten deutlich haufiger eine héhergradige Fibrose als Patienten mit
einer geringen Anzahl an azentrischen Chromosomenfragmenten. Ungeklart ist bis dato, ob
es durch eine Strahlentherapie zu einer gleich bleibenden oder veranderten
Reparaturleistung der Zellen kommen kann. Um dies zu Uberprifen, wurde Patienten vor
und nach Strahlentherapie Blut entnommen, die Blutproben mit 6 Gy bestrahlt und die
Anzahl der azentrischen Chromosomenfragmente bestimmt. Zur Kontrolle wurden 29

gesunde Spender in gleicher Weise untersucht.
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4.2.2.1. Azentrische Chromosomenfragmente nach in vitro Bestrahlung bei Patienten

vor Strahlentherapie im Vergleich zu gesunden Spendern

Es war zunachst zu Uberprifen, ob eine unterschiedliche Lymphozytenempfindlichkeit
zwischen gesunden Spendern und Tumorpatienten erkennbar ist. Hierzu wurde in
entsprechendem Medium kultiviertes Blut mit 6 Gy bestrahlt und anschlielRend prapariert. Die
Anzahl der azentrischen Chromosomenfragmente wurde unter dem Mikroskop bestimmt. Zur
Auswertung kamen pro Patient durchschnittlich 50 Zellen, aus deren Werten jeweils ein
Mittelwert flr jeden Patienten bzw. gesunden Spender berechnet wurde. Um die Anzahl der
strahleninduzierten zusatzlichen Fragmente zu erhalten, wurde von den gezahlten Werten

die Anzahl der spontanen Aberrationen subtrahiert.
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Abb. 6: Anzahl der azentrischen Chromosomenfragmente in mit 6 Gy bestrahlten Lymphozyten von
26 Kontrollspendern und 20 Tumorpatienten vor Strahlentherapie. Pro Spender/Patient wurden im
Mittel 50 Zellen ausgewertet und der Mittelwert gebildet. Um die strahleninduzierten zusatzlichen
Fragmente zu erhalten, wurden die unbestrahlten Kontrollproben von den bestrahlten Proben
subtrahiert.

Abb. 6 zeigt die Anzahl der azentrischen Chromosomenfragmente nach einer in vitro
Bestrahlung mit 6 Gy in Zellen gesunder Spender, sowie in Zellen von Tumorpatienten vor
Strahlentherapie. Die gesunden Spender zeigten im Mittel 2,4 =+ 0,1 azentrische

Chromosomenfragmente mit einer Streuung der Einzelwerte von 1,4 bis 3,3. Bei den
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Tumorpatienten vor Strahlentherapie lag der Mittelwert bei 2,2 = 0,5 mit einer Streuung von

1,4 bis 3,4. Es zeigte sich kein signifikanter Unterschied zwischen diesen beiden Gruppen.

4.2.2.2. Azentrische Chromosomenfragmente nach in vitro Bestrahlung bei Patienten

vor und nach Strahlentherapie

Es war zu Uberprifen, ob es zu einer Veranderung der Strahlenempfindlichkeit von
Lymphozyten bei den Tumorpatienten durch die Strahlentherapie kommt. Zu diesem Zweck
wurde den Patienten sowohl kurz vor Strahlentherapie als auch zwei Jahre nach
Strahlentherapie Blut entnommen. Die Blutproben wurden wie zuvor beschrieben prapariert,
und anschlielend die Lymphozytenempfindlichkeit Uber den Nachweis von zusatzlichen

azentrischen Chromosomenfragmenten bestimmt.
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Abb. 7: Anzahl der azentrischen Chromosomenfragmente in mit 6 Gy bestrahlten Lymphozyten von
20 Tumorpatienten. Die Patienten wurden sowohl vor Beginn der Strahlentherapie als auch 2 Jahre
nach der Strahlentherapie untersucht. Pro Patient wurden zwischen 10 und 46 Zellen ausgewertet.
Um die strahleninduzierten azentrischen Chromosomenfragmente zu erhalten, wurden die
unbestrahlten Kontrollproben von den bestrahlten Proben subtrahiert. Vergleich derselben Patienten
vor und nach Strahlentherapie.

Abb. 7 zeigt die Anzahl azentrischer Chromosomenfragmente in Lymphozyten der
Tumorpatienten nach einer in vitro Bestrahlung mit 6 Gy. Auf der linken Seite sind die

azentrischen Chromosomenfragmente vor Strahlentherapie dargestellt, auf der rechten Seite
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die Fragmente derselben Patienten zwei Jahre nach Therapie. Vor Therapiebeginn zeigen
die Patienten im Mittel 2,2 + 0,5 azentrische Chromosomenfragmente bei einer Streuung von
1,4 bis 3,4. Dagegen liegen die Werte nach Strahlentherapie um einen Mittelwert von 3,8 =
0,6, mit einer Streuung der Einzelwerte von 2,4 bis 5,2. Der Unterschied ist signifikant bei
einem P-Wert von <0,0001 im einseitigen Mann-Whitney-U-Test. Dieser Befund weist
erstmalig darauf hin, dass die Empfindlichkeit von Lymphozyten durch eine Strahlentherapie

verandert werden kann.

4.3. AusmaB der Zunahme der Lymphozytenempfindlichkeit von 20 Tumorpatienten

Um die Veranderung der Lymphozytenempfindlichkeit im Verlauf der Strahlentherapie im
Einzelnen nachzuvollziehen, wurde flir jeden der 20 Tumorpatienten ein Vergleich der

prospektiv und retrospektiv ermittelten Werte durchgefihrt.

Abb. 8 zeigt flr jeden einzelnen der 20 Patienten die Anzahl der azentrischen
Chromosomenfragmente nach einer in vitro Bestrahlung mit 6 Gy, sowohl vor als auch nach
Therapie. Von den Praparaten wurden jeweils im Mittel etwa 50 Zellen ausgezahlt und

daraus ein Mittelwert gebildet.
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Abb. 8: Anzahl der azentrischen Chromosomenfragmente in Lymphozyten von 20 Tumorpatienten.
Die Blutproben der Patienten wurden sowohl vor als auch zwei Jahre nach Strahlentherapie
entnommen und mit 6 Gy bestrahlt. Unbestrahlte Proben dienten als Kontrolle, ihre Werte wurden von
denen der bestrahlten Proben subtrahiert.
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Es zeigt sich sehr deutlich, dass in allen untersuchten Patienten die Anzahl der
azentrischen Chromosomenfragmente nach Therapie hdohere Werte zeigte als vor der
Therapie, mit im Mittel 1,6+0,2 zusatzlichen azentrischen Chromosomenfragmenten. In
einigen Fallen war die Erh6hung von geringem Ausmal, wie bei Patient Nr.14. In anderen
Fallen dagegen war eine wesentlich deutlichere Erhdhung zu erkennen, z.B. bei den
Patienten Nr.2, Nr.13 und Nr.15.

Zur deutlicheren Visualisierung wurde flir jeden einzelnen Patienten die Anzahl der
azentrischen Chromosomenfragmente bei 6 Gy vor Therapiebeginn von der Anzahl nach
Therapie subtrahiert und in Abbildung 9 dargestellt. Zusatzlich wurden die Patienten in drei
Gruppen aufgeteilt, je nach Tumorlokalisation. Die Patienten 1-3, 5, 6, 8, 10, 11, 13, 19 und
20 wurden aufgrund eines Tumors im Kopf-Hals-Bereich bestrahlt, die Patienten 4, 9, 14 und
17 hatten Tumoren im Thoraxbereich. Bei den Patienten 7, 12, 15, 16 und 18 befanden sich

die Tumoren im Beckenbereich.

6 Gy

O | | m— |

Differenz der zusatzlichen
azentrischen Fragmente

1 Kopf-Hals @ Thorax I Becken

-1
172 3 56 810111319204 9 1417 7 12 1516 18
Patienten

Abb. 9: Zunahme der azentrischen Chromosomenfragmente in Lymphozyten von 20 Tumorpatienten
im Verlauf der Strahlentherapie, gruppiert nach Tumorlokalisation. Die Patienten wurden je nach
Tumorlokalisation in drei Gruppen eingeteilt: Patienten mit Tumoren im Kopf-Hals-Bereich (hellgrau),
im Thoraxbereich (dunkelgrau) oder im Beckenbereich (schwarz). Den Patienten wurde sowohl vor als
auch zwei Jahre nach Strahlentherapie Blut enthommen und mit 6 Gy bestrahlt. Unbestrahlte Proben
dienten als Kontrolle, ihre Werte wurden von denen der bestrahlten Proben subtrahiert und die
Differenz der azentrischen Chromosomenfragmente vor und nach Therapie gebildet.
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Die geringste Zunahme an azentrischen Chromosomenfragmenten im Verlauf der
Strahlentherapie zeigte sich bei dem Patienten 14 mit 0,1 und den Patienten 1 und 17 mit
jeweils 0,2. Werte mittlerer Grélke fanden sich bei den Patienten 3 (1,5), 5 (2,5), 6 (1,3), 8
(1,4), 10 (1,2), 11 (0,9), 19 (0,9), 20 (2,2), 4 (1,5), 9 (1,9), 7 (2,1), 12 (1,3), 16 (1,2) und 18
(2,1). Besonders hohe Werte zeigten Patient 2 mit 3,0, Patient 13 mit 2,9 und Patient 15 mit
3,4.

Anhand dieser Abbildung lasst sich zudem (Uberprifen, ob die Erhdéhung der
Lymphozytenempfindlichkeit abhéngig ist von der Lokalisation des Tumors. Die Uberlegung
hierbei ist, dass aus Bestrahlungsfeldern mit viel blutbildenden Knochenmarkanteilen (d.h.
Beckenknochen und lange Ro&hrenknochen) ein erhdhter Anteil an modifizierten
Lymphozyten resultiert. Aus diesem Grund zeigt die Abbildung 9 die 20 Patienten sortiert
nach Tumorlokalisation. Betrachtet man diese drei Gruppen getrennt voneinander, so ist
sehr deutlich zu erkennen, dass die Erhéhung der Lymphozytenempfindlichkeit unabhangig

von der Tumorlokalisation zu sein scheint.
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Abb. 10: Zunahme der in vitro strahleninduzierten azentrischen Chromosomenfragmente bei 6 Gy im
Verlauf der Strahlentherapie in Lymphozyten von 20 Tumorpatienten. Die Blutproben der Patienten
wurden sowohl vor als auch zwei Jahre nach Strahlentherapie entnommen. Die Werte der
unbestrahlten Kontrollproben wurden von denen der bestrahlten Proben abgezogen. Fir jeden
Patienten wurde die Anzahl der azentrischen Chromosomenfragmente vor Therapie gegen die Anzahl
nach Therapie aufgetragen und der Korrelationskoeffizient berechnet.
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Es sollte im Folgenden Uberprift werden, ob es sich bei dem Ausmal} der Erhéhung der
Lymphozytenempfindlichkeit um ein generelles oder ein individuelles Merkmal handelte. Zu
diesem Zweck wurden in Abb. 10 die Werte jedes Patienten vor Strahlentherapie gegen die
Werte nach Strahlentherapie aufgetragen. Die Verteilung der Werte zeigte eine deutliche
Punktwolke, was darauf hinweist, dass es sich bei dem Anstieg der Fragmente nach
gegeniber vor Strahlentherapie nicht um einen generellen, sondern um einen individuellen
Mechanismus handelt. Patienten, die vor Therapie die hochsten Werte zeigten, zeigten nicht

automatisch nach Therapie deutlich erhdhte Werte und umgekehrt.

4.4. Bedeutung der Gesamtdosis der Strahlentherapie

Es sollte untersucht werden, ob die beobachtete Modifikation der Strahlenempfindlichkeit
der Lymphozyten vor im Vergleich zu nach der Strahlentherapie auf die wahrend der
Therapie applizierte Dosis zuriickzufiihren war. Abb. 11 zeigt die Anzahl der azentrischen
Chromosomenfragmente bei 6 Gy nach Strahlentherapie, aufgetragen gegen die applizierte
Gesamtdosis der Strahlentherapie. Dabei wurden die Patienten bezliglich der Gesamtdosis
in drei Gruppen aufgeteilt. Finf Patienten erhielten eine Gesamtdosis von jeweils 50 bzw.

50,4 Gy, elf Patienten eine Dosis von 60 Gy und vier Patienten eine Dosis von 66 Gy.

In der Gruppe der mit 50 Gy bestrahlten Patienten zeigte sich eine geringe Streuung der
Einzelwerte zwischen 3,2 und 3,7 azentrischen Chromosomenfragmenten mit einem
Mittelwert von 3,46 = 0,09. Die Gruppe der mit 60 Gy bestrahlten Patienten zeigte eine
deutlich gréRere Streuung von 2,6 bis 5,0 azentrischen Chromosomenfragmenten und einem
Mittelwert von 3,88 + 0,22, wahrend die Patienten, die mit einer Gesamtdosis von 66 Gy
bestrahlt wurden, eine Streuung der Einzelwerte von 3,4 bis 4,8 azentrischen
Chromosomenfragmenten zeigten bei einem Mittelwert von 3,92 + 0,31. Es zeigte sich ein
leichter, nicht signifikanter Anstieg der azentrischen Chromosomenfragmente mit der
Gesamtdosis, allerdings mit einer sehr starken Streuung der Einzelwerte, insbesondere in
der grofdten Gruppe. Um zu Uberprifen ob es sich bei dem leichten Anstieg tatsachlich um
eine auf die Strahlentherapie zurickzufiihrende Zunahme handelt, wurde die Anzahl der
azentrischen Chromosomenfragmente vor Therapie von der Anzahl der Fragmente nach
Therapie subtrahiert und erneut gegen die Gesamtdosis aufgetragen. Abb. 12 zeigt die
azentrischen Chromosomenfragmente bei 6 Gy nach Strahlentherapie abzlglich der
azentrischen Chromosomenfragmente bei 6 Gy vor Therapie in Abhangigkeit zur

Gesamtdosis.
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Abb. 11: Anzahl der azentrischen Chromosomenfragmente in Lymphozyten von 20 Tumorpatienten
nach in vitro Bestrahlung mit 6 Gy in Abhangigkeit von der wahrend der Strahlentherapie applizierten
Gesamtdosis. Zwei Jahre nach Strahlentherapie wurden Blutproben entnommen und mit 6 Gy
bestrahlt. Die Anzahl der azentrischen Chromosomenfragmente vor Strahlentherapie wurde von der
Anzahl der azentrischen Chromosomenfragmente nach Strahlentherapie subtrahiert und gegen die
applizierte Gesamtdosis aufgetragen.

In der Gruppe der mit 50 bzw. 50,4 Gy bestrahlten Patienten zeigte sich eine Streuung
der Einzelwerte von 0,2 bis 2,1 mit einem Mittelwert bei 1,62 + 0,36. Patienten, die mit einer
Gesamtdosis von 60 Gy bestrahlt wurden, zeigten Einzelwerte von 0,1 bis 3,4 und einen
Mittelwert von 1,64 = 0,33 auf, und Patienten, die mit einer Dosis von 66 Gy behandelt
wurden, zeigten eine Streuung der Einzelwerte von 1,25 bis 2,5 und einen Mittelwert von
1,64 = 0,29. Es zeigte sich kein Anstieg der azentrischen Chromosomenfragmente mit
steigender Gesamtdosis. Der Anstieg der Lymphozytenempfindlichkeit im Verlauf der
Strahlentherapie ist demzufolge unabhangig von der applizierten therapeutischen

Gesamtdosis.

In gleicher Weise wurde Uberpriift, ob das Alter der Patienten Einfluss auf die Erhéhung
der Lymphozytenempfindlichkeit hatte. Ein solcher Zusammenhang konnte jedoch nicht

festgestellt werden (Daten nicht gezeigt).
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Abb. 12: Zunahme der azentrischen Chromosomenfragmente in Lymphozyten von 20 Tumorpatienten
im Verlauf der Strahlentherapie in Abhangigkeit von der Gesamtbestrahlungsdosis wahrend der
Strahlentherapie. Es wurde die Differenz der zusatzlichen Fragmente vor Therapie und der
zusatzlichen Fragmente nach Therapie gebildet, und diese aufgetragen gegen die Gesamtdosis, der
die Patienten wahrend der Strahlentherapie ausgesetzt waren.

4.5. Bedeutung der GroRe des Bestrahlungsfeldes

Alle Zellen des Bluts werden im Knochenmark gebildet. Neben pluripotenten Stammzellen
fur Erythrozyten, Thrombozyten und Lymphozyten existieren auch gemeinsame
Stammzellen fir die lymphatischen und myeloischen Zellreihen (Classen et al. 1994).
Innerhalb der Iymphatischen Zellreihe differenzieren sich Lymphozyten aus deren
Vorlauferzellen, den Lymphoblasten und Prolymphozyten. Immunologisch lassen sich B-
Lymphozyten und T-Lymphozyten unterscheiden. Vorlauferzellen der T-Lymphozyten
wandern in den Thymus ein, wo sie zu T-Lymphozyten heranreifen. B-Lymphozyten
hingegen reifen im Knochenmark, und wandern anschlielend ins Blut und in periphere
lymphatische Organe aus. Hier entwickeln sie sich nach stattgefundenem Antigenkontakt zu

Plasmazellen, die im Rahmen einer Immunantwort Antikdrper sezernieren.

Frihere Untersuchungen hatten gezeigt, dass 60% der peripheren B-Lymphozyten aus
langlebigen Zellen bestehen (Sprent und Basten 1973, Sprent und Miller 1972). Diese
Einschatzungen konnten mittlerweile widerlegt und auf artifizielle Selektion langlebiger Zellen
zuruckgefihrt werden (Freitas et al. 1986). Es konnte dagegen gezeigt werden, dass eine

grofle Mehrheit der peripheren B-Lymphozyten kurzlebig sind, mit einer Erneuerungsrate von
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etwa 50% pro 24-48 Stunden. Nur 10-20% dieser Zellen weisen eine etwas langere

Lebensdauer von 7-10 Tagen auf.

Vor dem Hintergrund dieser zeitlich begrenzten Lebensdauer von Lymphozyten ist
ersichtlich, dass es sich bei den Lymphozyten, die im Rahmen dieser Studie zwei Jahre nach
Strahlentherapie untersucht wurden, weder um Lymphozyten aus der Generation vor der
Strahlentherapie handeln kann, noch um Lymphozyten, die wahrend der Strahlentherapie
direkt bestrahlt wurden. Die veranderte Strahlenempfindlichkeit misste somit auf die
Progenitorzellen des blutbildenden Knochenmarks zurlickzufiihren sein. Um zu Uberprifen,
ob die Menge des bestrahlten Knochenmarks Einfluss hat auf die Erhoéhung der
Lymphozytenempfindlichkeit nach Strahlentherapie, wurden die Patienten in drei Gruppen

aufgeteilt, je nach Grolke des bestrahlten Knochenmarkvolumens.

Abb. 13 zeigt die Anzahl der azentrischen Chromosomenfragmente in Abhangigkeit des
im Bestrahlungsfeld liegenden Knochenmarks. Die Patienten wurden dabei in die
Untergruppen wenig, mittel und viel bestrahltes Knochenmark unterteilt. Bei zwolf Patienten
wurde nur ein geringes, bei drei ein mittleres und bei flinf ein groRes Volumen Knochenmark
bestrahlt. Es zeigte sich die grofite Streuung bei einem kleinen Volumen, mit Einzelwerten
von 0,2 bis 3,0 azentrischen Chromosomenfragmenten und einem Mittelwert von 1,5 + 0,27.
Die drei Patienten mit einem mittelgrollen Volumen an bestrahltem Knochenmark zeigten
eine Streuung der Einzelwerte von 2,3 bis 3,4 bei einem Mittelwert von 2,33 £ 0,56, der nicht

signifikant aber deutlich héher war (p= 0,1407).

Die finf Patienten mit einem grolien Knochenmarkanteil im Bestrahlungsfeld zeigten eine
Variation der Einzelwerte von 0,2 bis 2,1 und einen Mittelwert von 1,06 + 0,31 azentrischen
Chromosomenfragmenten pro Zelle. Es zeigte sich flir diese Gruppe demnach sogar ein
geringerer Wert als flr die beiden Gruppen mit weniger bestrahltem Knochenmarkvolumen.
Dies und die fehlende Signifikanz bzw. die grolde Streuung der Einzelwerte deutet darauf hin,
dass die Grole des bestrahlten Knochenmarkvolumens keinen Einfluss hat auf die Anzahl

der azentrischen Chromosomenfragmente nach Strahlentherapie.
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Abb. 13: Anzahl der in vitro strahleninduzierten zusatzlichen azentrischen Chromosomenfragmente in
in vitro bestrahlten Lymphozyten von 20 Tumorpatienten nach Strahlentherapie in Abhangigkeit vom
bestrahlten Knochenmarkvolumen. Die Anzahl der azentrischen Chromosomenfragmente vor
Strahlentherapie wurde von der Anzahl der azentrischen Chromosomenfragmente nach
Strahlentherapie subtrahiert. Die Patienten wurden je nach Grolle des im Bestrahlungsfeld
befindlichen Knochenmarks in drei Gruppen aufgeteilt: Patienten mit wenig, mafig viel oder viel
Knochenmark im Bestrahlungsfeld. Fir jede der drei Gruppen wurden die azentrischen
Chromosomenfragmente nach in vitro Bestrahlung mit 6 Gy dargestellt.
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5. DISKUSSION

Ziel dieser Arbeit war es, zu Uberprifen, ob eine strahlentherapeutische Behandlung die
individuelle zellulare Strahlenempfindlichkeit von Tumorpatienten verandert. Dies ist insofern
von grolRer Bedeutung, als sich die Bestimmung der individuellen zellularen
Strahlenempfindlichkeit als ein hervorragender  Indikator fir eine  spate
Normalgewebsreaktion eignet (Hoeller et al. 2003). Die individuelle Strahlenempfindlichkeit
der Patienten wurde Uber den Nachweis von strahleninduzierten Chromosomenaberrationen
in Lymphozyten des peripheren Bluts untersucht. Dazu wurde 20 Tumorpatienten vor Beginn
der Therapie Blut entnommen. Denselben Patienten wurde zwei Jahre nach Strahlentherapie
erneut Blut entnommen. Nach in vitro Bestrahlung der Blutproben mit 6 Gy wurde die Anzahl
der azentrischen Chromosomenfragmente in den Lymphozyten bestimmt. Zur Kontrolle
wurden parallel Blutproben von gesunden Spendern, sowie von weiteren 50
Brustkrebspatientinnen nach Strahlentherapie mit 6 Gy bestrahlt, und anschlielend die

Anzahl der azentrischen Chromosomenfragmente bestimmt.

5.1. Methodische Vorarbeiten

In einem Vorversuch wurde die Zahl der Chromosomenfragmente in Lymphozyten mittels
konventioneller Metaphasentechnik bestimmt. Dafiir wurden die Lymphozyten mit 2, 4 und 6
Gy bestrahlt, zur Proliferation flir 48 h stimuliert und in der Metaphase fixiert. Die so
erhaltenen Praparate wurden mit Giemsa gefarbt und die Anzahl der azentrischen
Chromosomenfragmente lichtmikroskopisch ausgewertet. Es zeigte sich eine linear-
quadratische Zunahme der Chromosomenfragmente mit steigender Bestrahlungsdosis (Abb.
2), die vergleichbar ist mit Werten, die in anderen Studien ermittelt wurden (Bauchinger et al.
1993, Bedford 1991, Bocker et al. 1996, Boei und Natarajan 1998, Brewen und Gengozian
1971, Brewen und Luippold 1971, Fabry et al. 1988, Lloyd et al. 1986, Thierens et al. 1995).

Die Untersuchungen wurden an Lymphozyten durchgeflihrt und nicht an Fibroblasten
oder anderen Zelltypen, da in mehreren Studien gezeigt werden konnte, dass die
Strahlenempfindlichkeit nur dann sehr gut mit entsprechenden klinischen Endpunkten wie
beispielsweise dem Auftreten von spaten Nebenwirkungen nach Strahlentherapie korrelierte,
wenn sie anhand von Lymphozyten bestimmt wurde (Borgmann et al. 2002, EI-Awady et al.
2005, Hoeller et al. 2003).

5.2. Spontane Chromosomenaberrationen in gesunden Spendern und Tumorpatienten
vor bzw. nach Strahlentherapie

Spontane Chromosomenaberrationen sind im menschlichen Erbgut natlrlicherweise

vorhanden, da sie endogen durch oxidative Schaden und fehlerhafte Prozessierung von
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Replikationsgabeln induziert werden konnen, oder exogen beispielsweise durch die

natlrliche Strahlenexposition auftreten (Herrmann et al. 2006).

In der vorliegenden Studie wurden zunachst die spontan auftretenden
Chromosomenfragmente bei Tumorpatienten vor Beginn der strahlentherapeutischen
Behandlung mit denen gesunder Spender verglichen. Die Metaphasenuntersuchungen in der
Gruppe der Tumorpatienten vor Therapiebeginn ergab im Mittel 46,0+0,04
Chromosomenfragmente, bei den gesunden Spendern lag der Mittelwert bei 46,0+0,02. Es
zeigte sich somit kein Unterschied zwischen den beiden Gruppen. Ebenfalls kein
Unterschied zwischen gesunden Spendern und Tumorpatienten konnte von Rigaud (Rigaud
et al. 1990) beim Vergleich von dizentrischen Chromosomen beobachtet werden. Eine
vergleichbare Beobachtung fir die Bildung von Chromosomenaberrationen in der
Interphase, wie sie mittels der PCC-Technik bestimmt wird, konnte ebenfalls von Terzoudi
(Terzoudi et al. 2000) beobachtet werden. Keine Unterschiede in der Anzahl der spontan
auftretenden Chromosomenbriiche im Vergleich von Tumorpatienten zu gesunden Spendern
bei der Bestimmung der G2-Aberrationen mittels des G2-Assays wurden ebenfalls von Scott
(Scott et al. 1999) und Baria (Baria et al. 2001) gezeigt.

Dagegen konnten sehr deutliche Unterschiede in der Anzahl spontan auftretender
Chromosomenaberrationen mit einer Korrelation von Anzahl an spontan auftretenden
Chromosomenaberrationen und Risiko einer Tumorerkrankung beobachtet werden (Bonassi
et al. 1995, Bonassi et al. 2000, Hagmar et al. 1998, Hagmar et al. 1994). Allerdings wurden
in diesen Studien sehr grolRe Kohorten untersucht, die es erméglichten, auch sehr kleine
Unterschiede in der Anzahl der Chromosomenaberrationen signifikant herauszuarbeiten.
Des weiteren wurden insbesondere Personen untersucht, die beruflich verstarkt
karzinogenen Stoffen ausgesetzt waren, und - vielleicht der entscheidende Unterschied - es
wurden nicht nur Chromosomenaberrationen bestimmt, die zum Absterben der Zellen fihren,
sondern auch Chromosomenaberrationen, die von der Zelle durchaus toleriert werden
kdénnen, wie beispielsweise Translokationen. Diese wiederum wurden als auslésendes
Ereignis einer Zelltransformation haufig beschrieben, mit dem so genannten Philadelphia-

Chromosom als dem bekanntesten Vertreter (Deklein 1987, Hagemeijer 1987).

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass in den meisten kleineren Studien keine
Unterschiede von gesunden Spendern und Tumorpatienten beobachtet wurden, wenn
Chromosomenaberrationen betrachtet wurden, die zu azentrischen Chromosomen-

fragmenten flihren kénnen.

Vergleicht man die Anzahl an azentrischen Chromosomenfragmenten im Verlauf der
Strahlentherapie in unbestrahlten Lymphozyten, zeigte sich auch hier kein Unterschied.

Andere Untersuchungen ermittelten ebenfalls keinen Unterschied in den spontan
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auftretenden Chromosomenaberrationen im Verlauf der Strahlentherapie (Kleinerman et al.
1989, Kleinerman et al. 1994, Kleinerman et al. 1990). Dagegen zeigten Ryabchenko et al.
(Ryabchenko et al. 2003) an Lymphozyten von Hodgkin-Patienten in Remission, deren
Strahlentherapie zwischen 6 und 24 Jahre zurlicklag, eine hohere Zahl spontaner
Chromosomenaberrationen im Vergleich zu Kontrollpatienten. Die Ursache flir die erhdhte
chromosomale Instabilitdt scheint bei diesen Patienten jedoch auf die bei der Hodgkin-
Erkrankung eingesetzten Chemotherapeutika zurtickzufliihren zu sein, die insbesondere in
Knochenmarkzellen chromosomale Instabilitdten induzieren (Genuardi et al. 1988). Somit
kénnte die Chemotherapie beim Hodgkin-Lymphom die Ursache flir die von Ryabchenko

gefundene erhdhte Lymphozytenschadigung sein und nicht die Strahlentherapie.

Eine weitere Ursache flr die erhéhte Anzahl an spontan auftretenden
Chromosomenaberrationen nach im Vergleich zu vor der Strahlentherapie kénnte auch der
Zeitpunkt der Blutentnahme sein. Tatsachlich konnte eine deutlich erhéhte Anzahl spontaner
Aberrationen bei Blutenthnahme unmittelbar bzw. bis zwei Monate nach Abschluss der
Strahlentherapie beobachtet werden (Matsuoka et al. 1996, Rigaud et al. 1990). Unter der
allgemein akzeptierten Annahme, dass Lymphozyten mit in vivo induzierten
Chromosomenschaden erst nach langerer Zeit aus dem peripheren Blut eliminiert werden
(Kondrashova et al. 1997, Neubauer et al. 1997, Neubauer et al. 1996), ist davon
auszugehen, dass die erhdhte Anzahl an Chromosomenaberrationen direkt auf die
therapeutische Strahlenexposition zurlickzufihren ist. Die vorliegende Studie wurde
dagegen an Patienten durchgefiihrt, deren strahlentherapeutische Behandlung mindestens

zwei Jahre zurlicklag.

Es kann zusammengefasst werden, dass es keine Erhéhung in der Anzahl spontan
auftretender Chromosomenaberrationen bei Tumorpatienten vor bzw. nach Strahlentherapie
im Vergleich zu gesunden Spendern gab, wenn sich die Studien auf die Bestimmung von
azentrischen Chromosomenfragmenten fokussierten und lange nach Strahlentherapie

durchgefihrt wurden.

5.3. Chromosomenaberrationen nach in vitro Bestrahlung bei Tumorpatienten vor und

nach Strahlentherapie im Vergleich zu gesunden Spendern

Die Bestimmung der Strahlenempfindlichkeit erfolgte (ber den Nachweis
strahleninduzierter azentrischer Chromosomenfragmente bei einer Bestrahlung mit 6 Gy. In
einem Vorversuch wurde Probanden Blut enthommen und mit den Dosen 2, 4 und 6 Gy
bestrahlt. Unbestrahlte Proben dienten als Kontrollen. Die Zellen wurden 48 h nach der
Bestrahlung in der Mitose arretiert. AnschlieBend wurden Chromosomenpraparate
hergestellt und ausgewertet (Abb. 2). Es zeigte sich ein linear-quadratischer Anstieg der

Chromosomenfragmente mit zunehmender Dosis flir alle untersuchten Spender. Der
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deutlichste Unterschied zeigte sich bei einer Dosis von 6 Gy. Ein linear-quadratischer
Anstieg der azentrischen Chromosomenfragmente wurde ebenfalls von zahlreichen anderen
Autoren beschrieben, die entweder Lymphozyten und/oder Fibroblasten zur Ermittlung der
zellularen Strahlenempfindlichkeit nutzten (Borgmann et al. 2002, Cornforth und Bedford
1987, Rave-Frank et al. 2001, Virsik-Peuckert et al. 1997).

Vergleicht man die Anzahl der strahleninduzierten Chromosomenfragmente von
gesunden Spendern mit den Werten von Tumorpatienten vor Beginn einer Strahlentherapie,
so ergibt sich nach einer Bestrahlung mit 6 Gy fir die gesunden Spender ein Mittelwert von
24 + 0,1. Die Tumorpatienten zeigten im Mittel 2,2 % 0,5 strahleninduzierte
Chromosomenfragmente und unterschieden sich somit nicht von den gesunden Spendern.
Keinen Unterschied in der Strahlenempfindlichkeit zwischen gesunden Spendern und
Tumorpatienten ohne Strahlentherapie fanden ebenfalls Neubauer et al. (Neubauer et al.
1997) bei der Untersuchung von Lymphozyten nach in vitro Bestrahlung mittels der CISS-
Technik. Auch Scott et al. (Scott et al. 1999) konnten in einem G2-Assay keinen Unterschied
zwischen gesunden Spendern und Tumorpatienten in Metaphasenprapraten von
Lymphozyten zeigen. Von Nascimento et al. (Nascimento et al. 2001) wurde dagegen ein
Unterschied zwischen gesunden Spendern und Tumorpatienten gefunden. In dieser Studie
wurde jedoch der Comet-Assay verwendet, bei dem es sich um einen indirekten Nachweis
von Chromosomenschaden handelt, indem diese mit dem visuellen Aspekt einer
Elektrophorese korreliert werden. Weiterhin handelt es sich bei den Ergebnissen um
Mittelwerte, die von jeweils nur drei Individuen stammen, also von einem &aufRerst kleinen
Kollektiv. Aus den eigenen Daten und den Daten der Literatur kann daher gefolgert werden,
dass es keinen Unterschied gibt in der Strahlenempfindlichkeit von gesunden Spendern
verglichen mit Tumorpatienten, die noch keiner strahlentherapeutischen Behandlung
unterzogen wurden, wenn sich die Untersuchungen auf den direkten mikroskopischen
Nachweis von azentrischen Chromosomenfragmenten in einem ausreichend grofRen

Patientenkollektiv beziehen.

Um zu dberprifen, ob die Strahlenempfindlichkeit von Lymphozyten durch eine
Strahlentherapie verandert wird, wurden den Tumorpatienten zwei Jahre nach
Strahlentherapie erneut Blutproben entnommen und diese ebenfalls mit 6 Gy bestrahlt. Bei
der Untersuchung der Metaphasenpraparate fanden sich im Mittel 3,8 + 0,6
strahleninduzierte Chromosomenfragmente. Es zeigte sich demnach eine Zunahme um im
Mittel 1,6 zusatzliche azentrische Chromosomenfragmente im Verlauf der Strahlentherapie.
In einer kirzlich durchgefiihrten weiteren Studie unseres Labors an einem anderen
Patientenkollektiv konnten ahnliche Ergebnisse gezeigt werden (Borgmann et al. 2008).
Unter Verwendung desselben Essays wie in unserer Studie wurden 81 Patientinnen mit

Mammakarzinom nach  Strahlentherapie untersucht. Die Anzahl azentrischer
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Chromosomenfragmente pro Zelle lag hier bei 3,59 = 0,57, vergleichbar mit unseren
Ergebnissen (3,8 + 0,6). Eine signifikante Zunahme der Lymphozytenempfindlichkeit nach
Strahlentherapie wurde ebenfalls von Legal et al. (Legal et al. 2002) bei der Untersuchung
stabiler Aberrationen in Metaphasenpraparaten unter Verwendung der FISH-Technik
beobachtet. Auch Neubauer et al. (Neubauer et al. 1997, Neubauer et al. 1996) fanden eine
hohere Lymphozytenempfindlichkeit bei Patienten nach Strahlentherapie, verglichen mit
anderen Patienten, die noch keine Bestrahlung erhalten hatten. Bei ihren Studien erfolgte die
Auswertung der Metaphasen mittels der CISS-Technik. Entsprechende Ergebnisse konnten
auch von Baeyens et al. (Baeyens et al. 2002) unter Anwendung des GO-Micronucleus-
Assays gezeigt werden. Auch hier war die Lymphozytenempfindlichkeit von Patienten nach
Strahlentherapie erhoht. West et al. (West et al. 1995) fanden ebenfalls eine erhoéhte
Strahlenempfindlichkeit bei Brustkrebspatienten nach Strahlentherapie tber die Bestimmung
der ,colony-forming-efficiency“ bei Bestrahlung mit niedriger Dosisrate (LDR), verglichen mit
gesunden Spendern und Patienten mit Ataxia teleagiectatica. Unter Verwendung von hoher

Dosisrate (HDR) konnte dagegen keine erhéhte Strahlenempfindlichkeit gezeigt werden.

Es kann zusammengefasst werden, dass die meisten Studien ebenfalls Uiber eine erhéhte
Lymphozytenempfindlichkeit nach Strahlentherapie berichten. Diese Beobachtungen zeigen
sich unter Verwendung unterschiedlicher Untersuchungsmethoden. Oft handelt es sich
jedoch um einen Vergleich unterschiedlicher Patientenkollektive. Lediglich Legal et al. (Legal
et al. 2002) untersuchten dasselbe Patientenkollektiv sowohl vor als auch nach
Strahlentherapie. EinschlieBlich der vorliegenden Studie zeigen demnach alle Studien, die
isogenetisches Material auswerten, eine Zunahme der Lymphozytenempfindlichkeit im
Verlauf einer Strahlentherapie. Im Unterschied zur Studie von Legal et al. wurde in dieser
Untersuchung ein ausreichendes Intervall zwischen Strahlentherapie und Auswertung
eingehalten. Dies erscheint unbedingt notwendig, da die unmittelbar durch Bestrahlung
entstandenen Chromosomenschaden noch lange nach Exposition nachweisbar sind
(Kondrashova et al. 1997, Neubauer et al. 1997, Neubauer et al. 1996).

5.4. Interindividuelle Schwankungen

In den Ergebnissen dieser Untersuchung zeigte sich eine grofRRe interindividuelle
Streubreite der azentrischen Chromosomenfragmente, sowohl bei Patienten vor
Strahlentherapie, als auch bei Patienten, die zwei Jahre nach Strahlentherapie untersucht
wurden. Vor Strahlentherapie lagen die Werte zwischen 1,4 und 3,4 mit einem Mittelwert von
2,2 £ 0,5. Nach Strahlentherapie fanden sich Werte zwischen 2,6 und 5,0, der Mittelwert lag
hier bei 3,8 + 0,6. Auch bei Betrachtung der Differenz zwischen retrospektiver und

prospektiver Untersuchung zeigte sich diese Streubreite. Die so ermittelten Differenzen der
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azentrischen Chromosomenfragmente lagen zwischen 0,1 und 3,4 um einen Mittelwert von
1,64 = 0,21.

Ebenfalls eine grofie interindividuelle Variabilitdt ber den Nachweis von Mikrokernen
wurde von zahlreichen anderen Autoren gefunden (Floyd und Cassoni 1994, Huber et al.
1992, Keller et al. 2004, Scott et al. 1999, Slonina und Gasinska 1997). Auch Pinar et al.
(Pinar et al. 2007) =zeigten eine erhebliche interindividuelle Streubreite von
Doppelstrangbriichen in Lymphozyten bei einer Untersuchung mittels Pulsfeld-

Gelelektrophorese.

5.5. EinflussgroRen auf die Anzahl der azentrischen Chromosomenfragmente

Die Induktion strahleninduzierter Chromosomenfragmente kann durch viele Parameter
beeinflusst werden. Es ist daher von groRer Wichtigkeit eine derartige Untersuchung nach
festen Regeln zu standardisieren um eine Anfalligkeit der Ergebnisse durch verschiedenste
Einflisse zu minimieren. Soweit dies nicht moglich ist, wie bei unterschiedlichen
Therapieschemata flr verschiedene Tumorentitaten, missen diese Faktoren auf eine
maogliche Ergebnisbeeinflussung gesondert untersucht werden. Derartige Einflussgréf3en im
Zusammenhang mit der vorliegenden Studie sollen im Folgenden dargestellt und untersucht

werden.

5.5.1. Einfluss der Gesamtbestrahlungsdosis

Um den Einfluss der Gesamtbestrahlungsdosis im Verlauf der Strahlentherapie zu
untersuchen, wurde die Anzahl der strahleninduzierten Chromosomenfragmente gegen die
Gesamtdosis aufgetragen (Abb. 11). Es zeigte sich ein leichter Anstieg mit zunehmender
Dosis (50 Gy: 3,46 £ 0,09; 60 Gy: 3,88 + 0,22; 66 Gy: 3,92 + 0,31).

Eine Abhangigkeit der Strahlenempfindlichkeit von der Bestrahlungsdosis wurde ebenfalls
von Hill et al. (Hill et al. 2007) fur Fibroblasten gezeigt. Auch flr dizentrische Chromosomen
und Mikrokerne in Lymphozyten konnte ein solcher Zusammenhang nachgewiesen werden
(Bauchinger et al. 1993, Bedford 1991, Boei und Natarajan 1998, Fabry et al. 1988, Thierens
et al. 1995).

Um zu differenzieren, ob dieser Effekt der Dosisabhangigkeit erst durch die
Strahlentherapie zustande kommt, wurde zusatzlich nicht nur die Anzahl azentrischer
Chromosomenfragmente nach Strahlentherapie betrachtet, sondern auch die Differenz
dieser Anzahl zur Anzahl azentrischer Chromosomenfragmente vor Strahlentherapie. Diese
Differenz wurde erneut gegen die applizierte therapeutische Gesamtdosis aufgetragen (Abb.
12), wobei der zuvor gezeigte Anstieg nicht reproduziert werden konnte. Die erhdhte
Strahlenempfindlichkeit nach Strahlentherapie ist demnach nicht abhangig von der

Gesamtdosis wahrend der Therapie.
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5.5.2. GroRe des Bestrahlungsfeldes

Die retrospektiven Untersuchungen der Patienten in dieser Studie fanden jeweils zwei
Jahre nach Strahlentherapie statt. Zu diesem Zeitpunkt sind in peripheren Lymphozyten so
gut wie keine in vivo induzierten Aberrationen mehr feststellbar (Neubauer et al. 1997,
Neubauer et al. 1996). Die veranderten Chromosomeneigenschaften missen demnach aus
Schadigungen der Vorlauferzellen resultieren. Diese Stammzellen der Lymphozyten sind im
blutbildenden Knochenmark zu finden, das vorwiegend im Beckenknochen und in den

langen Réhrenknochen verteilt ist.

Es sollte Uberprift werden, ob ein Zusammenhang besteht zwischen der GroRe des
bestrahlten Knochenmarkanteils und der erhdéhten Lymphozytenempfindlichkeit nach
Strahlentherapie. Hierzu wurde das bestrahlte Knochenmarkvolumen fiir jeden Patienten
berechnet. Anschliellend wurden die Patienten in drei Gruppen aufgeteilt, je nach GréRRe des
bestrahlten Knochenmarkanteils (Abb. 13). Es konnte kein Zusammenhang zwischen
Knochenmarkvolumen und Lymphozytenempfindlichkeit festgestellt werden. Ein deutlicher
Einfluss des bestrahlten Knochenmarkvolumens auf die Ausbildung von dizentrischen
Chromosomen konnte dagegen von Gershkevitsh et al. (Gershkevitsh et al. 2002) gezeigt
werden. In ihrer Studie wurde in Blutproben direkt nach Strahlentherapie die Anzahl der
dizentrischen Chromosomen untersucht. Eine Einflussnahme auf die Empfindlichkeit der
Lymphozyten nach in vitro Bestrahlung wurde nicht untersucht. Auch Yamada et al. (Yamada
et al. 2000) fanden eine deutliche Korrelation von der GroRe des bestrahlten
Knochenmarkvolumens und der Anzahl aberranter Lymphozyten nach Blutentnahme direkt
im Anschluss an die Strahlentherapie. Als aberrante Lymphozyten wurden hier Zellen
gewertet, die sowohl letale als auch stabile Aberrationen aufwiesen. Die genannten Studien
untersuchten nur spontan auftretende, nicht jedoch in Vvitro strahleninduzierte
Chromosomenfragmente. Die fehlende Korrelation von bestrahltem Knochenmarkvolumen
und der Anzahl der Chromosomenaberrationen in dieser Arbeit wird im Wesentlichen auf die
geringe Anzahl der Probanden in den einzelnen Subgruppen zurlckzufiihren sein, jedoch bei

ausreichender Zahl die Daten der Literatur bestatigen.

5.5.3. Alter der Patienten

Das Alter der Tumorpatienten variierte zwischen 41 und 72 Jahren mit einem Mittelwert
von 60,45 = 2,12. Eine Korrelation zwischen dem Alter der Patienten und der Anzahl der
Deletionen bei einer Dosis von 6 Gy konnte nicht nachgewiesen werden (Daten nicht
gezeigt). Dagegen zeigte sich ein Ansteig der spontanen Chromosomenaberrationen mit

dem Alter.

Keine Abhangigkeit der strahleninduzierten Chromosomenaberrationen vom Alter, sowohl
in der G1-Phase (Dede 2006, West et al. 1995), als auch in der G2-Phase, wurde auch von
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anderen Autoren festgestellt (Barber et al. 2000, Parshad et al. 1996, Rached et al. 1998,
Scott et al. 1998). Dies weist darauf hin, dass es keine Altersabhangigkeit der zellularen
Strahlenempfindlichkeit gibt. Betrachtet man dagegen die Anzahl der spontan auftretenden
stabilen Chromosomenaberrationen, so zeigt sich eine sehr deutliche Zunahme mit dem
Alter der Patienten (Joksic et al. 1997, Mei et al. 1996, Neubauer et al. 1996, Reuterwall
1990, Slonina und Gasinska 1997, Tucker et al. 1994). Dies ist darauf zurtickzuflhren, dass
stabile Chromosomenaberrationen meistens nicht zum Absterben der Zellen fihren und
deshalb Uber einen Lebenszeitraum von vielen Jahren akkumulieren kénnen (Schicha und
Schober 2003). Da diese Studie jedoch auf die Analyse von Deletionen und somit auf letale

Aberrationen beschrankt ist, ist dieser Anstieg in diesem Rahmen nicht von Bedeutung.

5.6. Schlussfolgerungen

In dieser Studie konnte gezeigt werden, dass die Empfindlichkeit von Lymphozyten,
gemessen an der Anzahl strahleninduzierter Chromosomenaberrationen, durch eine
Strahlentherapie modifiziert wird. So fanden sich bei 20 Tumorpatienten vor Beginn der
Strahlentherapie keine Unterschiede in der Anzahl spontan auftretender Aberrationen im
Vergleich zu gesunden Spendern. Dies wurde ebenfalls von anderen Autoren berichtet. Auch
bei Betrachtung strahleninduzierter Chromosomenaberrationen zeigte sich kein Unterschied
zwischen Tumorpatienten und gesunden Spendern, weder in dieser Studie, noch in der
Literatur. Zwei Jahre nach Strahlentherapie lag die Anzahl spontaner Aberrationen bei
Tumorpatienten in demselben Bereich wie vor Therapiebeginn, was bedeutet, dass zu
diesem Zeitpunkt keine direkten Strahlenschaden durch die strahlentherapeutische

Behandlung mehr nachweisbar sind. Zu diesem Ergebnis kamen auch andere Studien.

Es zeigte sich jedoch ein deutlicher Unterschied in der Anzahl strahleninduzierter
Chromosomenfragmente zwei Jahre nach Strahlentherapie, sowohl im Vergleich mit
denselben Patienten vor Therapiebeginn, als auch mit gesunden Spendern (p < 0,0001).
Diese Ergebnisse, die erstmalig anhand isogenetischen Materials durchgeflihrt wurden,
bestatigen die Untersuchungen vieler Autoren, die ebenfalls eine Zunahme der

Strahlenempfindlichkeit in jeweils verschiedenen Untersuchungsgruppen zeigen konnten.

Die Gesamtbestrahlungsdosis wahrend der Strahlentherapie, wie auch das Alter der
Patienten, konnten nicht als einflussnehnmende GroRen identifiziert werden. Auch fir die
GrolRe des Bestrahlungsfeldes konnte kein Zusammenhang mit der
Lymphozytenempfindlichkeit nach zwei Jahren gezeigt werden. Zu diesem Aspekt gibt es
lediglich Studien, die Spontanaberrationen untersuchen. Sie sind somit nicht direkt
vergleichbar, zeigen jedoch einen Trend zur Annahme, dass die GroRe des
Bestrahlungsfeldes ein wichtiger Faktor ist. Es missten demnach noch weitere Studien

durchgefihrt werden, die die Lymphozytenempfindlichkeit anhand strahleninduzierter
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Chromosomenaberrationen untersuchen. Optimal ware hier der Vergleich eines
Patientenkollektivs mit hoher Knochenmarkdosis (z.B. Prostatakarzinom) mit einem
Patientenkollektiv, welches nur eine geringe bzw. keine Knochenmarkdosis erhalten hat,

beispielsweise Patienten mit einem Larynxkarzinom T1 oder T2.



Zusammenfassung 50

6. ZUSAMMENFASSUNG

Um eine Pradiktion der Normalgewebereaktionen vornehmen zu kénnen, ist es
notwendig, geeignete Testverfahren zu entwickeln. Dabei hat sich die Bestimmung der
azentrischen Chromosomenfragmente in Lymphozyten als ein potentieller Marker etabliert
(Borgmann et al. 2008, Hoeller et al. 2003). Unklar ist jedoch, ob die Bestimmung der
azentrischen Chromosomenfragmente durch eine vorangegangene Therapie modifiziert wird.
Fur diese Fragestellung wurde die Anzahl der azentrischen Chromosomenfragmente nach in
vitro Bestrahlung - als Marker der individuellen zellularen Strahlenempfindlichkeit - sowohl
vor als auch zwei Jahre nach Strahlentherapie untersucht, und mit einem Kontrollspender-

sowie einem bereits bestrahlen Mammakarzinomkollektiv verglichen.

Zu diesem Zweck wurden Blutproben von Probanden entnommen, in Kulturen aufgeteilt,

bestrahlt und die Anzahl der azentrischen Chromosomenfragmente bestimmt.
Insgesamt wurden folgende Ergebnisse erzielt:

* Bezlglich spontan auftretender Chromosomenaberrationen besteht kein Unterschied
zwischen gesunden Spendern (46,0+0,02 Chromosomenfragmente pro Zelle) und

unbestrahlten Tumorpatienten (46,0+0,04).

* Fir denselben Patienten besteht ebenfalls kein Unterschied bei Entnahme der Blutprobe
vor oder zwei Jahre nach Strahlentherapie (46,0+0,04 vs. 46,1 + 0,02).

* Auch fir die Zahl der strahleninduzierten Chromosomenfragemente (6Gy) zeigt sich kein
Unterschied zwischen gesunden Spendern (2,4+0,1) und unbestrahlten Patienten
(2,210,5).

* Diese Zahl ist aber nach einer Strahlentherapie signifikant erhéht (2,4+0,1 vs. 3,8 £ 0,6; p
< 0,0001).

* Diese Zunahme liefl3 sich fir jeden Patienten nachweisen. Verschiedene EinflussgrofRen
wurden untersucht. Fir keine dieser Einflussgrélten, wie die Gesamtstrahlendosis
wahrend der Therapie, der Anteil des bestrahlten Knochenmarks im Strahlenfeld oder das
Alter der Patienten, konnte ein eindeutiger Einfluss auf diese Zunahme der

Lymphozytenempfindlichkeit festgestellt werden.

Fur zukinftige Studien haben die Ergebnisse die Konsequenz, dass Untersuchungen fir
die Entwicklung pradiktiver Testverfahren ausschlieRlich mit Blutproben durchgeflihrt werden

sollten, welche vor einer therapeutischen Strahlenexposition entnommen wurden.
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