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Einleitung S

1 EINLEITUNG

1.1 Wirkungen der Strahlentherapie

Ziel der kurativen Strahlentherapie ist stets die vollstandige Zerstérung des Tumors bei
gleichzeitiger Schonung des Normalgewebes. Die Radikalitat des Vorgehens ist hierbei be-
grenzt durch die verschiedenen Reaktionen des Normalgewebes.

Grundsatzlich kénnen diese Reaktionen eingeteilt werden in friihe und spate Normalge-
websreaktionen. Typische Beispiele einer frilhen Reaktion sind das Strahlenerythem, Epit-
helschaden im Gastrointestinaltrakt, aber auch Knochenmarksnekrosen mit Zytopenien im
peripheren Blut. Eine wichtige Spatreaktion und damit ein entscheidender dosislimitierender
Faktor einer strahlentherapeutischen Behandlung ist die subkutane Fibrose. Sie kann noch
Jahre nach der Bestrahlung auftreten und je nach Ausmal fiir Patienten eine Einschrankung
der Lebensqualitat, aber auch eine lebensbedrohliche Komplikation darstellen. (Turesson
1990). Ein weiteres Beispiel ist das Auftreten schwerer Teleangiectasien in der Haut und den
inneren Organen.

Die Art und das Ausmal einer strahleninduzierten Normalgewebsreaktion kann erheblich
von Patient zu Patient variieren (Bentzen und Overgaard 1994). Selbst bei Anwendung stan-
dardisierter Dosisschemata ergibt sich eine grof3e Streuung der Reaktionen (Tucker et al.
1992, Johansen et al. 1996, Turesson et al. 1996). So bleiben einige Patienten praktisch
beschwerdefrei, wahrend bei anderen schwere Komplikationen auftreten. Dementsprechend
werden Strahlentherapieschemata standig dahingehend optimiert, dal® der Prozentsatz
schwerer Reaktionen moglichst klein bleibt, typischerweise unter 5 %.

GrolRles Interesse besteht an einer pradikativen Erkennung von Patienten mit schweren
Normalgewebsreaktionen. Bei einer rechtzeitigen Erkennung solcher Patienten konnten die
Dosisschemata entsprechend modifiziert werden. Somit ware ein Schutz vor schweren Nor-
malgewebsreaktionen einerseits und eine optimale Effektivitat der Therapie andererseits

leichter zu gewahrleisten.

1.2 Zellulare Strahlenempfindlichkeit und Bestrahlungsreaktionen

In mehreren Arbeiten konnte gezeigt werden, dall die Normalgewebsreaktionen u.a.
durch die zellulare Strahlenempfindlichkeit bestimmt wird. (Burnet et al. 1992, Geara et al.
1993, Brock et al. 1995, Johansen et al. 1996). Johansen et al. (1996) fanden u.a. eine Kor-
relation zwischen dem Auftreten subkutaner Fibrose und der im Kolonietest ermittelten zel-
luldaren Strahlenempfindlichkeit. Fur die Spatreaktion Teleangiectasie sowie die Akutreaktion
Hauterythem wurde keine Korrelation mit der zellularen Strahlenempfindlichkeit beobachtet
(Johansen et al. 1996).
1.3 Testzellen zur Ermittlung der zellularen Strahlenempfindlichkeit

Zur Bestimmung der individuellen zellularen Strahlenempfindlichkeit von Patienten wer-
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den sowohl Fibroblasten als auch Lymphozyten genutzt. Beide Zellarten sind experimentell
gut zuganglich. Wahrend Lymphozyten leicht aus Vollblut zu isolieren sind, werden Fibrobla-
sten als Hautfibroblasten aus Stanzbiopsien enthommen. In beiden Fallen ist die Belastung
der Patienten durch die diagnostische Mallnahme gering. Sowohl Fibroblasten als auch
Lymphozyten lassen sich einfach und somit kostenglinstig kultivieren. Fibroblasten sind auf-
wendiger in Kultur zu halten, halten sich jedoch langer als Lymphozyten.

Es wurde gezeigt, daf Fibroblasten als Folge von Bestrahlung zu Fibrozyten ausdifferen-
Zieren und so u.U. mittels gesteigerter Kollagenproduktion eine subkutane Fibrose verursa-
chen kénnen (Rodemann und Bamberg 1994). Insofern erscheinen Fibroblasten zur Unter-
suchung der Beziehung zwischen subkutaner Fibrose und zellularer Strahlen-empfindlichkeit

besonders geeignet.

1.4 Verfahren zur Messung der zellularen Strahlenempfindlichkeit

Die zellulare Strahlenempfindlichkeit kann zum einen direkt mittels Kolonietest bestimmt
werden. Allerdings bringt der Kolonietest eine Reihe von Nachteilen mit sich. Erstens sind fur
die Durchfiihrung eines solchen Tests viele Zellen vonnéten. Im Mittel rechnet man, dal} pro
Test etwa 2x10” Zellen erforderlich sind. Zweitens ist die Versuchsdauer von Biopsieent-
nahme bis zum Resultat mit bis zu acht Wochen sehr lang. Oftmals duldet die notwendige
Behandlung der Patienten einen solchen Aufschub nicht. Und drittens wird das Ergebnis von
einer Reihe von Stoérfaktoren beeinfluf3t, die schwer zu kontrollieren sind. Das gewahlte Kul-
turmedium und die Serumkonzentration im Ansatz sind ebenso von Bedeutung wie das
technische Kénnen des Untersuchers.

Aus den oben aufgefuhrten Grinden sind indirekte Verfahren von besonderem Interesse,
um die zellulare Strahlenempfindlichkeit schnell, einfach und zuverlassig reproduzierbar
messen zu konnen. Zur indirekten Messung wurden Chromosomen- (Schwartz 1992, Sasai
et al. 1994, Borgmann und Dikomey 1997) oder DNA-Schaden (Schwartz et al. 1988, Dahm-
Daphi et al. 1994, Ruiz de Almodovar et al. 1994, Wurm et al. 1994, Zaffaroni et al. 1994,
Nunez et al. 1995, Kiltie et al. 1997, Dikomey et al. 1998, Marples et al. 1998, Sarkaria et al.
1998, Dikomey et al. 1999) nach Bestrahlung herangezogen.

Zur Messung von DNA-Schaden werden seit langem die Konstantfeldgelelektrophorese
(CFGE) und die Pulsfeldgelelektrophorese (PFGE) eingesetzt. Beide Techniken messen
ausschliel3lich Doppelstrangbriiche (DSB). Entscheidender Nachteil ist auch hier die hohe
Anzahl bendtigter Zellen, in etwa 1-3x10" pro Test.

Abhilfe schafft als MelRverfahren die Kometentechnik. Sie stellt eine Variante der Einzel-
zellelektrophorese dar und kommt mit sehr geringen Zellzahlen aus. Im Mittel geniigen
schon etwa 1000 Zellen fir einen Test.

Die indirekte Messung der zellularen Strahlenempfindlichkeit wurde bereits in einigen Ar-
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beiten zur Erkennung von Patienten mit extremer oder auffalliger spater Normalgewebsre-
aktion benutzt. Neubauer et al. (1996) untersuchten komplexe Chromosomenaberrationen
mittels der "FISH"-Technik an Lymphozyten von 70 Patientinnen mit verschiedenen Tumo-
ren. Es wurde eine Korrelation zwischen der Anzahl komplexer Chromosomenaberrationen
und dem Auftreten von Spatreaktionen gefunden. Jones et al. (1995) verglichen Chromoso-
menaberrationen in vitro bestrahlter Lymphozyten von 10 Brustkrebspatientinnen und 32
gesunden Spenderinnen. Es fanden sich jedoch keine Unterschiede. Nachtrab et al. (1998)
untersuchten die Bildung von Mikronuclei in in vitro bestrahlten Hautfibroblasten und vergli-
chen 16 Patienten mit spater Normalgewebsreaktion mit 9 gesunden Spendern. Patienten
mit Spatreaktionen zeigten eine durchschnittlich héhere Bildung von Mikronuklei als die Ge-
sunden. Hier gab es jedoch weite Uberschneidungen zwischen den Gruppen. Kiltie et al.
(1999a, 1999b) malen nicht-reparierte Doppelstrangbriiche in in vitro bestrahlten Keratino-
zyten bzw. Fibroblasten bei 32 bzw. 39 Brustkrebspatientinnen. Fir die Keratinozyten zeigte
sich keine Korrelation zwischen der zellularen Strahlenempfindlichkeit und der Fibrose, wah-
rend fur die Fibroblasten eine signifikante Korrelation festgestellt werden konnte. Im Gegen-
satz dazu fanden Dikomey et al. (1999) flr 12 Brustkrebspatientinnen keine Korrelation zwi-
schen der Anzahl der nicht-reparierten Doppelstrangbriichen in in vitro bestrahlten
Fibroblasten und dem Fibroserisiko.

Wenn indirekte Techniken zur Erkennung hochgefahrdeter Patienten herangezogen wer-
den, ist eine nachgewiesene Beziehung zwischen zellularer Strahlenempfindlichkeit und
Normalgewebsreaktion unabdingbar. Wahrend fir den Nachweis von Chromosomenaberra-
tionen oder DNA-Doppelstrangbriichen bereits Messungen vorliegen, fehlen flir die Kome-

tentechnik entsprechende Untersuchungen.

1.5 Die Kometentechnik

Die Kometentechnik, auch als "single cell gel electrophoresis” (SCGE) bezeichnet, wurde
1984 von Ostling und Johanson entwickelt, um DNA-Schaden in einzelnen Zellen sichtbar zu
machen. Bei dieser Technik wurden die Zellen in eine Agaroseschicht auf einem Objekttra-
ger eingebettet, anschlielend lysiert, der Elektrophorese unterzogen und mit DNA-
bindendem Farbstoff behandelt. Infolge der angelegten Spannung wurde die geladene DNA
aus dem Zellkern gezogen, wobei entwundene und fragmentierte Teile am weitesten wan-
derten. Die so entstandenen Bilder wurden wegen ihres Aussehens "Kometen" genannt. Mit
Hilfe optischer Methoden konnten die Kometenbilder erfa’t und vermessen werden, um das
Ausmal des DNA-Schadens zu bestimmen. Ostling und Johanson (1984) beobachteten,
daf der Grad der DNA-Freisetzung aus dem Zellkern mit der Bestrahlungsdosis zunahm. In
den folgenden Jahren wurde die Kometentechnik verwandt, um neben dem Effekt ionisie-

render Strahlung auch die Wirkung einer ganzen Reihe anderer DNA-schadigender Agenti-
en zu untersuchen.
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Die urspriingliche neutrale Methode von Ostling und Johanson (1984) schien die Auswir-
kung von Einzelstrangbrichen auf die "Supercoiled"-Struktur der DNA wiederzugeben. Die
Lysebedingungen, die diese Autoren benutzten, waren nicht in der Lage, alle Kernproteine
zu entfernen. Daher schien die Hauptwirkung ionisierender Strahlung in dieser Technik die
Freisetzung von DNA aus "Supercoiled"-Strukturen zu einem DNA-"Halo" zu sein. Hiermit
war ein sensitiver Test zur Erkennung von Einzelstrangbrichen gegeben. Stringentere Ly-
sebedingungen bewirkten den Verlust von 95% der Zellproteine, wodurch die Wanderung
von doppelstrangigen DNA-Bruchstiicken im elektrischen Feld erméglicht wurde. Diese An-
derung ist die Grundlage der neutralen Kometentechnik, welche Gberwiegend Doppelstrang-
briiche mifdt. Allerdings sind relativ hohe Dosen (> 10 Gy) notwendig, um eine mel3bar grol3e
Anzahl doppelstrangiger Fragmente entstehen zu lassen (Olive et al. 1991).

Versuchsprotokolle fur die Messung von Einzelstrangbrichen erfordern die Denaturierung
der DNA-Duplex, um ausreichend sensitiv zu sein. Ein hoher pH (>12,3) ist vonndten, um die
Denaturierung der DNA zu ermdglichen. Alkalische Techniken dieser Art sind in der Lage,
bereits bei sehr kleinen Bestrahlungsdosen entstehende Einzelstrangbriiche sichtbar zu ma-
chen. Singh et al. (1994) wiesen bereits nach Dosen von 0,05 Gy mit einer modifizierten
alkalischen Kometentechnik in menschlichen Lymphozyten Einzelstrangbriiche nach.

Muller et al. stellten 1994 eine neue Modifikation der Kometentechnik vor. Bei diesem
Verfahren werden die Zellen im schwach alkalischen Bereich lysiert und flr kurze Zeit einer
hohen Spannung ausgesetzt. Das neue Verfahren ist am sensitivsten im Bereich zwischen 0
und 2,5 Gy. Bei hdheren Dosen tritt eine Sattigung auf, so dal} jenseits von 5 Gy keine wei-
tere Zunahme der MeRRwerte zu beobachten ist. Mit dieser Methode ist somit eine Messung
von DNA-Schaden bereits nach extrem kleinen Dosen von unter 2,5 Gy moglich.

Die von Muller et al. (1994) vorgestellte Modifikation der Kometentechnik wurde in der
vorliegenden Arbeit bezlglich ihrer Anwendbarkeit zur Messung von Strahlenschaden in

humanen Fibroblasten getestet.

1.6 Auswertung von Kometenbildern

Zur Auswertung der Kometenbilder wurde eine Anzahl von Verfahren entwickelt. Neben
dem einfachen Vergleich der im mikroskopischen Bild sichtbaren Kometen mit bloRem Auge
existiert eine Vielzahl von rechnerischen Verfahren.

Der wohl alteste Parameter ist die Kometenlange. Bei diesem Verfahren entfallt die Not-
wendigkeit der rechnerischen Trennung von Kopf und Schweif des Kometen, was die Me-
sung und rechnerische Verarbeitung vereinfacht. Bei niedrigen Dosen ergab sich eine linea-
re Zunahme der Kometenlange mit der Dosis. Bei hdheren Dosen tritt jedoch eine Sattigung

ein, wahrend lediglich die Fluoreszenz in der Schweifregion weiter mit der Dosis zunahm
(Olive et al. 1992).
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Ein weiterer gebrauchlicher Parameter ist das "Tail Moment", welches zur Zeit von vielen
Arbeitsgruppen als Mal flir DNA-Schadigung verwandt wird. (Olive et al. 1990). Bei diesem
Verfahren wird zunachst durch die Spiegelung der Kometenvorderkante eine Region als
Kometenkopf festgelegt. Voraussetzung hierfir ist eine hypothetische Symmetrie der Kopf-
region. Die verbleibende erfal’bare Flache des Kometenbildes wird als Kometenschweif de-
finiert. Anschlielend werden flr beide Flachen der jeweilige Punkt des gréf3ten Fluores-
zenzsignals ermittelt (center of mass, engl.: Massenzentrum) und der Abstand dieser beiden
Punkte gemessen. Als letzte GroRe wird noch der Anteil der Fluoreszenz im Schweif an der
Gesamtfluoreszenz des Kometen gemessen. Das Produkt aus dem Abstand der Massen-
zentren und der Schweiffluoreszenz wird als "Tail Moment" bezeichnet. Ein groRRer Vorteil
dieser Methode gegenuber der bloRen Messung der Kometenlange ist der wesentlich spate-
re Eintritt einer Sattigung. Zudem ist das Verfahren mit relativ geringem Aufwand als EDV-
Programm zu implementieren. Bei kleinen Dosen bereitet jedoch gelegentlich die rechneri-
sche Trennung von Kopf und Schweif Probleme, da in diesem Fall klare Massenzentren
nicht zu erfassen sind.

Aus dieser Uberlegung heraus entwickelten Kent et al. 1995 eine weitere Methode: das
sogenannte "Comet Moment". Es ist bekannt, dal} grundsatzlich nur ein Teil der im Zellkern
enthaltenen DNA in der Lage ist, im elektrischen Feld zu wandern. Somit befindet sich die
grolte Menge DNA immer im Zellkern. Ermittelt man den Punkt der héchsten Fluoreszenz in
einem Kometenbild, so erhalt man die Position des Zellkernes. Diese Position wurde bei der
Berechnung des "Comet Moment" zunachst markiert. Eine Feststellung der Kopf-
Schweifgrenze wie beim "Tail Moment" war nicht erforderlich. Anschlielend wurde in ver-
schiedenen Abstanden von dieser Position die Fluoreszenz im Kometenschweif gemessen
und mit dem jeweiligen Abstand multipliziert. Die Summe dieser Werte geteilt durch die Ge-
samtfluoreszenz ergab das "Comet Moment" (Kent et al. 1995). Die Mel3werte nahmen line-
ar mit der Dosis zu und zeigten keinerlei Sattigungstendenz im Bereich bis zu 80 Gy (Kent et
al. 1995).

Trotz der Vorteile des "Comet Moment" hat dieser Parameter bisher wenig Verbreitung in
der Literatur gefunden. Um Vergleiche mit den Ergebnissen anderer Untersuchungen zu
erleichtern, wird daher in der vorliegenden Arbeit das "Tail Moment" als Parameter zur

Quantifizierung der Kometenbilder verwandt.

1.7 Ziele der Arbeit
Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die von Miller et al. (1994) etablierte Modifikation der
Kometentechnik zum Nachweis von strahleninduzierten DNA-Schaden zu nutzen. Dabei

sollte vor allem Uberprift werden, inwieweit die Methode zur Messung der zellularen Strah-
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lenempfindlichkeit herangezogen werden kann. Es wurden 5 Normalfibroblastenlinien sowie
2 Zellinien von Patienten mit Afaxia teleangiectasia (AT-Zellinien) mit der Kometentechnik
untersucht.

Die Ziele waren im Einzelnen:

1. Etablierung der Kometentechnik

2. Standardisierung der Technik

3. Erzeugung und Reparatur von DNA-Schaden in 7 humanen Fibroblastenlinien
4. Vergleich der DNA-Schadigung mit der zellularen Strahlenempfindlichkeit

5. Vergleich der DNA-Schadigung mit dem Risiko einer Normalgewebsreaktion
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Zellkultur

Die Versuche wurden mit humanen Fibroblasten durchgefiihrt. Dabei handelte es sich
zum einen um Fibroblasten (NF 02, 06, 07, 12), die von Johansen et al. (Johansen et al.
1996) aus Gewebsbiopsien von Brustkrebspatientinnen gewonnen wurden. Zum anderen
wurde eine Fibroblastenkultur eines gesunden Spenders (NFHH) sowie Fibroblastenlinien
von Patienten mit dem genetischen Defekt Ataxia teleangiectasia (AT2BE, AT3) verwendet.
Diese Linien wurden uns freundlicherweise von Dr. C. Licke-Huhle (AT2BE) bzw. Dr. M.
Digweed (AT3) zur Verfligung gestellt.

Die Stammkulturen wurden in 25 cm? Kulturflaschen (Fa. Greiner) unter Verwendung von
DMEM-Medium (Fa.Gibco, U.K.) und 15% fetalem Kalberserum (FCS) gehalten. Die Atmo-
sphare im Brutschrank betrug ca. 5% CO, bei 37°C. Die Zellen wurden einmal pro Woche
umgesetzt. Zum Abtrypsinieren diente standardisierte 0,25% Trypsinlésung (Fa.Difco, U.K.).
Fur die Versuche wurden Zellkulturen nach 3 bis 10 Passagen verwandt. Zum Zeitpunkt der

Versuche befanden sich die Zellen in der konfluenz mit mehr als 95% in der G;-Phase.

2.2 Bestrahlung

Die Bestrahlung erfolgte fiir alle Versuche und Zellinien an einer technischen Rdéntgen-
rohre der Fa. Seifert (Ahrensburg) unter Verwendung eines 0,5 mm Kupferfilters. Es wurde
bei 200 kV konstant mit einer Dosisleistung von 2 Gy/min bestrahlt. Die Bestrahlung der

Proben erfolgte auf Eis.

2.3 Kolonietest

Die Uberlebensrate der Zellen wurde mit Hilfe des Kolonietestes bestimmt. Dazu wurden
konfluente Zellen mit Réntgendosen bis 7 Gy bestrahlt und anschliefsend fiir 14 Stunden bei
37°C inkubiert. Die Zellen wurden abtrypsiniert, mit einem "Coulter Counter (Coulter Elec-
tronics, Dunstable, UK) gezahlt und soweit verdinnt, dal} pro Eingabe in eine 60-mm-
Petrischale etwa 50 Kolonien mit mehr als 50 Zellen zu erwarten waren. Die Petrischalen
wurden bei 37°C 14 Tage im Brutschrank gehalten. Nach Ablauf dieser Zeit wurden die Zel-
len mit Athanol fixiert und mit Kristallviolett gefarbt. Mit Hilfe einer Projektionsvorrichtung
(Jung 1978) wurde die Anzahl der Kolonien bestimmt, die aus mindestens 50 Zellen bestan-
den. Die Uberlebensrate ist das Verhaltnis der Anzahl gezahlter Kolonien zur Anzahl einge-

gebener Zellen, wobei jeweils um die Angehrate unbestrahlter Zellen zu korrigieren ist.

2.4 Kometentechnik
Der Nachweis der Strahlenschadigung erfolgte mit einem speziellen Einzelzellgelelektro-

phoreseverfahren, der sogenannten Kometentechnik. Dabei wurden Zellen in einem Gel der
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Elektrophorese ausgesetzt und anschliel®end einzeln mikroskopisch analysiert.

Die Zellproben wurden in einem Agarosegel auf herkdmmliche Objekttrager aus Glas
aufgebracht. Um ein Abrutschen der Gele im Zuge der folgenden Arbeitsschritte zu verhin-
dern mufdten die Objekttrager zunachst vorbeschichtet werden.

Die zu untersuchenden Zellen wurden vom Boden der Kulturflasche durch Trypsin abge-
I6st und zu einer Suspension aufgeschwemmt. Diese Zellsuspension wurde mit flissiger
Agarose vermischt und die vorbereiteten Objekttrager damit beschichtet.

Die Zellen wurden zunachst lysiert. Dazu wurden die Praparate als Ganzes in ein Tauch-
bad mit Lyselésung gestellt. Nach einer anschlieRenden Spilung wurden die Praparate der
Elektrophorese unterzogen. Nach nochmaliger Spulung wurden die Préaparate dann in einem

Tauchbad gefarbt und ausgewertet.

2.4.1  Vorbeschichtung der Objekttrager

Fir die Praparation der Objekttrager wurden zunachst Lésungen von 0,75% bzw. 0,1%
"Low-melting-point"-Agarose (Fa. Bio-Rad, U.S.A.) in calcium- und magnesiumfreiem PBS
hergestellt, welche kurz aufgekocht und anschlieBend bei 45°C gelagert wurde. Die klaren
("non-frosted") und fettfreien Objekttrager erhielten eine Beschichtung mit 0,5 ml 0,1% Aga-
roseldsung. Zum Trocknen der Gelschicht wurden die Objekttrager auf eine Warmeplatte

von 45°C gelegt.

2.4.2  Zellproben fiir Induktionsversuche

Fur Versuche zur Induktion von Strahlenschaden wurden die Zellen zunachst vom Fla-
schenboden abtrypsiniert (s. 2.1 "Zellkultur") und mittels eiskaltem Kulturmedium (ohne Zu-
satz von fetalem Kalberserum) zu einer Stammsuspension aufgeschwemmt. lhre Konzentra-
tion betrug 30.000/ml Medium. Von dieser Stammlésung wurden je 0,5 ml in sterile

Reagenzglaser verbracht und bestrahilt.

2.4.3  Zellproben fiir Reparaturversuche

Fur Reparaturversuche wurden die betreffenden Zellen in der Kulturflasche bestrahlt und
anschlief3end fur die vorgesehene Reparaturdauer bei 37°C inkubiert. Die Zellen wurden aus
dem Monolayer abtrypsiniert (s. ,Zellkulturen,) und in Portionen zu 0,5 ml in sterile Rea-
genzglaser verbracht. Zur Vermeidung einer weiteren Reparatur wurden die Reagenzglaser

auf Eis gekuhlt.
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2.4.4  Auftragen der Zellen

Von den eisgeklhlten Zellproben wurden je 0,1 ml mit 0,5 ml der auf 45°C vorgewarmten
0,75% Agaroseldsung vermischt. Hierbei wurde auf grobe mechanische Manipulation ver-
zichtet, um eine Zellschadigung durch auftretende Scherkrafte zu vermeiden. Anschlie3end
erhielten die Objekttrager eine gleichmallige Beschichtung mit diesem Gemisch, welches

auf Eis zum Gelieren gebracht wurde.

2.4.5 Lysis

Fur die Lysis wurden die Objekttrager aufrechtstehend in eine Lysisldsung eingebracht.
Die verwendete Lysislésung enthielt 87 mM Natrium-dodecyl-sulfat (SDS, Cat.-Nr. L4509,
Fa. Sigma, U.S.A.), 34 mM Lauroyl-sarcosin (NLS, Cat.-Nr. L5125, Fa. Sigma, U.S.A.) und
25 mM EDTA je Liter sterilem Aqua bidest.. Die Lésung wurde nach der Herstellung auto-
klaviert. Der pH der Lyselésung betrug 9,5. Dort verblieben die Zellen bei 18°C fir 15 Mi-
nuten. Sofort im Anschlul} erfolgte eine Spllung der Trager bei ebenfalls 18°C in sterilem

Aqua bidest. flir mindestens 10 Minuten.

2.4.6  Elektrophorese

Die Elektrophorese wurde fur alle Objektrager eines Versuches gleichzeitig im Konstant-
feld durchgefiihrt (Kammer: Horizon 20-250, Fa. BRL, U.S.A.). Die angelegte Spannung be-
trug 2,5 V/cm, die Stromstarke 16 mA. Die Spannung wurde fir eine Dauer von 4 min an-
gelegt. Die verwendete Pufferldsung bestand aus 117 mM Tris-borat-EDTA (Tris, Cat.-Nr.
T7527, Fa. Sigma, U.S.A.), 91 mM Borat und 2,5 mM EDTA je Liter sterilem Aqua bidest..
Nach der Herstellung wurde die Lésung autoklaviert. Der pH betrug 8,4, die Temperatur
10°C.

Um eine weitere Reaktion der Lysislésung mit den Zellen im Gel zu verhindern, wurden

die Objekttrager noch einmal in sterilem Aqua bidest. bei 4°C gesplilt.

2.4.7  Féarbung
Die Farbung wurde im Farbebad mittels Propridiumjodidlésung (25 uM) fir 30 Minuten
bei 6°C durchgeflhrt. AnschlieBend wurden die Objektrager in einer feuchten Kammer unter

Lichtabschluf? bei 6°C aufbewahrt. Die Auswertung erfolgte am nachsten Tag.

2.5 Auswertung

Zur Auswertung wurden die gefarbten Praparate zunachst unter dem Mikroskop betrach-
tet. Der verwendete Farbstoff Propridiumjodid emittiert bei Anregung mit Strahlung im UV-
Bereich sichtbares Licht. Nach Anregung wurde mittels eines Filters das vom Farbstoff emit-

tierte Licht isoliert und mit einer Videokamera aufgenommen.
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Anschliellend wurden die so gewonnenen Videobilder im Computer digitalisiert. Mehrere
Stérgrélen machten jedoch eine Vorbereitung der Videobilder erforderlich. Dartberhinaus
mufite eine immer vorhandene Eigenfluoreszenz des Gels ermittelt und von den aufzuneh-
menden Kometenbildern abgezogen werden. Zum anderen muf3ten UngleichmaRigkeiten in
der Beleuchtung der Praparate ausgeglichen werden.

Nach erfolgter Voreinstellung konnten nun die eigentlichen Kometen aufgenommen wer-
den. Vereinzelt auftretende Apoptosen und andere atypische Zellbilder wurden nicht aufge-
nommen. Die fertigen Kometenbilder wurden gespeichert und von spezieller Software auf

verschiedene Parameter hin vermessen.

2.5.1  Aufnahme der Videobilder

Fir die Aufnahme der Einzelzellbilder (Kometen) wurde ein Fluoreszenzmikroskop (Pho-
tomikroskop lllo, Fa. Zeiss, Oberkochen) im Auflichtverfahren eingesetzt. Beleuchtet wurde
mit UV-Licht zwischen 510 und 560 nm Wellenlange aus einer Quecksilberdampflampe HBO
100 W/2o (Fa. Zeiss, Oberkochen ). Weiter kamen in der optischen Apparatur ein Farbteiler
mit einer Trennwellenlange von 580 nm und ein Sperrfilter von 590 nm Sperrwellenlange zur
Anwendung Fur die Aufnahme der Proben wurde eine CCD-Kamera Kappa CF 15-4 MCo
(Fa. Kappa Meftechnik, Gleichen) verwendet.

2.5.2 Digitalisierung der Videobilder
Mittels eines Framegrabbers wurden die Kometenbilder digitalisiert. Anschlieend konn-
ten sie von einem bildanalytischen Auswerteprogramm (Fa. OPTIMAS, U.S.A.) berechnet

werden.

2.5.3  Vorbereitung der digitalen Bilder zur Auswertung

Die endglltige Bildaufarbeitung und -auswertung wurde mit einem OPTIMASK-
Makroprogramm (Comet Macro, Charles Kent, Fa. OPTIMAS, U.S.A.) durchgefiihrt. Zu-
nachst wurde ein Leerbild ohne Beleuchtung und eines mit Beleuchtung aufgenommen.
Mittels dieser Aufnahmen konnte die Hintergrundfluoreszenz berechnet und von den Kome-
tenbildern abgezogen, sowie BeleuchtungsunregelmaRigkeiten kompensiert werden ("Sha-
ding Korrektur"). Bei lokaler Schwankung des Untergrundes innerhalb der Praparate wurde

der Untergrundabzug ggf. manuell nachkorrigiert.

2.5.4  Aufzeichnungen der Kometenbilder

Je Dosis wurden bis zu zehn Kometen willkirlich ausgewahlt. Sie wurden mit einer Be-
lichtungszeit von 20 Sekunden aufgenommen. Nach dem automatischen Abzug der Hinter-
grundfluoreszenz wurde die Helligkeit ggf. noch einmal manuell nachkorrigiert, um den auf-

genommenen Umri auf den mit dem bloRen Auge sichtbaren Kometen zu begrenzen.
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2.5.5 Berechnung

Die aufgenommenen Kometenbilder wurden zunachst gespeichert. Die oben genannte
Software berechnete fur jedes Bild den Parameter "Tail Moment" sowie die Gesamtfluores-
zenz. Die Berechnung des "Tail Moment" erfolgte anhand eines gangigen Schemas: Mittels
einee Intensitatsschwelle wurde der Bereich der hdchsten Signalintesitat des gesamten Ko-
metenbildes eingegrenzt (Center of Massyeaq). Dieser Bereich lag immer im Zellkern, so daf
der Kometenkopf sicher erkannt wurde. Unter Annahme der Symmetrie dieses Bezirkes
wurde so ein rechnerisches Kopfareal festgelegt. Uber die Begrenzung dieses Areals hin-
ausgewanderte DNA wird als Kometenschweif definiert. Innerhalb dieses Schweifes wurde
ebenfalls der Bereich mit der hochsten Signalintensitat festgelegt (Center of Massr,;). "Tall
Moment" ist definiert als das Produkt aus dem Anteil der Schweiffluoreszenz an der Ge-
samtfluoreszenz und der Distanz zwischen den beiden Centers of Mass. Kometen mit einem
"Tail Moment" < 0 sowie solche mit einem "Tail Moment" > 60 wurden in der Auswertung
nicht bertcksichtigt. Im Falle eines negativen "Tail Moment" handelt es sich um Bildasym-

metrien, die von der Software nicht erkannt wurden.

2.6 Statistische Auswertung

Fur jeden Versuch wurden mindestens drei unabhangige Experiment durchgefihrt. Aus
den Einzelwerten wurde der Mittelwert berechnet und als Fehler der Standardfehler des
Mittelwertes angegeben. Die Regressionsnalyse erfolgte mit dem Rechenprogramm
"GraphPad Prisma" der Firma GraphPad Software ( U.S.A.)



Resultate 16

3 RESULTATE

3.1 Zellulare Strahlenempfindlichkeit

Abb.1 zeigt die zellulare Strahlenempfindlichkeit der sieben untersuchten Zellinien. Die
Zellen wurden in Konfluenz bestrahlt, 14 Stunden spater abtrypsiniert und dann fir den Ko-
lonietest ausplatiert ("delayed plating®). Die Linie NFHH sowie die Hautfibroblasten aus Pati-
entenbiopsien (NF02, NF06, NFO7 und NF12) zeigten ein typisches Spektrum zellularer
Strahlenempfindlichkeiten fir normale humane Fibroblasten. Auffallend niedrig waren die
Uberlebensraten der Zellinien AT3 und AT2BE. Diese Zellen stammten von Patienten mit
Ataxia teleangiectasia und zeichneten sich durch eine genetisch bedingte hohe Strah-
lenempfindlichkeit aus. Die Kurven wurden jeweils mit der Gleichung -In S = aD + BD* ge-
fittet, wobei S die Uberlebensrate bezeichnet und D die Bestrahlungsdosis. Aus dem Fit
wurdedie Uberlebensrate nach 2 Gy berechnet, wie sie in Tab. 1 aufgefiihrt ist (Kurven nicht

gezeigt).

1
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5| : :
S F - NFHH A
| A~ NF02
10-3L “V-NF06 g A
E —0-NF07
f —O-NF12
B SE
—- AT2BE
o

0 1 2 3 4 5 6 7
Réntgendosis, Gy

Abb. 1: Zellulare Strahlenempfindlichkeit von humanen Fibroblasten. Konfluente Kulturen wur-
den bei 0°C mit Dosen bis zu 7 Gy bestrahlt, anschlieRend fiir weitere 14 h bei 37°C inkubiert
und dann fir den Kolonietest abtrypsiniert und ausplatiert. NFO2, NFO6, NFO7, NF12: Fibrobla-
sten von Brustkrebspatientinnen; NFHH: Fibroblasten eines gesunden Spenders; AT3, AT2BE:
Fibroblasten von Ataxia-teleangiectasia-Patienten.
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Tabelle 1: Parameter der zellularen Strahlenempfindlichkeit und der DNA-Schadigung

Zellinie  Angehrate ? SF2° ID5 ° RD2 (AUC) ¢
NFHH 0.12 0.408 £0.021  3.48 +0.32 54.5
NFO02 0.07 0.154 +0.026  3.58 +0.70 31.9
NF06 0.09 0.352 +0.016  2.89 +0.13 54.7
NF07 0.23 0.530 +0.017  2.65 +0.31 51.3
NF12 0.16 0.527 +0.036  2.86 +0.23 36.5
AT3 0.06 0.026 +0.007  4.54 +0.55 66.1

AT2BE 0.08 0.013+0.004  4.56 +0.39 57.2

? Angehrate der Zellen.

® Uberlebensrate der Zellen nach Bestrahlung mit 2 Gy.

¢ Initiale Schadigung nach Bestrahlung mit 5 Gy berechnet aus dem mittleren "Tail Mo-
ment" nach 5 Gy und Normierung auf das mittlere "Tail Moment" der unbestrahlten Zel-
len.

d Reparatur nach Bestrahlung mit 2 Gy ausgedrtickt als Flache unter der Reparaturkurve.

3.2 Darstellung von DNA-Schaden mit der Kometentechnik

Abb.2 zeigt Kometen, wie sie flr eine unbestrahlte Zelle sowie nach Bestrahlung mit Do-
sen von 0, 1, 2, und 5 Gy gemessen wurden. Im Falle der unbestrahlten Zelle (0 Gy) impo-
nierte ein kleiner heller Zentralbezirk, umgeben von einem schmalen, anndhernd symmetri-
schen Hof. Da kein Strahlenschaden vorlag, trat in der Elektrophorese nahezu keine DNA
aus dem Kern aus. Folglich war eine Formveranderung des Zellumrisses durch das elektri-
sche Feld kaum gegeben.

Nach Bestrahlung mit einer Dosis von 1 Gy waren bereits aus dem Zellkern ausgetretene
Teile der DNA erkennbar. Diese DNA ordnete sich im elektrischen Feld in der Form eines
Kometenschweifes an, die der Methode ihren Namen gab.

Bei Bestrahlung mit einer Dosis von 2 Gy war eine weitere Zunahme des Schweifbezirkes
zu erkennen. Seine Lange entsprach in etwa dem eineinhalbfachen Durchmesser des Zell-
kerns. Zudem war eine héhere Signalintensitat im Bereich des Schweifes zu erkennen, was
einem weiteren Austritt von DNA aus dem Zellkern entsprach.

Bei einer Rontgendosis von 5 Gy stellte sich keine weitere Langenzunahme des Kome-
tenschweifes ein. Die Menge der DNA im Schweifbereich war geringfligig grofier als nach
einer Dosis von 2 Gy, was der helle Zentralbezirk im Schweif deutlich machte. In keinem Fall

beobachtete man eine Trennung des Kometenschweifes vom Zellkern.
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Abb. 2: Kometen von unbestrahlten Fibroblasten sowie nach Bestrahlung mit Dosen von 1, 2
und 5 Gy

3.3 Nachweis von DNA-Schaden mit der Kometentechnik

Abb.3 zeigt den Nachweis von DNA-Schaden fir die Linie NFHH. Unbestrahlte sowie mit
Dosen zwischen 0,5 und 5 Gy bestrahlte Zellen wurden entsprechend dem Versuchsproto-
koll fur die Erzeugung von DNA-Schaden aufgearbeitet (s. Kap. 2).

Die Wanderungsstrecke sowie die Intensitat der aus den Zellkernen ausgetretenen DNA
wurde als "Tail Moment" (s. Kap. 2) quantifiziert und gegen die Bestrahlungsdosis aufgetra-
gen. In Abb.3A ist die Streuung der Einzelwerte dargestellt, wo bei jeder Punkt das "Tail
Moment" eines gemessenen Kometen darstellt. In der Regel wurden in jedem versuch zehn
Kometen pro Dosis ausgewertet, von denen jene verworfen wurden, die bestimmte Aus-
schluBkriterien erfullten (s. Kap. 2). Das "Tail Moment" zeigte selbst bei gleicher Dosis eine
beachtliche Streuung. So lagen die Werte bei 0 Gy zwischen 8 und 18, bei 2 Gy etwa zwi-
schen 30 und 55.

Abb.3B zeigt die Mittelwerte des gemessenen "Tail Moment" als Funktion der Strahlendo-
sis. In einem Dosisbereich von 0 bis 2 Gy zeigte sich eine deutliche Zunahme der Werte.

Zwischen 2 und 5 Gy fielen die Werte wieder leicht ab.
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Abb.3: Initiales "Tail Moment" fiir die Fibroblastenlinie NFHH nach Bestrahlung mit Dosen bis zu
5 Gy fir einen Versuch. A, Einzelwerte; B, Mittelwerte mit Standardfehler. Zellen wurden in der
Plateauphase bestrahlt und unmittelbar danach fiur die Kometentechnik prapariert.
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Abb.4: Initiales "Tail Moment" fiir die Fibroblastenlinie NFHH nach Bestrahlung mit Dosen bis zu
5 Gy. A, Mittelwerte fiir unabhangige Versuche; B, Mittelwerte mit Standardfehler fiir alle Versu-

che. Zellen wurden in der Plateauphase bestrahlt und unmittelbar danach fur die Kometentech-

nik prapariert.
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Abb.4A zeigt die Variation der Erzeugungskurven fiir 6 verschiedene Versuche mit HHNF.
Die einzelnen Versuche wurden an verschiedenen Tagen durchgefiihrt. Bei unbestrahlten
Zellen lagen die Mittelwerte zwischen 8 und 15. Fir mit 2 Gy bestrahlte Zellen streuten die
Werte in etwa zwischen 25 und 50. Die einzelnen Kurven entsprachen in ihrer Dynamik der
in Abb.3B gezeigten. Wie oben bereits beschrieben entsprach ein MeRpunkt in der Regel
zehn ausgewerteten Einzelkometen. Die Streuung war auch hier so hoch, daR sich zwischen
den einzelnen Messungen beachtliche Unterschiede ergaben. Eine Messung mit nur zehn
Einzelkometen pro MeRpunkt war also im Hinblick auf eine Beurteilung der Strahlenempfind-

lichkeit nicht aussagekraftig.

16
12

0 Gy

Q £ O N

-—

0,5 Gy

i

-—

1 Gy

Anzahl der Zellen

—

Q@ 4 O M @ S O O I ORN

2 Gy

3

N
N

Q. £ 0 i

5 Gy

2 10 18 26 34 42 50 58
Tail Moment

Abb.5: Haufigkeitsverteilungen der initialen "Tail Moment"-Werte. Fir unbestrahlte Zellen sowie
fur die Bestrahlungsdosen 0,5. 1, 2 und 5 Gy ist die Haufigkeit der "Tail Moment"-Werte als Bal-
kendiagramm aufgetragen.

Abb.5 zeigt die Haufigkeitsverteilung der einzelnen "Tail Moment“-Werte aller sechs Mes-
sungen. Aufgetragen ist die Anzahl der Zellen pro "Tail Moment"-Wert. Es ergab sich eine
grobe Normalverteilung der MelRwerte fir jede Bestrahlungsdosis. Somit war bei einer Mes-

sung von mehr als 60 Zellen pro Dosis eine zuverlassige Wiedergabe der biologischen
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Streuung gegeben. Der Mittelwert dieser Normalverteilung ist ein effektives Mal} flir das "Tail
Moment" einer Zellinie in der Kometentechnik. Daher wurden im folgenden flr alle Zellinien
zwischen 60 und 80 Zellen pro MefRpunkt untersucht.

Wahrend der Mittelwert bei unbestrahlten Zellen bei 10 lag, betrug er nach einer Dosis
von 2 Gy 32 und nach einer Dosis von 5 Gy 35. Somit ergab sich insgesamt mit steigender
Dosis ein deutlich zunehmendes "Tail Moment".

Abb.4B zeigt diese Mittelwerte als Funktion der Dosis. Hier ist noch deutlicher als bei den
Einzelmessungen die Kinetik der MeRwerte erkennbar: Wahrend bis zu einer Dosis von 2 Gy
das "Tail Moment" zunahm, war bei einer Dosis von 5 Gy keine weitere Steigerung zu beob-
achten. Somit ergab sich ein effektiver Mef3bereich von in etwa dem dreieinhalbfachen des

Wertes unbestrahlter Zellen.

3.4 Erzeugung von DNA-Schaden

Abb.6 zeigt den Nachweis von DNA-Schaden mit der Kometentechnik fir die sieben
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Abb.6: Initiales "Tail Moment" nach Bestrahlung mit Dosen bis zu 5 Gy fiir humane Fibrobla-

stenlinien. Zellen wurden in der Plateauphase bestrahlt und unmittelbar danach fur die Kome-
tentechnik prapariert. NFO2, NF06, NFO7, NF12: Fibroblasten von Brustkrebspatientinnen;
NFHH: Fibroblasten eines gesunden Spenders; AT3, AT2BE: Fibroblasten von Ataxia-

Teleangiectasia-Patienten.
ausgewahlten Zellinien. Fir jede Zellinie wurden pro Dosis 60 bis 80 Einzelmessungen
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durchgefuhrt. Diese Einzelmessungen wurden an verschiedenen Tagen durchgeflihrt (s.
Kap. 2). Der Verlauf der Kurven fir die einzelnen Zellinien entsprach im wesentlichen dem in
Abb.4B fur die Linie NFHH dargestellten Verlauf: Von einem Grundniveau der unbestrahlten
Zellen stiegen mit Zunahme der Dosis die MeRBwerte an, um sich jenseits von 2 Gy einem
Sattigungswert anzunahern.

Wie die fur einige Zellinien beispielhaft gezeigten Fehlerbalken deutlich machen, waren
die intraindividuellen Schwankungen des "Tail Moment" auch hier beachtlich. Die abgebil-
deten deutlichen interindividuellen Unterschiede sind als biologisch begrindet zu werten.

Auffallig war das stark variierende Niveau der Werte unbestrahlter Zellen. Im Falle der Li-
nie AT3 ergab sich fur unbestrahlte Zellen ein Wert von 5, fir NFHH lag er bei 10. NF02
erreichten sogar einen Wert von fast 15. Die dosisabhangige Zunahme der Mel3werte nach

Bestrahlung zeigte ebenfalls Unterschiede: Bei der Zellinie AT3 stiegen die MelRwerte bis zu

Abb.7: Relatives initiales "Tail Moment" nach Bestrahlung mit Dosen bis zu 5 Gy flir humane Fi-
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broblastenlinien. "Tail-Moment"-Werte aus Abb.5 nach Normierung auf das jeweilige "Tail-
Moment" der unbestrahleten Zellen. NFO2, NFO6, NFO7, NF12: Fibroblasten von Brustkrebspa-

tientinnen; NFHH: Fibroblasten eines gesunden Spenders; AT3, AT2BE: Fibroblasten von Ata-
xia-Teleangiectasia-Patienten. Fehlerbalken sind nur exemplarisch gezeigt.
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eine Dosis von 5 Gy um den Faktor 4,54 , bei NFHH um den Faktor 3,48 und schlief3lich bei
NF02 um den Faktor 3,58 (s.a. Tab. 1).

Da somit die Zunahme der MeRwerte mit der Dosis fur die einzelnen Zellinien sehr ver-
schieden war, die Variation der Ausgangsniveaus aber eine Beurteilung dieser Unterschiede
erschwerte, wurden die Melwerte auf den Anfangswert normiert.

Abb.7 zeigt den relativen Anstieg des initialen DNA-Schadens als Funktion der Dosis. Die
MeRwerte fur unbestrahlte Zellen wurden dabei auf 1 gesetzt. Bis zu einer Dosis von 1 Gy
zeigten die MeRwerte der einzelnen Zellinien sehr ahnliche Verlaufe. Nach Bestrahlung mit 1
Gy ergab sich z.B. ein Anstieg um das 2,2-fache des Ausgangswertes fir NFO2 und um das
2,5-fache fur AT3.

Ab einer Dosis von 2 Gy wurden jedoch deutliche Unterschiede zwischen den einzelnen
Zellinien sichtbar. Nach einer Dosis von 2 Gy erreichten die beiden AT-Zellinien eine relati-
veZunahme von 3,71 bzw. 4,24.

NFO6 zeigten eine relative Zunahme von 2,51. Die Werte der anderen Zellinien lagen zwi-
schen 2,27 (NFO7) und 2,78 (NF02). Nach einer Dosis von 5 Gy waren die Unterschiede
noch deutlicher Die Linien AT3 und AT2BE erreichten einen Wert von 4,6. Deutlich niedriger
lagen die Mel3werte fur NFO2 mit 3,58 und NFHH mit 3,48. Die Ubrigen Zellinien lagen zwi-
schen 2,7 und 2,9. In Tabelle 1 sind die Werte, wie sie fur die Dosis von 5 Gy errechnet

wurden, zusammengetragen

3.5 Reparatur von DNA-Schaden

Die Reparatur der DNA-Schaden wurde nach 2 Gy untersucht (s. Kap. 2.4). Abb 8B zeigt
eine mit der Kometentechnik erstellte Reparaturkinetik. Aufgetragen ist das "Tail Moment" zu
verschiedenen Zeiten nach Bestrahlung. Unmittelbar nach Bestrahlung waren die Werte am
grofdten. Mit zunehmender Zeit gingen sie stetig zurlick. Nach 120 min naherten sich die
Werte den Untergrundwerten unbestrahlter Zellen.
Um zu standardisierten Reparaturkinetiken zu gelangen, wurde das gemessene "Tail Mo-
ment" in Dosis-Aquivalente (Gy.,) umgewandelt. Hierzu diente die korrespondierende Er-
zeugungskinetik der jeweiligen Zellinie (Abb.8A). Ein im Reparaturversuch nach 15 min ge-
messenes "Tail Moment" von 25 ergab z.B., wie in der Abbildung beschrieben, ein
Dosis-Aquivalent von 1,15 Gye,. Damit wurden zum einen Abweichungen von der Linearitat
bertcksichtigt. Zum anderen wurde der Untergrund abgezogen und systematische Unter-
schiede im Endniveau korrigiert, die sich von Versuch zu Versuch zeigten. Abb.8C zeigt die
resultierende Reparaturkinetik. Die Kurve begann per definitionem mit einem Wert von 2

Gyeq und fiel stetig bis auf anndhernd 0 Gyeq nach 120 min ab.
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Abb 8: Berechnung von Gy-Agivalenten zur Standartisierung der Reparaturkurven am Beispil
der Zellinenie NFHH. Zu verschiedenen Zeiten nach Bestrahlung mit 2 Gy wurden die Zellen fir
die Kometentechnik prapariert. Das "Tail Moment" nach Reparatur wurde mittels des initialen
"Tail Moment" in Gy-Aquivalentwerte umgerechnet. A, Initiales "Tail Moment"; B, "Tail Moment"

nach Reparatur; C, Gy-Aquivalentwerte nach Umrechnung.
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Abb.9: Reparatur nach Bestrahlung mit 2 Gy in humanen Fibroblastenlinien. Zu verschiedenen
Zeiten nach Bestrahlung mit 2 Gy wurden die Zellen fiir die Kometentechnik prapariert; das "Tail
Moment" nach Reparatur wurde umgewandelt in Gy-Aquivalentwerte mittels der entsprechenden
initialen "Tail Moment"-Werte (siehe Abb.8). NFO2, NFO6, NFO7, NF12: Fibroblasten von Brust-
krebspatientinnen; NFHH: Fibroblasten eines gesunden Spenders; AT3, AT2BE: Fibroblasten

von Ataxia-teleangiectasia-Patienten.



Resultate 25

Abb.9 zeigt die Reparaturkinetiken fir alle untersuchten Normalfibroblasten sowie fiir die
untersuchten AT-Linien. Alle Kurven zeigten einen ahnliche Verlauf. Beginnend mit einem
DNA-Schaden von 2 Gy sank dieser Schaden mit zunehmender Zeit ab. Er erreichte nach
30 min in etwa ein Viertel des Initialschadens. Nach 120 min war in der Regel das Niveau
unbestrahlter Zellen erreicht. Fir NFO7 und NF12 lagen die Melwerte geringfligig unter den
in der Erzeugung ermittelten Werten fur unbestrahlte Zellen. Daher lagen die Werte unter 0
Gyeq- Angesichts der starken Streuung der Einzelwerte lieRen sich Unterschiede im Endni-
veau nicht sicher nachweisen.

Hinsichtlich der Kinetik deutete sich flir NFO2 im Bereich ab 15 min nach Bestrahlung eine
schnellere Reparatur als fur die anderen Linien an. Die AT-Linien lagen bei 15 min etwas
héher als die Normalfibroblasten. Ab einer Reparaturdauer von mehr als 30 min lie3en sich

jedoch keine Unterschiede mehr feststellen.
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Abb.10: Berechnung der Reparaturkapazitat einer Fibroblastenlinie mittels der Flache unter der
Reparaturkurve (engl. "Area Under the Curve", AUC). Flache oberhalb der Kontrollinie wurde
addiert, Fl&che darunter subtrahiert.

Zur Quantifizierung der Reparaturkinetiken wurde aus den Werten die Flache unter der
Kurve (engl. Area under the Curve, AUC) bestimmt, wie sie in Tab.1 (letzte Spalte) aufgeli-
stet wird. Abb.10 zeigt am Beispiel der Reparaturkinetik der Linie NFO7 die Berechnung der

Flache unter der Kurve. Die AUC diente hier als Mal fir die Effektivitat der zellularen Repa-
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ratur. Sowohl die Reparaturgeschwindigkeit als auch das erreichte Endniveau fanden hier
Berucksichtigung. Reparaturendwerte von unter 0 Gy., wie im Beispiel ergaben negative
Flachenwerte, die von der ermittelten Gesamt-AUC abzuziehen waren.

Man findet, dal® die beiden AT-Zellinien mit 66,1 bzw. 57,2 (AT3 bzw. AT2BE) deutlich
héhere Werte lieferten als die im Vergleich gemessenen NF mit 54,5. Unter den Normalfi-
broblastenlinien war eine breite Streuung der AUC erkennbar: Wahrend NF02 mit 31,9 die
niedrigsten Werte ergab, lieferte z.B. die Linie NFO6 mit 54,7 deutlich hdhere Werte.

3.6 "Tail Moment" und zellulare Strahlenempfindlichkeit

Abb.11 zeigt den Zusammenhang zwischen der DNA-Schadigung und der zelluldren Strah-
lenempfindlichkeit. Zum einen wurde der initiale Schaden, IDs, (Abb.11A) und zum anderen
die Reparaturfahigkeit der Zellen, AUC, (Abb.11B) gegen die Uberlebensrate nach 2 Gy,
(SFaqy), aufgetragen. Fir die initiale Schadigung fand sich ein signifikanter Zusammenhang
mit dem zelluldren Uberleben (r2= 0,86, p= 0,0024). Zellinien, die im Kolonietest eine hohe
zellulare Strahlenempfindlichkeit zeigten, lieferten auch in Messungen mit der Kometentech-
nik hohe MeRwerte. Umgekehrt galt, daf’ Zellen mit einer niedrigen zelluldren Strahlenemp-

findlichkeit auch in der Kometentechnik niedrige Werte aufwiesen.
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Abb.11: Beziehung zwischen der zellularen Strahlenempfindlichkeit und der DNA-Schadigung
bei Nachweis mittels der Kometentechnik fiir humane Fibroblasten. Die Uberlebensrate nach 2
Gy, SF2, aus Abb.1/Tab.1 wurde aufgetragen zum einen (A) gegen das relative initiale "Tail
Moment" nach 5 Gy, ID5, aus Abb.7/Tab.1 bzw. (B) gegen die Reparaturkapazitdt nach Be-
strahlung mit 2 Gy, AUC, aus Abb.9/Tab.1.
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3.7 Methodenvergleich

Um das zelluldre Schadenskorrelat der mit der Kometentechnik gemessenen Werte zu
ermitteln, wurden die MeRergebnisse mit denen bereits etablierter Methoden verglichen.
Abb.12 zeigt verschieden erfaldte Reparaturkinetiken fur NFHH im Vergleich. Der Logarith-
mus des relativen DNA-Schadens ist gegen die Reparaturdauer aufgetragen. Der initiale
DNA-Schaden wurde jeweils auf eins normiert. Die drei Kurven zeigen Messungen mit der
Kometentechnik, Doppelstrangbriiche (DSB, gemessen mit der Konstantfeldgelelektropho-
rese) und Einzelstrangbriche (ESB) zusammen mit alkali-labilen Schaden (engl. Alkali labile

Sites, ALS), gemessen mit der alkalischen Entwindungstechnik.
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Abb. 12: Vergleich der DNA-Reparaturkinetiken in NFHH bei Nachweis mit verschiedenen Me-
thoden. Konfluente Zellen wurden bei 0°C bestrahlt und anschlieRend bei 37°C inkubiert. Nach-
weis der DNA-Schaden nach Bestrahlung mit 2 Gy mittels der Kometentechnik (O, aus Abb.9);
nach Bestrahlung mit 9 Gy mittels der alkalischen Entwindungstechnik (---, von Dikomey et al.
unverdffentlicht) und nach Bestrahlung mit 10 Gy mittels der Konstantfeldgelelektrophorese (---,
aus Dikomey und Brammer 1999).

Der Kurvenverlauf war weitgehend gleich: In den ersten 15 min wurden bei DSB etwa
50% repariert, bei Kometen und ALS 65%. Nach Ablauf von 30 min folgte eine langsamere
Reparaturphase, die nach 120 min noch andauerte. Die Reparaturkinetik der Messungen mit
der Kometentechnik waren etwa deckungsgleich mit der Reparaturkinetik flirEinzelstrang-
briche. Deutlich verschieden verhielt sich die Reparatur von Doppelstrangbrichen, die lang-

samer erfolgte und nach 120 min unvollstandiger blieb. Es zeigte sich somit, dal} das "Tail
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Moment" in der Kometentechnik wesentlich von der Anzahl der Einzelstrangbriiche abhan-
gig war.

Fur die Messung von residualen DNA-Schaden wurden die Zellen mit Réntgendosen von
bis zu 160 Gy bestrahlt und anschlieend fur 24 h bei 37°C inkubiert. Abb.13 zeigt die ver-
schiedenen Schadensarten bzw. Melimethoden fir NFHH im Vergleich. Die Werte wurden,

Abb.13: Vergleich der nicht-reparierten DNA-Schaden in NFHH bei Nachweis mit verschiede-
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nen Methoden. Konfluente Zellen wurden bei 0°C bestrahlt und anschlieend bei 37°C fir 24 h
inkubiert. Nachweis der DNA-Schaden mittels der Kometentechnik ([0); mittels der alkalischen
Entwindungstechnik (---, aus Dikomey et al. 1998) und mittels der Konstantfeldgelelektrophore-

se (---, aus Dikomey et al. 1999).

wie unter 3.3.2 erlautert, als Dosisaquivalente standardisiert und gegen die Réntgendosis
aufgetragen. Bei allen drei Schadensarten nahm der residuale DNA-Schaden mit steigender
Dosis stetig zu. Der flachste Anstieg war bei den ESB und ALS zu verzeichnen. Der Kurven-
verlauf der Kometentechnik glich im wesentlichen dem von ESB/ALS. Die residualen Dop-
pelstrangbriiche verhielten sich jedoch hiervon abweichend. lhre Anzahl stieg mit zuneh-
mender Dosis wesentlich steiler an und lag schon bei 40 Gy deutlich uber dem Niveau von

Kometentechnik und ESB/ALS.
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4 DISKUSSION

Gegenstand der vorliegenden Arbeit war die Messung der Erzeugungs- und Reparaturki-
netiken von DNA-Schaden in Fibroblasten mit einer von Miller et al. (Miller et al. 1994) ent-
wickelten Modifikation der Kometentechnik.

Die Kometentechnik als Variante der Einzelzellgelelektrophorese (SCGE) wurde bereits
1984 von Ostling und Johanson eingefiihrt. Seitdem steht das Verfahren in einer stetig
wachsenden Fille von Modifikationen zur Verfigung. Mit der Weiterentwicklung des Origi-
nalassays erfolgte auch eine zunehmende Spezialisierung auf unterschiedlichste Aufgaben-
bereiche. Das morphologische Korrelat der erhaltenen MeRwerte ist heute ebenfalls klarer
als noch vor 15 Jahren. Einen guten Uberblick (iber die verbreitetsten Verfahren gibt eine
Arbeit von Fairbairn et al.(1995).

Neutrale Kometentechnik: Die neutrale Kometentechnik in ihrer gebrauchlichsten Form
wurde 1991 von Olive et al. eingeflhrt. Die Lyse der Zellen wird hier bei pH-Werten um 8,3
fur bis zu 4 h durchgefiihrt. Die untere Nachweisgrenze fir strahleninduzierte DNA-Schaden
lag relativ hoch. Haufig begann der gemessene Dosisbereich um 20 Gy . Einzelne Autoren

berichteten auch Gber Nachweisgrenzen ab 5 Gy (Olive et al. 1991).

Alkalische Kometentechnik: Die alkalische Kometentechnik ist ebenfalls eine weitverbrei-
tete Methode. Singh et al. filhrten sie 1988 ein, mit dem Ziel, eine gegeniiber dem Ost-
ling’schen Assay (Ostling and Johanson 1984) héhere Sensitivitat zu erzielen. Tatsachlich
lieBen sich bereits nach Dosen von 0,05 Gy und weniger DNA-Schaden nachweisen (Singh
et al. 1994, lkushima et al. 1996, Malyapa et al. 1998). Wesentlicher Eckpunkt des Verfah-
rens war die zeitlich ausgedehnte Lyse (bis zu 60 min (Singh et al. 1988)) bei pH-Werten
Uber 10, die zu einer weitgehenden DNA-Denaturierung fihrte. Der pH-Wert des Elektropho-
resepuffers lag in der Regel um 8,3. Die Dauer der Elektrophorese variierte zwischen 20 min
(Singh et al. 1988) und 25 min (Olive et al. 1991), die angelegte Spannung war gering (z.B.
0,66V/cm; Olive et al. 1991).

Kometentechnik nach Miiller et al. (Muller et al. 1994): Die in dieser Arbeit benutzte Vari-
ante der Kometentechnik wurde 1994 von Miller et al. eingeflihrt. Sie zeichnete sich durch
eine Reihe deutlicher Anderungen gegeniiber den bereits genannten Protokollen aus: Zum
einen erfolgte die Lyse der Zellen in einem annahernd neutralen Medium (pH 9,5) mit Deter-
genzien. Die Lysezeit betrug nur 15 min. Zum anderen wurde die Elektrophorese bei hoher

Spannung (2,5 V/cm) und sehr kurz (4 min) durchgeftihrt.

4.1 Nachweis von DNA-Schaden
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Abb.4B zeigt, dal® ein Nachweis der initialen DNA-Schadigung mit der Technik nach Mul-
ler et al. (1994) zuverlassig moglich war. Im Dosisbereich zwischen 0 und 2 Gy stieg das
gemessene "Tail Moment" zunachst mit der Dosis an. Zwischen 2 und 5 Gy kam es nur noch
zu einer kleinen Zunahme der MeRwerte. Somit ergab sich eine besonders hohe Sensitivitat
dieser Technik im Dosisbereich von 0 bis 2 Gy.

Im Gegensatz hierzu zeigten sowohl die alkalische als auch die neutrale Kometentechnik
grundsatzlich andere Dosisabhangigkeiten. Fir beide Protokolle nahm das Tail-Moment li-
near (Olive et al. 1994, Olive et al. 1991, Mariya et al. 1997, Banath et al. 1998).

Abb.5 zeigt, dal® bei einer bestimmten Dosis die Einzelwerte eine starke Streuung auf-
wiesen. Es wurden daher pro Zellinie und MeRpunkt mindestens 60 Einzelmessungen
durchgefuhrt, um reprasentative Mittelwerte zu erhalten. Eine ebenso grof3e Streuung wurde
auch von Miller et al. (1994) beobachtet.

Fur die alkalische Kometentechnik ist die Problematik ahnlich ausgepragt. Starke Streu-
ungen der MeRwerte nach einer definierten Dosis wurden von einer Fulle von Autoren beob-
achtet: Alapetite et al. (1996) zeigten dies flr Normalfibroblasten; Malcolmson et al. (1995),
Malyapa et al. (1998) und Leprat et al. (1998) fir Lymphozyten sowie Banath et al. (1998) fur
Blutleukozyten. Die Streuung der Einzelwertewerte bei Messung mit der neutralen Kome-
tentechnik ist ebenfalls auffallig, aber oft geringer als bei der alkalischen Technik (Banath et
al. 1998).

4.2 Natur der nachgewiesenen DNA-Schadigung

Sowohl bei der alkalischen als auch bei der neutralen Kometentechnik besteht weitge-
hend Klarheit dartiber, welcher DNA-Schaden durch diese Techniken nachgewiesen wird.
Mit der neutralen Kometentechnik wurden tberwiegend DSB erfaltt (Klaude et al. 1996). Bei
Dosen um 10 Gy lielten Uberwiegend relaxierte DNA-Schleifen, welche noch am Zellkern
befestigt waren, die Kometenbilder entstehen. Erst bei Dosen um 200 Gy entstanden dop-
pelstrangige DNA-Fragmente, die sich frei im elektrischen Feld bewegen konnten. Hierdurch
wurde eine Trennung des Kometenschweifes vom Kopf mdglich.

Mit der alkalischen Kometentechnik wurden vor allem ESB und ALS nachgewiesen
(Klaude et al. 1996). Bei den alkalischen Varianten der Kometentechnik kam es aufgrund
des hohen pH zu einer Trennung der DNA-Strange. Die so zwischen ESB entstandenen
Fragmente waren im elektrischen Feld sehr beweglich (Klaude et al. 1996). Eine Trennung
des Kometenschweifes vom Kopf wurde somit leichter moglich.

Bei der von Mdller et al. (1994) etablierten Kometentechnik gab es bisher noch keine ein-
deutige Zuordnung zu einem bestimmten Schadenstyp. Die in der vorliegenden Arbeit ge-
fundenen Resultate deuten darauf hin, da® mit dieser Technik ahnlich wie mit der alkali-

schen Entwindungstechnik vor allem ESB und ALS erfalt werden. So zeigte sich eine grofe
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Ubereinstimmung zwischen dieser Kometentechnik und der alkalischen Entwindungstechnik
sowohl hinsichtlich der Reparaturkinetik der DNA-Schaden als auch hinsichtlich der Do-
sisabhangigkeit nicht-reparierter DNA-Schaden (Abb.12 und 13). Dagegen zeigte sich keine
Ubereinstimmung mit den MeRergebnissen, wie sie mittels der CFGE erzielt wurden, mit der

ausschlielRlich DSB nachgewiesen werden (Dahm-Daphi und Dikomey 1995).

4.3 Initiale DNA-Schadigung

Das Ausmalfd der initialen DNA-Schadigung wurde flr die ausgewahlten Zellinien nach
Dosen zwischen 0 und 5 Gy gemessen. Wie die Abb.6 und 7 verdeutlichen, waren die Un-
terschiede zwischen den einzelnen Zellinien betrachtlich. Einerseits wichen die Erzeugungs-
kurven in ihrer Steigung voneinander ab; andererseits war aber auch bei unbestrahlten Zel-
len eine deutliche Variation der MeRR3werte erkennbar. Einige der Zellinien, die unbestrahlt ein
geringes "Tail Moment* aufwiesen, zeigten auch nach Bestrahlung nur eine geringe Zunah-
me dieses Wertes (z.B. AT3). Andere Zellen zeigten unbestrahlt hohe "Tail Moment‘-Werte,
wiesen aber auch unter Bestrahlung mit 5 Gy sehr hohe "Tail Moment*“-Werte auf. Um allein
den relativen Anstieg der "Tail Moment“- Werte mit der Dosis zu erfassen, wurden die Er-
gebnisse auf den jeweiligen Wert fir unbestrahlte Zellen normiert.

Bei Betrachtung des normierten DNA-Schadens zeigten sich deutliche Unterschiede zwi-
schen den einzelnen Zellinien. Wahrend fiir bestimmte Zellinien, wie z.B. NFO7 bei Bestrah-
lung mit 5 Gy die "Tail Moment"-Werte lediglich um den Faktor 2,65 anstiegen, wurde fur die
AT-Zellinien ein Anstieg im Durchschnitt um den Faktor 4,55 gefunden.

Auch in den bisher publizierten Arbeiten fanden sich Beispiele fir Unterschiede in der Er-
zeugung von DNA-Schaden. So konnten mit der alkalischen Kometentechnik Unterschiede
zwischen bestimmten Tumorzellen und humanen Keratinozyten nach Bestrahlung mit Dosen
bis zu 30 Gy nachgewiesen werden (Daza et al. 1997). Mit der neutralen Kometentechnik
wurden fur 7 Tumorzellinien nach einer Bestrahlung mit 6 Gy ebenfalls Unterschiede in der
Erzeugung von DNA-Schaden gefunden (Marples et al. 1998).

Bisher gab es noch kein klares Bild dartber, welche Faktoren zu dem beobachteten Un-
terschied in den initialen "Tail Moment"-Werten flhren kénnten. Es wurden zwei alternative
Vorstellungen diskutiert. Einerseits konnte den Unterschieden im "Tail Moment" eine unter-
schiedliche Anzahl von ESB zugrunde liegen. Von Dikomey et al. (1998) wurde jedoch ge-
zeigt, dald fur die in dieser Arbeit verwendeten AT- und NFHH-Linien die Anzahl der er-
zeugten ESB jeweils Ubereinstimmten. Ein Unterschied in der Anzahl der erzeugten ESB
schied somit als Erklarung fur die Variation in der Erzeugung von DNA-Schaden aus.

Verschiedene Versuche von anderen Autoren zeigten, dal das "Tail Moment" auch von
der Chromatinstruktur der Zelle abhing (Klaude et al. 1996). Die Wanderungseigenschaften

der DNA verbesserten sich, wenn lockere oder offene Strukturen die Herauslésung beglin-
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stigten. Einen deutlichen Hinweis hierauf lieferten Untersuchungen mittels Autoradiographie.
Gerade replizierte DNA verblieb trotz angelegter Spannung weitgehend im Zellkern. Nicht
replizierende DNA konnte dagegen im elektrischen Feld wandern (Klaude et al. 1996). Da
die DNA-Replikation an Strukturen der Kernmatrix stattfindet, kann vermutet werden, daf an
ihr fixierte DNA im elektrischen Feld schlechte Wanderungseigenschaften zeigt.

Es ist anzunehmen, dall Unterschiede in den Kernmatrixstrukturen auch fir die in dieser
Arbeit festgestellten Unterschiede im initialen "Tail Moment" verantwortlich sind . Danach
sollten Zellen mit grofRem initialem "Tail Moment" Uber eine offene Kernmatrix verfigen, die
demzufolge eine leichteres Herausldésen der DNA im elektrischen Feld ermdglicht. Dies
sollte dann insbesondere fir AT-Zellen gelten, was in weiteren Untersuchungen aufzuklaren

ware.

4.4 Reparatur der DNA-Schaden

Die Reparatur von DNA-Schaden wurde mit der Kometentechnik nach Bestrahlung mit 2
Gy gemessen (Abb.9). Die Reparatur erfolgte zunachst sehr schnell, so daf} nach 30 min
mindestens 75% des initialen DNA-Schadens repariert waren (Reparaturhalbwertzeit 1 = 10-
18 min). Danach nahmen die Mel3werte langsamer ab. Nach 120 min scheint die Reparatur
zum groften Teil abgeschlossen zu sein. Da die gemessenen Werte nahezu die Werte der
unbestrahlten Kontrollen erreichten, ist der weitere Verlauf der Reparaturkinetik mit der Ko-
metentechnik in der vorliegenden Form nicht mehr darstellbar.

Mit dem gleichen Assay wurden von Miuller et al. (1994) Reparaturmessungen an zwei
Tumorzellinien nach Bestrahlung mit 2 Gy durchgefuhrt. Fur eine der zwei untersuchten Zel-
linien wurde ebenfalls nach 120 min eine nahezu vollstandige Reparatur gefunden (1 = 17
min), wahrend fur die andere noch ein Restschaden von 20% gemessen wurde. Alapetite et
al. (1996) fanden in Fibroblasten mit der alkalischen Kometentechnik bereits nach 60 min
eine nahezu vollstandige Reparatur (t = 6 bzw. 7 min). Von Malcolmson et al. (1995) wurden
mit dem gleichen Verfahren Reparaturkinetiken flir Lymphozyten nach Bestrahlung mit 2 Gy
gemessen. FUr Lymphozyten von gesunden Spendern wurden auch hier nach 60 min eine
fast vollstandige Reparatur gefunden. Leprat et al. (1998) flihrten Versuche mit der alkali-
schen Kometentechnik an Lymphozyten durch. Allerdings lag hier bei einer Bestrahlung mit
2 Gy nach 60 min noch zwischen 10 und 25% des initialen DNA-Schadens vor (1 = 10 -15
min). Banath et al. (1998) fanden in Leukozyten nach 8 Gy und 120 min Reparaturdauer
MelRwerte von 6 - 10 % des initialen DNA-Schadens. Zusammenfassend |af3t sich feststel-
len, dal® bei Reparaturmessungen mit der Kometentechnik die Halbwertzeit 1 in etwa zwi-
schen 6 und 18 min lag. Nach 120 min Reparaturzeit lagen die "Tail Moment"-Werte in der
Regel in der GréRRenordnung unbestrahlter Kontrollen.

In der vorliegenden Arbeit wurden neben der Reparatur von 7 Normalfibroblastenlinien
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auch die Reparatur von 2 AT-Zellinien untersucht. Als Mal flir die Reparatur wurde die Fla-
che unter der Kurve (AUC) herangezogen. In die AUC flieRen sowohl die Geschwindigkeit
des Reparaturprozesses als auch das Ausmaly der verbliebenen DNA-Schadigung ein. Es
fanden sich nur sehr geringe Unterschiede (s. Abb. 9). Der geringste Wert unter den Nor-
malfibroblasten lag bei 31,9 fir NF02, der grofite bei 54,7 fir NF06. Die AUC der AT-
Zellinien lag mit 57,2 (AT2BE) bzw. 66,1 (AT3) geringfiigig darliber. Dieser Unterschied war
auf den in den AT-Zellinien anfanglich (bis zu einer Reparaturdauer von etwa 15 min) etwas
langsamere Reparatur zurlickzufiihren. Im Endniveau nach 120 min Reparaturdauer zeigte
sich jedoch zwischen Normalfibroblasten und AT-Zellinien kein Unterschied. Somit wurden in
der vorliegenden Arbeit fir die untersuchten Zellinien nur Unterschiede in der Erzeugung,
nicht jedoch in der Reparatur der DNA-Schaden gefunden.

Nocentini et al. (1995) verglichen mit der alkalischen Kometentechnik die DNA-Reparatur
von normalen humanen Fibroblasten mit der von Fibroblasten, die einen Defekt in der DNA-
Ligase aufwiesen. Nach Bestrahlung mit 10 bzw. 30 Gy und einer Reparaturinkubation bis
120 min wurde kein Unterschied in der Reparatur gefunden. Zu dem gleichen Ergebnis ka-
men auch Alapetite et al. (1996). Auch Olive et al. (1994) fanden bei Nachweis mit der neu-
tralen Kometentechnik keine Unterschiede in der Reparaturkinetiken von 6 Tumorzellinien.

Allein von Miller et al. (1994) und Leprat et al. (1998) wurde von deutlichen Unterschie-
den in der DNA-Reparatur berichtet. Miller et al. (1994) fanden fir zwei Tumorzellinien nach
Bestrahlung mit 5 Gy deutliche Unterschiede in der Reparaturkinetik und Leprat et al. (1998)
fur Lymphozyten nach Bestrahlung mit 2 bzw. 5 Gy.

Abgesehen von diesen beiden Beobachtungen wurden somit, ahnlich wie in dieser Arbeit,
keine Unterschiede in der Reparaturkinetik der DNA-Schaden bei Nachweis mit der Kome-

tentechnik gefunden.

4.5 Beziehung zwischen zellularer Strahlenempfindlichkeit und DNA-Schadigung

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, daf} eine Korrelation besteht zwischen
der zellularen Strahlemempfindlichkeit und dem initialen Strahlenschaden bei Nachweis mit
der Kometentechnik nach Miller et al. (1994). Das mit der Kometentechnik gemessene rela-
tive "Tail Moment" nahm mit steigender zellularer Strahlenempfindlichkeit deutlich zu
(Abb.11A). Zellen mit geringer Strahlenempfindlichkeit zeigten bei Untersuchung mit der
Kometentechnik nach Bestrahlung mit 5 Gy lediglich ein geringes "Tail Moment". Zellen mit
grofRer Strahlenempfindlichkeit wie z.B. AT-Zellen zeigten in der Kometentechnik entspre-
chend hohe Werte.

Eine Korrelation zwischen der =zellularen Strahlenempfindlichkeit und der DNA-
Schadigung bei Nachweis mit der Kometentechnik wurde auch von Marples et al. (1998) flr

6 Tumorlinien beobachtet; allerdings nicht wie in dieser Arbeit flr die initiale DNA-
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Schadigung, sondern flr den residualen Schaden 24 h nach Bestrahlung. Olive et al. (1994)
sowie Sarkaria et al. (1998) fanden hingegen keine Korrelation zwischen der zellularen
Strahlenempfindlichkeit und dem residualen DNA-Schaden bei Nachweis mittels der neutra-
len Kometentechnik.

Wie oben bereits diskutiert, liegt die Vermutung nahe, daly Unterschiede im initialen "Tail
Moment" zwischen den Zellinien nicht auf die Anzahl der erzeugten ESB, sondern auf Unter-
schiede in der Chromatinstruktur zurlickzuflihren sind. Damit deutet die vorliegende Arbeit
an, dal® Unterschiede in der zellularen Strahlenempfindlichkeit letztlich durch Unterschiede in
der Chromatinstruktur verursacht werden. Damit bestatigt diese Arbeit Vermutungen von
anderen Autoren (Lehnert 1998, Malyapa et al. 1994, Malyapa et al. 1996, Schwartz et al.
1995, Malyapa et al. 1996), die Variationen in der Chromatinstruktur als eine wesentliche

Ursache flr Unterschiede in der Strahlenempfindlichkeit sahen.

4.6 Beziehung zwischen Fibroserisiko und DNA-Schadigung

Eine moégliche Reaktion von Fibroblasten auf Bestrahlung ist die Differenzierung zu Fibro-
zyten mit nachfolgender gesteigerter Kollagenproduktion (Rodemann und Bamberg 1994).
Das klinische Korrelat dieser Reaktion kann eine Strahlenfibrose sein. In verschiedenen Ar-
beiten wurde bereits untersucht, ob die individuelle zellulare Strahlenempfindlichkeit mit dem
Ausmall oder dem Risiko einer strahleninduzierten Fibrose korreliert, wobei die zellulare
Strahlenempfindlichkeit mittels Kolonietest nachgewiesen wurde (Johansen et al. 1994, Jo-
hansen et al. 1996).

Ein solcher Zusammenhang konnte auch im Rahmen dieser Arbeit Uberpruft werden, da
ein Teil der untersuchten Fibroblastenlinien (NF02, 06, 07, 12), von Brustkrebspatieninnen
stammten, fir die zuvor in einer retrospektiven Studie das Fibroserisiko bestimmt wurde
(Johansen et al. 1994, Johansen et al. 1996). In Abb.14 wurde das klinisch ermittelte Fibro-
serisiko der Spenderinnen dem relativen initialen DNA-Schaden nach 5 Gy (IDs) der ent-
sprechenden Zellinien gegeniber gestellt, da fur diesen Parameter eine Korrelation mit der
zellularen Strahlenempfindlichkeit gefunden wurde (Abb.11A). Fur zwei Patientinnen (NF 12
und NF 02) lag mit den Werten 0,11 und 0,13 ein annahernd gleiches Fibroserisiko vor. Die
zugehdrigen IDs -Werte differierten mit 2,86 bzw. 3,58 jedoch weit. Eine Korrelation zwi-
schen dem Fibroserisiko und der so bestimmten zellularen Strahlenempfindlichkeit erscheint
somit  unwahrscheinlich. = Damit  entsprechen diese  Ergebnisse den  zuvor
von Dikomey et al. (1999) beschriebenen Beobachtungen. Bei der geringen Anzahl der
analysierten Datensatze ist eine abschlieBende Beurteilung des Sachverhalts jedoch nicht

maglich.
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Abb. 14: Vergleich der Strahlenempfindlichkeit der Fibroblasten bei Nachweis mittels der Ko-
metentechnik mit dem relativen Fibroserisiko. Aufgetragen wurde das relative initiale "Tail Mo-
ment" nach 5 Gy, ID5, aus Tab.1 gegen das relative Fibroserisiko der entsprechenden Brustkre-
bspatientinnen (weitere Details siehe Text).
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4.7 Schlul¥folgerung

Die in dieser Arbeit untersuchte Modifikation der Kometentechnik ist eine Methode, die
zur Messung der zellularen Strahlenempfindlichkeit eingesetzt werden kann. Nach Bestrah-
lung mit 5 Gy fanden sich deutliche Unterschiede zwischen den untersuchten Zellinien, die
mit der Uberlebensrate der Zellen nach 2 Gy im Kolonietest (SF,s,) korrelierten. Dies sollte

Anlaly zur weiteren Entwicklung der Methode sein.
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6 ZUSAMMENFASSUNG

In der vorliegenden Arbeit wurden strahleninduzierte DNA-Schaden mittels der Kome-
tentechnik nachgewiesen. Finf Normalfibroblastenlinien sowie zwei Zellinien von Patienten
mit Ataxia teleangiectasia wurden gemessen. Diese Methode zeichnet sich durch eine relativ
kurze Lysezeit (20 min) bei schwach alkalischem pH (9,5) sowie eine sehr kurze Elektropho-
resedauer (4 min) bei hoher Spannung (4 V/cm) aus. Es konnte gezeigt werden, daf die
verwendete Methode Uberwiegend Einzelstrangbriche (ESB) erfal’t, da die gemessenen
Reparaturkinetiken weitestgehend den mit der alkalischen Entwindungstechnik gemessenen
entsprachen.

Es wurde die Erzeugung von DNA-Schaden durch Réntgenbestrahlung mit Dosen bis zu
5 Gy gemessen. Bis zu einer Dosis von 2 Gy stiegen die MelRwerte zunachst steil an, um
dann zwischen 2 und 5 Gy ein Plateau zu erreichen. Bereits Dosen von 0,5 Gy lieRen sich
gut nachweisen. Damit ist das Verfahren besonders sensitiv im Bereich zwischen 0 und 2
Gy.

Es zeigt sich eine grof3e biologische Variation der einzelnen MelRwerte. Fir eine ausrei-
chend genaue Bestimmung der Mittelwerte mul3ten daher mindestens 60 Einzelzellen ge-
messen werden

. Beim Vergleich der Zellinien untereinander fanden sich groRe Unterschiede. Die ndhere
Betrachtung zeigte, dal® diese Variation nicht nur flir bestrahlte, sondern auch fir unbe-
strahlte Zellen gefunden wurde. Somit ist zur korrekten Darstellung des Strahlenschadens
eine Normierung auf den 0-Gy-Wert einer jeden Zellinie erforderlich. Wahrend normale hu-
mane Fibroblasten einen Anstieg der Werte im Durchschnitt um den Faktor 2,9 gegenlber
unbestrahlten Zellen lieferten, lag dieser Anstieg bei den untersuchten AT-Zellinien mit ca.
4,5 wesentlich hoher. Es ist anzunehmen, dal} hierbei die Anzahl der erzeugten ESB bei
allen Zellinien in etwa gleich ist. Wahrscheinlich sind die beobachteten Unterschiede eher
auf Unterschiede in der Konformation der DNA und somit unterschiedliche Fahigkeit zur
Herauslésung aus dem Zellkern zuriickzufihren.

Nach Bestrahlung mit 2 Gy konnten fir alle Zellinien Reparaturkinetiken mit einer Halb-
wertzeit von ca. 15 min festgestellt werden. Im Gegensatz zu den oben erwahnten Erzeu-
gungsversuchen, konnten in der Reparatur von DNA-Schaden keine signifikanten Unter-
schiede zwischen den einzelnen Zellinien festgestellt werden.

Reparturkinetiken und Erzeugungsversuche aus der Kometentechnik wurden mit der
mittels Kolonietest bestimmten zelluldren Strahlenempfindlichkeit verglichen. Fir die nor-
mierten Werte nach Bestrahlung mit 5 Gy findet sich eine signifikante Korrelation mit der
zellularen Strahlenempfindlichkeit (* = 0,86, p = 0,0024). Strahlenempfindliche Zellinien lie-
ferten in der Kometentechnik héhere MeRwerte als strahlenresistente. Eine Korrelation der

Reparaturkinetiken mit der zellularen Strahlenempfindlichkeit findet sich nicht.
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Eine Korrelation der Werte von 4 der 7 gemessenen Zellinien mit dem klinisch ermittelten

Strahlenfibroserisiko der Spenderpatientinnen liel? sich nicht nachweisen
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