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Referat

Seit der Einfiihrung der Strahlentherapie in die Tumorbehandlung gibt es Bestrebun-
gen, mogliche radiogen induzierbare Nebenwirkungen pratherapeutisch abzuschétzen.
Innerhalb der letzten 20 Jahre wurden verschiedene Testverfahren entwickelt, um die
Strahlenempfindlichkeit von Tumor- und Normalgeweben zu beurteilen. Im Rahmen
der Arbeit sollte untersucht werden, ob die Einzelzell-Gelelektrophorese (Comet-
Assay) in der Lage ist, Unterschiede in der Strahlenempfindlichkeit verschiedener
Zellarten zu detektieren. Dabei war es von besonderem Interesse, wie Lymphozy-
ten von Patienten mit stark akuten und chronischen Nebenwirkungen auf In-vitro-
Bestrahlung reagierten. Die Strahlenempfindlichkeit von Leukozyten unter In-vivo-
Bestrahlungsbedingungen bei nahezu homogener Dosisverteilung im Korper konn-
te bei Ganzkorperbestrahlungen untersucht werden. Zusétzlich wurde anhand der
Reparaturkurven das Verhalten der Leukozytenpopulationen unter Ganzkorperbe-
strahlungsbedingungen an drei Patienten untersucht, wobei das Reparaturverhal-
ten der Leukozyten in-vivo und in-vitro miteinander verglichen werden konnte. Au-
Berdem wurden mit dem Comet-Assay drei Weichteilsarkomzellinien, einer relativ
strahlenresistenten Tumorart, charakterisiert. Die Gegeniiberstellung der Ergebnis-
se aus den Comet-Assay-Experimenten und der Daten aus dem Koloniebildungstest
zeigten deren Vereinbarkeit. Desweiteren lielen sich unterschiedliche Strahlenemp-

findlichkeiten an Weichteilsarkomzellkulturen nachweisen.
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Kapitel 1
Einleitung

1895 entdeckte Wilhelm Conrad Rontgen die nach ihm benannte Strahlung. Kur-
ze Zeit spéter fanden die ersten Experimente zur Charakterisierung radioaktiver
Stoffe durch Marie und Pierre Curie sowie Henri Bequerel statt. Unmittelbar nach
den Entdeckungen wurde nach Anwendungen in der Medizin geforscht. Bereits 1896
wurde die erste therapeutische Bestrahlung durchgefiihrt [67]. Auf Grund von auf-
getretenen Strahlenschiden (Rotung und Geschwiirsbildung) an der Haut von Ex-
perimentatoren, Chirurgen und Patienten kam man auf die Idee, Rontgenstrahlung
zur Behandlung von Tumoren einzusetzen. Zusammenhénge zwischen der radioak-
tiven Strahlung und den dadurch ausgeldsten zelluldren Effekten waren weitgehend
unbekannt. Die angewendete Gesamtdosis wurde iiber den Roétungsgrad der Haut
bestimmt. Die Kenntnisse {iber die physikalische Dosimetrie waren noch sehr unge-
nau.

Alle Zellen eines Organismus sind schédlichen, natiirlichen Einfliissen ausgesetzt.
Unter zusétzlicher Strahleneinwirkung treten Stérungen des normalen Zellstoffwech-
sels als auch Verdnderungen des Erbgutes - der DNS - auf, welche zum Zelltod
beziehungsweise bei subletalen Strahlenschidden zu Mutationen der Erbinformation
fithren konnen. In Tumorzellen wie in Zellen des Normalgewebes existieren Mecha-
nismen, welche es ermoglichen, ca. 99,9% der entstanden Schiden mittels zelleigener
Enzyme zu reparieren [4].

Mit Hilfe der modernen Strahlentherapie kann man Tumoren sehr prézise be-
strahlen und gleichzeitig das umliegende Gewebe schonen. Dennoch gibt es immer
wieder Patienten, die mit starken Nebenwirkungen der Haut oder der inneren Or-
gane reagieren.

Maligne Zellen wie Zellen des Normalgewebes verfiigen iiber unterschiedliche
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Strahlenempfindlichkeit. Sowohl &uflere als auch innere Faktoren bestimmen die
Strahlenempfindlichkeit eines Individuums. Die Gesamtheit der ”inneren Faktoren”
wird auch als ”intrinsische Strahlenempfindlichkeit” bezeichnet. Diese ist seit ca. 20
Jahren intensiver Forschungsgegenstand der Strahlenbiologie.

Wenn es geldnge, einen pradiktiven, zeit- und kostengiinstigen Test zur Bestim-
mung der Strahlenempfindlichkeit zu entwickeln, konnte man eine individuelle Do-
sisverordnung mit Anpassung an Tumor- und Normalgeweben vornehmen. Hierzu
wurden in den letzten Jahren verschiedene Testverfahren entwickelt und vorgeschla-
gen. Allen gemeinsam ist die Beurteilung des DNS-Schadensausmafies nach ”No-
xen” einwirkung. Zur Anwendung kommen der Koloniebildungstest, die Fluoreszenz-
in-situ-Hybridisierung (FISH), die Pulsfeld- (PFGE), die Konstantfeld- (CFGE) und
die Einzelzell-Gelelektrophorese (SCGE), auch Comet-Assay genannt.

Beim Koloniebildungstest werden Zellen nach Bestrahlung diinn in Kulturfla-
schen ausgesét. Thre Proliferationsfihigkeit wird nach 2 Wochen beurteilt. PFGE und
CFGE sind Verfahren, die die entstandene DNS-Fragmentgrofie nach Strahlenein-
wirkung auf eine Zellpopulation bestimmen. Dafiir mufl das Erbgut in einem relativ
aufwendigen Prozefl aus den Zellen extrahiert werden. Die FISH-Technik ist eine Me-
thode, mittels der an Zwischenphase-Chromosomen morphologische Verédnderungen
nachgewiesen werden. Uber die Anfirbung bestimmter Chromosomen (z.B.#1, #2,
#4) oder im 24-Farb-FISH konnen so typische Translokationen oder DNS-Briiche
dargestellt werden.

Die in der vorliegenden Arbeit charakterisierten Zellarten wurden mit Hilfe des
Comet-Assays auf ihre Strahlenempfindlichkeit und ihr Reparaturvermogen hin un-
tersucht. 1984 beschrieben Ostling und Johanson [50] diese Technik zur Beurteilung
des DNS-Schadens auf der Basis einzelner Zellen. Dabei werden Zellen in Agarose
auf Objekttragern eingebettet, bestrahlt und lysiert dann einem elektrischen Feld
ausgesetzt und nach Anfirbung am Mikroskop ausgewertet. Durch die Wanderung
negativ geladener DNS-Stiicke im Gel entstehen Formationen, die an Kometen erin-
nern und damit diesem Verfahren den Namen gaben. Der " Komet” kann Aufschlufl
iiber den induzierten DNS-Schaden geben. Im Kopf befindet sich vermutlich das
am wenigsten geschéidigte Erbgut, wihrend im Schweif DNS-Bruchstiicke und auf-
gewundene DNS-Schleifen liegen. Es gibt ernsthafte Hinweise dafiir, daf§ sich die
Reparaturfahigkeit von Zellen mit dem Comet-Assay iiber die Abnahme der Fluo-

reszenzintensitit im Schweif ermitteln 148t [23, 50, 61].
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Im Rahmen dieser Arbeit sollte untersucht werden, inwieweit es mit dieser Me-
thode moglich ist, Tumorzellkulturen und humane Lymphozyten hinsichtlich des
DNS-Schadens und der Reparaturfdhigkeit zu charakterisieren. Im Speziellen wur-
den hier Weichteilsarkomzellkulturen und Lymphozyten untersucht. Drei selbsteta-
blierte Weichteilsarkomzellkulturen, die bereits strahlenbiologisch untersucht waren,
sollten beziiglich ihrer Strahlenempfindlichkeit mit dem Comet-Assay charakterisiert
werden. Auflerdem bestand die Frage, ob durch die Inkubation mit Koffein eine Ra-
diosensibilisierung ausgelost und nachgewiesen werden kann.

In Untersuchungen an Patienten sollte geklart werden, ob Lymphozyten aus Voll-
blut als Testsystem beziiglich der individuellen Strahlenempfindlichkeit verwendet
werden konnen. Verschiedene Publikationen belegen den Wert von humanen Lym-
phozyten als Testsystem fiir die Strahlenempfindlichkeit eines Individuums [20, 66].
Im Gegensatz zu den oben genannten Effekten von In-vitro-Bestrahlung sollte hier
weiterhin in-vivo unter den Bedingungen einer Ganzkorperbestrahlung das Ver-
halten der Leukozytenpopulationen beurteilt werden. Dabei sollte untersucht wer-
den, ob in-vivo und in-vitro vergleichbare Reaktionen an Lymphozyten auf eine

Ganzkorperbestrahlung mit dem alkalischen Comet-Assay nachweisbar sind.



Kapitel 2

Material und Methoden

2.1 Die Einzelzell-Gelelektrophorese

Das Comet-Assay detektiert Diskontinuitéten innerhalb von DNS-Stréngen [2]. Die
kleinste DNS-Fragmentgrofie, die sowohl mit dem alkalischen als auch dem neutra-
len Comet-Assay erkannt werden kann, betridgt 40 kb [6]. Mit diesem Test kann
das Verhalten der Nukleotid-Exzisionsreparatur nach Bestrahlung an verschiedenen
Zellarten untersucht werden [66]. 1984 wurde die Einzelzell-Gelelektrophorese erst-
malig von Ostling und Johanson beschrieben [50]. In den folgenden Jahren wurde
die Technik von Singh et al. in ihrer Anwendung auf Fibroblasten erweitert [62]. Die
negativ geladenen DNS-Bruchstiicke wandern nach Anlegen eines elektrischen Feldes
in Anodenrichtung. Zur Detektion eines Schadens mufiten die Zellen in den ersten
Experimenten mit mindestens 0,5 Gy bestrahlt werden. Mit einem modifiziertem
Protokoll konnten Singh et al. DNS-Schéden in Lymphozyten nach Bestrahlung mit
Dosen, die sich nur um 50 mGy unterschieden, messen [63]. Die Residualschiden
wurden nach Bestrahlung mit 2 Gy nach 60 Minuten Inkubation bestimmt. Bereits
in den ersten Experimenten beobachtete man, dafl nach einer Reparaturzeit von 20
Minuten eine deutliche Zunahme des Schadens zu messen war. Dieses Phianomen im
Comet-Assay wird als Effekt der Nukleotid-Exzisionsreparatur gedeutet [51].

Nach dem Einbetten von Zellen in Agarosegelen bildet sich ein kugelférmiger
Hohlraum um die Zellen. Im Laufe des Lysevorganges wird die Zelle mit den an-
haftenden Proteinen zerstort. In der Vertiefung bleibt die DNS zuriick. Nach Ein-
wirkung der elektrischen Kréfte wandern DNS-Bruchstiicke aus dem Kern und es
bildet sich der Komet mit dem Schweif in Richtung der Anode aus [50]. Die DNS-
Wanderungsfahigkeit hingt von der Bestrahlungsdosis, von der DNS-Fragmentgrofle,
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von der Dauer des Entwindens und von der Elektrophoresezeit ab [68]. Mit diesem
Testverfahren ist es moglich, die individuelle Reparaturkapazitét von Einzelzellen zu
bestimmen. Das Hauptproblem aller DNS-Schadenstests besteht darin, dafl zwar die
Wiederverkniipfung (”Rejoining” ) von DNS-Fragmenten gemessen werden kann, da-
durch aber keine Aussagen iiber deren funktionelle Integritéit getroffen werden. Au-
Ber der Wiederverkniipfung treten noch andere Effekte auf. Denaturierungs- (Lyse)
und Renaturierungsvorgéinge (Neutralisation) beeinflussen entscheidend die DNS-
Struktur. Durch Entknéuelung (Aufhebung der Tertiéirstruktur) und Verhaken freier
DNS-Enden (”Entangling” mit der Folge von nichthomologen ”annealing”) kann es
zum Vortduschen besserer oder schlechterer Reparaturergebnisse kommen [46].

Die Einzelzell-Gelelektrophorese (Comet-Assay) kann bei Tests fiir DNS-Schéden
eine Art Vorposten zum groben Herausfiltern von Unterschieden im Reparaturver-
halten von Zellen einnehmen. Der Vorteil dieser Methode besteht darin, dafl man
einzelne Zellen, welche bereits eine starke DNS-Degradation aufweisen, von der Aus-
wertung ausnehmen kann, das heifit, apoptotische und nekrotische Zellen kénnen
mit diesem Test erkannt werden. Damit werden Subpopulationen klar voneinander
trennbar [49, 61]. Durch die vorsichtige Préparation von Zellen kann man davon
ausgehen, daf§ die DNS auch nach dem Lysevorgang weiterhin hochmolekular vor-
liegt und sich damit kaum von der DNS in vitalen Zellen unterscheidet. Nach dem
Denaturierungsvorgang existieren immer noch Replikationscluster.

Mit dem hier verwendeten Comet-Assay, welcher unter alkalischen Milieube-
dingungen durchgefiihrt wurde, betrachtet man vor allem Einzelstrangbriiche. Die-
se konnen direkt durch Strahlungseinwirkung oder auf indirektem Weg entstehen.
DNS-Doppelstrangbriiche degradieren durch den Einflufl alkalischer Losungen zu
DNS-Einzelstrangbriichen. Zusétzliche Diskontinuitdten der DNS resultieren aus
der Induktion alkalilabiler Stellen. Betrachtet man die gemessenen Parameter des
Comet-Assay, so kann man nicht auf die Entstehungsursache schlielen [35]. Im al-
kalischen Milieu werden die RNS und Proteine denaturiert. Damit koénnen Inter-
ferenzen bei der Anfirbung mit Ethidiumbromid zwischen DNS und RNS mini-
miert werden [61]. DNS-Strangbriiche fithren zu einer Relaxation der Tertidrstruk-
tur der DNS im betroffenem Gebiet. Dadurch wird ein Auseinanderziehen des DNS-
Kné&uels {iberhaupt erst moglich. Desweiteren wird die Schweiflinge eines Kometen
hauptséchlich iiber die Elektrophoresebedingungen und nicht durch die Fragment-
grofie begrenzt [23]. Mit steigender Anzahl der freien DNS-Fragmente wandern im-
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Kopf Schwelf

Abbildung 2.1: Komet zur Erlduterung der Struktur

mer mehr Bruchstiicke wiahrend der Elektrophorese in den Schweif ein. In den Ex-
tremfillen von DNS-Fragmentation und Degradation (Apoptose und Nekrose) sind
Kopf und Schweif deutlich separiert. Viele Arbeitsgruppen nutzen den Parameter

”Tail moment” zur Auswertung.
Tail moment (TM) = Schweiflinge x DNS im Schweif . (2.1)

Die absolute Grofle der Schweiflange kann durch sehr viele Parameter beeinflufit wer-
den. Aus diesem Grund basieren die hier gezeigten Daten auf dem Fluoreszenzanteil
im Schweif zum Zeitpunkt ¢ bei der Dosis D (DNS im Schweif (t, D)) im Verhéltnis
zum Kopf (DNS im Kopf (t, D)). Diese relativen Parameter sind unabhéngig von der
Schweiflinge, und damit der Fragmentgrofle, sowie vom Gesamt-DNS-Gehalt einer

Zelle [46]. Es gilt dann
1 = DNS im Schweif (¢, D) + DNS im Kopf(¢, D) . (2.2)

Durch die Bestimmung der Gesamtkometen-Fluoreszenzintensitiat ist es moglich,
die Position im Zellzyklus zu bestimmen. Die Position einer Zelle im Zellzyklus 1483t
sich anhand der angefiihrten Parameter erkennen [16]. Im alkalischen Comet-Assay
konnen Replikationsbezirke als DNS-Strangbriiche fehlgedeutet werden. Die Anzahl
”detektierter” Strangbriiche nimmt zu [23]. Olive et al. konnten in Untersuchungen
zeigen, dafl unbestrahlte Zellen in der S-Phase ein grofleres Tail Moment aufwei-

sen als Zellen aus anderen Zellzyklusphasen [45]. Aus diesem Grund beeinflufit die
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Zellzyklusposition das Ausmafl der DNS-Schiadigung.

Zum Verstandnis der verwendeten Schadensbegriffe werden diese im folgenden
kurz definiert.

Unter dem DNS-Basalschaden oder der DINS-Basisschidigung (DNS im
Schweif (to,0)) versteht man die Schadensmenge, die ohne zusétzliche Einwirkung
einer zell- oder DNS-schédigenden Substanz bereits vorhanden ist. In diesen Wert
flielen préaparationstechnische Artefakte mit ein. Das Basalschadensausmafl umfaft
ebenso die natiirliche Strahleneinwirkung wie auch Chemotherapieeffekte, bei be-
reits vorbehandelten Patienten. Der Schaden, welcher unmittelbar nach Einwirkung
einer Bestrahlung auf eine Zelle zur Zeit ¢ty mefbar ist, wird als Initialschaden
(DNS im Schweif (to, D)) bezeichnet. Die Abnahme des sog. Initialschadens tiber
einen bestimmten Zeitraum wird als das Vermogen zur Reparatur - als Repara-
turkapazitit - bezeichnet. Aus dem Verhalten des Schadens (DNS im Schweif
(t,D)) zur Zeit t kann man Aussagen zur Reparaturgeschwindigkeit, zur Repara-
turkapazitit und zur Vollstandigkeit dieses Prozesses treffen. Mit dem Comet-Assay
ist es aber nicht moglich, die Exaktheit des abgelaufenen Reparaturvorganges zu
bestimmen. Ebenso ermdoglicht diese Technik bei Untersuchungen der Zellen nach
Praparation auf Objekttrager nur Beurteilungen im Verlauf von maximal 120 Mi-
nuten. Dariiberhinaus treten zusétzliche Storfaktoren an DNS-Schiaden aufgrund
sich verschlechternder Ernédhrungsbedingungen der Zellen im Gel auf [2]. Reparatur-
prozesse unterliegen einer exponentiellen Kinetik. Die Reparaturhalbwertszeit
kann aus der Reparaturkurve berechnet werden. Sie gibt an, in welchem Zeitraum
der Initialschaden um 50% vermindert wird.

Der Residualschaden (RD (t, D)) entspricht der geschiddigten DNS-Menge, die
nach definierter Reparaturzeit ¢ — ¢y im Verhéltnis zum Basal- und Initialschaden
verbleibt. In den so berechneten Residualschaden fliefen nicht reparierte Léasionen,
Inzisionsstiicke wihrend des Reparaturprozesses sowie neue Briiche, die in Folge von
DNS-Degradation bei Apoptose und Nekrose entstehen, ein. Der Residualschaden
zur Zeit t wird nach der folgenden Formel berechnet:

DNS im Schweif(¢, D) — DNS im Schweif(¢o, 0)

D(t D)=
RD(t, D) DNS im Schweif(ty, D) — DNS im Schweif(¢y, 0)

(2.3)

Aus Untersuchungen von Zellkulturen und Beobachtungen der Auswirkung der
Bestrahlung auf Tumor- und Normalgeweben wurde empirisch das linear-quadratische

Modell abgeleitet. Danach iiberleben nur subletal-geschadigte Zellen wahrend letale
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Zellen fiir das Uberleben entfallen. Der Uberlebensanteil der Zellpopulation S (oder

dquivalent die Abnahme der Schweifffluoreszenzintensitit) kann durch

S ~exp|— (a+ D) D] (2.4)

angendhert werden, wobei o den letalen und (3 den subletalen Schaden charakte-
risiert. Aus der Breite des Schulterbereiches ((-Komponente) kann man auf die

Erholungsféhigkeit der Population schliefien [60].

2.1.1 Protokoll

Die Zellpraparationen liefen nach verschiedenen Protokollen ab, wobei alle Experi-
mente dreifach durchgefiihrt wurden. Gemeinsam ist allen Verfahren der Probenauf-
trag in 0,5% LMP-Agarose, welche mit RPMI 1640 und 10% fotalem Kilberserum
bereitet wurde. Als Grundschicht zur verbesserten Adhiision diente 1% Agarose in
PBS. Diese Schicht wurde nach Gelbildung wieder abgetragen. Auf die getrock-
neten Objekttrager ("fully frosted slides”) wurde 300 ul 0,6% PBS-Agarose als
unmittelbare Grundschicht aufgetragen. Nach Resuspension der jeweiligen Zellart
in 85 ul 0,5% LMP-Agarose wurde die mittlere Probenschicht prapariert. Fiir die
Lymphozyten-Untersuchungen wurde noch eine Deckschicht mit 85 ul 0,5% LMP-
Agarose aufgebracht [50,61]. Nach Priaparation der Zellen auf Objekttriger erfolgte

Firma Gerat

Elektrophoresegerdat Phero Stab 550
Biotec Fischer

Elektrophoresekammer

Labcraft, Houston, TX | Objekttriger ”fully frosted slides”

Labcraft, Houston, TX | Objekttriiger, Deckglidschen

Zeiss (Jena)

Fluoreszensmikroskop Axioskop

Memmert Brutschrank

Hettich Zentrifuge

Eppendorf 2 ml Rohrchen, 1 ml Réhrchen
Saarstedt 15 ml Rohrchen

Corning 15 ml Rohrchen

Philips Rontgentiefentherapieanlage RT 250

Tabelle 2.1: Auffiihrung aller verwendeten Geréte und Hilfsmittel




die Bestrahlung an einem Rontgentiefentherapiegerét Phillips RT 250 mit einer Do-
sisleistung von 208,3 ¢cGy/min mit 0,5 mm Cu und 200 kV mit einer Tubusgréfie von
15x20 cm?. Fiir die Dauer der Bestrahlung wurden die eisgekiihlten Objekttriger auf
4°C gekiihlte Piacrylplatten gelegt. Die weiteren Vorgénge liefen unter Eiskiihlung
ab, um Reparaturvorgéinge zu minimieren. Alle verwendeten Geréate und Hilfsmittel

sind in Tab.2.1 aufgefiihrt.

Dosis (Gy) | 0,25 | 0,5 | 0,7 1 2 4 8 10
Zeit (min) | 0,12 | 0,24 | 0,34 | 0,48 | 0,96 | 1,92 | 3,84 | 4,82

Tabelle 2.2: Bestrahlungszeiten fiir die Objekttrdager-Methode bezogen auf die Tu-
busgréBe 15x20 cm?

Dosis (Gy) | 0,5 | 1 2 4 8
Zeit (min) | 0,28 | 0,55 | 1,10 | 2,21 | 4,42

Tabelle 2.3: Bestrahlungszeiten fiir die Eppendorf-Gefafi-Methode bezogen auf die
Tubusgréfie 15x20 cm?

Fiir die Bestrahlung von Tumorzellen wurde nach zwei verschiedenen Protokollen
verfahren. Einerseits verwendete man die oben beschriebene Objekttrager-Methode
(Tab.2.2) im Folgenden als Variante II bezeichnet, andererseits bestrahlte man Tu-
morzellen in Eppendorf-Gefafien (Variante I, Tab.2.3). Das Eiswasserbad diente da-
zu, die Rohrchen wiahrend der Bestrahlung zu kiihlen. Auf Grund der verdnderten
Bestrahlungsgeometrie muften die Bestrahlungszeiten entsprechend berechnet wer-
den.

Zur Lysierung der Zellen wurden 250 ml Lyselosung aus einer Stammlosung
hergestellt. Die Hyperosmolaritét fithrt zum Zellhydrops, aulerdem werden intra-
zelluldre Proteine denaturiert. Fiir jeden Ansatz wurden die Lysegebrauchslosung

und der Elektrophoresepuffer frisch bereitet.

Lysestammlésung
2,5 M NaCl
100 mM EDTA
10 mM Tris(hydroxymethyl-)aminoethan
1 % Natrium-Lauroylsarcosinat
mit 10 N NaOH auf pH 10 einstellen
Aufbewahrung bei Raumtemperatur
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Frische Gebrauchslésung
2,5 ml Triton-X 100
25 ml DMSO
ad 250 ml Lysestammlosung

Aufbewahrung bei 4°C

Elektrophorese-Puffer
58 ml 10 N NaOH
10 ml 200 mM EDTA
ad 2000 ml Aqua dest.
pH-Wert sollte 13 betragen
Aufbewahrung bei 4°C

Neutralisationslosung
0,4 M Tris(hydroxymethyl-)aminoethan
ad 1000 ml Aqua dest.
mit 10 M HCI auf pH 7,5 einstellen

Wihrend des Entwindens (1 Stunde) und der Elektrophorese (30 Minuten) wurde
die Elektrophoresekammer stédndig gekiihlt. Nach Beendigung dieser Vorgénge neu-
tralisierte man die Gele iiber Nacht bei 4°C. Mit Ethidiumbromid (Sigma) wurde die
DNS angefirbt. Dazu wurde die Gebrauchslosung frisch aus 20 pl Ethidiumbromid
ad 10 ml H,O bereitet. 85 ul dieser Farblosung wurden pro Objekttriger aufgetragen.
Nach mindestens 10 Minuten Inkubation im abgedunkelten Raum konnten die Ob-
jekttriger ausgewertet werden. Ethidiumbromid als Farbstoff bindet hauptséchlich
an Doppelstrang-DNS. Eine Abnahme der Fluoreszenzintensitit des Kometenkop-
fes im Vergleich zum Ausgangswert (DNS-Basalschaden) ist das Maf fiir den Grad
der Einzelstrangbruchauspréagung. Eine nach abgelaufener Reparaturzeit gemessene
Zunahme der Fluoreszenzintensitéit im Kopf des Kometen entspricht einem abgelau-
fenen Reparaturprozes.

Die Elektrophorese wurde in einer Submarine-Kammer (Fischer biotec) durch-
gefiihrt. Die DNS wurde bei diesem Vorgang einem elektrischen Feld von 0.8 V/cm,
d.h. 25 V und 300 mA fir 30 Minuten im alkalischen Milieu (pH 13) ausgesetzt.
Durch Zugabe des Elektrophoresepuffers regulierte man die Spannungs- und die

Stromstérke-Einstellung.
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Nach Ethidiumbromidanfarbung der DNS konnten die Objekttriger unter einem
Auflichtfluoreszenzmikroskop (Axioskop, Fa. Zeiss) betrachtet werden. Als Licht-
quelle diente eine Quecksilberdampflampe (HBO 50, Fa. OSRAM) mit einem Erre-
gungsfilter von 510-560 nm. Die Wellenlinge des Sperrfilters betrug 590 nm. Uber
eine CCD-Kamera (Pulnix”™- 765E, Kinetic Imaging, Ltd.) wird das Fluoreszenzsi-
gnal an einen Personalcomputer weitergeleitet und mit Hilfe der Bildverarbeitungs-
software KOMET Analysis 3.0 (Kinetic Imaging, Litd.) ausgewertet. Zur Analyse der
Daten wurde hauptséichlich der Parameter DNS im Schweif (entspricht der Fluores-
zenzintensitiat im Schweif) herangezogen. Pro Objekttriger wurden 25 Zellen aus-
gewertet. Jeweils zwei Objekttrager wurden mit der selben Dosis bestrahlt. Damit

stellt die Schadensangabe pro Dosis den Mittelwert iiber 50 Zellen dar.

2.2 Weichteilsarkomzellkulturen

2.2.1 Primarkulturen

Die Weichteilsarkomzellinien US 8-93 und LMS 6-93 sind im Institut fiir Pathologie
der Martin-Luther-Universitéit Halle selbstetablierte Zellinien, welche aus Operati-
onsgut gewonnen wurden. Die Zellinie SAOS-2 (urspriinglich aus der ATCC) ist eine
kommerziell erworbene Linie aus der Deutschen Sammlung von Mikroorganismen

und Zellkulturen GmbH (DSM Braunschweig) (Tab.2.4). Alle drei Linien sind im

Zelllinie Histologie p53-Status | Mutationstyp | Literatur
Taubert et al.
US 8-93 | undifferenziert | mt/wt non-sense
1997 [64]
. i Meye et al.
LMS 6-93 | Leiomyosarkom | mt/wt 1-bp-Insertion
1998 [36]
Masuda et al.
SAOS-2 | Osteosarkom -/- Deletionen
1987 [34]

Tabelle 2.4: Charakterisierung der drei untersuchten Weichteilsarkomzellkulturen

Institut fiir Pathologie der MLU Halle molekularbiologisch charakterisiert. Die Un-
tersuchungen zur Strahlenempfindlichkeit mit dem Comet-Assay wurden zwischen
der 112.-116.Passage fiir US 8-93, zwischen der 85.-90.Passage fiir LMS 6-93 und
zwischen der 14.-20.Passage fiir SAOS-2 durchgefiihrt.
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Die Linie US 8-93 stammt von einem undifferenzierten Sarkom am Rumpf ei-
nes 40 Jahre alten Patienten. Dieser wurde mit weiter Tumorexzision und adju-
vanter Radiotherapie behandelt. Im Exon 4 (Kodon 91) des Tumorsuppressorgens
p53 konnte mittels Sequenzierung ein Basenaustausch (TGG zu TAG) nachgewiesen
werden [64]. Der Ursprung der Linie LMS 6-93 ist ein gering differenziertes Leiomyo-
sarkom aus der Lunge eines 61-jahrigen Patienten. Weite Tumorexzision gefolgt von
Radiotherapie war auch in diesem Fall Behandlungsstrategie. Allerdings verstarb
dieser Patient kurze Zeit spiter an den Folgen eines Herzinfarktes. Das Tumorsup-
pressorgen pb3 der WTS-Linie LMS 6-93 verfiigt iiber eine Basenpaarinsertion im
Exon 6 (Kodon 215) [36]. Als vergleichbare p53-Null Zellinie wurde in den Untersu-
chungen die Kultur von SAOS-2 herangezogen. Dieses Sarkom kann als Osteosarkom

klassifiziert werden.

2.2.2 Zellkulturen

Die Etablierung, Konservierung und Kultivierung aller drei verwendeten Zellinien
erfolgte im Institut fiir Pathologie der MLU Halle nach dort angewandten Stan-
dardprotokollen. Zur Durchfiihrung dienten die in Tab. 2.5 und 2.6 angefiihrten
Gerdte und Chemikalien. Die Beurteilung kulturspezifischer Parameter (Verdopp-
lungszeit und Platiereffizienz) wurde regelméfig durchgefithrt. Wachstumsmuster,
Zellmorphologie und Zellzahl wurden vor der Verwendung fiir das Comet-Assay be-
gutachtet. Die Kontrolle auf Mykoplasmen der Zellkulturen fand regelméflig mittels
DAPI-Féarbung oder ELISA-Test (” Mycoplasma-detection-kit”) statt. Falls ein My-
koplasmenbefall vorlag, wurden die Zellkulturen einer Behandlung mit dem Cyclin-

B-Kit unterzogen.
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Firma Geratebezeichnung

Bender (Blankenburg) Neubauer-Zihlkammer

Biocenter 2001 (Brutschrank)
Bioscience (Fernwald) automatische Pipette, Brenner

MediaKap2 (Filter), Pipettenhalter

Coulter (Krefeld) 71 (Zellzéhlgerit), Isoton II (Puffer fiir Z1)

] ) Zellkulturflaschen, Pipettenspitzen
Greiner (Frickenhausen)

Pipetten, Zentrifugenréhrchen

Heraeus (Hanau) Laminarbox

Hettich (Tuttlingen) Zentrifuge Universal-30 RF
Hund (Wetzlar) Umkehrmikroskop Wilovert
Merck (Darmstadt) Handschuhe, Stoppuhr, Parafilm
Mettler (Giefien) Analysenwaage Mettler AM 100

Nunc (Wiesbaden-Biebrich) | Kulturflaschen

Tabelle 2.5: Gerédte und Hilfsmittel zur Zellkultur im Institut fiir Pathologie der
Martin-Luther-Universitdt Halle

Firma Chemikalien
Bayer (Leverkusen) Ciprofloxacin
RPMI 1640 (mit 25 mM HEPES
Biowhittaker (Heidelberg) und L-Glutamin, FKS)
Natriumpyruvat
Boehringer Ingelheim (SERVA) Penicillin-Streptomycin-Mixtur
(Ingelheim) FKS, EDTA, Glutamin, Trypsin

Boehringer Mannheim (Mannheim) Mykoplasmen-Detektions-Kit

Calbiochem Koffein

Merck (Darmstadt) Ethanol (96%), Salzsdure (37%)
SIGMA (St. Louis, MO, USA) Aspartat

GIBCO PBS

Tabelle 2.6: Chemikalien zur Zellkultur im Institut fiir Pathologie der Martin-Luther-

Universitiat Halle
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Puffer und Losungen fiir die Zellkultur
PBS (pH 7,5)
0,4 g KCI1
8,0 g NaCl
0,3 g NaHCOg3
1,0 g Glucose
0,2 g EDTA
in 1000 ml Aqua dest. l6sen

sterilisieren und autoklavieren

Aufbewahrung bei 4°C

Kulturmedium
500 ml RPMI-1640 mit HEPES und L-Glutamin
100 ml FKS
10 ml Penicillin/Streptomycin
5 ml Pyruvat
Aufbewahrung bei 4°C

RPMI - PBS
100 ml FKS
10 g/1 RPMI - PBS
in 1000 ml Aqua dest. 16sen

sterilfiltern

Aufbewahrung bei 4°C

Trypsin - Losung
0,5 g Trypsin
in 100 ml PBS l6sen
Aufbewahrung bei 4°C

Alle drei Zellinien wuchsen als konfluente Monolayer-Kulturen. Als Nédhrmedium
wurde RPMI 1640 mit 20% fotalem Kélberserum (FKS) verwendet. Zur Verhinde-

rung eines Mykoplasmenbefalls setzte man dem Kulturmedium 1% Natriumpyruvat,

14



185 Einheiten/ml Streptomycin und 185 pg/ml Penicillin zu. Die Zellen wuchsen
unter standardisierten Bedingungen bei 37°C Inkubatortemperatur mit 3% COy an-

gereicherter Luft.

Zellkultivierung und Passagierung

Wihrend der Kultivierung erfolgten Passagierung und Wechsel des Nédhrmediums in
ahnlichen Arbeitsschritten. Nach Absaugen des verbrauchten Kulturmediums wurde
die Zellkultur zweifach mit 37°C warmen PBS gespiilt. Uber Zugabe von Trypsin
und Einwirkung iiber 5 Minuten auf die Kultur konnten die Zellen aus den Kulturfla-
schen herausgelost werden. Mit dem doppelten Volumen an Ndhrmedium wurde der
Trypsinierungsvorgang abgestoppt. Nach Zentrifugieren bei 1000 Umdrehungen /min
fiir 5 Minuten und Zugabe von neuem Nahrmedium wurde das abgesetzte Zellpellet
resuspendiert. Die Aussaat der Zellen in Kulturflaschen geschah im Verhéltnis 1:3
bis 1:5. Wenn die Zellen noch nicht die gesamte Kulturflasche bedeckten, wurde nach
den Waschvorgéngen lediglich neues Nahrmedium ersetzt.

In den hier gezeigten Comet-Assay-Untersuchungen wurden zwei Protokolle ge-
testet. Das Ziel dieser Experimente bestand darin, so schnell wie méglich Reparatur-
vorgidnge beenden zu konnen. Auflerdem sollte untersucht werden, welchen Einflufl
die Préaparationstechnik auf die untersuchten Parameter hat. Nach Abtrypsinieren
der Zellen aus den Kulturflaschen bestimmte man die Zellzahl. 3-4x10° Zellen wurden
in 300 pl Nahrmedium in 1 ml Eppendorf - Geféfle pipettiert. Eine weiteres Zentrifu-
gieren schloB sich fiir 5 Minuten bei 1000 Umdrehungen /min an. Die Bestrahlung er-
folgte unter Eiskiithlung in Eppendorf-Geféfien im Nahrmedium. AnschlieBend wurde
das Ndhrmedium abgesaugt und durch Agarose ersetzt. Die Agarose-Zellsuspension
wurde in der Protokollvariante I auf Objekttrager aufgetragen. Bei der Protokollva-
riante II erfolgte nach dem Zentrifugieren sofort die Préparation auf Objekttréager

gefolgt von der Bestrahlung.

2.2.3 Verdnderungen im Comet-Assay-Protokoll

Die hier verwendete Praparationstechnik dhnelt der anderer Arbeitsgruppen. In ei-
nem Testprotokoll wurden die Zellen in Eppendorf-Gefifien mit Eiswasser gekiihlt
bei 4°C bestrahlt. Die Zellen lagen zu diesem Zeitpunkt als Pellet am Boden des
Rohrchens. Dariiber befanden sich 300 gl RPMI 1640 mit 15% FKS. Nach Ab-

pipettieren des Ndhrmediums wurde das Zellpellet in 100 1 RPMI 1640 - LMP-
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Agarose mit 20% FKS resuspendiert. Unverziiglich schlof8 sich der Auftrag auf die
Objekttriager an. Nach Aufbringen einer Deckschicht aus LMP-Agarose und deren
Festwerden wurden die Objekttriger in die 4°C-kalte Lyselosung getaucht. Vom
Ende der Bestrahlung bis zum Eintauchen in die Lyselosung vergingen im Ideal-
fall knapp 10-15 Minuten. Fiir die Reparaturuntersuchungen nach Bestrahlung in
Eppendorf-Gefiflen wurden diese im Brutschrank bei 37°C fiir ¢ = 10, t37 = 30,
teo = 60 und t159 = 120 Minuten inkubiert. Nach Ablauf der vorgegeben Repara-
turzeiten wurde das Nahrmedium aus den Rohrchen abgesaugt. Die Resuspension
des Zellpellets erfolgte in 100 pl 0,5% RPMI 1640-LMP-Agarose. Nach Festwer-
den und Auftrag einer Deckschicht wurden die Objekttriger in Lyselosung umge-
setzt. In einer von uns erprobten Variante wurden die Tumorzellen auf Objekttrager,
in 0,5% RPMI-LMP-Agarose eingebettet, direkt bestrahlt. Nach Priaparation einer
dritten Agaroseschicht erfolgte die Bestrahlung auf Eis. Fiir die Untersuchung von
Dosis-Wirkungs-Beziehungen wurden die Objekttrager nach Ende der Bestrahlung
in 4°C-kalte Lyselosung eingetaucht. Als Ndhrmedium fiir Reparaturuntersuchun-
gen nutzten wir 5 ml RPMI 1640 und 15% FKS. Die Objekttriager wurden nach
der Bestrahlung in Quadripermschalen mit Kulturmedium iiber den entsprechenden
Reparaturzeitraum gelegt. Nach dem Abtropfen der Ndhrlosung am Ende des Repa-
raturintervalls wurden die Objekttrager in Lyselosung getaucht. Ab diesem Punkt
liefen die Comet-Assay-Experimente fiir beide Testprotokolle in der selben Weise ab.
Der minimale Zeitraum des Lysevorganges betrug 1 Stunde bei 4°C im Kiihlschrank.
Danach schlossen sich das Entwinden und die Elektrophorese an. Uber Nacht wurde
die Neutralisation bei 4°C durchgefiihrt. Die Auswertung erfolgte dann am néchsten

Tag nach Anfirben der DNS mit Ethidiumbromid am Fluoreszenzmikroskop.

2.3 Patientengruppe mit Nebenwirkungen

Fiinf Patienten, welche unter einer normfraktionierten Strahlentherapie unterhalb
einer Gesamtdosis von 20 Gy mit stark akuten Nebenwirkungen (klassifiziert nach
CTC) reagierten, wurden vier Wochen nach Ende der Strahlentherapie im Comet-
Assay beziiglich der Reaktion auf Strahlung und der Reparaturfahigkeit ihrer Leu-
kozyten untersucht. Die Blutabnahme erfolgte in Zitrat-Monovetten. Eine Blutbild-
bestimmung verlief simultan. Es wurde die oben beschriebene Comet-Assay-Prapa-

rationstechnik (drei Schichten) verwendet. Die Bestrahlung erfolgte auf eisgekiihlten
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Piacryl-Platten nach Einbettung in Agarosegel auf Objekttriager. Die Inkubations-
zeit bei 37°C betrug maximal 60 Minuten fiir Reparaturuntersuchungen. Zwei wei-
tere Patienten mit chronischen, radiogen induzierten Nebenwirkungen wurden eben-
falls einbezogen. In der folgenden Tabelle (Tab.2.7) sind die Patientencharakteristika

dargestellt.

17



uaIse) oISur[9], SAISSRT

£ 09 pPe LD T

ueaye[ ¢ yoru uolpyeaiyedg O: sIyewIopoIpey epeW e 9 M CHYH
wepouduwAry
UOI}}OSSIPRI[IXY SunisrjuowrSidiod A1y A5 0T pe &5 g 3soog ‘g
9STLIC)SOY I9P 9SOIqI SAISSBII epRWwERN gc MmS
1dd Tz ST stremoporpey 4D 7'0g PR 4D 8T T
SunisrguowrSidiod Ay
STHIOD
£D zg 1©q yniqqe yqy, oursy £ zgpe D wopIoy)) so[eINes <9 mOCYVIIN
O>~|ZH soyrelqg
ATpIZOY puniSime 1Y ‘g STIISOON A 111 SI3yewIaporpey £ 9g pe £ ¢ ¢
o
epHpunidusluny [} wCAg
A9 89 1°q YonIqqe y L, IY ‘T usiseyRISULS[I], O>H‘~: SI}ISOONA AD 8 pPe LD T T
IIT-I1 STHIsOonN
o
dTWO03S0IDY. £ v9 pe fD T eDUS[[ISUOT, 09 w D
III-II st3jewIaporpey
(¢}
UOTJO9SSIP HOON "pel
9s01qrq dS1gRW II1 St3isoony
)
uoryesaIpuUnISULSUN Y, £ v9 pe fD T epxukre] c9 wCqH
usise}aI3ura[a], 111 SI3yewIoporpey
o
asrwoyesulie]
ST IO fp 91 PR LD T ¢
LM T 1oq 4D g1 yoeu
Uy usyda1qry Ao zipedpz e epuaSeN zl m T
zuslpaiSoriowny,
‘413[q ) £z pedo e T
usjeytepuosag 1eds MN e MN onerpey asoulerq 1Y m/w qr

Tabelle 2.7: Charakterisierung des Patientenkollektivs mit akuten und chronischen

schweren, radiogen induzierten Nebenwirkungen klassifiziert nach Common Toxicity

Criteria (CTC) fiir akute und RTOG fiir chronische Nebenwirkungen
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2.4 Untersuchungen wihrend
Ganzkorperbestrahlungen

Ein Vergleich zwischen in-vivo und in-vitro ablaufenden Reparaturuntersuchun-
gen ist unter den Bedingungen einer Ganzkorperbestrahlung moglich. Aus unse-
rem Krankengut untersuchten wir drei Patienten (Tab.2.8). Die Ganzkorperbestrah-
lung erfolgte zur Konditionierung einer geplanten Stammzelltransplantation nach
Hochdosis-Chemotherapie. Das Einversténdnis der Patienten zur Blutentnahme nach

entsprechender Aufklarung iiber die Comet-Assay-Experimente lag vor. Die Bestrah-

Nr. | Initialen | Diagnose Alter | Dosis
1 |RF.m | NHL 44 | 12 Gy TBI
2 | D.F.w | NHL 48 | 12 Gy TBI
3 | R.P.w | Multiples Myelom | 50 |9 Gy TMI

Tabelle 2.8: Patientencharakteristika zur Ganzkorperbestrahlung bzw. Ganzkno-

chenmarkbestrahlung (TBI - total body irradiation; TMI - total marrow irradiation)

lung aller drei Patienten wurde am Mevatron KD2 (Fa. Siemens) in ”Sweeping
beam”-Technik durchgefiithrt. Die Ganzkorperbestrahlung erfolgte in 6 Fraktionen
mit einer Einzeldosis von 2 Gy. Zwischen zwei Fraktionen an einem Tag lagen min-
destens 6 Stunden. Fiir jeden Patienten dauerte eine Bestrahlungssitzung ungefahr
120 Minuten. Die maximale Lungendosis bei den beiden NHL-Patienten betrug 8
Gy, bei der Patientin mit dem Multiplen Myelom nur 6 Gy. Bei dieser Patientin be-
trug die Fraktionsdosis 1,5 Gy und die gesamt applizierte Dosis 9,0 Gy. Zwei Monate
vor der Ganzknochenmarkbestrahlung erfolgte in diesem Fall eine Bestrahlung von
insgesamt sechs Wirbelsegmenten. Auf die HWK 6-BWK 2 wurde eine Gesamtdosis
von 30 Gy gegeben. Zur gleichen Zeit erfolgte die Bestrahlung von BWK 6-8 bis zu
einer Gesamtdosis von 27 Gy.

Vor der ersten Bestrahlung fand eine Blutentnahme zur Bestimmung der DNS-
Basisschiadigung, zur Aufnahme einer Dosis-Wirkungs-Kurve und der In-vitro-Repa-
raturfahigkeit nach In-vitro-Bestrahlung statt. Die In-vitro-Reparaturuntersuchungen
wurden ausschlieflich nach einer Einzeldosis von 2 Gy durchgefiihrt. Der sche-
matische Ablauf des Experiments ist im Folgenden dargestellt (Abb.2.2). Fiir die
Praparation der untersuchten Lymphozyten fand der urspriingliche Mehrschicht-

Agarosenauftrag Verwendung. Die Blutproben wurden eisgekiihlt. Aus den jeweils
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Abbildung 2.2: Der Zeitablauf der Comet-Assay-Experimente wéahrend einer
Ganzkorperbestrahlung. Zu den gezeigten Zeiten ty — t3 erfolgte die Abnahme von
vendsem Blut. tq: vor jeder Bestrahlung t; - sofort nach Bestrahlung (15 und 30
min In-vitro-Reparatur) to - 15 Minuten nach Bestrahlung t; - 30 Minuten nach

Bestrahlung

ersten Blutproben nach jeder Fraktion wurden Objekttrager fiir In-vitro-Reparaturex-
perimente hergestellt. Die Reparatur lief im Inkubator nach Eintauchen in Nahrme-
dium (RPMI 1640 und 15% FKS) fiir 15 bzw. 30 Minuten ab. Parallel dazu erfolgten
Blutbildkontrollen, um den Anteil an Lymphozyten und Granulozyten zu messen,
da im durchgefiihrten Protokoll keine Separation der Leukozytenpopulationen vor-

genommen wurde.
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Kapitel 3

Ergebnisse

3.1 Sarkomzellkulturen

Zur Untersuchung kamen drei verschiedene Sarkomzellinien. Diese Tumorentitét gilt
weithin als relativ radioresistent. Fiir alle drei Zellsysteme kann man anhand der vor-
liegenden Resultate schlieflen, dafi die gemessenen strahlenbiologischen Effekte so-
wohl zeit- als auch dosisabhéngig sind. Im Koloniebildungstest und in Vitalitétstests
fiir die Zellinie US 8-93 kam es nach der Applikation kleinerer Strahlendosen (0,
2, 4 Gy) zu einer Zellwachstumsverzogerung und geringfiigigen Abnahme der Vi-
talitdt. AuBerdem fithrten hohere Strahlendosen (6, 12, 24 Gy) zum Verlust des
Zellwachstums und zu einer deutlichen Vitalitdtseinbufle. Nach diesen Dosen trat
ein strahleninduzierter G2/M-Block mit maximaler Auspragung 24 Stunden nach
der Bestrahlung auf. Erst nach Verlassen dieses Zellzykluskontrollpunktes war ein

Ansteigen in der Apoptosefrequenz zu verzeichnen [4].

3.1.1 Dosis-Wirkungs-Beziehungen

Mit Hilfe der Comet-Assay-Experimente mit den selbstetablierten Linien US 8-93
und LMS 6-93 lief§ sich feststellen, dafl beide Zellinien dosis- und zeitabhéngig auf
Bestrahlung reagieren. Diese Ergebnisse stammen aus Untersuchungen, die nach
der Protokollvariante II durchgefiihrt wurden. Dabei zeigte die Linie US 8-93 einen
deutlich hoheren Initialschaden als LMS 6-93. Zu Beginn besaflen beide einen nahezu
identischen Kurvenverlauf fiir die Dosis-Wirkungs-Beziehung. Eine Unterscheidung
war erst oberhalb einer Dosis von 3 Gy moglich, beide Kurven zeigten einen un-

terschiedlichen Verlauf. Der Unterschied zwischen beiden Zellkulturen wurde am

21



80

70 = /u
__ 60 I ' N
X T /ll -
= 50 —+
: T <+ 1 N -
iy ¢
& 40 . 4
E T x ¢ 77/ —
g ] T

)
[a] 1 - €L
20 ﬂ o B
10 :) —m— LMS 6-93
VLT e Us b0

0 : : : : ; ,

0 2 4 6 8 10
Dosis (Gy)

Abbildung 3.1: Dosis-Wirkungs-Kurven fiir die zwei Sarkomzellinien LMS 6-93 und
US 8-93 nach Bestrahlung auf Objekttrédgern

Vergleich der Initialschdden bezogen auf den jeweiligen Basalschaden deutlich. Bis
zu einer Strahlendosis von 2 Gy verhielten sich beide Kurven sehr @hnlich (Abb.3.1).
Es kam zu einer Verstarkung des Initialschadens bei 2 Gy auf das 3,0 versus dem
3,4-fachen (LMS 6-93 vs. US 8-93) des Basalschadens. Ab einer Dosis von 4 Gy
trat bei LMS 6-93 ein Initialschaden auf, der um das 4,4-fache erhtht war. Dagegen
betrug dieser Wert fiir die Linie US 8-93 bereits das 5,7-fache des Basalschadennive-
aus. Nach Bestrahlung mit 10 Gy auf die praparierten Zellen wurde ein Unterschied
zwischen dem 6,7-fachen fiir LMS 6-93 vs. dem 8,7-fachen fiir US 8-93 festgestellt.
Eine statistische Signifikanz ist aber wegen des Uberlappens der Fehlerbalken nicht
gegeben. Bemerkung: Da das fiir alle hier vorgestellten Ergebnisse gilt, wird in
diesem Rahmen auf eine quantitative Analyse verzichtet und die Ergebnisse werden
nur qualitativ diskutiert.

Die SAOS-2-Linie ist eine sehr empfindliche Zellkultur, welche nur nach Proto-
kollvariante I prépariert werden konnte. Zum Vergleich der Resultate wurden die
Zellinien US 8-93 und LMS 6-93 in der selben Weise prépariert. Alle drei Zellinien
konnten (US 8-93, LMS 6-93 und SAOS-2) beziiglich ihrer Strahlenempfindlichkeit
unterschieden werden. Betrachtete man die Initialschéden, lief} sich zeigen, dafl die
Probe von SAOS-2, gefolgt von US 8-93 am empfindlichsten reagierte (Abb.3.2).
Die Linie LMS 6-93 erwies sich auch in den Comet-Assay-Untersuchungen als re-
lativ strahlenresistent. Diese Aussage wird durch den Verlauf der Dosis-Wirkungs-

Kurven unterstrichen. Fiir US 8-93 und LMS 6-93 konnte wie in den Koloniebildungs-
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Abbildung 3.2: Dosis-Wirkungs-Kurven der drei untersuchten Sarkomzellinien LMS
6-93, US 8-93 und SAOS nach Bestrahlung in Eppendort-Rohrchen

versuchen ein schulterférmiger Kurvenverlauf mit den Comet-Assay-Experimenten
gezeigt werden. Allerdings scheinen die Comet-Assay-Untersuchungen eine bessere
Diskrimination beider Zellkulturen zu ermoglichen. Nach Berechnung der a-Werte
von Gerlach et al. entsprechen die Ergebnisse des Koloniebildungstests und die der
Comet-Assay-Versuche einander [25,54] (US 8-93 a-Wert Koloniebildungstest mit
0,11016 im Vergleich zu a-Wert Comet-Assay mit 0,114 £+ 0,004 und LMS 6-93
a-Wert Koloniebildungstest mit 0,09634 im Vergleich zu a-Wert Comet-Assay mit
0,064 + 0,003).

3.1.2 Koffeineinfluf3 auf den DINS-Schaden

Nach Koffeininkubation der beiden Zellinien US 8-93 und LMS 6-93 sollte mit dem
Comet-Assay untersucht werden, ob eine Verdanderung der Strahlenempfindlichkeit
nachweisbar ist. Koffein wurde fiir diese Untersuchungen in PBS gelost dem Kultur-
medium zugefiigt. In Vorversuchen von Bache et al. konnte kein wesentlicher Einflufl
von PBS auf die Strahlensensibilitdt nachgewiesen werden [5].

Die zwei untersuchten Zellinien US 8-93 und LMS 6-93 wurden mit 1 mM Kof-
fein fiir 24 Stunden inkubiert. Betrachtete man nur die DNS-Basalschédden nach 24-
stiindiger Inkubation, so nahm dieser Schadensanteil im Vergleich zur unbehandelten

Kontrolle bei beiden Linien um den Faktor 1,1 zu. Nach Bestrahlung mit Dosen von
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0,5; 1; 2; 4 und 8 Gy konnte man anhand der gemessenen Fluoreszenzintensitédt im
Schweif des Kometen feststellen, dafl es durch Koffein- und Einwirkung von Ront-

genstrahlung zur Auslosung eines grofleren Initialschadens kam. Desweiteren konnte
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Abbildung 3.3: Dosis-Wirkungs-Kurven fiir die Zellinie US 8-93 mit und ohne Kof-
feininkubation. Die Bestrahlung der Zellen erfolgte in Eppendorf-Réhrchen.

fiir die Zellinie US 8-93 (Abb.3.3) eine hohere Strahlenempfindlichkeit nachgewiesen
werden. Mit Zunahme der Bestrahlungsdosis wurde dieser Effekt deutlicher. Bei ei-
ner Dosis von 2 Gy nahm der DNS-Initialschaden fiir US 8-93 vom 1,8-fachen auf
das 2,1-fache des Basalschadens zu. Fiir LMS 6-93 (Abb.3.4) hingegen war nur ein
Anstieg vom 1,8-fachen auf das 2,0-fache zu verzeichnen. Nach Bestrahlung mit 8
Gy kam es zur Sensitivierung vom 2,7-fachen auf das 3,6-fache fiir US 8-93 und vom

2,8-fachen auf das 3,5-fache im Vergleich zum Basalschaden.

3.1.3 Reparaturuntersuchungen

Reparaturuntersuchungen wurden an den Zellinien US 8-93 und LMS 6-93 durch-
gefiihrt, wobei die auf Objekttragern préparierten Zellen nach der Bestrahlung in
RPMI 1640 Komplettmedium fiir 30, 60 und 120 Minuten bei 37°C inkubiert wurden.
Fiir beide Zellkulturen konnte eine Abnahme der Fluoreszenzintensitit des Schweifes
und Zunahme der des Kopfes iiber das genannte Reparaturzeitintervall im Vergleich

zum Initialschaden festgestellt werden. Betrachtet man den Residualschaden, so wird
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Abbildung 3.4: Dosis-Wirkungs-Kurven der Zellinie LMS 6-93 mit und ohne Kof-
feininkubation. Die Bestrahlung der Zellen erfolgte in Eppendorf-Réhrchen.

deutlich, dafl er sich im Zeitraum von 120 Minuten vermindert. In beiden Zellinien
ist die groBte Abnahme des Initialschadens bei Bestrahlungsdosen oberhalb 2 Gy
innerhalb der ersten 30 Minuten zu verzeichnen. Der Verlauf der Kurven entspricht
einer Exponentialfunktion. Trotz eines hoheren Initialschadens repariert US 8-93 of-

fensichtlich in kiirzerer Zeit einen groBeren relativen DNS-Schaden (Tab.3.1). Mit

Dosis D RD nach 120 min RD nach 120 min
(in Gy) LMS 6-93 US 8-93
1 31,0% 50,0%
2 12,0% 35,7%
4 46,2% 19,8%
8 30,8% 20,7%
10 49.4% 16,1%

Tabelle 3.1: Errechnete Residualschédden (RD) fiir die Weichteilsarkomzelllinien LMS
6-93 und US 8-93

steigender Strahlendosis nimmt in der Zellinie US 8-93 der Residualschaden iiber
120 Minuten ab. Dagegen ist bei den Untersuchungen der Zellinie LMS 6-93 ein ge-
gensétzlicher Trend zu verzeichnen. Der minimal erreichte Residualschaden betrigt
bei 8 Gy 31%. Bei allen iibrigen Strahlendosen wurden nach 120 Minuten Reparatur-
zeit hohere Residualschidden (40-50%) nach der unter Kap. 2.1 angegebenen Formel

(2.3) berechnet. Es konnte fiir beide Zellinien ein biphasischer Verlauf der Repara-
25



Dosis D LMS 6-93 LMS 6-93 LMS 6-93
(in Gy) v(to, tso, D) v(t30, teo, D) v(tg0, t120, D)
1 -0,034 -0,0037 40,0008
2 -0,039 -0,0037 -0,0010
4 -0,027 -0,0037 -0,0006
8 20,046 40,0038 20,0039
10 -0,057 40,0100 -0,0027

Tabelle 3.2: Errechnete Reparaturgeschwindigkeiten fiir die Zellinie LMS 6-93.

Dosis D US 8-93 US 8-93 US 8-93
(in Gy) v(to, t30, D) v(t30, teo, D) v(teo, t120, D)

1 40,0126 -0,0081 -0,0030

2 -0,0179 -0,0058 -0,0016

4 -0,0418 -0,0047 -0,0018

8| -0,0679 40,0021 20,0013

10 -0,0617 40,0008 -0,0025

Tabelle 3.3: Errechnete Reparaturgeschwindigkeit fiir die Zellinie US 8-93.

tur bestétigt werden. Die Zellinie US 8-93 verfiigt {iber eine gréflere Reparaturge-
schwindigkeit als die Zellinie LMS 6-93. Die Reparaturgeschwindigkeit v(¢,t', D) ist

ndherungsweise durch den folgenden Differenzenquotienten gegeben:

DNS im Schweif(¢, D) — DNS im Schweif(¢', D)
(t —t') « DNS im Schweif(tg, D)

o(t,t', D) = (3.1)

Die Geschwindigkeit der Reparatur wird hier {iber die Schadensminderung pro Mi-
nute angegeben. Die Symbole ¢ und ¢’ bezeichnen die Reparaturzeiten, nach denen
jeweils eine Messung erfolgte (to, t30, teo,t120). Wéhrend der Betrag der negativen
Werte die Geschwindigkeit bei der Reparatur angeben, entsprechen positive Werte
einer Zunahme des DNS-Schadens. Alle errechneten Werte fiir die Zellinien US 8-93
und LMS 6-93 sind in den Tabellen 3.2 und 3.3 angegeben. Innerhalb der ersten 30
Minuten wurde die Hauptmasse des DNS-Schadens behoben. Die erste Reparatur-
phase beinhaltet offensichtlich schnelle Reparaturvorgénge, wiahrend in der zweiten
Phase hauptséchlich langsamer repariert wird. Dieses Aussage gilt fiir beide Zelli-
nien. Offensichtlich nimmt bei steigender Bestrahlungsdosis die Reparaturgeschwin-
digkeit zu. Es ist zu sehen, daf} sich die Geschwindigkeiten in beiden Zellinien in der

ersten Reparaturphase fast vollstéindig entsprechen. In der letzten hier untersuchten
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Reparaturzeit von 120 Minuten verfiigt die Zellinie US 8-93 in allen Dosisbereichen
iiber eine #hnliche Reparaturgeschwindigkeit. Fiir die Zellinie LMS 6-93 bleibt fest-
zustellen, dafl nur fiir héhere Dosen von 8 und 10 Gy im Vergleich zu den restlichen

Dosen eine grofiere Reparaturgeschwindigkeit berechnet wurde.

3.2 Patienten mit akuten und spéten radiogen
bedingten Nebenwirkungen

Blutproben von fiinf Patienten mit starken akuten Nebenwirkungen konnten mit die-
sem Testsystem untersucht werden. Dabei wurden von einer Patientin iiber den Zeit-
raum von einem Jahr dreimal Comet-Assay-Untersuchungen an Leukozyten durch-
gefithrt. Es wurden nur Patienten einbezogen, welche Grad [1I und IV Neben-
wirkungen (nach CTC) unterhalb einer Gesamtdosis von 20 Gy entwickelt hatten.
Die Patientengruppe mit sehr starken Spatnebenwirkungen bestand nur aus zwei
Patientinnen. In der Gruppe mit akuten Nebenreaktionen waren vor allem Schleim-
hautreaktionen verstéirkt, wogegen bei den zwei Patientinnen mit Spétreaktionen

hauptséachlich Teleangiektasien und massive Fibrosen auftraten.

3.2.1 Dosis-Wirkungs-Beziehungen

Die Patientin, die dreifach untersucht wurde, litt an einem Magenkarzinom. Bei der
ersten Bestrahlung wegen eines Rezidivs im Abdomen 10 Jahre nach Primérdiagno-
se, mufite die Radiatio nach 12 Gy auf Grund akuter Nebenwirkungen (Ubelkeit,
Erbrechen, I1I° CTC) abgebrochen werden. Geplant war die Applikation von 30 Gy
in Einzeldosen von 3 Gy. Nach sechs Monaten war in der Computertomographie des
Abdomens eine deutliche Tumorregredienz nachweisbar. Eine erneute Bestrahlung
wegen eines Rezidivs nach weiteren sechs Monaten mit Einzeldosen von 2 Gy bis
zu einer Gesamtdosis von 12 Gy wurde von der Patientin gut toleriert. Nach {iber
einem Jahr bildete sich ein drittes Rezidiv. Bei der erneuten Bestrahlung, die mit
Einzeldosen von 2 Gy bis 16 Gy geplant war, mufite die Therapie bei 10 Gy aufgrund
starker akuter Nebenwirkungen abgebrochen werden. In allen drei erstellten Dosis-
Wirkungs-Kurven ist eine dhnliche Schadensausbildung zu erkennen (Abb.3.5). Die
MeBwerte weisen keine signifikanten Unterschiede auf (Abb.3.6).

27



60

50
S 40
‘©
=
S
0 30
E
0
Z 20 -
[a)]
—Hl— 1. Ansatz
10 —@— 2. Ansatz
3. Ansatz
+— 77—
0 1 2 3 4 5 6 7 8

Dosis (Gy)

Abbildung 3.5: Dosis-Wirkungs-Kurven der Patientin IG (DNS im Schweif (%)).
Die dargestellten Standardabweichungen sind auf 50 ausgewertete Zellen pro Dosis

bezogen.
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Abbildung 3.6: Die Untersuchungen der Dosis-Wirkungs-Kurven der Patientin IG -
wurden dreimal innerhalb eines Jahres wiederholt. Der DNS-Basalschaden bei 0 Gy
wurde gleich 1 gesetzt, und alle folgenden Initialschédden sind daraus berechnet. Die
angegebenen Standardabweichungen beziehen sich auf 50 ausgewertete Zellen pro

Dosis.
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Abbildung 3.7: Vergleich der DNS-Basalschédden geordnet nach Gruppenzugehérig-

keit zu Kontrollpersonen, Patienten mit akuten und chronischen Nebenwirkungen

Der Basalschaden, also die Vorschiadigung der Leukozyten, zeigte fiir die Grup-
pe der Akutreagierer eine grofle Variationsbreite (6,5 - 13,8% DNS im Schweif).
Die Basalschdden der Normal- (8 - 11% DNS im Schweif) und Spétreagierer (11 -
12,5% DNS im Schweif) lagen jeweils dicht beieinander, wobei fiir die Gruppe der
Spétreagierer ein hoherer Basalschaden gemessen wurde (Abb.3.7). Bei der Unter-
suchung der Initialschdden nach Bestrahlung konnte kein Unterschied zwischen der
Uberreagierer- und Normalgruppe gefunden werden. Die zwei Patienten mit schwe-
ren Spitreaktionen zeigten hingegen Initialschéden, die sich im unteren Bereich der
Kurvenschar aller untersuchten Probanden bewegten (Abb.3.8). Die Kurven fiir den

Initialschaden der Kontrollgruppe wie die der Akutiiberreagierer lagen dicht beiein-

ander.
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Abbildung 3.8: Dosis-Wirkungs-Kurven aller untersuchten Personen unter Einbe-
ziehung von Patienten mit stark ausgeprégten akuten und chronischen Nebenreak-
tionen sowie der Kontrollgruppe. Der DNS-Basalschaden eines Probanden bei 0 Gy
wurde gleich 1 gesetzt. Die Angaben der Initialschédden beziehen sich auf diesen Wert

und entsprechen einem Vielfachen davon.

3.2.2 Reparaturuntersuchungen

Zur Verdeutlichung der Reparatur sind Kometen nach Bestrahlung mit 4 Gy einer
Kontrollperson dargestellt (Abb.3.9). Unterschiede in der Verteilung der Residu-
alschédden waren bei einer Dosis von 4 Gy deutlich. Die Patienten mit Spétreaktion
zeigten sogar eine Zunahme des Residualschadens nach der Reparaturzeit von 60
Minuten (Abb.3.10). Bei einer Dosis von 0,7 Gy liefen die Reparaturvorgénge of-
fensichtlich in allen drei Gruppen ungeordnet ab (Daten hier nicht gezeigt) [55]. Es
bestand eine deutliche Differenz zwischen den Residualschidden der Kontrollgruppe
versus Spatreagierer wie auch der Akutreagierer versus Spétreagierer bei 2, 4 und 8
Gy (Abb.3.11). Bei den Akutreagieren und der Kontrollgruppe wurden zwei Phasen
des Reparaturvorganges sichtbar. Innerhalb der ersten 10 Minuten nach Bestrah-
lungsende wurden fiir die Kontrollgruppe 30 bis 50% des Initialschadens und fiir die
Akutiiberreagierer 15 bis 65% repariert. Dieser Zeitraum umfafit die sog. Phase I
der Reparatur. Die zwei Patienten mit massiver Spétreaktion zeigten in der Phase

I der Reparatur eine Abnahme um 20 bis 45% des Initialschadens. In der Phase
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60 min

Abbildung 3.9: Kometen mit verschiedenen Inkubationszeiten zur Verdeutlichung
des unterschiedlichen Reparaturverlaufs. Die hier gezeigten Lymphozyten einer Kon-
trollperson wurden mit 4 Gy bestrahlt und nicht bzw. fiir 10 und 60 Minuten im

Néhrmedium inkubiert.

IT kam es bis zum festgelegten Reparaturendpunkt nach 60 Minuten zum erneuten
Anstieg des DNS-Schadens. In den beiden anderen Gruppen zeigte sich eine stetige
Senkung des Residualschadens nach weiteren 20 Minuten. Nur bei einem Patienten
mit Akutreaktion nahm der Residualschaden zu. Nach 60 Minuten kam es aber auch

hier zum Absinken des Residualschadens.

3.2.3 Unterschiede in der Kometenstruktur

Bei drei Patienten mit akuten Nebenwirkungen verfiigten die Kometen iiber eine
groflere Korona mit geringer Fluoreszenzintensitdat. Diese Kometen zeigten aufler-
dem Strukturen am Kometenkopf, welche wie kleine ”Ohren” aussahen. Das Ko-
metenbild der Gruppe mit Spétreaktionen dagegen wies bei vielen Kometen eine
deutlich wahrnehmbare Fragmentation auf. Es bestanden Gebiete mit hoherer Fluo-
reszenzintensitit als im {ibrigen Schweif. Diese Fragmentation nahm offensichtlich
mit steigender Dosis zu. Oberhalb einer Bestrahlungsdosis von 5 Gy verringerte sich
die Fluoreszenzintensitét, weshalb nicht alle Patientendaten bis 8 Gy auswertbar

wareim.
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Abbildung 3.10: Residualschidden der Patienten mit akuten und spédten Nebenre-
aktionen. Der Initialschaden unmittelbar nach Bestrahlung entspricht 100%. Die

Berechnung des Residualschadens erfolgte nach der in Kap. 2.1 angegeben Formel.
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Abbildung 3.11: Residualschdden der Patienten mit akuten Nebenreaktionen und der
Kontrollgruppe. Der Initialschaden unmittelbar nach Bestrahlung entspricht 100%.
Die Berechnung des Residualschadens erfolgte nach der in Kap. 2.1 angegeben For-

mel.
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3.3 Untersuchungen wihrend

Ganzkorperbestrahlungen

3.3.1 Blutbildverinderungen

Bei zwei von drei Patienten erfolgten im Verlauf der Ganzkorperbestrahlung Blut-
bildbestimmungen. Da in den hier gezeigten Experimenten keine Auftrennung in
Lymphozyten und Granulozyten und die jeweiligen Subpopulationen erfolgte, sollte
anhand der Blutbilduntersuchungen festgestellt werden, welche Zellpopulation zum
jeweiligen Zeitpunkt untersucht wurde. Allein aus Zeitgriinden erschien eine Zell-
separation wenig sinnvoll, da wir an der Verminderung des DNS-Schadens unter
in-vivo und In-vitro-Bedingungen interessiert waren. Eine Zellseparation hétte die
schnelle erste Reparaturphase iiberlagert.

Bei beiden Patienten war eine leichte Abnahme des Hémoglobinwertes zu ver-
zeichnen. Deutliche Verdnderungen sah man an der Zahl der Lymphozyten und
neutrophilen Granulozyten. Es bestand ein inverses Verhalten von Lymphozyten

zu neutrophilen Granulozyten. Bei beiden Patienten war bis zu einer Gesamtdosis

x10°/l (neutrophile Granulozyten absolut)

[ —m—DF (BI)
| —m—RP (TMI)
0 T T T T T T T T
0 2 4 6 8 10 12
Dosis (Gy)

Abbildung 3.12: Verhalten der neutrophilen Granulozytenpopulation im periphe-
ren Blut, dargestellt fiir zwei Patienten (DF und RP) wéhrend einer fraktionierten

Ganzkorperbestrahlung (TBI) bzw. Ganzknochenmarkbestrahlung (TMI)

von 4 Gy bzw. 3 Gy ein Granulozytenanstieg (1x10°/1 auf 5,6x10°/1=560% und
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5,7x10°/1 auf 8,6x10%/1=154 %) meBbar (Abb.3.12). Danach bestand eine Plateau-
phase. Nach Erreichen einer Gesamtkorperdosis von 10 Gy bzw. 7.5 Gy sank die

Anzahl der Granulozyten auf das Ausgangsniveau ab. Die Lymphozytenzahl zeig-

1,0

x/10°/ (Lymphozyten absolut)

—m— DF (TBI)
; ; ; —0— RP (TMI)
1 | \\.\-\ - :
00 —
0 2 4 6 8 10 12

Dosis (Gy)

Abbildung 3.13: Verhalten der Lymphozytenpopulation im peripheren Blut, darge-
stellt fiir zwei Patienten (DF und RP) wéhrend einer fraktionierten Ganzkérperbe-

strahlung (TBI) bzw. Ganzknochenmarkbestrahlung (TMI)

te ein gegensétzliches Verhalten. Bis zum Erreichen einer Gesamtkorperdosis von 4
Gy bzw. 3 Gy kam es zum starken Lymphozytenabfall (Abb.3.13). Danach bestand
bei einer Patientin (DF) ab 6 Gy eine konstante Anzahl Lymphozyten (Abfall von
0,8x10°/1 auf 0,1x10%/1 = 12,5%). Bei der anderen Patientin (RP) war bei einer
Gesamtkorperdosis von 7,5 Gy die Lymphozytenzahl praktisch nicht mehr mefibar
(Abfall von 0,5x10%/1 auf 0x10?/1 = 0%). Eine Unterteilung in die Subpopulationen

der Lymphozyten war mit dem uns zur Verfiigung stehendem Gerét nicht moglich.
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3.3.2 DNS-Basalschaden

Vor jeder Bestrahlungsfraktion wurde jedem Patienten Blut fiir In-vitro-Untersuchun-
gen entnommen. Aus diesen Blutproben erfolgte die Bestimmung des DNS-Basalscha-
dens vor jeder erneuten Bestrahlung. Vorherige Chemotherapien nahmen vor der
allerersten Fraktion auf diesen Wert Einfluf. Die Patientin mit Multiplen Myelom
wurde zwei Monate zuvor an mehreren Wirbelsegmenten bestrahlt. Die vorher appli-
zierte Dosis beeinfluite somit den gemessenen DNS-Basalschaden. In jeden weiteren
Mef3wert flossen die Effekte der vorausgegangen Bestrahlungsfraktion und des Re-
paraturvermogens des Zellsystems unter der Ganzkorper- bzw. Ganzknochenmark-
bestrahlung ein.

Bei allen Patienten bestand zwischen dem Ausgangswert bei 0 Gy und dem
MeBwert vor der letzten Fraktion (nach 10 Gy bzw. 7,5 Gy) eine deutliche Diffe-
renz (Abb.3.14). Der Ausgangsschaden hatte zugenommen (von 12% auf 25% DNS

30 : , . , . , . ,

% DNS im Schweif

Dosis (Gy)
Abbildung 3.14: DNS-Basalschédigung vor jeder erneuten Bestrahlung. Die Kurven
fiir alle drei Patienten sind zusammen dargestellt. (DF, RF, RP - Patienteninitialen)

im Schweif). Dabei war nur bei einer Patientin (DF) eine Plateauphase ab 4 Gy
Gesamtkorperdosis zu verzeichnen. Bei den anderen Patienten nahm das gemessene

Schadensausmaf vor jeder Bestrahlungsfraktion zu.
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3.3.3 Dosis-Wirkungs-Beziehungen

Die vor jeder Bestrahlung gewonnenen Blutproben wurden nach Gelpréparation
in-vitro bestrahlt. Fiir alle Patienten war die Wirkung dosisabhingig. Die Dosis-
Wirkungs-Kurven wiesen einen #dhnlichen Verlauf auf. Offensichtlich bestand zwi-
schen der vorher applizierten In-vivo-Bestrahlungsdosis und dem Kurvenverlauf ein
Zusammenhang. Die Kurven erschienen parallel zueinander verschoben. Es wurde
in-vitro nur bis zu einer Einzeldosis von 4 Gy bestrahlt. Bei gréfleren Bestrahlungs-

dosen konnte der DNS-Schaden nicht mehr bestimmt werden. Die maximal mef3ba-
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Abbildung 3.15: In-vitro-Dosis-Wirkungs-Kurven des Patienten RF (TBI) - Die
Blutentnahme erfolgte vor jeder erneuten Bestrahlungsfraktion. (tdi 1, tdi 2, tmi
1, tmi 2, tdo2 - Messungen mit 0, 2, 4, 6 und 10 Gy Vorbelastung; die fiinfte Mes-
sung fehlt, da die Objekttrédger nicht auswertbar waren)

re Schweifffluoreszenzintensitit betrug iiber alle Kurven fiir Patient RF 43 - 53%
(Abb.3.15), fiir die Patientin DF 41 - 50% (Abb.3.16) und fiir die Patientin RP
33 - 58% (Abb.3.17). Die Patientin RP erhielt zur Radio- eine Chemotherapie mit
Busulfan. Die zuletzt aufgenommene Kurve (tdona) dieser Patientin vor der letz-
ten Bestrahlungsfraktion zeigte starke Abweichungen zu den anderen Kurven dieser
Patientin wie auch zu denen der beiden anderen Patienten. Die fiinf anderen Kur-
ven (RP) fiir sich allein betrachtet, ergaben ein #hnliches Bild wie bei den anderen

Patienten. Die Spannbreite des DNS-Schweifanteils wiirde dann 33 - 45% umfassen.
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Abbildung 3.16: In-vitro-Dosis-Wirkungs-Kurven des Patienten DF (TBI) - Die
Blutentnahme erfolgte vor jeder erneuten Bestrahlungsfraktion. (tdi 1, tdi 2, tmi

1, tmi 2, tdo 1, tdo2 - Messungen mit 0, 2, 4, 6, 8 und 10 Gy Vorbelastung)
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Abbildung 3.17: In-vitro-Dosis-Wirkungs-Kurven des Patienten RP (TMI) - Die
Blutentnahme erfolgte vor jeder erneuten Bestrahlungsfraktion. Diese Patientin wur-
de ganzknochenmarkbestrahlt. (tdivo, tdina, tmivo, tmina, tdovo, tdona - Messun-

gen mit 0; 1,5; 3; 4,5; 6 und 7,5 Gy Vorbelastung)
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3.3.4 Reparaturuntersuchungen

Die Reparaturuntersuchungen wurden in-vitro und in-vivo durchgefiihrt. Als In-
vivo-Reparatur wird hier der Vorgang im Patienten bezeichnet, wobei die sofort nach
In-vivo-Bestrahlung entnommene Blutprobe fiir die In-vitro-Reparaturexperimente
diente. Die Leukozyten wurden mit Ndhrmedium im Gel prapariert inkubiert. Das
Abstoppen des Reparaturvorganges der In-vitro-Leukozyten erfolgte zum selben
Zeitpunkt wie die néchste Blutentnahme. Damit galten fiir In-vivo- und In-vitro-
Untersuchungen die selben Reparaturzeiten. Das In-vivo-Reparaturverhalten jedes
einzelnen Patienten entsprach nahezu dem In-vitro-Reparaturverhalten. Bei den
zwei NHL-Patienten waren in beiden Versuchsarmen Effekte der langsamen und
schnellen Reparatur sichtbar (Abb.3.18, 3.19 sowie Abb.3.20, 3.21). Bei der dritten
Patientin (RP) (Abb.3.22, 3.23) verhielten sich die individuellen In-vivo- und In-
vitro-Kurven sehr dhnlich. Aber es bestanden deutliche Unterschiede der Kurven zu
denen der anderen Patienten. Alle dargestellten Reparaturkurven lagen dicht beiein-
ander. Hierbei war kaum eine schnelle Reparaturkomponente mefibar. Nach Ende
der 30-miniitigen Reparaturzeit nahm ab einer gesamt in-vivo applizierten Dosis
von 6 Gy der gemessene DNS-Anteil im Schweif zu. Diese Effekte gelten sowohl fiir
In-vitro- als auch fiir In-vivo-Untersuchungen, wobei der beschriebene Effekt in-vivo

starker war.
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Abbildung 3.18: In-vitro-Reparaturverhalten der Patientin DF (TBI). Die Blut-
proben wurden zum Ende der In-vivo-Bestrahlung entnommen und dann fiir 15
bzw. 30 Minuten bei 37°C in Agarosegelen préapariert inkubiert. Parallel dazu wur-

den der Patientin nach 15 bzw. 30 Minuten Blutproben zur Kontrolle des In-vivo-

Reparaturverhaltens entnommen.
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Abbildung 3.19: In-vivo-Reparaturverhalten der Patientin DF (TBI). Die Blutpro-
ben wurden jeweils 15 bzw. 30 Minuten nach Abschlufi der In-vivo-Bestrahlung

entnommen.
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Abbildung 3.20: In-vitro-Reparaturverhalten des Patienten RF (TBI). Die Blutpro-
be wurde sofort nach In-vivo-Bestrahlung entnommen. Die Reparatur erfolgte im

Nihrmedium fiir 15 bzw. 30 Minuten im Inkubator.
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Abbildung 3.21: In-vivo-Reparaturverhalten des Patienten RF (TBI). Die Blutpro-

ben wurden 15 bzw. 30 Minuten nach Abschluf} der In-vivo-Bestrahlung entnommen.
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Abbildung 3.22: In-vitro-Reparaturverhalten der Patientin RP (TMI). Die Blutpro-
be wurde sofort nach In-vivo-Bestrahlung entnommen. Die Reparatur erfolgte im

Nihrmedium fiir 15 bzw. 30 Minuten im Inkubator.
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Abbildung 3.23: In-vivo-Reparaturverhalten der Patientin RP (TMI). Die Blutpro-

ben wurden 15 bzw. 30 Minuten nach Abschluf} der In-vivo-Bestrahlung entnommen.
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Kapitel 4

Diskussion

4.1 Sarkomzellen

4.1.1 Vergleich der beiden Comet-Assay-Protokolle

Wie aus Untersuchungen von Olive et al. bekannt, reagieren Zellen, die sich im
Néhrmedium befinden, mit einer schnelleren und korrekteren Wiederverkniipfung
von DNS-Bruchstellen als Zellen z.B. in PBS [47]. Mit unseren zwei verschiedenen
Comet-Assay-Priaparationstechniken konnten wir das angefiithrte Argument unter-
mauern. Bei der Bestrahlung in Eppendorf-Réhrchen mit sofort angeschlossenem
Gelauftrag wurden bei der Messung von Dosis-Wirkungs-Beziehungen deutlich gerin-
gere Fluoreszenzintensitédten als bei der urspriinglichen Gelpréaparation und In-Gel-
Bestrahlung gemessen [46]. Dieser Effekt wurde auch von anderen Arbeitsgruppen
beobachtet. Olive et al. gehen davon aus, dal bereits vor der Bestrahlung in Aga-
rose préaparierte DNS (Zellen) wanderungsfihiger ist [43]. Die beiden Zellinien US
8-93 und LMS 6-93 konnen mit beiden Verfahren untersucht werden. Bestrahlt man
die Tumorzellen hingegen in Eppendorf-Geféfien und tragt nachfolgend in Agarose-
Gelen auf, entsteht eine Zeitliicke infolge der Préparationstechnik von ca. 10 Minu-
ten, in welcher Reparaturprozesse ablaufen. Dies ist jedoch die Zeitspanne, in der
der Hauptteil der Reparatur geleistet wird. Somit ist diese Auftragtechnik fiir die
untersuchten Weichteilsarkomzellen ungeeignet. Es bleibt zu vermuten, dafl damit
keine vollstéandigen Dosis-Wirkungs-Beziehungen darstellbar sind. Der Reparaturef-
fekt nimmt zu. Unter der Bestrahlung werden bereits gerade ausgeloste Schiaden re-
pariert. Somit addieren sich bei der Protokoll-Variante I die Reparatureffekte. Trotz

schnellstmdoglicher Préparation unmittelbar nach der Bestrahlung in der Protokoll-
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Variante I konnte fiir die beiden p53-mutierten Zellinien im Vergleich zur Protokoll-
Variante II ein deutlich vermindertes DNS-Schadensmaf} ermittelt werden. Der hier-
bei gemessene Initialschaden 148t keine direkte Beurteilung unmittelbar nach der
Bestrahlung zu, da wéhrend der Praparation Reparaturvorginge nicht vollstdndig
inhibiert werden konnen. Die gemessene DNS-Schiadigung stellt somit eine Funk-
tion des Basalschadens, des gesetzten Initialschadens und der schon abgelaufenen
Reparaturprozesse innerhalb der ersten 10 Minuten dar.

Die sehr empfindliche Zellinie SAOS-2 konnte nur in Eppendorf-Gefiafien be-
strahlt werden. Bei der Gelprédparation war trotz gleich aufgetragener Zellzahl nur
ein schwaches Fluoreszenzsignal zu verzeichnen. Im Vergleich zu Literaturdaten kann
man bei der SAOS-2 von einer schnellen Absterberate aufgrund verschiedener Fakto-
ren ausgehen. Bei genauerer Betrachtung fiel ein deutlich erhchter Anteil abnormer
Kometen auf. Allerdings konnte keine Quantifizierung vorgenommen werden. Viele
Kometen zeigten ein schwaches Fluoreszenzsignal, andere wiederum fielen durch eine
Teilung in Kopf und Schweif auf. Dieses Erscheinungsbild deutet auf apoptotische
Zellen hin [42) 44,48 49]. Somit scheint die Zellinie SAOS-2 besonders empfind-
lich gegeniiber Strahlung im Vergleich zu den beiden anderen Sarkomzellinien zu
sein. Wahrscheinlich liegt eine erhohte Empfindlichkeit gegeniiber der herkémmli-
chen Comet-Assay-Praparationstechnik und den verdnderten Ern&dhrungsbedingun-
gen im Gel zugrunde. US 8-93 und LMS 6-93 erscheinen gegeniiber diesen Einfliissen
relativ stabil. Auch von anderen Gruppen konnten Unterschiede im Initialschaden
von humanen Tumorzellkulturen gezeigt werden. So variierten T47D-B1 und RT-112
in Experimenten von Ruiz de Almodovar et al. im Ausmaf} des Initialschadens fiir
Doppelstrangbriiche. Die Beurteilung der Fragmentgrofle der Doppelstrangbriiche
ergab Hinweise darauf, dafl eine Zellspezifitdt in der Fragmentation nach Einwir-
kung der Strahlung besteht [59]. Eine Erklarungsmoglichkeit fiir diesen Effekt liegt
in Unterschieden der Chromatinstruktur [16]. Miiller et al. konnten anhand von
Comet-Assay-Experimenten keine Unterschiede im Initialschaden fiir drei Tumor-
zellkulturen finden (MeWo, PECA 4451 und PECA 4197). Die weiteren Ergebnisse
zeigen, dafl dennoch Unterschiede in der Reparaturkapazitit bestanden. Alle drei
Zellinien konnten zusétzlich im Koloniebildungstest hinsichtlich ihrer Radiosensiti-
vitit differenziert werden [37].

Anhand der Breite des Schulteranteils kann man auf die Moglichkeit der Repa-
ratur von DNS-Schéden schliefen. US 8-93 und LMS 6-93 zeigen beide eine Schul-
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terkurve. Allerdings sind bei den Comet-Assay-Experimenten (Protokoll-Variante I)
nur die Reparaturprozesse beteiligt, welche bereits unter der Bestrahlung und un-
mittelbar danach (10 Minuten) ablaufen. Aus diesen Dosis-Wirkungs-Kurven und
Reparaturuntersuchungen von max. 120 Minuten kénnen keine Aussagen zur Lang-
zeitreparatur (iiber 2 Wochen) getroffen werden. Dazu ist ein Koloniebildungstest
notig. Fir die Zellinie SAOS-2 hingegen findet man einen nahezu linearen Kur-
venverlauf. Aus der Analyse dieser Kurve kann man auf eine strahlenempfindliche
Zellkultur schliefen. Es iiberwiegt eindeutig der a-Anteil des linear-quadratischen
Modells, welcher irreparable Léasionen beschreibt. Sowohl mit dem Comet-Assay als
auch dem Koloniebildungstest war eine Einordnung aller drei Zellinien in der Abfol-
ge ihrer Strahlenempfindlichkeit moglich. Fiir die Zellinien US 8-93 und LMS 6-93
konnten anhand des Schadensmodells von Gerlach [25] a-Werte aus den Comet-
Assay-Ergebnissen berechnet werden. Im Vergleich zu den von Bache [4] aus den
Koloniebildungstests berechneten Werten zeigte sich, dafl diese mit den a-Werten

fiir das Comet-Assay tibereinstimmen.

4.1.2 Zellzyklusabhingigkeit und Einflufl der DNS-Struktur

Die hier verwendeten Zellkulturen wurden alle nicht synchronisiert. Das heift, es lag
eine Verteilung auf alle Zellzyklusphasen vor. Da aber jede Zellzyklusphase eigene
Charakteristika der Strahlenempfindlichkeit aufweist, sei im Folgenden auf Unter-
schiede hingewiesen. Durch die Zellzyklusverteilung existieren verschiedene Chro-
matinkonformationen, welche Einfluf} auf die Strahlenempfindlichkeit nehmen. Die
genomische DNS in lebenden Zellen ist immer mit Proteinen assoziiert. Dabei liegt
die DNS in hochkondensierter Form als Chromatin vor. Das Verteilungsmuster der
DNS im Zellkern ist an die spezifische Funktion bestimmter Gene gekoppelt. Die sog.
Wiéchterfunktionen (”housekeeping-function”) und zelltypische Gensequenzen sind
dabei in der Kernmatrix verankert. Man unterscheidet Eu- und Heterochromatin.
Welche Konformation angenommen wird, ist abhéngig vom Aktivitédtszustand einer
Zelle. In stoffwechselaktiven und proliferierenden Zellen liegt das Chromatin als He-
terochromatin vor. Der Kompaktierungsstatus des Molekiils variiert in Abhéngigkeit
von der Zellzyklusphase. Stark kondensiertes - also dicht gepacktes Chromatin- be-
sitzt eine erhohte Strahlenempfindlichkeit [65]. Die Regulation der Kompaktierung
wird wahrscheinlich durch Histon-Kinasen und Phosphatasen ausgefiihrt [16]. Akti-
ves Euchromatin wirkt eher verstéirkend auf die Auspridgung von radiogen induzier-
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ten DNS-Schéaden. Fiir Heterochromatin wurde bewiesen, dafl der initiale Chroma-
tinschaden unmittelbar nach Bestrahlung geringer ausgepragt ist. Auflerdem wurde
gezeigt, dafl die Reparatur bei dieser Konfiguration langsamer ablduft [53]. In den
meisten Zellen liegt vorwiegend inaktives Heterochromatin vor, damit werden bei
Vorliegen von DNS-Lésionen die Reparaturenzyme auf euchromatinreiche Bezirke
konzentriert. Fiir UV-Strahlung und Chemikalieneinwirkung wurde nachgewiesen,
dal Reparaturvorgénge in transkriptionsaktiven Genombereichen schneller ablau-
fen [53]. Unterschiede in der Chromatinkonfiguration bestehen in der Methylierung
der DNS, in der Acetylierung von Histonen sowie in der Protein-DNS-Distanz und
in der Lokalisation von Enzymaktivitdten an der Kernmatrix. Auf diesem Weg wird
auch die DNS-Lésionsverteilung beeinflufit. Die Schadenserkennung und Zugéng-
lichkeit fiir Reparaturenzyme spielen eine grofle Rolle. Aber eine mefibar verbesser-
te Reparatur erhoht nicht automatisch auch das Uberleben [47,48]. Ca. 6% aller
Einzelstrangbriiche sind in der Umgebung von 0,1 - 2 kB mit einem weiteren Ein-
zelstrangbruch vergesellschaftet. Expandiertes Chromatin oder Chromatin, dem die
Histone entfernt wurden, weist eine deutliche Zunahme der DNS-Einzelstrangbriiche
auf.

Auf dem Weg einer Teilchenspur ("tracks”) konnen hintereinander durch di-
rekte und indirekte Auswirkung verschiedene Schiadigungen induziert werden. Zel-
len mit hochkondensiertem Chromatin unterliegen vorwiegend der sog. ”single-hit”-
Inaktivierung. Das Hauptkennzeichen der zugehorigen Dosis-Wirkungs-Beziehungen
besteht in einer deutlich ausgeprigten a-Komponente (vgl. Linear-Quadratisches-
Modell [60]). Das heift, es treten hauptséchlich letale Ereignisse ein. Liegt die DNS
im Chromatin hingegen in dispergierter Form vor, besteht eine geringere Treffer-
wahrscheinlichkeit eines ”tracks” [40]. Daraus 148t sich schlufifolgern, da8 Gene,
die fiir die Regulierung des DNS-Kompaktierungsstatus codieren, mit fiir die Aus-
priagung der individuellen intrinsischen Strahlenempfindlichkeit verantwortlich sind.
Zellen, die einen genetischen Defekt besitzen, welcher eine Kompaktierung der DNS
auslost, miiBften somit sehr empfindlich gegeniiber Strahlung sein [16].

Die Zellzyklusposition hat einen Einflufl auf den DNS-Schaden [6]. Es ist be-
kannt, da8 Zellen in der frithen G1-Phase relativ strahlenresistent sind [40]. Zum
Ende der G1-Phase existiert ein erhohter Anteil kompaktierten Chromatins. Am
Ubergang von der G1- zur S-Phase erwiesen sich verschiedene Zellarten als hoch-

empfindlich gegeniiber Bestrahlung [16]. Im Verlauf der S-Phase kann man in den
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Zellen eine Zunahme der Strahlenresistenz beobachten [10]. Kulturzellen, welche sich
zum Zeitpunkt der Bestrahlung in der Mitose befinden, erscheinen alle gleich emp-
findlich. Wahrend der Mitose besteht ein hoher Kompaktierungsstatus der DNS im
Chromatin. Die dicht gepackte DNS erweist sich als gutes Ziel der Strahlung. S-
Phase-Zellen verfiigen bereits im Rahmen der Replikation {iber Einzelstrangbriiche.
Auflerdem fiihrt die Ausbildung von Replikationsstrukturen in der DNS in der spaten
G1-, frithen S-Phase zu einer behinderten Wanderungsfiahigkeit der DNS in der
Elektrophorese [43]. Kulturzellen, die sich zum Zeitpunkt der Bestrahlung in G1
befinden, reparieren offensichtlich schneller. Dabei kann die Reparaturhalbwertszeit
der schnellen Phase nur 4-8 Minuten betragen. Unterschiede in der Zellreaktion bei
Tumorzellen auf Strahlung haben ihre Ursache darin, wie lange sich eine Tumor-
zelle in G1 befunden hat. In nicht-proliferierenden Zellen werden Reparaturenzyme
in ihrer Aktivitidt vermindert. Die Aktivitdt schneller Reparaturmechanismen ist
vor allem in sich teilenden Zellen von Bedeutung. Die langsame Komponente der
Einzelstrangbruch-Wiederverkniipfung (”Rejoining”) weist eine Halbwertszeit von
ca. 2 - 4 Stunden auf. Der Anteil wiederverkniipfter Einzelstrangbriiche ist oft grofier

als erwartet. Die Reparaturkinetik verlduft exponentiell.

4.1.3 Einfluf3 des p53-Status auf die Strahlenempfindlichkeit

Untersuchungen von Tumorzellen beziiglich ihrer Radiosensitivitdt beziehen seit
mehreren Jahren das Tumorsuppressorgen p53 (Abb. 4.1 ) ein. Ein Ma8 fiir die
Wirksamkeit von Strahlung stellen in vielen Féllen die Zelliiberlebensfraktion bei 2
Gy (SF3) und der Apoptoseindex dar. Dabei erscheint es vor allem interessant, auf
welchem Weg und in welchem Ausmafl sich diese Effekte modifizieren lassen. Wie
in einer Arbeit von Bache et al. an den hier ebenfalls untersuchten WTS-Zellinien
gezeigt, existieren p53-abhingige und p53-unabhingige Apoptosewege [3]. In Radio-
sensitivierungsversuchen mit dem Methylxanthin Koffein wurden kontréire Ergebnis-
se gefunden. Die Ergebnisse von Bache et al. aus den herkémmlichen Strahlenemp-
findlichkeitstests zeigen, daf§ fiir die beiden Zellinien US 8-93 und LMS 6-93 {iber
Koffein eine Sensibilisierung gegeniiber Strahlung auszulosen ist [5]. Beide Zellinien
wurden nach Koffeinbehandlung (1 mM Koffein iiber 24 Stunden) mit dem Comet-
Assay charakterisiert. Der Sensibilisierungseffekt fiir p53-mutierte Weichteilsarkom-
linien konnte auch mit dem Comet-Assay festgestellt werden. Eine Sensibilisierung
gegeniiber radioaktiver Strahlung bei zwei Linien von Ratten-Dottersack-Tumoren
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Abbildung 4.1: Schema der p53-Funktion in Abhéngigkeit vom p53-Status (Wild-
typ oder Mutation) und die Auswirkungen auf das Zellsystem - modifiziert nach
O’Connor 1997 [4,41]

mit p53-Mutation konnte unter Koffeininkubation ebenfalls ausgelost werden [26].
An drei Harnblasenkarzinom-Zellinien wurde von Ribeiro et al. diese These aber
nicht unterstiitzt [57]. In weiteren Untersuchungen von Bache et al. wurde gezeigt,
daB der nach Strahleneinwirkung ausgeloste G2/M-Block sowohl {iber p53-abhéngige
und pb3-unabhingige Wege funktioniert [3].

4.1.4 Reparaturuntersuchungen

Untersuchungen zur Reparaturfahigkeit von Weichteilsarkomen wurden nur an den
zwei Linien LMS 6-93 und US 8-93 durchgefiihrt. In der Auswertung beider Zelli-
nien konnte eine Abnahme der Fluoreszenzintensitéit im Schweif gemessen werden.
Unter der Voraussetzung, dafl sich infolge von Reparaturvorgéngen intakte DNS
hauptséichlich im Kometenkopf befindet und sich anfarben 1d8t, mufl gleichzeitig
eine Abnahme der Fluoreszenzintensitdt im Schweif nachweisbar sein. In beiden Zel-

linien erfolgen nach Strahlungseinwirkung Reparaturvorgéinge innerhalb kurzer Zeit.
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Diese Fahigkeit ist aber nicht gleich ausgepragt. So repariert die Linie US 8-93 trotz
eines deutlich hoheren Initialschadens einen grofleren Anteil geschiadigter DNS im
gleichen Zeitraum wie LMS 6-93. Fiir beide Zellkulturen wurde eine Abnahme der
Fluoreszenzintensitit des Kometenschweifes und Zunahme der Fluoreszenzintensitét
des Kometenkopfes iiber das genannte Reparaturzeitintervall ermittelt. Ahnliche Er-
gebnisse wurden auch von anderen Gruppen beziiglich verschiedener Tumorzellinien
gefunden [7,37].

Betrachtet man das Verhalten des Residualschadens iiber 120 Minuten, so ist
fiir US 8-93 und LMS 6-93 ein gegensitzlicher Trend zu verzeichnen. Mit steigender
Strahlendosis nimmt in der Zellinie US 8-93 der Residualschaden iiber 120 Minu-
ten ab. Dagegen steigt bei den Untersuchungen der Zellinie LMS 6-93 der Residu-
alschaden an. Der minimal erreichte Residualschaden betrdgt bei 8 Gy 30%. Bei
allen iibrigen Strahlendosen sind nach 120 Minuten Reparaturzeit hohere Residu-
alschidden festzustellen Die Werte hierfiir liegen zwischen 40-50%. Man kann in
diesen Fallen postulieren, dafl eine bestimmte Strahlendosis appliziert werden muf,
um Reparaturgene ”anzuschalten” bzw. Reparaturproteine zu aktivieren. In Arbei-
ten zur adaptiven Strahlenreaktion konnte von Wojcik et al. gezeigt werden, dafl
nach Vorbestrahlung mit kleiner Dosis von 0,5 Gy nach einer zweiten Bestrahlung
eine deutlich bessere Reparatur ausgelost werden kann [72,73].

Die Reparaturkurven beider Zellinien zeigten einen biphasischen Verlauf (Phase I
- schnelle Reparatur und Phase II - langsame Reparatur). Es fiel auf, daf§ die Zellinie
LMS 6-93 im Comet-Assay eine verminderte Reparaturkinetik zeigte. Allerdings fand
sich unsere Annahme einer erhohten Strahlenempfindlichkeit fiir diese Linie im Ko-
loniebildungstest nicht bestétigt. Moglicherweise ist fiir dieses Phénomen ein Unter-
schied in der Reparaturqualitéit zwischen US 8-93 und LMS 6-93 zu suchen [4,25,54].
Die Reparaturgeschwindigkeit kann aus der Anpassung an die dargestellten Repara-
turkurven berechnet werden. Wéahrend der ersten 30 Minuten ist fiir beide Zellinien
kein Unterschied beziiglich der Reparaturgeschwindigkeit auszumachen. In der hier
zuletzt untersuchten Reparaturphase von 120 Minuten ist anhand der ndherungswei-
se berechneten Reparaturgeschwindigkeiten zu sehen, dafl die Zellinie LMS 6-93 im
Dosisbereich von 1 bis 4 Gy ungefdhr die gleiche Reparaturgeschwindigkeit aufweist.
Bei Bestrahlung mit 8 bzw. 10 Gy wurde eine hohere Geschwindigkeit berechnet.
Fiir die Zellinie US 8-93 wurden dhnliche Reparaturgeschwindigkeiten ermittelt. Hier

war kein Unterschied zwischen den einzelnen Bestrahlungsdosen und der induzier-
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ten Reparatur auszumachen. Gestiitzt auf die Ergebnisse des Koloniebildungstests
scheint die Reparaturgeschwindigkeit keinen Einflul auf die Strahlenempfindlichkeit

zu haben.

4.1.5 Koffeineinfluf3 auf den DINS-Schaden

Nachdem bereits in verschiedenen Experimenten [4,5] beziiglich des Koffeineinflusses
eine Radiosensibilisierung fiir die Weichteilsarkomzellkulturen nachgewiesen werden
konnte, sollte iiberpriift werden, ob mit den Comet-Assay in kiirzerer Zeit ein Sen-
sibilisierungseffekt detektiert werden kann. Die Radiosensibilisierung mit Koffein
basiert auf direkten und indirekten Effekten an der DNS. Von Bache et al. konn-
te gezeigt werden, dafl Zellen mit defekten p53-Genstatus (US 8-93 und LMS 6-93)
nach Koffeinbehandlung viel stiarker auf eine Bestrahlung ansprachen. Dabei wurden
die Zellen mit 0,5 - 5 mM Koffein inkubiert. Bereits bei einer Dosis von 1 mM Kof-
fein konnte eine Potenzierung des DNS-schiadigenden Effektes der Strahlung gezeigt
werden. Aus diesem Grund erfolgte die Inkubation der Zellinien US 8-93 und LMS
6-93 fiir 24 Stunden mit 1 mM Koffein fiir die Comet-Assay-Experimente. Die Be-
strahlung der Zellen fand nach der Protokoll-Variante I statt, anschlieBend wurden
die Zellen in Agarose-Gel prépariert. Die Messung des Initialschadens fiir die Zellinie
US 8-93 ergab nach Koffeininkubation einen deutlich héheren Schweifanteil als fiir
die Zellinie LMS 6-93. Nach 60 Minuten Reparaturzeit scheint dennoch ein Grof3-
teil des Initialschadens repariert zu sein. In den Untersuchungen von Bache et al.
konnten in Westernblotanalysen fiir P53 und P21/Wafl nach Bestrahlung und Kof-
feininkubation keine erhéhten Proteinexpressionen bestimmt werden [4]. Aus diesem
Grund ist anzunehmen, daf§ die Strahlensensibilisierung iiber einen p53-unabhéngi-
gen Weg induziert wird. Dennoch tritt eine Verstiarkung des Strahleneffektes vor
allem in p53 mutierten Zellen auf. In ca. 50% aller Tumoren liegen Mutationen des
Tumorsuppressorgens pb3 vor. Aus Experimenten von Bristow et al. ist bekannt, daf3
Zellen mit p53-Defekt gerade dann radioresistent sind, wenn sie die Fahigkeit zur
schnellen Reparatur besitzen [11,12]. Koffein fiihrt zur Potenzierung des Strahlen-
effektes, wenn durch die Bestrahlung ein langdauernder G2/M-Block ausgelost wird
und zusétzlich eine Hemmung der Reparaturprozesse stattfindet. Koffein wirkt nicht
nur indirekt {iber die Modulation von Proteinen auf die Zelle, sondern es interagiert
mit der DNS. Dabei bindet Koffein an Einzelstrang-DNS. Es kann zudem in die DNS
eingebaut werden. Auf diesem Weg wird die DNS-Konformation veréndert, und Re-
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paraturenzyme koénnen nicht ungehindert an die DNS binden. Die DNS-Reparatur
wird vor allem durch die Inhibition der Phosphodiesterase beeinflufit [32]. Zykli-
sches Adenosinmonophosphat (cAMP) kann nicht mehr in Adenosinmonophosphat
(AMP) umgewandelt werden. Durch den Wegfall des sog. ”second messenger” in
der Signalkaskade der Zelle treten Storungen im Ablauf des Zellzyklus auf. Infolge
des aufgehobenen G2/M-Blocks - durch Verhinderung der p34-Phosphorylierung -
wird eine Radiosensibilisierung ausgelost. In letzter Zeit konnte in verschiedenen Un-
tersuchungen gezeigt werden, dafl gerade in p53-mutierten Zellen iiber den Einsatz
von Koffein eine Radiosensibilisierung ausgelost wird [5,56]. Durch Koffein kann die
Poly(ADP-Ribose)-Polymerase spezifisch inhibiert werden. Damit werden Zellprote-
ine nicht mehr ADP-ribosyliert. Storungen in der Zellproliferation, Differenzierung,
Chromatin-Kondensation und in der Aktivierung von Reparaturprozessen (Ligase-
funktion, Exzisionsreparatur) sind die Folge [7]. In Untersuchungen an zweizelligen
Mé&use-Embryonen konnten Bauch et al. nach 30 und 120 Minuten Inkubation mit
2 mM Koffein und Bestrahlung mit 2 Gy keine Anhebung des Basalschadens - wie
in unseren Experimenten fiir die Sarkomzellinien US 8-93 und LMS 6-93 gezeigt -
verzeichnen [7]. Erst bei einer Koffeinkonzentration von 5 mM war nach 120 Mi-
nuten Inkubation eine Zunahme des Basalschadens zu messen. Ebenso konnte bei
2 mM Koffeinzusatz und Bestrahlung nach 120 Minuten Reparaturzeit ein deutlich
erhohter Residualschaden gemessen werden. Ahnliche Ergebnisse liegen von dieser

Gruppe beziiglich der Reparaturmodulation von humanen Tumorzellkulturen (Me-

Wo, 4197, 4451) vor [7].

4.2 Patienten mit akuten und spiten radiogen be-
dingten Nebenwirkungen

Anhand von zwei Patientenkollektiven (akute und spéte Nebenwirkungen) und einer
Kontrollgruppe sollte iiberpriift werden, inwieweit es mit der Comet-Assay-Methode
moglich ist, Unterschiede in der Strahlenempfindlichkeit von Leukozyten zu bestim-
men. In vier Studien aus der Literatur [14,24,27,70] konnte ein Zusammenhang zwi-
schen der In-vitro-Strahlenempfindlichkeit von Fibroblasten und der Normalgewebs-
reaktion gezeigt werden. Dabei wurden hauptséchlich sog. "DNA damage”-Tests
angewandt. Diese Ergebnisse konnten in einer neueren Studie [52] nicht bestétigt

werden. Allerdings wurde in dieser Untersuchung nur das klonogene Uberleben zur
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Komplikationsrate ins Verhéltnis gestellt, womit mogliche Korrelationen zwischen
DNS-Schaden und Spétnebenwirkungshaufigkeit nicht untersucht wurden. Ande-
re Arbeitsgruppen konnten Korrelationen zwischen Lymphozyten-Strahlenreaktion
und Strahlentherapie-Nebenwirkungen zeigen [2,20, 21, 31]. Untersuchungen an ge-
sunden h&dmatopoetischen Zellen von acht Probanden und leuk&mischen Lymphozy-
ten von 36 CLL-Patienten ergaben, dafl bei einer Strahlendosis von 2,4 als auch 5,4
Gy der DNS-Schaden nahezu vollstdndig in allen iiberlebenden Populationen repa-
riert wurde. Die strahleninduzierte Zytotoxizitéat korrelierte hier offensichtlich nicht
mit der Ausbildung von DNS-Strangbriichen und dem Reparaturverhalten. Die Au-
toren dieser Arbeit gelangen zu dem Schlufl, daf§ andere Faktoren als Strangbriiche
und Reparaturkapazitét fiir interindividuelle Unterschiede in der Strahlenreaktion

verantwortlich sind [38].

4.2.1 Dosis-Wirkungs-Untersuchungen

Die Beurteilung der Basalschéden der drei untersuchten Gruppen zeigte, daf fiir die
Gruppe der akutreagierenden Patienten die grofite Variationsbreite bestand (6,5-
13,8% DNS im Schweif). Dabei ist zu beachten, dafi die Blutabnahme maximal vier
Wochen nach Ende der Strahlentherapie durchgefiihrt wurde. Bei einer Lebensdau-
er von ca. 730 Tagen fiir Lymphozyten und ca. 7 - 24 Stunden fiir Granulozyten
muf} hier der Einflufl der langlebenden Lymphozytenpopulation beachtet werden.
Eine Patientin wurde mit einer simultanen Radiochemotherapie behandelt. Aus den
hier gezeigten Dosis-Wirkungs-Kurven und angefithrten Basalschidden ist es nicht
moglich, die verschiedenen Kollektive zu unterscheiden. Bei Nachuntersuchung ver-
schiedener Patientenkollektive konnten Alapetite und Leprat keine persistierenden
DNS-Schiden detektieren. In diesen wie auch den hier vorgestellten Experimen-
ten wurde kein Unterschied in den Dosis-Wirkungs-Beziehungen unterschiedlicher
Uberreagierer-Kollektive gefunden [1,2].

Bei den beiden Patientinnen mit stark ausgepriagten Spétreaktionen befanden
sich diese Kurven im unteren Bereich der dargestellten Kurvenschar. In einer Ar-
beit von Nakamura et al. [39] wurde der Dio-Wert von Gg-Lymphozyten (gibt die
Dosis an, bei der noch 10% der bestrahlten Zellen iiberleben) fiir 31 Personen mit
3,59+0,18 Gy und fiir 28 Bestimmungen an einem Individuum mit 3,66+0,21 Gy
im Koloniebildungstest bestimmt [8]. Aus diesen Daten 148t sich schlieBen, dafl sich
inter- und intraindividuelle Strahlenempfindlichkeit beziiglich der Dosis-Wirkung
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dghnlich verhalten. Ein Unterschied besteht darin, daf sich die hier gezeigten Daten
auf den Initialschaden beziehen. Die Daten von Nakamura et al. schliefen Repa-
raturprozesse ein, da diese Experimente &hnlich dem Koloniebildungstest durch-
gefiihrt werden. Die Unterschiede in der intraindividuellen Strahlenempfindlichkeit
der Lymphozyten beruhen wahrscheinlich auf Unterschieden im Zellzyklus und in
der Einbeziehung aller Lymphozyten. Wenn man Lymphozyten in der Dichtegrad-
Sedimentation auftrennt, ergeben sich Unterschiede in der Strahlenempfindlichkeit

von B- und T-Lymphozyten [68].

4.2.2 Reparaturuntersuchungen

Alle untersuchten Leukozyten zeigten eine Zellreaktion auf eine In-vitro-Bestrahlung.
Dabei waren die Leukozyten der Kontroll- und Akutreagierer-Gruppen gut zu schnel-
ler und langsamer Reparatur befahigt. Es werden hier keine Aussagen zur Korrekt-
heit dieses Vorganges getroffen. Betrachtet man den Residualschaden nach einer
Dosis von 0,7 Gy, so ist ein relativ ungeordnetes Verhalten in allen Gruppen of-
fensichtlich. Fiir die In-vitro-Ergebnisse kann man dazu annehmen, dafl diese Dosis
nicht ausreichend ist, um notwendige Reparaturvorgénge zu induzieren. Bei Dosi-
seskalation laufen die Reparaturvorgénge dann geordnet ab. Man kann deutlich zwei
Reparaturkinetikformen unterscheiden. Innerhalb der ersten 10 Minuten nach Be-
strahlung wurden ca. 50% des DNS-Schadens in den hier untersuchten Leukozyten
korrigiert.

Olive et al. zeigten in verschiedenen Experimenten, daf ca. 50% der Lymphozyten
nur den langsamen Wiederverkniipfungsweg (Phase IT der Reparatur) nutzen [47,48].
Ein Grofiteil der Einzelstrangbriiche wird nach anderen Untersuchungen dabei ein-
fach wiederverkniipft (”Rejoining”) [6]. Alle Zellen einer Population reagieren in
dhnlicher Weise auf Bestrahlung. In einer Untersuchung an zehn gesunden Spendern
konnten Banath et al. zeigen, da8 durch die schnelle Reparaturkomponente 47+16%
an Einzelstrangbriichen korrigiert werden [6]. Fiir die langsame Reparatur wurde da-
bei eine Halbwertszeit von 1,340,4 h errechnet. In peripheren Lymphozyten laufen
die Reparaturvorgénge nicht in vollem Mafle ab, da nur wenige Deoxyribonukleo-
tide und eine geringere Enzymaktivitdt vorhanden sind. Bei der Strahlenempfind-
lichkeitsmessung von Lymphozyten ist vor allem zu beachten, dafl diese auf schadi-
gende Einfliisse schnell mit Apoptose und Nekrose reagieren. Die Einzelstrangbruch-
Reparatur verlauft sehr heterogen. Nach Bestrahlung mit 8 Gy konnten zwei Subpo-
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pulationen im Reparaturprozefl ausgemacht werden. Ca. 50% der Zellen reparieren
doppelt so schnell wie die iibrigen Zellen [6]. Diese Aussage konnten Banath et al.
fiir alle untersuchten Individuen treffen. Im Gegensatz dazu lauft die Korrektur von
Doppelstrangbriichen homogen ab. Es konnte keine Abhéngigkeit zwischen Resi-
dualschaden und Reparaturgeschwindigkeit bewiesen werden. Aus der nachgewiese-
nen Korrelation zwischen der Halbwertszeit (7) der langsamen Reparaturkomponen-
te von Einzelstrangbriichen und der nicht-reparierten Doppelstrangbruch-Fraktion
nach 2-4 Stunden, kann man schlieflen, dafl in den langsam reparierenden Lympho-
zyten ebenso Doppelstrangbriiche vorkommen. Es wére aber auch die Existenz einer
Zellpopulation denkbar, welche nicht reparieren kann oder aber unmittelbar nach
Bestrahlung einem schnellen DNS-Degradationsprozefl unterliegt [6].

Auflerdem haben auf den so gemessenen Schadensparameter (% DNS im Schweif)
andere Faktoren EinfluB. Unter alkalischen Lysebedingungen entstehen zusétzliche
alkalilabile Stellen, diese fithren zu einer Erh6hung der DNS-Schidigung. Zum Ver-
haken (”Entangling”) von freien DNS-Enden kommt es, wenn die Gele in der Neu-
tralisationslosung Renaturierungsprozessen unterliegen. Damit wird eine verbesserte
Reparatur vorgetduscht [46]. Andere Einfliisse auf das Reparaturverhalten sind z.B.
die Art der Vorbehandlung und der Zeitraum seit der Vorbehandlung der Patienten.
In einer Arbeit von Leprat et al. [31] wurde gezeigt, dafl Patienten, die im Kindesal-
ter wegen eines Kopf-Hals-Tumors bestrahlt wurden, auf eine In-vitro-Bestrahlung
der Lymphozyten anders als das Kontrollkollektiv reagierten. In den Initialschiden
unmittelbar nach Bestrahlung wurden keine Differenzen deutlich. Betrachtet man
aber die Reparaturkinetik, so fillt auf, daf§ die vorbestrahlten Patienten deutlich
langsamer reparieren. Auflerdem ist in dieser Gruppe der Residualschaden nach 60
Minuten signifikant erhoht. Dennoch war fiir alle untersuchten Lymphozyten eine
Tendenz zur Reparatur nachweisbar. Diese und unsere eigenen Ergebnisse lassen die
Vermutung zu, dafl die interindividuelle Variationsbreite der Strahlenreaktion eben-
so wie die Standardabweichung im Patientenkollektiv deutlich gréfer sind als in der

Kontrollgruppe.
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4.3 Untersuchungen wihrend

Ganzkorperbestrahlungen

4.3.1 Blutbildverinderungen

Wiéhrend der Ganzkorper-(TBI) bzw. Ganzknochenmarkbestrahlung (TMI) wurde
bei zwei von drei Patienten das Verhalten der Leukozyten im peripheren Blut un-
tersucht. Es konnte dabei zwischen Lymphozyten allgemein und neutrophilen Gra-
nulozyten unterschieden werden. Das Verhéltnis dieser Zellpopulationen zueinander
war fiir die Interpretation der hier gezeigten Daten interessant, da fiir die Comet-
Assay-Experimente keine Separation der Populationen durchgefiihrt wurde. Wenn
man das In-vivo-Reparaturverhalten von Leukozyten (Lymphozyten und Granulo-
zyten) unmittelbar nach einer Ganzkorperbestrahlung messen will, verbleibt keine
Zeit zur Separation, da in dieser Zeit ebenfalls Reparaturvorgiange ablaufen wiirden.
Um aber in etwa abschétzen zu konnen, welche Zellpopulation man beziiglich ihres
DNS-Schadens charakterisiert hat, ist es notwendig, das Blutbild parallel zu be-
stimmen. Die Hamoglobinwerte der zwei Patienten nahmen erwartungsgeméafl nur
geringfiigig ab. Die Lymphozyten- und neutrophile Granulozytenanzahl hingegen
verhielten sich zueinander invers. Bis zu einer Gesamtdosis von 4 Gy bzw. 3 Gy war
bei beiden Patienten ein Granulozytenanstieg mefibar. Im Folgenden traten keine
weiteren Verdnderungen bis zu einer Gesamtdosis von 10 Gy vs. 7,5 Gy auf. Dann
sank die Granulozytenzahl wieder auf den Ausgangswert ab. Die Lymphozytenzahl
zeigte ein gegensétzliches Verhalten. Bis zum Erreichen einer Gesamtkorperdosis von
4 Gy bzw. 3 Gy kam es zum starken Lymphozytenabfall. Danach bestand bei einem
Patienten ab 6 Gy eine konstante Lymphozytenzahl. Bei der anderen Patientin war
ein dhnliches Verhalten bis 4,5 Gy zu verzeichnen. Bei einer Gesamtkdrperdosis von
7,5 Gy war die Lymphozytenzahl in diesem Fall nach Ganzknochenmarkbestrahlung
nicht mehr meBbar. Ahnliche Ergebnisse wurden nach Einzeitganzkérperbestrahlun-
gen von Hunden gefunden [29].

Das Verhalten von Lymphozyten und neutrophilen Granulozyten spiegelt eine
"normale” Immunreaktion unter Strefbedingungen wider. Im peripheren Blut zir-
kuliert der kleinste Anteil von Granulozyten. Alle weiteren Granulozyten befinden
sich im Gewebe zur Infektabwehr bzw. im Knochenmark. Die Granulopoese dauert

ca. vier Tage. Im peripheren Blut haben neutrophile Granulozyten eine relativ kurze
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Halbwertszeit von neun Stunden. Danach erfolgt der Ubertritt in das Gewebe (z.B.
Schleimh&ute) zur Infektabwehr mittels Phagozytose.

In den untersuchten Gelpraparationen der Blutzellen konnten Apoptosefiguren
nachgewiesen werden. Allerdings ist es mit dem hier angewandten Assay nicht
moglich, eine Quantifizierung oder eine Differenzierung in Lymphozyten und Gra-
nulozyten vorzunehmen. In der Literatur sind betréchtliche Anteile apoptotischer
Lymphozyten (ca. 50%) nach einer Gesamtkorperdosis von 2 Gy beschrieben. Da-
bei fiel eine signifikante Varianz zwischen den einzelnen Patienten beziiglich der
Apoptosefrequenz auf [71]. Dies ist als moglicher Hinweis auf Unterschiede in der
intrinsischen Strahlenempfindlichkeit zu werten.

An acht Patienten unter fraktionierter Beckenbestrahlung untersuchten Loua-
gie et al. [33] das Verhalten einzelner Leukozytenpopulationen. Die Ergebnisse ver-
deutlichen, daf3 jede Subpopulation iiber eine spezifische Strahlenempfindlichkeit
verfiigt. B-Lymphozyten (CD 19 positiv) (Abfall der absoluten Anzahl auf 10%
des Ausgangswertes nach 1,5 Gy Aquivalentganzkorperdosis) fielen dabei mit einer
deutlichen hoheren Empfindlichkeit als T-Lymphozyten (Abfall der absoluten An-
zahl auf 20% des Ausgangswertes nach 2,5 Gy Aquivalentganzkérperdosis) auf. Die
Subklassifizierung von T-Lymphozyten erbrachte kaum Unterschiede beziiglich der
Strahlenempfindlichkeit. Die ebenfalls charakterisierten NK-Zellen ("natural killer
cells”) zeigten eine relative Radioresistenz. Fiir B- und T-Lymphozyten war eine
starke Abnahme der absoluten Zellzahl innerhalb der ersten Bestrahlungswoche zu
verzeichnen, danach zeigte sich die Zellzahl nahezu konstant. Eine Verminderung
der NK-Zellen war hingegen iiber mehrere Wochen langsam zu bemerken. Zum
Ende der Strahlentherapie entsprach die Anzahl der NK-Zellen zahlenméfig den
T-Lymphozyten. Diese Untersuchungen unterstreichen die aus Apoptose-In-vitro-
Versuchen gewonnen Erkenntnisse [33]. Ahnliche Ergebnisse wurden nach Ganzkérper-
bestrahlung mit Protonen bei Mausen gefunden. Kajioka et al. fanden zusétzlich
Unterschiede in der Radiosensitivitdt von T-Helfer- (CD 4) und T-Suppressorzellen
(CD 8). CD 4 positive Zellen erscheinen empfindlicher [28]. Anhand der aufgeliste-
ten Daten ist zu sehen, dafl auch eine Separation in Lymphozyten und Granulozyten
nicht ausreichend wére, um die Strahlenempfindlichkeit einer der Subpopulationen
zu bestimmen.

Die hier gezeigten Blutbildverdnderungen entsprechen somit den bekannten Be-

funden der Literatur. Die Lymphopenie durch Strahlung wird durch das Zusam-
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menwirken vieler Faktoren ausgelost. Zum einen besteht eine direkte zytotoxische
Wirkung der Strahlung durch DNS- und Zellorganell-Schédigung. Zum anderen wird
iiber die Expression strahleninduzierter Zytotoxine, wie z.B. TNFa und TGFg so-
wie CD95-Ligand eine Lymphopenie begiinstigt [28]. Auflerdem unterliegen Lym-
phozyten relativ schnell apoptotischen Prozessen. Nach Einwirkung von Strahlung
wird das CD95-Oberfldchenantigen exprimiert und iiber Ligandbindung Apoptose
ausgelost. Die von uns gemessenen Blutbildverdnderungen scheinen somit physiolo-

gischen Prozessen zu folgen.

4.3.2 DNS-Basalschidigung vor jeder Bestrahlung

Der Vergleich der Basalschéddigung aller drei untersuchten Patienten ergab, dafl die
Leukozyten bei allen Probanden dhnlich reagierten. Die Ausgangswerte der DNS-
Basalschédigung vor der ersten Bestrahlungsfraktion lagen fiir alle Patienten dicht
beieinander. Vorherige Chemotherapien und bei einer Patientin die vorausgegange-
ne Bestrahlung sowie die individuelle Strahlenempfindlichkeit nahmen Einflufl auf
diesen Wert. Die bereits bestrahlte Patientin zeigte keinen héheren Basalschaden
als die anderen Patienten. Diese Beobachtung entspricht Befunden aus der Lite-
ratur [2,31]. In jedem folgenden, gemessenen Ausgangswert sind die Auswirkungen
der vorherigen Ganzkorper- bzw. Ganzknochenmarkbestrahlung und die Reparatur-
effekte einzubeziehen. Fiir jeden Patienten bestand zwischen dem Ausgangswert bei
0 Gy und dem MeBwert vor der letzten Fraktion (nach 10 Gy bzw. 7,5 Gy) eine deut-
liche Differenz. Eine Vergrofierung des Ausgangsschadens (von 12% auf 25% DNS im
Schweif) konnte gemessen werden. Bei einem Patienten war eine Plateauphase ab 4
Gy Gesamtkorperdosis zu verzeichnen. In diesem Fall scheint sich das Gleichgewicht
zwischen DNS-Schédigung und Reparatur frither eingestellt zu haben. Bei den ande-
ren Patienten nahm das gemessene Schadensausmafl vor jeder Bestrahlungsfraktion
zu. Diese Ergebnisse zeigen, dafl periphere Blutzellen unter den Bedingungen einer
fraktionierten Ganzkorperbestrahlung nicht nur letale Strahlenschéden, sondern wie
auch zu erwarten, subletale Schiaden erleiden. Da die gemessenen DNS-Schéden nicht
monoton zunehmen, kann man fiir Lymphozyten und Granulozyten auch unter die-
sen extremen Bedingungen Reparaturvorgénge annehmen. Aber es kommt dennoch
zu einer Kumulation des DNS-Basalschadens. Offensichtlich werden die notwendigen
Reparaturenzyme vermehrt aktiviert bzw. zusétzlich exprimiert [22], bis ein Gleich-
gewicht zwischen neu induziertem Schaden und reparierter DNS hergestellt ist. Um
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dieses Gleichgewicht einzustellen, scheint die Applikation einer gewissen Schwellen-
dosis notig zu sein. Es konnte in Sdugerzellen gezeigt werden, dal die Regulation
von Reparaturproteinen vorrangig iiber die Regulation der Stabilitdt und Enzymak-

tivitdt dieser Proteine funktioniert [22].

4.3.3 In-vitro-Dosis-Wirkungs-Beziehungen

Vor jeder Bestrahlungsfraktion wurden die Leukozyten der drei Patienten unter In-
vitro-Bedingungen bestrahlt. Alle Patienten zeigten eine dosisabhéingige Wirkung.
Bei der graphischen Darstellung der Mefiwerte erhielt man eine Kurvenschar, wobei
die einzelnen Dosis-Wirkungs-Kurven parallel zueinander verschoben erschienen. Die
vorher applizierte In-vivo-Ganzkorperdosis 16ste offensichtlich einen DNS-Schaden
aus, welcher nicht vollstdndig korrigiert wurde. Die Ursachen sind vielféltiger Art.
Durch direkte Strahleneinwirkung sind Schédden in Fehlererkennungssequenzen und
dazugehorigen Proteinen moglich. Auflerdem ist zu bedenken, dafl die biologische
Aktivitdt von Reparaturenzymen nicht unendlich gesteigert werden kann. DNS-
Fehler werden nicht in allen Bereichen des Genoms gleichwertig repariert. Vielmehr
sind Zellen wahrscheinlich in der Lage, zwischen den fiir sie ”wichtigen” Arbeitsgen-
sequenzen und eher "unwichtigen” Struktursequenzen zu unterscheiden. Mit dem
Comet-Assay kann man keine Aussagen zur funktionellen Integritét der Zellen tref-
fen. Aber anhand der Aussagen zur Einzeitganzkorperbestrahlung im Tierversuch
1éBt sich schluBifolgern, dafl auch unter fraktionierter Ganzkorperbestrahlung nur
diejenigen Gensequenzen einer Zelle repariert werden, welche zum Funktionserhalt
notwendig sind. Nach Ganzkorper-Protonen-Bestrahlung von Mé&usen konnte ge-
zeigt werden, dafl vor Erholung der Zellzahl (B- und T-Lymphozyten) bereits ei-
ne funktionelle Restitution gegeben war [28]. Bei einer relativ kurzen Lebenszeit
der Leukozyten im peripheren Blut erscheint es sinnvoller, wenn im Knochenmark
befindliche Zellen Reparaturprozesse durchlaufen, um dann in der Peripherie ihre

Funktion erfiillen zu konnen.

4.3.4 Reparaturuntersuchungen

Die Reparaturuntersuchungen wurden in-vitro und in-vivo durchgefiihrt. In-vitro-
Leukozyten wurden im Brutschrank iiber den selben Zeitraum inkubiert, wie im Or-

ganismus In-vivo-Reparatur ablief. Das In-vivo-Reparaturverhalten jedes einzelnen
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Patienten entsprach nahezu seinem In-vitro-Reparaturverhalten. An den Leukozyten
der zwei NHL-Patienten konnten in beiden Versuchsarmen Effekte der langsamen
und schnellen Reparatur gefunden werden. Bei der dritten Patientin verhielten sich
die individuellen In-vivo- und In-vitro-Kurven sehr dhnlich. Im Vergleich zu den an-
deren beiden Patienten war ab einer Gesamtkorperdosis von 6 Gy ein verandertes Re-
paraturverhalten sichtbar. Innerhalb der ersten 15 Minuten kam es zu keiner Begren-
zung des DNS-Schadens. Die schnelle Reparaturkomponente existiert offensichtlich
nicht. Nach Ende der 30-miniitigen Reparaturzeit nahm der gemessene DNS-Anteil
im Schweif zu. Diese Effekte gelten fiir In-vitro- und In-vivo-Untersuchungen. Bei
dieser Patientin (RP) befand sich bei der Gesamtkorperdosis von 6 Gy keine mefiba-
re Lymphozytenzahl mehr im Blut. Die Anzahl der Granulozyten dagegen erreichte
den Maximalwert bei 6 Gy. Aus der Tatsache des Vorliegens einer Mischpopula-
tion von Leukozyten (Granulozyten und Lymphozyten) erschien es wenig sinnvoll,
die Reparaturhalbwertszeit zu berechnen. Im Verlauf der Ganzkérper- bzw. Ganz-
knochenmarkbestrahlung iiber drei Tage veréinderte sich die Zusammensetzung der
Leukozytenpopulation, wobei es zu einer Verschiebung zugunsten der Granulozyten
kam. Aus diesem Grund werden die hier gezeigten Kurven nur qualitativ beschrie-
ben.

In Comet-Assay-Experimenten von Lymphozyten und Granulozyten konnte von
Lankinen et al. gezeigt werden, dafl sich die beiden Zellarten in ihrer Kometenstruk-
tur unterscheiden. Granulozyten scheinen zu einem lingeren Kometen zu fiihren als
Lymphozyten [30]. Bereits nach 15 Minuten Reparatur konnte fiir beide Zellarten ei-
ne signifikante Verminderung der Schweifausprigung gemessen werden. Das verdeut-
licht den Trend, dafl Lymphozyten schneller als Granulozyten und in einem grofie-
rem Ausmafl den Schaden reparieren. Von Vilpo et al. wurde in Untersuchungen zur
Enzymaktivitdt von Progenitor- und reifen Granulozyten gezeigt, dafl reife Granu-
lozyten nur iiber sehr geringe Enzymaktivitat von DNS-Glykosylase - notwendig zur
NER - verfiigen [69]. Diese Aktivitit entspricht ca. 2-3% der Glykosylase-Aktivitéit
von Lymphozyten. Dennoch sind reife Granulozyten in der Lage, DNS-Schiden mit
dem Mechanismus der NER zu korrigieren. In neueren Experimenten von Lankinen
et al. wurde die Moglichkeit zur Regulation der mRNS-Expression in Granulozy-
ten untersucht und nachgewiesen, dafl eine Mehrexpression der Glykosylase-mRNS
moglich ist. Damit kann der Reparatureffekt auch in reifen Granulozyten erklart

werden [68].
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Kapitel 5
Zusammenfassung

In der hier vorliegenden Arbeit wurden verschiedene Zellmodelle beziiglich ihres
Verhaltens nach Strahleneinwirkung mit dem alkalischen Comet-Assay untersucht.
Diese Form der DNS-Schadensquantifizierung ertffnet die Moglichkeit, schnell und
kosteneffizient Aussagen beziiglich der Strahlenempfindlichkeit von Einzelzellen zu
treffen. Die Vorteile des Comet-Assay sind offensichtlich. Man bené6tigt wenige Tau-
send Zellen. Heterogenitdten in der DNS-Schadenauspriagung werden gut detektiert.
Deutlich kann zwischen hypoxischen, apoptotischen, strahlen- und chemotherapiere-
sistenten Zellen unterschieden werden. Dazu kann das Protokoll jeweils modifiziert
werden. Uber die Gesamtfluoreszenzintensitit des einzelnen Kometen kann man den
DNS-Gehalt einer Zelle, also Aussagen zur Ploidie, bestimmen [46]. Nachteile des
alkalischen Comet-Assay bestehen unter anderem darin, dafl bei Bestrahlung mit
weniger als 1 Gy nicht immer eine Differenzierung der DNS-Schédigung moglich
ist. Die Ursachen dafiir sind verschiedenartig, so werden durch Dosen kleiner als 1
Gy sehr kleine Bruchstiicke erzeugt, welche durch den Lyse- und Elektrophorese-
prozefl aus dem Gel verschwinden. Weiterhin besitzt das Bildverarbeitungssystem
eine Unterscheidungsschwelle oberhalb der zu messenden Schiden. Auflerdem lassen
Verénderungen in der DNS-Struktur und der Konformation eine effiziente Bindung
des interkalierenden Farbstoffes Ethidiumbromid nicht zu.

Anhand der Experimente mit drei Sarkomzellkulturen (US 8-93, LMS 6-93 und
SAOS-2) konnte bestétigt werden, dafi es mit dem Comet-Assay prinzipiell moglich
ist, verschiedene Effekte der DNS-Schidigung nachzuweisen. Nach Bestrahlung wur-
den fiir die einzelnen Kulturen auf Einzelzellniveau dosis- und zeitabhéangige DNS-
Schéden gemessen. Die Phinomene der DNS-Reparatur wurden von zwei Seiten

betrachtet. Einerseits fithrten wir Experimente zum nativen Reparaturablauf und
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andererseits zur Modulation von Reparaturvorgédngen durch. Durch den Einsatz von
Koffein, konnte dessen direkte Zytotoxizitit und die indirekten Effekte iiber die Re-
paraturhemmung in den zwei Sarkomzellkulturen LMS 6-93 und US 8-93 bestatigt
werden. Auflerdem war es mit Hilfe der drei Tumorzellkulturen moglich, Heteroge-
nitdten der Einzelzellen zu zeigen. Morphologisch ”gute” Kometen waren eindeutig
von abnormen Formen zu differenzieren. Damit wurden apoptotische und nekroti-
sche Zellen von der Auswertung ausgenommen.

Vom strahlentherapeutischen Patientengut ist bekannt, dafl ca. 5% der Patienten
mit verstarkten akuten oder spaten Nebenwirkungen auffillig werden. In dieser Ar-
beit wurden Leukozyten solcher Patienten mit dem Comet-Assay untersucht. Zusam-
menfassend kann man sagen, dafl eine Unterscheidung in stark akut- und spétrea-
gierende Patienten allein anhand der Dosis-Wirkungs-Beziehungen nicht moglich
war. Die Beurteilung der Initialschdden nach Bestrahlung ist nicht ausreichend, um
eine Gruppenzuordnung vorzunehmen. Das Testsystem mufl vielmehr in Richtung
Reparaturuntersuchungen genutzt werden. Fiir alle untersuchten Probanden (Pati-
enten und Kontrollpersonen) konnten die in der Literatur beschriebenen schnellen
und langsamen Reparaturkomponenten gefunden werden. Die zwei Patienten mit
Spatnebenwirkungen zeigten in ihren Leukozyten eine Zunahme der DNS-Schadi-
gung nach 10 Minuten In-vitro-Reparatur. Eine Zunahme des DNS-Schweifanteils
kann ein Hinweis fiir eine beginnende Degradation der DNS im Ablauf der Apop-
tose darstellen. Das beschriebene Phdnomen wurde nur in dieser Patientengruppe
gefunden. Weiterhin ergibt sich aus den Untersuchungen, daf§ eine Bestrahlungsdo-
sis von 0,7 Gy keine geordneten Reparaturvorgéinge auslosen kann. Dieses Aussage
gilt nicht nur fiir die untersuchten Leukozyten, sondern auch fiir die charakterisier-
ten Sarkomzellinien. Zur weiteren Charakterisierung ”iiberreagierender” Patienten
scheint es daher sinnvoll, in einem aus mehreren Testsystemen bestehendem Ver-
such prospektiv und retrospektiv Daten zu gewinnen, welche eine Eingrenzung des
Phé&nomens der ”Strahleniiberempfindlichkeit” erlauben.

Strahlenbiologische Untersuchungen zum Vergleich zwischen In-vivo- und In-
vitro-Bestrahlung sind vor allem am Tiermodell (Maus und Hund) durchgefiihrt wor-
den. Ziel dieser Experimente war es, Unterschiede in Stoffwechselfunktionen zu de-
monstrieren (Hepatozytenfunktion). Publizierte Daten zu Untersuchungen am Men-
schen beziehen sich vor allem auf Strahlenunfélle und somit auf die Wirkung nach

Einzeitganzkorperbestrahlung. Wir hingegen untersuchten das Reparaturverhalten
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und das DNS-Schadensausmafl an drei Patienten unter fraktionierter Ganzkorper-
(TBI) bzw. Ganzknochenmarkbestrahlung (TMI) in Vorbereitung auf eine Kno-
chenmarktransplantation. Als das wichtigste Ergebnis dieser Experimente sehen
wir die Tatsache, dafl selbst unter diesen extremen Bedingungen die Reparaturme-
chanismen im Organismus funktionieren. Es konnte bewiesen werden, daf es nicht
zur Erschopfung von Reparaturprozessen kommt. Mit In-vitro-Experimenten wurde
bestétigt, dafl Zellen in-vivo und in-vitro nach den gleichen Mustern reparieren. Es
konnte fiir alle Patienten ein biphasischer Reparaturkurvenverlauf gefunden werden.
Die Ergebnisse der Blutbildverdnderungen unter fraktionierter Ganzkorperbestrah-
lung verdeutlichten, dafl unter diesen speziellen Strebedingungen ein Ansteigen der
peripheren neutrophilen Granulozytenpopulation und eine drastische Verminderung
der Lymphozytenzahl zu verzeichnen ist. Dieses Phinomen entspricht dem physio-
logischen Verhalten von Immunzellen.

Anhand der hier aufgefithrten Ergebnisse 1d8t sich schliefen, dafl das Comet-
Assay eine sinnvolle Methode zur Bestimmung der individuellen Strahlenempfind-
lichkeit von Einzelzellen innerhalb eines komplexen Testsystems darstellt. Als allei-
niges Mittel zur Abschétzung der Strahlenempfindlichkeit eines Patienten im Rah-
men der Bestrahlungsplanung erscheint das Comet-Assay zu ungenau. Auflerdem
geniigt es nicht, nur die Strahlenempfindlichkeit des Normalgewebes zu bestimmen.
Zur Festlegung der zu applizierenden Dosis ("tailored therapy”) [9] mufl ebenso
die Strahlenempfindlichkeit des zu bestrahlenden Tumorgewebes ermittelt werden.
Aus diesen Griinden erscheint es sinnvoll, das Comet-Assay als eine Komponente in

einem Testsystem zur Bestimmung der Strahlenempfindlichkeit anzuwenden.
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Thesen

Seit Einfiilhrung der Strahlentherapie in die Tumorbehandlung gibt es Bestrebun-
gen, das Risiko fiir mogliche radiogen induzierte Nebenwirkungen pritherapeutisch
abzuschétzen. Innerhalb der letzten 20 Jahre wurden verschiedene Testverfahren ent-
wickelt, um die Strahlenempfindlichkeit von Tumor- und Normalgeweben zu beurtei-
len. Im Rahmen der Arbeit sollte untersucht werden, ob die Einzelzell-Gelelektropho-
rese (Comet-Assay) in der Lage ist, Unterschiede in der Strahlenempfindlichkeit ver-
schiedener Zellarten zu detektieren. Dabei stand u.a. die Frage im Mittelpunkt, ob
man mit Hilfe des Comet-Assays quantitative Aussagen iiber das Reparaturverhal-
ten von Sarkomzellen gewinnen kann. Bei positiver Evaluierung steht eine schnellere
und dquivalente Moglichkeit als der bzw. zum Koloniebildungstest zur Verfiigung.
Weiterhin ist aufgrund der Untersuchungsergebnisse der letzten Jahre bekannt, dafl
Zellen iiber unterschiedliche Strahlenempfindlichkeit verfiigen kénnen, welche durch
eine Vielzahl von Faktoren bestimmt wird. Insbesondere weisen als Ergebnis ei-
ner Uberempfindlichkeit ca. 5% der Patienten verstirkte akute oder spite Neben-
wirkungen unter der Strahlentherapie auf. Dabei sind fiir den Strahlentherapeuten
Aussagen zur Abschéitzung moglicher radiogen bedingter Nebenwirkungen und des
Tumoransprechens wichtig, um die dem Patienten angemessene Therapie festzule-
gen. Im Rahmen der Arbeit wurden Leukozyten dieser Patienten mit dem Comet-
Assay untersucht. Im Gegensatz zu bisherigen Erkenntnissen aus Strahlenunféllen
und Tierexperimenten wurden hier zudem die Auswirkungen unter fraktionierter

Ganzkorperbestrahlung auf verschiedene Leukozytenpopulationen untersucht.

1. Mit dem Comet-Assay (Einzelzell-Gelelektrophorese) werden Heterogenitéten
in der DNS-Schadensauspragung gut detektiert. Es kann zwischen hypoxi-
schen, apoptotischen, strahlen- und chemotherapieresistenten Zellen unter-
schieden werden. Durch Messung der Gesamtfluoreszenzintensitéit des einzel-

nen Kometen kann man den DNS-Gehalt einer Zelle (Ploidie) bestimmen.
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. Durch Dosen kleiner als 1 Gy werden nur sehr kleine DNS-Bruchstiicke erzeugt,
welche durch den Lyse- und Elektrophoreseprozefl aus dem Gel herausgelost
werden. Aufgrund der Unterscheidungsschwelle des Mefsystems oberhalb von
1 Gy kann man in diesem Fall keine exakte Bestimmung von DNS-Schiden

vornehmen.

. Mit Hilfe der drei Sarkomzellkulturen (US 8-93, LMS 6-93 und SAOS-2) konn-
te bestétigt werden, dal es mit dem Comet-Assay prinzipiell moglich ist, ver-

schiedene DNS-Schidigungen nachzuweisen.

. Das Methylxanthin Koffein bedingt in p53-defektiven Zellen eine Erh6hung der
Strahlenempfindlichkeit durch Verhinderung der Reparatur. Auflerdem besitzt
Koffein eine direkte Zytotoxizitit. Beide Effekte konnten in den Comet-Assay-
Untersuchungen der zwei Sarkomzellkulturen LMS 6-93 und US 8-93 bestétigt

werden.

. Desweiteren war es mit Hilfe des Comet-Assays an drei Tumorzellkulturen
moglich, Heterogenitéten der Einzelzellen zu zeigen. Morphologisch ” gute” Ko-
meten waren eindeutig von abnormen Formen zu differenzieren. Damit konn-
ten apoptotische und nekrotische Zellen von der Auswertung ausgenommen

werden.

. Eine Unterscheidung in stark akut- und spétreagierende Patienten ist allein
anhand der Dosis-Wirkungs-Beziehungen, die mit dem Comet-Assay ermittelt
werden, nicht moglich. Die Beurteilung der Initialschiden nach Bestrahlung
ist nicht ausreichend, um eine Gruppenzuordnung vorzunehmen. Unterschie-
de koénnen vielmehr durch Untersuchung des Reparaturverhaltens bestimmt

werden.

. Fiir alle untersuchten Probanden (Patienten und Kontrollpersonen) konnten
die in der Literatur beschriebenen schnellen und langsamen Reparaturphasen

gefunden werden.

. Die zwei Patienten mit Spatnebenwirkungen zeigten in ihren Leukozyten ei-
ne Zunahme der DNS-Schédigung nach 10 Minuten In-vitro-Reparatur. Die
hierbei registrierte Zunahme des DNS-Schweifanteils kann ein Hinweis fiir ei-
ne beginnende Degradation der DNS im Ablauf der Apoptose darstellen. Das

beschriebene Phianomen wurde nur in dieser Patientengruppe festgestellt.
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9. Die Analyse der Ergebnisse zeigt, dal eine Bestrahlungsdosis von 0,7 Gy kei-
ne geordneten Reparaturvorginge auslosen kann. Dieses Aussage gilt nicht
nur fiir die untersuchten Leukozyten, sondern auch fiir die charakterisierten

Sarkomzellinien.

10. Als das wichtigste Resultat der Experimente zur Ganzkorper-/ Ganzknochen-
markbestrahlung ergibt sich die Tatsache, dafl selbst unter diesen extremen
Bedingungen die Reparaturmechanismen im Organismus funktionieren. Somit
konnte bewiesen werden, daB es nicht zur Erschopfung von Reparaturprozessen

kommt.

11. Durch vergleichende In-vitro-/ In-vivo-Experimente wurde bestétigt, dafl Zel-
len nach den gleichen Mustern reparieren. Es konnte fiir alle Patienten ein bi-
phasischer Reparaturkurvenverlauf unter Ganzkorper-/Ganzknochenmarkbe-

strahlung festgestellt werden.

Das Comet-Assay stellt eine sinnvolle Methode zur Bestimmung der individuel-
len Strahlenempfindlichkeit von Einzelzellen innerhalb eines komplexen Testsystems
dar. Allerdings erscheint es als alleinige Methode zur Bestimmung der Strahlenemp-
findlichkeit eines Patienten im Rahmen der Bestrahlungsplanung als zu ungenau.
Auflerdem erweist es sich als nicht ausreichend, nur die Strahlenempfindlichkeit des
Normalgewebes zu bestimmen. Zur Festlegung der zu applizierenden Dosis (”tailored
therapy”) mufl ebenso die Strahlenempfindlichkeit des zu bestrahlenden Tumorge-
webes ermittelt werden. In Zukunft sollten deshalb kombinierte Testsysteme Anwen-
dung finden, welche in der Lage sind, gleichzeitig Chemo- und Strahlenempfindlich-
keit zu bestimmen, da die simultane Radiochemotherapie einen groflen Stellenwert

in der Behandlung einnimmt und weiterhin einnehmen wird.
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