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Kapitel 1

Zusammenfassung

Die Wirkung schwerer Ionen gewinnt zunehmend an Bedeutung, seit der Mensch
diesen nicht nur wihrend Weltraumfliigen, sondern auch im Rahmen der Tumor-
therapie begegnet, wie sie zur Zeit auch an der Gesellschaft fiir Schwerionenfor-
schung (GSI) erprobt wird. Um die Wirkung von Ionenstrahlung mit der anderer
Strahlenarten zu vergleichen, wird die relative biologische Wirksamkeit (RBW)
verwendet, die die Effektivitdt einer Strahlenart im Vergleich zu einer Standard-
strahlung wie z.B. 250 kV Roéntgenstrahlung beschreibt. Sie hingt u.a. von der
je Wegstrecke deponierten Energie (dE/dx) der verwendeten Strahlung ab, die
durch den Linearen Energie Transfer LET beschrieben wird.

Die Berechnung der RBW erfolgt klassischer Weise aus dem klonogenen Uber-
leben, zur besseren Beschreibung gerade von Spateffekten werden aber auch an-
dere biologische Effekte, sogenannte ,Endpunkte” wie die Induktion chromoso-
maler Schidden betrachtet. In Untersuchungen von Ritter et al. (1990 und 1996)
wurden solche Chromosomenschéden zu vielen Zeitpunkten nach Bestrahlung an
etablierten Hamster-Zellinien analysiert. Es zeigt sich ein drastischer Anstieg der
Aberrationsrate mit der Zeit nach hoch-LET-Bestrahlung, wihrend ein weniger
ausgepragter Anstieg nach Rontgenstrahlung gefunden wird. Eine genauere Ab-
schitzung der RBW-Werte auf der Basis von Chromosomendaten wird daher
erhalten, wenn die Aberrationsrate in der ersten Mitose nach Bestrahlung nicht
wie iiblich zu einem, sondern zu mehreren Zeitpunkten bestimmt, mit dem An-
teil der ersten Mitosen und dem Mitoseindex gewichtet und iiber die Zeit zum
Gesamtschaden aufsummiert wird [Ritter et al., 1996, Scholz et al., 1998|.

In der vorliegenden Arbeit wurden die oben erwdhnten Experimente auf huma-
ne diploide Vorhaut-Fibroblasten AG01522 ausgedehnt. Die konfluenten Zellen
wurden mit 250 kV Rontgenstrahlung, Kohlenstoffionen mit einer Energie von 11
und 200 MeV/u (LET 153 und 16 keV/um) sowie Nickelionen mit 9,9 MeV /u
(LET 2540 keV /um) bestrahlt und der chromosomale Schaden in 4 h Intervallen
bis zu 80 h nach Bestrahlung untersucht. Um zwischen Metaphasen des 1. und
2. Zellzyklus zu unterscheiden, wurde dem Zellkulturmedium Bromdesoxyuridin
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6 KAPITEL 1. ZUSAMMENFASSUNG

(BrdU) zugesetzt und die als Standardmethode etablierte FPG-Féarbung ange-
wendet. Experimente zum Einflul des BrdU auf die verwendeten Zellen zeigten,
dall BrdU den Fortgang der Zellen durch den Zellzyklus hemmt und auferdem
ein friihzeitiges ,,Altern” der Zellen bewirkt. Die Aberrationsrate wird dagegen
durch die Zugabe von BrdU nicht beeinflufit.

Der nach hoch-LET-Strahlung beobachtete Anstieg der Aberrationsraten mit der
Zeit legt die plausible Erklarung nahe, dafl geschidigte Zellen von Zellzyklus-
verzogerungen stiarker betroffen sind als ungeschidigte Zellen und die Mitose
daher verspitet erreichen. Das Ausmaf der Zellzyklusverzogerung wichst dabei
fiir verschiedene Strahlenarten mit steigendem LET an. In den in dieser Ar-
beit beschriebenen Experimenten wurde untersucht, inwieweit strahleninduzierte
Zellzyklusverzogerungen die Expression von Chromosomenschiden beeinflussen.
Neben der Markierung der Zellen in S-Phase wurde hierzu die Verteilung der Zell-
zyklusphasen mit Hilfe der Durchflufizytometrie und der Mitose-Index iiber viele
Stunden nach Bestrahlung bestimmt. Die Untersuchungen zeigen einen deutli-
chen permanenten Zellzyklusarrest nach Bestrahlung, doch auch die unbestrahl-
ten Kontrollzellen erreichen nur zu maximal 20 % die erste Mitose nach Losen
der Kontaktinhibition. Nach Bestrahlung sinkt dieser Wert mit steigender Dosis
und LET. Im Gegensatz zu Experimenten an etablierten Hamsterzellinien kann
somit in normalen menschlichen Hautfibroblasten nur eine kleine Untergruppe
von Zellen in Metaphase auf den strahleninduzierten Schaden hin untersucht
werden. Der grofere Teil der Zellen entzieht sich der Untersuchung durch einen
permanenten Arrest. Die von Scholz et al. (1998) vorgeschlagene Integration der
Chromosomenaberrationen iiber die Zeit fiihrte fiir menschliche Fibroblasten we-
gen des grofen Anteils permanent arretierter Zellen nicht zu Ergebnissen, die
einen direkten Vergleich der in der Ausgangspopulation induzierten Chromoso-
menaberrationen zulassen. Der erhaltene Wert gibt vielmehr Auskunft dariiber,
welcher genetische Schaden an die folgende Zellgeneration weitergegeben wird.
Dies ist fiir strahlenbiologische Risikoabschitzungen wichtig.

Die Relative Biologische Wirksamkeit folgt fiir alle in der vorliegenden Arbeit
untersuchten Endpunkte der vielfach beschriebenen LET-Abhéngigkeit mit einem
Maximum um 150 keV /um. Die vorliegende Arbeit zeigt, daf die RBW sehr stark
von der experimentellen Bestimmung und der Berechnung abhingt. So kénnen
aus dem gleichen Datensatz RBW-Werte berechnet werden, die um den Faktor 3
auseinander liegen.

Die in der vorliegenden Arbeit gewonnenen Daten zeigen dariiber hinaus, daf
fiir verschiedene Zellsorten und Strahlenarten unterschiedliche biologische Effekte
auftreten. Diese Unterschiede miissen auch beriicksichtigt werden, wenn etablierte
Methoden auf andere Zellsysteme iibertragen und fiir andere Strahlenarten ver-
wendet werden sollen. Zu beachten ist hierbei auch, daf jede Untersuchung einen
Eingriff in das untersuchte System darstellt und somit seinerseits das Ergebnis
verdndern kann.



Kapitel 2

Einleitung

2.1 Strahlenbiologische Untersuchungen in vitro

Um die biologischen Vorginge bei der Bestrahlung von Organismen nachvoll-
ziehen zu koénnen, fiihrt man entweder in wvitro Zellexperimente durch oder be-
strahlt Versuchstiere in vivo. In beiden Féllen werden verschiedene biologische
Reaktionen, sogennante ,Endpunkte”, untersucht, anhand derer die Wirkung der
Strahlung beurteilt werden soll. Zellsysteme haben den Vorteil, da sie weniger
komplex aufgebaut sind als Gewebe und daf je nach Fragestellung die Eigen-
schaften des Testsystems durch Auswahl geeigneter Zellinien oder gentechnische
Manipulation der Zellen veréindert werden kénnen. Auflerdem konnen Zellkultur-
experimente mehrfach wiederholt und statistisch gesicherte Aussagen getroffen
werden. Auch wenn Tiermodelle aus ethischen Griinden nur begrenzt eingesetzt
werden sollten, sind sie zum Verstdndnis der Wirkungen auf den Gesamtorganis-
mus unersetzlich.

2.1.1 Fibroblasten als Modellsystem

Im Zusammenhang mit dem Therapieprojekt der GSI ist die Untersuchung der
Wirkung schwerer Tonen auf menschliche Zellen von grofem Interesse. In der
vorliegenden Arbeit wurden menschliche Hautfibroblasten als Modellsystem ver-
wendet, da diese bei jeder externen Bestrahlung als Zellen des Bindegewebes der
Haut mit betroffen sind. Bindegewebe kommt auch in der Lunge sowie in Knorpel,
Sehnen, Bindern und Blutgefidften vor und besteht vor allem aus extrazellulérer
Matrix, in die Zellen eingestreut sind. Bei diesen handelt es sich insbesondere um
Fibroblasten, die fiir den Aufbau von Kollagen und anderen Matrixkomponenten
im Gewebe verantwortlich sind [Uberblick z.B. bei Alberts et al., 1995|.

Fibroblasten liegen im Gewebe als wenig spezialisierte Zellen vor, die zu Fi-
brozyten mit spezieller Funktion ausdifferenzieren kénnen (sieche auch Ab-
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8 KAPITEL 2. EINLEITUNG

schnitt 3.4.7 und 5). Bestrahlung kann die Differenzierung von Zellen stark be-
schleunigen, um z.B. Zellen mit genetischen Schiden an der Teilung zu hin-
dern [Rodemann et al., 1991]. Die strahlungsbedingte Beschleunigung der Dif-
ferenzierung von Fibroblasten bewirkt die nach therapeutischer Anwendung
z.T. auftretenden Spitschiden wie eine Fibrose der Lunge oder der Haut
|Burger et al., 1998|.

Humane Fibroblasten haben in wvitro eine endliche mitotische Lebensdauer
[Hayflick und Moorhead, 1961]. Es handelt sich daher auch nach seriellem Passa-
gieren noch um normale Zellinien [Halle, 1976]. Wie unter in vivo-Verhéltnissen
im Gewebe konnen Zellen auch in vitro sterben, wenn sie das Ende ihrer Lebens-
dauer erreicht haben, oder je nach Zellsorte auch transformieren |Bayreuter et
al., 1988a,b|.

2.1.2 Die strahlensensible Struktur der Zelle

Es konnte schon sehr friih gezeigt werden, dal der strahlensensible Bereich
von Saugetierzellen nicht die gesamte Zelle umfaft, sondern hauptsichlich die
Desoxyribonukleinsduren (DNS) des Zellkerns [Munro, 1970, Charlton, 1986].
Alle anderen Molekiile der Zelle liegen in vielen Kopien vor und kénnen, wenn
notig, anhand der genetischen Information der DNS wiederhergestellt werden.
Nach der mitotischen Kondensation bildet jedes DNS-Molekiil ein Chromosom,
wobei die Anzahl der Chromosomen je Zelle je nach Lebewesen unterschiedlich
ist. So besitzt der chinesische Hamster z.B. 22, der Mensch 46 Chromosomen.
Im Fall einer Schidigung des Erbgutes kénnen ganze Chromosomen verloren
gehen oder molekulare Schiden an der DNS auftreten. Relevante DNS-Schiden
sind neben der Briickenbildung von benachbarten Basen oder dem Fehlen
einzelner Basen vor allem Einzel- und Doppelstrangbriiche, von denen letztere
schwerwiegender sind. DNS-Schiden koénnen vererbt oder durch Einwirkung
chemischer Substanzen und durch Strahlung erzeugt werden |Uberblick bei
Wolff, 1991]. Die Untersuchung chromosomaler Schiden nach Bestrahlung mit
ionisierenden Strahlenarten steht im Mittelpunkt der vorliegenden Arbeit.

2.2 Ionisierende Strahlung

Ionisierende Strahlenarten sind in der Lage, Elektronen aus den Atomen der Ma-
terie, die sie durchdringen, herauszuschlagen. Zu diesen Strahlenarten gehdéren
hochenergetische UV-Strahlen, elektromagnetische Strahlen wie Rontgen- oder
Gammastrahlung, leichte Teilchen wie Elektronen und schwere Teilchen wie Ionen
(Ubersicht in Gerthsen und Vogel, 1993). Dabei kann zwischen diinn- und dichtio-
nisierender Strahlung unterschieden werden. Im Fall von diinnionisierender Strah-
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lung wie Rontgen- oder Gammastrahlung sind die einzelnen lonisationsereignisse
weit voneinander entfernt und erzeugen durch Wechselwirkung mit der DNS
gleichméfig iiber die Zelle verteilte Schiden. Im Gegensatz dazu erzeugen Proto-
nen oder Ionen, d.h. dichtionisierende Strahlungen, lokal sehr hohe Ionisations-
dichten, die zu lokal gehduften Schéiden fithren [Ward, 1985, Goodhead, 1989].

Die Dosis, die durch schwere Teilchen iibertragen wird, steht mit der Fluenz
(Anzahl der Teilchen pro Fliche) {iber den Linearen Energie Transfer LET
in Zusammenhang (Formel 2.1). Der LET beschreibt die je Wegstrecke in
der Materie deponierte Energie bzw. den Energieverlust dE/dx und ist von
der kinetischen Energie und der Ladung des Projektil-ITons abhéangig. Er wird
zusétzlich durch Dichte und Kernladung der durchdrungenen Materie (Tar-
get) beeinflufit. Fiir biologische Targets wird der LET-Wert in Wasser verwendet.

1

g

1
D[Gy] = 1,6 x 107? x LET[keV/um] x F[—] x pEN

cm?

(2.1)

D Dosis |Gy]

LET Linearer Energietransfer [keV /um]|
F Teilchenfluenz [1/cm?|

) Dichte [g/cm?], fiir Wasser = 1

Die Energie der Projektil-Ionen, und damit auch der LET, &ndert sich beim
Durchgang der Teilchen durch Materie. Mit zunehmender Eindringtiefe nimmt
die Energie der Ionen durch Wechselwirkung vor allem mit den umgebenden
Elektronen ab, bis die Teilchen am Ende ihrer Reichweite abrupt stoppen. Da-
bei nimmt mit abnehmender Geschwindigkeit die Wechselwirkungszeit und somit
auch der Energie-Ubertrag (LET) bis zu einem scharfen Maximum am Ende der
Spur zu. Es ergibt sich eine sogenannte Bragg-Kurve, bei der die maximale Ener-
gieabgabe am Ende der Teilchenspur erreicht wird (Abbildung 2.1). Durch die
Wahl der Anfangsenergie laft sich das Bragg-Maximum in seiner Tiefenlage im
Gewebe verdndern. Dieses im Vergleich zu elektromagnetischer Strahlung inver-
tierte Dosisprofil ist die Grundlage der Strahlentherapie mit Schwerionenstrahlen.
Die bei den seltenen Kernreaktionen mit den Target-Atomen entstehenden leich-
ten Bruchstiicke des Projektil-Ions (Fragmente) haben wegen ihrer geringeren
Ladung auch einen geringeren Energieverlust in Materie und damit bei gleicher
Anfangsenergie eine grofere Reichweite als schwerere Teilchen. Sie bewirken den
bei gemessenen Bragg-Kurven sichtbaren Schweif hinter der Reichweite der Pri-
miérteilchen [Kraft, 1990].

Bei dichtionisierender Strahlung werden durch die Wechselwirkung mit Atomen
der durchdrungenen Materie sogenannte J-Elektronen aus den Atomhiillen emit-
tiert. Ein Grofsteil der vom Projektil abgegebenen Energie wird als kinetische
Energie auf diese J-Elektronen iibertragen. Zusammen mit den Primérteilchen
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Abbildung 2.1: Tiefendosisprofile von Réntgen-, 9°Co-7- und Photonen-Strahlung im
Vergleich zu Kohlenstoffionen. Die Position des Bragg-Maximums héngt von der Energie
der eindringenden Ionen ab und kann daher variiert werden.

des Strahls erzeugen sie eine Spur von lonisationsereignissen entlang der Teil-
chenbahn [Krédmer und Kraft, 1994|. Innerhalb der Spur nimmt die Dosis mit dem
Quadrat des Abstandes vom Spurzentrum ab und erreicht am Rand der Spur nur
noch einen Bruchteil der extrem hohen Dosis von vielen kGy, die im Zentrum der
Spur iibertragen wird. Bei Teilchen mit hoher Energie ist die maximale Reich-
weite der d-Elektronen grof und somit auch der Spurdurchmesser dieser Ionen.
Teilchen geringer Energie iibertragen auch nur wenig kinetische Energie auf die
0-Elektronen, so dak deren Reichweite kurz ist. Dies fiihrt zu kleinen Spurdurch-
messern. Zusammen mit dem erhéhten Linearen Energie Transfer LET bewirken
sie eine erhohte Wahrscheinlichkeit fiir Ionisationsereignisse langs der Spur. Dies
fiihrt zu einer erhohten Ionisationsdichte und damit zu Schadensanhdufungen
an der DNS (,cluster-lesions”) [Ward, 1985, Goodhead, 1989, die durch die Zel-
le schlechter zu reparieren sind [Heilmann et al., 1996, Lobrich et al., 1998|. Die
Spurdurchmesser dieser niederenergetischen Ionen sind auch verglichen mit dem
Durchmesser der Zellkerne klein und bewirken damit, daf bei geringen Fluenzen
die statistische Verteilung der Treffer relevant wird, da u.U. Zellkerne nicht getrof-
fen werden (Abschnitt 4.1.1). Es kommt damit zur Aufspaltung der Population in
zwei Subpopulationen |Griffin et al., 1995, Scholz et al., 1998|, Zellen mit getrof-
fenem und mit ungetroffenem Kern, die beide ihren Anteil zur Strahlenantwort
beitragen.



2.3. BIOLOGISCHE STRAHLENWIRKUNG 11

2.3 Biologische Strahlenwirkung

2.3.1 Zellzyklus und Zellinaktivierung

Ein wichtiger Angriffspunkt fiir Strahlung ist die Teilungsfdhigkeit von Zellen.
Zellen, die sich nicht teilen, wie z.B. Nervenzellen, zeigen eine hohe Strahlen-
resistenz. Stark proliferierende Gewebe wie Haut und Schleimhaut dagegen sind
besonders strahlensensibel. Proliferierende Zellen (mitotisch aktive Zellen) durch-
laufen den sogenannten Zellzyklus. Die Teilungsphase somatischer Zellen wird
hierbei als Mitose bezeichnet und stellt die einzige Zyklusphase dar, in der das
Chromatin kondensiert ist und die Chromosomen mikroskopisch sichtbar sind.
Die nach Abschlufs der Mitose entstandenen Tochterzellen beginnen mit Eintritt
in die Interphase einen weiteren Zellzyklus oder kénnen in die sogennante G-
Phase eintreten, die eine Ruhephase darstellt, aus der Zellen durch Stimulation
wieder in den Zellzyklus zuriickkehren konnen. Die Interphase besteht aus drei
Unterphasen, der Gi-Phase, der S-Phase, in der der Doppelstrang der DNS re-
pliziert wird, und der anschliefenden G5-Phase. Wird der Zellzyklus angehalten,
damit die Zelle z.B. DNS-Schiden reparieren kann oder weil dufsere Bedingun-
gen wie z.B. Serummangel dies erfordern, so geschieht dies bevorzugt an den
Kontrollpunkten am Ende der G- und G5-Phase, die den Ubergang in die nich-
ste Phase nur dann zulassen, wenn alle dafiir notwendigen Prozesse erfolgreich
durchlaufen wurden. Die Verzogerung von Zellen im Zellzyklus wird auch als
Arrest bezeichnet und kann voriibergehend, also transient, oder dauerhaft, al-
so permanent sein. Sind nicht alle Bedingungen fiir einen Ubergang erfiillt, er-
fahrt die Zelle einen solchen transienten oder permanenten Zellzyklusarrest oder
stirbt durch Apoptose (Ubersicht bei Alberts et al., 1995). Durch Bestrahlung
wird der Ablauf des Zellzyklus nachhaltig beeinfluft und durch niedrige Dosen
diinnionisierender Strahlung eine Verzogerung im Verlauf des Zellzyklus bewirkt.
Die Dauer der Verzogerung nimmt mit der Dosis zu [Blakely et al., 1980a], und
auch ein héherer LET der verwendeten Strahlung bewirkt eine stérkere Verzoge-
rung |Liicke-Huhle et al., 1979, Collyn-d’Hooghe et al., 1981, Ritter et al., 1990,
Scholz, 1992, Scholz et al., 1994]. Fiir hohe LET-Werte konkurriert die Verzoge-
rung mit dem zunehmenden Anteil sterbender oder dauerhaft arretierter Zellen,
deren Schéden nicht mehr reparabel sind. Scheiden Zellen aus dem Zellzyklus aus,
weil sie sterben oder ausdifferenzieren, so geschieht dies nach Rodemann et al.
(1991) in der G;/Gy-Phase, ist nach Jentzsch (1983) aber auch in der Go-Phase
moglich.

Im Verlauf des Zellzyklus unterliegt die Strahlensensibilitit der Zellen Ver-
dnderungen, die mit der Zellkerngréfe und der Struktur des Chromatins in
Zusammenhang stehen |Gillespie et al., 1975, Todd, 1975, Bedford et al., 1978,
Geard, 1985, Zaider, 1996]. Um die Interpretation von Ergebnissen zu erleich-
tern, werden daher fiir strahlenbiologische Untersuchungen wenn moglich syn-
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chronisierte Zellen verwendet. So konnen z.B. menschliche Hautfibroblasten durch
Kontaktinhibition in der G1- bzw. Gy-Phase des Zellzyklus angereichert und da-
mit synchronisiert werden. Den Grad der Synchronisation, d.h. die Verteilung der
Zellen einer Population auf die einzelnen Zellzyklusphasen kann durch Durchflufs-
zytometrie bestimmt werden. Auf diese Weise sind auch Untersuchungen der Zell-
zyklusverzogerung nach Bestrahlung moglich [Scholz et al., 1989], wie sie im Rah-

men dieser Arbeit durchgefiihrt und durch S-Phasen-Markierung ergéinzt wurden
(Abschnitt 4.2.4).

Das klassische Kriterium zur Feststellung einer Strahlenschidigung ist die Mes-
sung der Zellinaktivierung, das heifft des Verlustes der Koloniebildungsfahigkeit
[Puck und Marcus, 1955|. Bei diinnionisierender Strahlung zeigt die Uberlebens-
kurve im allgemeinen eine Schulter (Abbildung 2.2). Versuche von Iliakis (1981)
mit Inhibitoren der DNS-Reparatur sowie Experimente mit reparaturdefizienten
Zellen ergaben, dak die Auspriagung der Schulter durch die Reparaturkapazitit
der Zellen bedingt ist. Zellen mit hoher Reparaturkapazitit zeigen eine ausge-
prigte Schulter. Diese Uberlebenskurven werden durch eine linear-quadratische
Dosisabhingigkeit beschrieben. Zellsysteme mit geringer oder ausgeschalteter Re-
paraturfahigkeit zeigen eine Abnahme der Schulter, d.h. des quadratischen Terms
der Gleichung und gehen in eine lineare Dosisabhéngigkeit iber. An Hamsterzel-
len wurde gezeigt, dak sich mit steigendem LET die Schulter der Kurven immer
weniger zeigt [Weyrather et al., 1999|, wie in der vorliegenden Arbeit an mensch-
lichen Hautfibroblasten bestétigt werden konnte (Abschnitt 4.2.2).

2.3.2 Chromosomenschaden

Die Auswertung der Koloniebildungsfahigkeit kann erst relativ spit nach
Bestrahlung erfolgen und summiert alle Vorgénge, die innerhalb dieser Zeit
geschehen. Um einen Einblick in friihe Prozesse zu gewinnen, begann man
bereits in den 40er Jahren Chromosomenschiden zu untersuchen. Diese
stehen mit dem strahlenbedingten Zellsterben in engem Zusammenhang
|Bedford and Cornforth, 1987,  Cornforth and Bedford, 1987,  Kiefer, 1989).
Strukturelle Chromosomenschiden, wie sie in der vorliegenden Arbeit untersucht
wurden, entstehen durch die Fehlreparatur von DNS-Briichen. Ein Teil der Zellen
mit Chromosomenaberrationen stirbt, weil instabile Aberrationen wie azentrische
Fragmente, di- und polyzentrische oder Ring-Chromosomen bei der Zellteilung
nicht richtig getrennt werden konnen und zu einem grofsen Teil verloren gehen
[Sasaki und Norman, 1967, Boei et al., 1996] (Abschnitt 3.4.9 und 5.4). Deshalb
wird die maximale Anzahl induzierter Chromosomenschiden wiahrend der ersten
Zellteilung bestimmt [Bedford et al., 1978]. Stabile Aberrationen wie reziproke
Translokationen, die auch viele Generationen spéter noch nachgewiesen werden
konnen, aber z.B. auch Deletionen kénnen Ausgangspunkt von Tumoren sein.

Zur Untersuchung der Strahlenwirkung wird das gesamte Spektrum
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von Chromosomenschidden betrachtet, das je nach Strahlenart sehr un-
terschiedlich sein kann. So entsteht nach Einwirkung von hoch-LET-
Strahlung durch die hohe Ionisationsdichte ein anderes Schadensbild
als durch niedrig-LET-Strahlung |Griffin et al., 1995, Ritter et al., 1996,
Nasonova, 1998, Anderson et al., 2000, Ritter et al., 2000, Ritter et al., 2001].
Der Zeitverlauf der Aberrationsraten wird durch die Strahlenart nach-
haltig  verdndert [Ritter et al., 1990, Ritter et al., 1996], und  gesché-
digte Zellen erreichen die Mitose spater als ungeschidigte Zellen
[Boei et al., 1996, Ritter et al., 1996, Nasonova, 1998,  Scholz et al., 1998,
Ritter et al., 2000, Ritter et al., 2001]. Diese Selektion fiihrt zu einer Un-
terschiatzung des Chromosomenschadens besonders nach Bestrahlung mit
hoch-LET-Strahlung |[Ritter et al., 1996, Nasonova, 1998, Scholz et al., 1998,
Ritter et al., 2000, George et al., 2001]. Es wird daher eine Verldngerung der
Mefdauer notwendig, will man trotz Zellzyklusverzégerung den gesamten
Schaden erfassen |Lloyd et al., 1977, Ritter et al., 1992, Scholz et al., 1998|.

Um nur Zellen des ersten Zyklus nach Bestrahlung zu untersuchen, wird
Bromdesoxyuridin (BrdU) verwendet, das eine Unterscheidung der einzelnen
Zellzyklen moglich macht. BrdU ist in vielen Untersuchungen von Chromo-
somenschiden eingesetzt worden und bewirkt hierbei nach Ikushima und
Wolff (1974) unter Lichteinwirkung Chromatinbriiche, nach Scott (1979)
aber ansonsten keine erhohte Aberrationsrate. Die Angaben in der Literatur
iiber weitere Auswirkungen von BrdU auf Zellen sind jedoch widerspriichlich:
Zum Teil verneinen sie einen Einfluf auf Differenzierung und Proliferation
|[Rutter et al., 1973], zum Teil stellen sie eine Induktion von Zellzyklusarresten
und Differenzierung fest [Michishita et al., 1999]. Fiir die in der vorliegenden
Arbeit verwendeten Zellen wurde daher der Einfluf von BrdU auf Proliferati-
on, Differenzierung und die Induktion von Chromosomenaberrationen untersucht.

Die iiblicherweise angewandte Untersuchung von Chromosomenschiden zu nur
einem Sammelzeitpunkt 14t die strahleninduzierten Zellzyklusverzégerungen un-
beriicksichtigt. Um auch diejenigen Zellen zu erfassen, die wegen eines verzogerten
Zellzyklus die Mitose verspitet erreichen, werden die Chromosomenschiden zu
vielen Zeitpunkten nach Bestrahlung bestimmt |Ritter et al., 1996]. Solange die
Sammelintervalle so gewéhlt werden, daf die Dauer der Mitose im Vergleich da-
zu kurz ist, kann sichergestellt werden, daft keine Mitosen mehrfach ausgewertet
werden. Durch Integration der so erhaltenen Daten kann der Gesamtschaden in
allen Zellen bestimmt werden, die die erste Mitose nach Bestrahlung erreichen
[Scholz et al., 1998]. Die Abberationsrate wird dabei auf die Ausgangspopulati-
on bezogen. Sie wird nur noch durch dauerhafte Zellzyklus-Arreste beeinflufit.
Der erhaltene Wert gibt somit Auskunft {iber den Schaden, der an die néchste
Generation von Zellen weitergegebenen werden kann.
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Zellzyklusstorungen miissen daher in Chromosomenexperimenten beriicksichtigt
werden, um einen Vergleich der Effektivitidt verschiedener Strahlenarten zu er-
moglichen und aussagekriiftige Relative Biologische Wirksamkeiten (RBW) zu
bestimmen.

2.3.3 Berechnung der relativen biologischen Wirksamkeit
(RBW)

Die Effektivitéit ionisierender Strahlung ist durch ihre Ionisationsdichte bedingt,
die vom LET und der radialen Dosisverteilung abhéngt (siehe oben). Zur
Beschreibung der Wirksamkeit einer Test-Strahlung im Vergleich zu einer
Referenzstrahlung wie z.B. 250 kV Rontgenstrahlung in der vorliegenden Arbeit,
wurde die Relative Biologische Wirksamkeit RBW eingefiihrt.

Die RBW wird folgendermafen berechnet: (hier z.B. fiir ein Uberlebensniveau
von 10%)

DlO(Rﬁntgen)
B = 2.2
R WlO Dlo(TeSt) ( )
RBWhy relative biologische Wirksamkeit fiir 10% Uberleben
D Dosis [Gy]
D;o(Rontgen) Réontgendosis, bei der 10% der Zellen iiberleben
D1o(Test) Dosis der Teststrahlung, bei der 10% der Zellen iiberleben

Réntgen-Strahlung ]
— Test-Strahlung

0.01

Dosis [Gy]

Abbildung 2.2: Bestimmung der RBW einer Teststrahlung am Beispiel von AG-Zellen
fiir Uberlebensniveaus von 50%, 10% und 1%. Als Referenzstrahlung wurde 250 kV
Rontgenstrahlung verwendet.

Die RBW héngt vom betrachteten biologischen Endpunkt wie z.B. Inaktivie-
rung, Mutationsinduktion oder Chromosomenschidigung ab. Beim Vergleich
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von Dosis-Effekt-Kurven mit unterschiedlichem Verlauf kann die RBW in jedem
Schadensniveau einen anderen Wert annehmen und ist nur fiir vollstindig
exponentielle Kurven vom Schadensniveau unabhingig. Daher mufs der Grad des
Schadens festgelegt werden, fiir den die RBW bestimmt werden soll. In Abbildung
2.2 sind exemplarisch zwei Dosis-Effekt-Kurven dargestellt und die RBWs fiir 1%,
10% und 50% Uberleben berechnet. Die RBW steigt zum geringeren Schadensni-
veau hin von 1,7 auf 3,4 an. Bei Endpunkten, die eine ausgeprigte Schulterkurve
fiir die Referenzstrahlung zeigen, ergeben sich besonders im Niedrig-Dosisbereich
hohe RBW-Werte [Barendsen et al., 1963, Skarsgard et al., 1967|. Mit steigen-
dem LET der Teststrahlung werden die Kurven steiler und die RBW grofer,
bis sich der Effekt umkehrt: ein einzelnes Teilchen erzeugt dann eine so hohe
Ionisationsdichte, daf die lokal deponierte Energie die zur Verursachung des
Schadens notwendige Energie iibertrifft. Dies wird als ,,overkill”-Effekt bezeichnet
[Skarsgard et al., 1967, Kiefer, 1989, Hall, 1994|. Mit steigendem Atomgewicht
verschiebt sich das Maximum der RBW zu hoheren LET-Werten hin und flacht
gleichzeitig ab, wie Abbildung 2.3 zeigt [Kraft et al., 1997].

Teilchenabhéngigkeit

Protonen

Schwere Tonen

N

25 100 200  keV/um LET

Abbildung 2.3: Schematische Darstellung der RBW als Funktion des LET in Abhén-
gigkeit von der verwendeten Ionensorte [Kraft et al., 1997].

2.4 Mensch und Strahlung

2.4.1 Strahlung im Alltag

Bereits kurz nachdem im Dezember 1895 Wilhelm Conrad Rontgen die ,X-
Strahlen” entdeckte, fanden diese im Januar 1896 in der medizinischen Diagnostik
und 1897 bei der Bestrahlung eines Muttermals in der Therapie ihre Anwendung
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[Hall, 1994, Kiefer, 1989]. Zum damaligen Zeitpunkt war iiber die Wirkungswei-
se wenig bekannt und auch heute noch sind nicht alle biologischen Prozesse, die
einer Bestrahlung folgen, vollstandig geklart.

Im Alltag ist jeder Mensch Strahlung ausgesetzt, deren Hauptanteil mit
2,4 mSv/Jahr die natiirliche Erdstrahlung, die kosmische Strahlung und die
UV-Strahlung der Sonne ausmachen. Seit der Nutzung der Radioaktivitat sind
neue Quellen hinzugekommen, wie die Belastung des Menschen durch diagno-
stische und therapeutische Anwendungen in der Medizin (etwa 2 mSv/Jahr).
Auch die Verwendung des Flugzeugs als Transportmittel erhoht die Strahlen-
belastung des Menschen, da die kosmische Strahlung mit zunehmender Entfer-
nung von der Erde weniger abgeschirmt wird. Wesentlicher Bestandteil der Un-
tersuchung kosmischer Strahlung sind schwere geladene Teilchen von Protonen
bis zu Eisen- und Nickelionen mit einer Energieverteilung bis hinauf zu meh-
reren GeV/u [Curtis und Letaw, 1989, Schimmerling, 1992, Schelin et al., 1993,
Bissell et al., 1997].

Ein Ziel der biologischen Strahlenforschung ist es, die verschiedenen Wir-
kungen von Strahlung im sogenannten ,predictive assay” vorherzusagen oder
als ,biologische Dosimetrie” nachzuvollziehen |Bender et al., 1988, Wolff, 1991,
Edwards, 1997, Yang et al., 1997, Testard und Sabatier, 1999|. Die Untersu-
chung der Wirkung der einzelnen Strahlenarten, wie die der in der vorliegenden
Arbeit verwendeten niederenergetischen schweren Ionen Kohlenstoff und Nickel,
ist fiir diese Risikoabschéitzungen ausgesprochen wichtig.

2.4.2 Tumortherapie mit schweren Ionen

Fiir schwere Ionen wie Kohlenstoff ergibt sich im Vergleich mit der konventio-
nell zur Therapie verwendeten Gamma- oder Elektronenbremsstrahlung neben
dem besseren, d.h. invertierten Dosisprofil zusidtzlich eine erhdhte biologische
Wirksamkeit. Die Ubertragung der Ergebnisse klinischer Studien in den USA
und Japan auf die deutsche Bevdlkerung ergab, daf fiir mehr als 10.000 Patien-
ten in Deutschland, vornehmlich mit inoperablen Schidelbasis- oder Hirntumo-
ren, Weichteilsarkomen oder Prostatakarzinomen, eine Behandlung mit Teilchen-
strahlung eine wesentliche Verbesserung der Behandlungserfolge bringen wiirde
[Debus et al., 1998|.

Bei Verwendung von Gamma- oder Elektronenbremsstrahlung fillt die im Ge-
webe deponierte Dosis nach einem kurzen Anstieg mit zunehmender Tiefe stetig
ab, wie Abbildung 2.1 zeigt. Fiir einen tiefliegenden Tumor ist deshalb die Inte-
graldosis im Tumor kleiner als im gesunden Gewebe vor und hinter dem Tumor.
Protonen- und Ionenstrahlen weisen aufgrund ihres invertierten Tiefendosispro-
fils demgegeniiber eine wesentlich giinstigere Dosisverteilung auf. Fiir geladene
Teilchen steigt die abgegebene Dosis mit wachsender Eindringtiefe an und fillt
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nach dem Bragg-Peak steil ab, so daft die Tumordosis bei gleichzeitiger Schonung
des gesunden Gewebes erhoht werden kann [Kraft, 1990].

Durch die erhéhte Dosis im Tumorvolumen und die gesteigerte biologische Wirk-
samkeit konnen besonders sauerstoffarme, langsamwachsende und andere strah-
lenresistente Tumore erfolgreich behandelt werden. Wegen des giinstigen Verhalt-
nisses der biologischen Wirksamkeit im Eingangskanal und im Tumorvolumen
werden fiir die Therapie Kohlenstoffionen verwendet, wie schon 1978 von Chap-
man et al. vorgeschlagen wurde. Die mit steigender Ordnungszahl abnehmende
Reichweiten- und Seitenstreuung stehen bei Kohlenstoffionen in einem angemes-
senen Verhiltnis zur zunehmenden Produktion von leichten Fragmenten durch
Kernreaktionen |Kraft, 1990].

Sehr viel friiher, bereits 1946, wurde von Wilson vorgeschlagen, Protonen zur
Behandlung von Krebspatienten zu verwenden. 1954 wurde am LBL Berkeley
(USA) mit der Protonentherapie begonnen und seither sind weltweit etwa 28.700
Patienten mit Protonen behandelt worden. Seit 1958 wurden in Berkeley Pati-
enten mit Helium und seit 1971 mit schweren Ionen, zunichst Argon und spéter
Neon, bestrahlt. In den Jahren 1994-99 wurden in Chiba (Japan) 745 Patienten
mit Kohlenstoffionen bestrahlt [Sisterson, 2001]. Um die Vorteile der Schwerio-
nenstrahlung fiir die Tumortherapie auch in Deutschland nutzbar zu machen,
wurde 1994 in Zusammenarbeit mit anderen Institutionen ein Pilotprojekt an
der Gesellschaft fiir Schwerionenforschung (GSI) begonnen und 1998 die ersten
Patienten der Studie bestrahlt. Seitdem wurden 73 Patienten mit inoperablen
Tumoren in der Hirn- und Schidelbasisregion erfolgreich behandelt. Es konnte
hierbei eine gute Kontrolle des Tumorwachstums bei nur sehr geringen Neben-
wirkungen beobachtet werden, fiir weitere Aussagen ist die Zeit nach Bestrahlung
noch nicht ausreichend lang [Debus et al., 2000, Haberer et al., 2001].

Die technischen Entwicklungen, die im Therapieprojekt der GSI verwirklicht
wurden, erlauben erstmals eine dreidimensional tumorkonforme Bestrahlung
mit Hilfe des Raster-Scan-Verfahrens [Haberer et al., 1993] und eine Online-
Kontrolle des Therapiestrahles durch Verwendung der Positronen-Emissions-
Tomographie PET [Enghardt et al., 1994]. Um die Moglichkeiten der Bestrah-
lungsanlage effektiv nutzen zu koénnen ist es wichtig, die biologische Wirksam-
keit der Ionen bei verschiedenen Energien zu kennen und in die bisher rein
physikalische Bestrahlungsplanung zu integrieren. Grundlage fiir diese RBW-
Berechnungen ist zum einen die Kenntnis der Teilchenzusammensetzung und
die damit verbundene Ionisationsdichte und Dosis in jedem Punkt des Be-
strahlungsfeldes, zum anderen die fiir die einzelnen Teilchen erwartete Wirkung
[Scholz und Kraft, 1992, Kramer und Scholz, 2000).
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2.5 Ziel der Untersuchung

Ziel der Untersuchung war es, die Wirkung schwerer Ionen auf primére menschli-
che Fibroblasten zu untersuchen, da solche Untersuchungen bisher nur an immor-
talisierten Zellinien wie chinesischen Hamsterzellen durchgefiihrt wurden. Einen
wichtigen Teilaspekt nehmen hierbei die Gemeinsamkeiten und Unterschiede in
den Strahlenantworten der Zellsysteme ein.

Die Untersuchung erstreckte sich auf verschiedene Zellantworten nach Bestrah-
lung ,sogenannte Endpunkte, wie Inaktivierung, Zellzyklusverschiebungen und
zeitliche Anderungen des Mitoseindex sowie auf die Untersuchung von Chro-
mosomenaberrationen. Dieser letzte Punkt, die Untersuchung der Chromoso-
menaberrationen, ist fiir den Strahlenschutz, aber auch fiir eventuelle Langzeit-
effekte bei Patientenbestrahlungen von besonderer Wichtigkeit, da Chromoso-
menveranderungen ein Indikator allgemeiner genetischer Verdnderungen und da-
mit auch der Tumorinduktion sind. In neueren Messungen ([Ritter et al., 1996,
Nasonova, 1998, Scholz et al., 1998, Ritter et al., 2000]) wurde gezeigt, dak fiir
permanente Zellinien die biologische Wirksamkeit (RBW) fiir Chromosomensché-
den bisher stark unterschitzt worden war, da geschadigte Zellen iiber den norma-
lerweise iiblichen Untersuchungszeitraum hinaus verschoben waren und damit der
Beobachtung entgingen. Durch Messung zu vielen Zeitpunkten und Einbeziehung
der zeitlichen Anderung des Mitoseindex kann durch zeitliche Aufsummierung die
totale Anzahl an Chromosomenschiden erfafst werden und im Vergleich zu diinn-
ionisierender Strahlung die RBW zuverlissig berechnet werden.

Fiir primére Zellen, die ein wesentlich besseres Modell der in vivo Situation am
Patienten und im Strahlenschutz darstellen, wurden bis jetzt keine entsprechen-
den Studien fiir hoch-LET-Strahlung durchgefiihrt. Bei einem Vergleich von pri-
méaren und permanenten Kulturen kann man nicht a priori davon ausgehen, daf
sich primére Zellen iibereinstimmend verhalten, da sie z.B. durch einen permanen-
ten Zellzyklusarrest und beschleunigte Differenzierung aus dem Zellzyklus aus-
scheiden. Diese Zellen erreichen dann nicht mehr die Mitose.

Der Einfluf von Zellzyklusarresten, die einer Differenzierung in vielen Féllen vor-
ausgehen, auf die Untersuchung von Chromosomenschiden sollte mit verschiede-
nen Methoden bestimmt werden. Neben der Markierung der Zellen in S-Phase
sollten auch die Verteilung der Zellzyklusphasen mit Hilfe der Durchflufszytome-
trie und der Mitoseindex iiber viele Zeitpunkte hinweg untersucht und dabei das
Schicksal der Zellen nach Bestrahlung verfolgt werden.

Die eigentliche Untersuchung der Chromosomanaberrationen sollte in Meta-
phasepriparaten wahrend der ersten Mitose nach Bestrahlung erfolgen, da in
den folgenden Teilungen die Anzahl der sichtbaren Schiden rasch abnimmt
[Sasaki und Norman, 1967, Boei et al., 1996]. Um nur Zellen des ersten Zellzy-
klus nach Bestrahlung auszuwerten, sollte die als Standardmethode beschriebene
FpG-Farbung zur Unterscheidung der einzelnen Zellzyklen verwendet werden.
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Entgegen den Aussagen vieler Publikationen zeichnete sich im Verlauf der vorlie-
genden Arbeit ab, daf die Standardmethode unter Verwendung von BrdU nicht
ohne Einfluk auf die humanen Fibroblasten ist. Darauthin sollte geklart werden,
in wieweit BrdU die Ergebnisse der betrachteten Endpunkte wie Zellzyklusverlauf
und Chromosomenaberrationen veréndert.

Es war Ziel der vorliegenden Arbeit, die moglichen Unterschiede in der Zellant-
wort von immortalisierten Hamsterzellen und priméiren menschlichen Zellen fiir
verschiedene wichtige Endpunkte zu untersuchen und damit die Ubertragbarkeit
von Daten aus Experimenten mit Zellkulturen auf relevante in vivo Situationen
zu iiberpriifen. Die zu diesem Zweck durchgefiihrten Untersuchungen werden im
folgenden im Detail dargestellt.



Kapitel 3

Material und Methoden

Die verwendeten Materialien wie Chemikalien, Losungen und Geréte werden im
Anhang B genauer beschrieben:

B.1 Chemikalien

B.2 Losungen und Puffer
B.3 Medien und Seren
B.4 Verbrauchsmaterial
B.5 Gerite

Zur Durchfiihrung aller Untersuchungen wurden Chemikalien in pA-Qualitit
verwendet. Wasser zum Ansetzen von Losungen und Puffern wurde in einer
Reinstwasseranlage (Millipore) durch Umkehrosmose erzeugt und an Stelle von
destilliertem Wasser verwendet.

3.1 Verwendete Zellinien

Der Grofteil der Experimente wurden mit menschlichen Vorhaut-Fibroblasten
der Linie AGO01522C durchgefiihrt, die schon in vielen vorhergehenden
Arbeiten der Abteilung Biophysik der GSI verwendet worden waren
|Kirchner, 1996, Fiissel, 1997, Grofker, 1998, Fournier, 1999]. Es handelt
sich um Zellen eines drei Tage alten gesunden méannlichen Spenders. Sie wurden
von der Zellbank des Coriell Institute for Medical Research (Camden, NJ, USA)
bezogen. Im Folgenden werden AG01522C-Zellen in dieser Arbeit abkiirzend als
AG-Zellen bezeichnet.

Zu Vergleichszwecken wurden fiir einzelne Untersuchungen weitere Fibroblasten-
Zellinien eingesetzt. Alle Zellinien stammen von klinisch unauffélligen ménnlichen

21
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Zellinie Gewebe | Alter des CPD bei | Herkunft
Spenders Bestrahlung

AGO01522C | Vorhaut | 3 Tage 22 Coriell Institute
(Camden, NJ, USA)

GMO05659C | Haut 14 Monate 24 Coriell Institute

(Brust) (Camden, NJ, USA)

AP34 Haut 39 Jahre (Patient) 25 Klinische Radiologie
(Heidelberg, BRD)

NHLF5975 | Lunge 47 Jahre n.d. Cell Systems
(St.Katherinen, BRD)

NHDF3080 | Haut neonatal n.d. Cell Systems
(St.Katherinen, BRD)

Tabelle 3.1: Uberblick iiber die verwendeten Zellinien und deren Herkunft und genaue
Bezeichnungen (n.d. = nicht durchgefiihrt).

Spendern der kaukasischen Rasse, nur der Spender der Linie AP34 war Patient
der Strahlentherapie der Universitit Heidelberg und wurde wegen eines Tumors
im Kopf/Hals-Bereich behandelt [Rudat et al., 1997]. Tabelle 3.1 gibt einen Uber-
blick iiber die verschiedenen Zellinien und ihre Herkunft.

Alle in dieser Arbeit verwendeten menschliche Fibroblasten-Linien sind nicht
immortalisiert und unterliegen damit der Differenzierung. Diese Differenzierung
héngt insbesondere von der Anzahl an Teilungen ab, die eine Zelle durchlaufen
hat. Die kumulative Populationsverdopplung (cummulativ population doubling
CPD) dient daher als Maf fiir das Alter der Zellkultur und beschreibt dieses
besser, als die Anzahl der Passagen der Kultur. Die CPD gibt die Anzahl der
Zellzahl-Verdopplungen innerhalb der Kulturdauer an und wird wie folgt berech-
net:

CPD = > In[N/Ny|/In2 (3.1)

Dabei stellt N die Anzahl der geernteten Zellen und Ny die Anzahl der zuvor ein-
gesiten Zellen dar. Die CPD wurde wihrend der Kultivierung der Zellen fortlau-
fend aufsummiert und protokolliert. Untersuchungen zeigten, daf die Anheftung
der Zellen im gleichen Mafe schwankt, wie die Mefkgenauigkeit der Zellzahlbe-
stimmung und daher bei der Berechnung der CPD vernachléssigt werden kann.

3.2 Kultivierung und Lagerung der Zellen

Samtliche Zellinien wurden bei 37°C, 100 % Luftfeuchtigkeit und 5 % CO, als
Monolayer-Kulturen in Kulturflaschen oder -schalen kultiviert. Alle Zellinien wur-
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den mit EMEM Medium mit 10 % oder 20 % f6étalem Kilberserum ernahrt. Bei
Bedarf wurden dem Medium Penicillin und Streptomycin und in Ausnahmeféllen
Amphothericin zugegeben.

Die adhérenten Zellen wurden zur Subkultivierung mit EDTA-Trypsinlosung
(0,5 g/1 Trypsin + 1 g/l EDTA) gespiilt und anschliefend durch Uberschich-
ten mit EDTA-Trypsinlosung (5 min, 37°C) von der Wachstumsfliche gelost.
Nach Vereinzeln der Zellen durch mehrmaliges Ansaugen mit einer Glaspipette
und Abspiilen der Wachstumsfliche wurde das Trypsin durch Zugabe des min-
destens dreifachen Volumens an serumhaltigem Zellkulturmedium inaktiviert. In
einem Aliquot der Suspension wurde die Zellzahl mit Hilfe eines elektronischen
Zellzéhlsystems (Casyl) bestimmt und die Zellen erneut in einer Zelldichte von
max. 20.000 Zellen/cm? ausgesiit.

Die Langzeitlagerung der Zellen erfolgte in Tiefkiihlmedium mit 20 % FCS und
10 % Glycerin bei -196°C' in fliissigem Stickstoff in einer Zelldichte von 1-2x10°
Zellen/ ml Einfriermedium. Zum Einfrieren wurden die Zellen trypsiniert, gezihlt
und zentrifugiert (800 Upm, 10 min, ohne Bremse) und das Pellet in Einfrierme-
dium aufgenommen. Jede 2 ml-Ampulle wurde mit 1,8 ml Medium befiillt, damit
die Ampullen beim Auftauen nicht durch den sich ausdehnenden Stickstoff ex-
plodieren. Nach 20 min wurden die Ampullen in einer Einfrierhilfe in Isopropanol
bei -80°C' langsam abgekiihlt (1°C'/min). Am folgenden Tag wurden sie in fliis-
sigen Stickstoff umgesetzt. Das Auftauen erfolgte durch schnelles Erwarmen der
Ampullen im Wasserbad bei 37°C und Aussaat in Kulturflaschen von 75 cm? mit
15 ml N&hrmedium. Nach 3 Stunden erfolgte ein Mediumwechsel, um Glycerin
und tote Zellen zu entfernen. Etwa 70 % der eingefrorenen Zellen hefteten sich
nach dem Auftauen wieder an.

Die verwendeten Zellinien wurden in regelméafigen Abstdnden auf Infektionen
mit Mykoplasmen untersucht. Hierzu wurde der Zellkulturiiberstand konfluenter
Kulturen mit dem Mycoplasma Detektion Kit (ELISA) getestet. Im Laufe der
Untersuchungen wurden in keiner Probe Mykoplasmen nachgewiesen.

In allen Experimenten wurden durch Kontaktinhibition in G1-Phase synchroni-
sierte Zellen verwendet. Sofern dem Medium BrdU zugegeben wurde, wurde eine
Konzentration von 10 pmol/l verwendet und die Zugabe erst nach der Bestrah-
lung durchgefiihrt, da BrdU auf Zellen strahlensensibilisierend wirkt.

Die zur Zellkultur verwendeten Materialien wurden heifluftsterilisiert (6 h,
180°C) bzw. autoklaviert (20 min, 120°C, 2 bar). Hitzeempfindliche Fliissigkei-
ten wurden sterilfiltriert (Porengrofe der Filter 0,2 um), die Probenmagazine fiir
die Bestrahlung am UNILAC (siehe Abschnitt 3.3) wurden vor Gebrauch durch
UV-Licht entkeimt.
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3.3 Bestrahlung

3.3.1 Bestrahlungseinrichtungen und Dosimetrie

Die Bestrahlung der Zellen mit niederenergetischen Ionen erfolgte am UNILAC
(universal linear accelerator) der GSI. Hierzu wurde die biologische Bestrahlungs-
anlage BIBA verwendet [Kraft et al., 1980]. Das Strahl-Austrittsfenster bestand
aus einer 10 pum dicken Titanfolie, die von einem Stiitzgitter stabilisiert wur-
de. Um Strahlinhomogenititen auszugleichen, wurden die Proben senkrecht zum
Strahl hin- und herbewegt. Die Dosimetrie wurde mit einem Sekundarelektronen-
Zahler SEETRAM (SEcondary Electron Transmission Monitor) durchgefiihrt,
dessen Sekundérelektronenstrom proportional zur Strahlintensitéit ist. Zu seiner
Kalibrierung wurden Kernspuren in bestrahlten CR39-Plittchen durch Atzung
mit Natronlauge sichtbar gemacht und deren Anzahl mikroskopisch bestimmt.
Hierfiir wurde ein computer-gestiitztes Bildanalysesystem verwendet.

Die Zellen wurden am UNILAC mit Kohlenstoff- (**C') und Nickelionen (*®N4)
der Anfangsenergie 11,4 MeV /u bestrahlt. Die Energie der Ionen wird durch die
Folien des Austrittsfensters und des Transmissions-Monitors sowie der Luftstrecke
bis zum Target (16 mm) vermindert, so daf die Energie bei der Bestrahlung noch
11 bzw. 9,9 MeV /u betrigt [Heinrich et al., 1991]. Der Unterschied kommt durch
den héheren Energieverlust von Nickelionen in Materie zustande.

Die Bestrahlung mit hochenergetischen Kohlenstoffionen von 200 MeV /u erfolgte
am SIS (Schwerionensynchrotron) der GSI. Bei hoher Energie ist der Energiever-
lust im Austrittsfenster und dem Boden der Kulturflasche so gering, daf er nicht
weiter beriicksichtigt wurde. Der Teilchenstrahl wurde mit Hilfe eines Scanners
[Haberer et al., 1993] iiber die Probe gefiihrt. Die Dosimetrie wurde mit Hilfe
von lonisationskammern durchgefiihrt, die mit geeichten Ionisationskammern ka-
libriert wurden, wie im Detail bei Kraft-Weyrather et al. (1992) beschrieben ist.

Als Referenzstrahlung diente Rontgenstrahlung. Die Proben wurden an einer
Rontgenrohre (Seifert) bei einer Spannung von 250 kV und einer Stromstérke von
16 mA bestrahlt. Die Anode der Rohre bestand aus Wolfram, als Austrittsfen-
ster wurde Berylliumfolie (7 mm) verwendet. Die weichen Anteile der Strahlung
wurden durch Filter (1 mm Aluminium und 1 mm Kupfer) absorbiert. Dosis und
Dosisleistung wurden mit Hilfe einer nach Fricke (1966) kalibrierten Ionisations-
kammer (Stabdosimeter DL4, Pychlau) ermittelt. Es wurde mit einer mittleren
Dosisleistung von 3 Gy/min bestrahlt.

3.3.2 Bestrahlung der Zellen

Da fiir alle Experimente mdoglichst einheitliche Bestrahlungsbedingungen geschaf-
fen werden sollten, wurden kontaktinhibierte Zellen verwendet. Durch Kontaktin-
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hibition lassen sich Fibroblasten in der G1-Phase des Zellzyklus anreichern. Um
dies zu erreichen, wurden die Zellen etwa 10 Tage vor Bestrahlung in Petrischalen
oder Kulturflaschen in einer Dichte von 8.000 bis 10.000 Zellen/cm? eingesit und
drei Tage vor Bestrahlung das letzte Mal mit frischem Medium versorgt.

Bei der Bestrahlung mit niederenergetischen Ionen am UNILAC wurden die Pro-
ben wegen der geringen Reichweite der Ionen in offenen Petrischalen (Durchmes-
ser 35 mm) bestrahlt, wie bei Kraft et al. (1980) beschrieben ist. Das Proben-
magazin war mit warmem N&hrmedium ohne Zusatz von FCS gefiillt. Die Be-
strahlung eines Magazins mit maximal 19 Proben dauerte etwa 15 Minuten. Weil
wahrend der Bestrahlung im unteren Rand der vertikal gehaltenen Petrischale
ein Fliissigkeitstropfen verblieb, wurden die Zellen dahinter mit einer niedrigeren
Energie bestrahlt und daher vor der weiteren Aufarbeitung mit einem sterilen
Wattetupfer entfernt.

Die Bestrahlung von Proben mit hochenergetischen Ionen erfolgte in geschlosse-
nen Kulturflaschen, die in aufrechter Position bestrahlt wurden. Um dabei ein
Austrocknen der Zellen zu vermeiden, wurden die Flaschen vollstindig mit Me-
dium gefiillt. Ebenfalls in geschlossenen Flaschen wurde die Réntgenbestrahlung
durchgefiihrt, die Flaschen wurden jedoch liegend bestrahlt und daher nicht mit
zusatzlichem Medium befiillt.

Eine Ubersicht iiber die verwendeten Strahlenarten und ihre physikalischen Ei-
genschaften ist in Tabelle 3.2 gegeben. Sowohl zwischen unterschiedlichen Ionen
anndhernd gleicher Energie, als auch unterschiedlichen Energien des gleichen Ions
bestehen drastische Unterschiede im Linearen Energie Transfer (LET) und der
Reichweite. Die Anzahl an Teilchen (Fluenz), die notwendig ist, um 1 Gy zu
applizieren, sinkt mit steigendem LET.

In allen Experimenten wurden die Kontrollzellen wie die bestrahlten Proben be-
handelt und wie diese an den Bestrahlungsplatz transportiert. Konnten die Kon-
trollzellen bei der Bestrahlung am UNILAC aus Platzgriinden nicht in ein Maga-
zin eingesetzt werden, so blieben sie bei Raumtemperatur im Labor stehen, um
zumindest dem durch Temperaturschwankungen auftretenden Stref der Zellen
Rechnung zu tragen.

3.4 Melimethoden

3.4.1 Messung der Zellkern-Fliache

Bei der Bestrahlung mit diinnionisierender Teilchenstrahlung, wie z.B. hoch-
energetischen Kohlenstoffionen, ist der Spurdurchmesser grof im Vergleich zum
Durchmesser des Zellkerns. Dadurch wird jeder Zellkern getroffen. Die Anzahl
der Treffer kann hierbei etwas variieren, die Abweichung ist aber klein gegen die
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Strahlung Energie LET Fluenz | Reichweite Dosis-
auf Target | [keV/um]| | je Gy in Hy,O bereich
Kohlenstoff | *C" | 200 MeV /u | 16 38x10°% | 8.6 cm [A] 0-5 Gy
Kohlenstoff | *C' | 11 MeV/u | 153 4x10% | 490 pm [A,B] | 0-2,5 Gy
Nickel N | 9,9 MeV/u | 2450 2,5%10° | 188 um |B] 0-12 Gy
Rontgen 250 kV 2 0-8 Gy

Tabelle 3.2: Zur Bestrahlung der Zellen verwendete Strahlenarten. Die Reichweitenbe-
stimmung erfolgte nach Heinrich et al., 1991 (A) und Northcliffe und Schilling, 1970

(B).

Gesamtzahl der Treffer je Kern. Bei der Verwendung von niederenergetischen Io-
nenstrahlen ist der Spurdurchmesser kleiner als der Durchmesser des Zellkerns
und der LET hoch. Deshalb wird nur eine relativ kleine Fluenz pro Gray bend-
tigt (Tabelle 3.2). Die Trefferwahrscheinlichkeit erreicht daher einen Wert von
1 Treffer pro Zellkern oder weniger. Bei niedrigen Fliissen (<107 Teilchen/cm?)
werden dadurch nicht mehr alle Zellen getroffen. Um Aussagen iiber die Anzahl
der Treffer pro Zellkern machen zu konnen, ist es notwendig, die Fliache des Zell-
kerns zum Zeitpunkt der Bestrahlung zu kennen. Da die Grofse des Zellkerns
unter anderem von der Zelldichte abhédngt, wurden die Zellen fiir die Messung
genau wie fiir die Bestrahlung vorbereitet (siche Abschnitt 3.3.2). Die Zellen
wurden mit PBS gewaschen und anschliefend mit 5 % Glutaraldehyd in PBS
1 Stunde bei 4°C' fixiert, da bei dieser Fixierung nur eine geringe Verénderung
der Groke der Zelle und des Kerns auftritt. Nach erneutem Waschen mit PBS
wurde der Kern mit Hoechst-Farbelosung (16 pg/ml, min. 30 min) gefirbt. Am
Fluoreszenz-Mikroskop wurden 331 Zellen ausgewertet. Hierzu wurde ein an der
GSI entwickeltes Computerprogramm [Scholz, 1992] verwendet, das die Zellkerne
erkennt und ihre Fliche berechnet.

3.4.2 Wachstumskinetik

Zur Untersuchung der Wachstumskinetik der verwendeten Zellinien und deren
Anderung durch #uRere EinfliiRe wurden die Zellen in einer Dichte von 8000
Zellen/cm? in Kulturflaschen mit einer Wachstumsfliche von 12,5 ¢cm? in Medium
mit 10 % FCS ausgesit. In regelméfkigen Zeitabstinden wurden die Zellen wie in
Abschnitt 3.2 beschrieben trypsiniert. In drei parallelen Proben wurde mit Hilfe
eines elektronischen Zellzéhlsystems (Casyl) die Zellzahl bestimmt.
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3.4.3 Koloniebildungstest

Zellen vermehren sich durch Zellteilung und bilden dabei in vitro Kolonien, die
nach Anfarben makroskopisch sichtbar sind. Durch Strahlenschiden nimmt diese
Teilungsfahigkeit ab und es kommt zum reproduktiven Zelltod der betroffenen
Zellen [Hall, 1994].

In der vorliegenden Arbeit wurde das klonogene Uberleben nach Bestrahlung
mit Hilfe des Koloniebildungstests von Puck und Marcus (1955) bestimmt, d.h.
als ,jiberlebend” wurden alle Zellen gezéhlt, die in 14 Tagen Kolonien mit minde-
stens 50 Einzelzellen bilden konnten. Die Koloniebildungsfihigkeit unbestrahlter
Zellen bezeichnet man als ,plating efficiency (PE)”. Die PE berechnet sich nach:

PE = N /N, (3.2)

Wobei Ng die Anzahl der Kolonien und Ny die Anzahl der eingesiten Zellen
darstellt.

Das Zelliiberleben S ergibt sich aus dem Verhiltnis der PEs der bestrahlten und
der unbestrahlten Zellen und wird wie folgt berechnet:

S = PEp/PExk (3.3)

S : Uberleben
PEg : PE der unbestrahlten Zellen (Kontrolle)
PEp : PE der bestrahlten Zellen

Die Auftragung der Mittelwerte des Uberlebens erfolgte logarithmisch gegen die
Dosis (linear). Zur Bestimmung der PE der Kontrolle wurden die Mepunkte fiir
alle Dosen beriicksichtigt und der y-Achsen-Abschnitt der Dosis-Effekt-Kurve
bestimmt, an Hand dessen schlieflich die Kurven normiert wurden.

Die Dosis-Effekt-Kurven konnen durch die folgende linear-quadratische Bezie-
hung hinreichend genau beschrieben werden:

S = Sy x e (@D+D?) 1nS§ = —(aD + fD?) (3.4)
0
: Uberleben
: Dosis [Gy]

: linearer Anteil der Kurve
: exponentieller Anteil der Kurve

R QL O W

Mit Hilfe der Methode der kleinsten Fehlerquadrate wurden an die Mefkdaten
Polynome 2.Grades angepaft und die Parameter a und  berechnet. Als weiteres
Kriterium zum Vergleich verschiedener Uberlebenskurven wurde auch die ,survi-
ving fraction at 2 Gy (SF»)” bestimmt. Um die Effektivitdt von Teilchenstrahlung
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zu beschreiben, existiert ein weiterer Parameter, der aus der Auftragung des Lo-
garithmus des klonogenen Uberlebens S iiber der Fluenz F bestimmt wird. Dieser
Parameter wird als Inaktivierungsquerschnitt o bezeichnet und nach der folgen-
den Formel berechnet.

S

S =Sy xe F 1ns—0 = —oF (3.5)

Zunichst wurde an unbestrahlten Proben die Koloniebildungsfihigkeit (plating
efficiency PE) bestimmt. Dazu wurden in Kulturflaschen mit einer Wachstumsfl&-
che von 75 cm? 4 - 8 Zellen/cm? in Medium mit 20 % FCS ausgesit. Die Aussaat
erfolgte mit einer automatischen Pipetierhilfe (Hamilton) und es wurden jeweils
drei parallele Proben angesetzt. Nach einer Woche wurde das Medium gewech-
selt und eine weitere Woche spéter durch Absaugen entfernt, sowie die Zellen mit
Methylenblau-Losung 45 min lang gleichzeitig fixiert und gefarbt. Die Flaschen
wurden mit entionisiertem Wasser nachgespiilt und luftgetrocknet. Eine Zelle
wurde als iiberlebend gezdhlt, wenn sie mehr als 50 Nachkommen und damit eine
Kolonie gebildet hatte.

Zur Messung des klonogenen Uberlebens nach Bestrahlung wurden die Zellen wie
unter 3.3.2 beschrieben vorbereitet, bestrahlt und sofort aufgearbeitet (initial
damage ID). Um etwa 100 Kolonien je Flasche auswerten zu konnen, wurde die
auszusdende Zellzahl aus der Koloniebildungsfdhigkeit der unbestrahlten Proben
und dem aus Vorexperimenten bekannten Einfluf der Bestrahlung abgeschétzt.
Um die Erholungsfidhigkeit der Zellen nach Bestrahlung zu untersuchen, wurden
Zellen nicht nur wie oben beschrieben direkt nach Bestrahlung, sondern auch nach
Erholungszeiten von bis zu 24 h ausgesit. Wéhrend der Erholung wurden die kon-
fluenten Zellen in konditioniertem (,verbrauchtem”) Medium bei 37°C' kultiviert.
In der Literatur wird dies als "liquid holding recovery” bezeichnet. Der Anteil des
initialen Schadens, der nach 24 h nicht mehr detektierbar ist, wird als potenti-
ell letaler Schaden (potential lethal damage PDL) bezeichnet, der Restschaden
entsprechend als letaler Schaden (lethal damage LD).

3.4.4 S-Phasen-Markierung

Zellzyklusverzogerungen nach Bestrahlung sind hiufig beobachtet worden und
sollten bei verschiedenen Untersuchungen wie z.B. der Chromosomenanalyse
beriicksichtigt werden |Lloyd et al., 1977, Ritter et al., 1992, Boei et al., 1996,
Ritter et al., 1996, Scholz et al., 1998]. Eine Methode, diese Verzégerungen zu
untersuchen, ist die Markierung der Zellen in S-Phase. Bietet man Zellen im Me-
dium das Thymidin-Analogon BrdU an, so wird dieses wihrend der S-Phase des
Zellzyklus in die DNA eingebaut. Das eingebaute BrdU kann mit Hilfe von mar-
kierten Anti-BrdU-Antikorpern auf Einzelzell-Ebene nachgewiesen werden. Der
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Anteil an Zellen, die die S-Phase erreicht oder durchlaufen haben, kann somit
bestimmt werden. Im Umkehrschluf kann aus dem Vergleich von unbestrahlten
und bestrahlten Zellen der Anteil an Zellen bestimmt werden, die durch die Be-
strahlung eine Zellzyklusverzégerung erfahren haben.

Abbildung 3.1: In S-Phase durch BrdU markierte Zellkerne (griin : FITC) und nicht mar-
kierte Zellkerne (rot : Propidium Iodid PI). Zusétzlich sind Mikrokerne zu erkennen, die
in Abschnitt 3.4.8 néher beschrieben werden (Vergroferung 250, Balken = 0,05mm).
Die Aufnahme erfolgte mit Hilfe einer CCD-Kamera und dem Bildverarbeitungspro-
gramm [SIS.

Fiir die Markierungsversuche wurden nach Bestrahlung jeweils 1x10° Zellen in
35 mm Petrischalen in Medium mit 10 % FCS und 10 pmol/l BrdU ausgesét
und zu unterschiedlichen Zeiten Proben untersucht (bis zu 150 h). Nach einer
sauren Fixierung (Ethanol/Glycin, 20 min, -20°C') der adhérenten Zellen wurde
eingebautes BrdU mit Hilfe eines Anti-BrdU-Antikorpers (Maus) detektiert
und durch einen Fluorescein-markierten Anti-Maus-Antikorper angefirbt. Die
Inkubationszeit betrug bei beiden Antikérpern 60 min bei 37°C', zwischen den
einzelnen Schritten wurde jeweils dreimal mit PBS mit einem Zusatz von 0,02 %
Tween 20 gewaschen. Die Zellkerne wurden mit DAPI (1 ng/ml PBS, 3 min)
gegengefirbt und die Priaparate in Antifade eingedeckt. Zum Teil wurden Proben
zur besseren Darstellung des Cytoplasmas mit Propidium Iodid (PI) in Antifade
gleichzeitig gegengefarbt und eingedeckt. Die Antikérper stammen aus einem
kiuflichen Testkit (BrdU Labeling and Detektion Kit I, Boehringer Mannheim),
dessen Protokoll iibernommen wurde. Da BrdU photosensibilisierend auf Zellen
wirkt [Ikushima und Wolff, 1974|, wurde unter Lichtausschluf gearbeitet.

Die Auswertung erfolgte am Fluoreszenz-Mikroskop (Leitz Aristoplan) bei einer
Vergroferung von 250x. Auf Grund der Gegenfirbung mit DAPI erscheinen
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alle Zellkerne blau. Kerne, die BrdU enthalten, erscheinen im Mikroskop
zusitzlich auch griin (Fluorescein). In Abbildung 3.1 sind markierte und
nicht-markierte Zellen im Fluoreszensbild dargestellt. Die Gegenfiarbung erfolgte
in diesem Fall mit PI, weshalb die nicht-markierten Zellkerne rot erscheinen.
Markierte Zellkerne sind sowohl rot als auch griin gefarbt. Fiir die Bestim-
mung des Anteils markierter Zellen wurden je Mefpunkt 2000 Zellen ausgewertet.

3.4.5 Durchflufizytometrische Zellzyklus-Messungen

Im Verlauf des Zellzyklus verdoppelt eine Zelle ihren DNA-Gehalt und so ist es
moglich, aus dem DNA-Gehalt auf die Zellzyklusphase der Zelle zu schliefsen.
Der DNA-Gehalt einzelner Zellen kann nach stéchiometrischer Anfirbung durch
Hoechst-Farbstoff mit Hilfe eines Durchfluffzytometers gemessen werden. Im Ge-
gensatz zur S-Phasen Markierung kénnen so die einzelnen Zellzyklus-Phasen un-
terschieden und eine weit aus grofsere Anzahl Zellen untersucht werden.

Im Verlauf der Arbeit wurden zwei verschiedene Mefmethoden verwendet. Die
eindimensionale Messung, bei der die Haufigkeit iiber dem DNA-Gehalt aufge-
tragen wird, erlaubt die Unterscheidung der Zellzyklusphasen G1, S und G2/M
(Abbildung 3.2). Mit Hilfe der zweidimensionalen Messung kénnen unter Ver-
wendung von BrdU die G1 und G2-Phasen der einzelnen Replikationsrunden
bestimmt werden. Hierbei wird die H&ufigkeit iiber einer x-y-Ebene mit zwei
verschiedenen Farbstoffen wie z.B. Hoechst gegen Ethidiumbromid als Achsen
aufgetragen (Abbildung 3.3). Eine Auflésung der S-Phase ist dabei jedoch nicht
mehr moglich.

Fiir die eindimensionale Messung zur Bestimmung der Verteilung der Zellzyklus-
Phasen wurden die Zellen wie fiir die Messung der Wachstumskinetik (siehe
3.4.2) eingesit und in regelméfigen Absténden fiir die Messung vorbereitet. Dazu
wurden die Zellen trypsiniert und sorgfiltig vereinzelt. Anschliefend wurde bei
800 Upm 10 min zentrifugiert, der Uberstand verworfen und das wieder geldste
Pellet in 1,5 ml Hoechst-Farbstoflosung aufgenommen. Dabei wurden die Zellen
gleichzeitig fixiert und gefirbt. Die Proben von mindestens 10° Zellen wurden
bis zur Messung maximal 1 Woche im Kiihlschrank bei +4°C' aufbewahrt. Die
Messungen wurden an einem Partec PAS II Durchfluffzytometer durchgefiihrt,
wobei das Absorbtionsmaximum des DNA-gebundenen Farbstoffes bei 395 nm
liegt, das Emissionsmaximum bei 450 nm. Die Verteilung wurde mit Hilfe eines
Multicycle-Programms (Partec) berechnet. Zwei typische Spektren eindimensio-
naler Messungen einer Kontrollpopulation 0 h und 32 h nach Lésen der Kontak-
tinhibition sind in Abbildung 3.2 gezeigt. Eine genaue Beschreibung des verwen-
deten Versuchsaufbaus und des Mefprinzipes sind bei Scholz (1992) und Kirchner
(1996) ausgefiihrt.
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Abbildung 3.2: Spektrum einer eindimensionalen Messung. Haufigkeitsverteilung des DNA-
Gehaltes (,DNA-Content”) unbestrahlter AG-Zellen im Durchflufzytometer nach Anfiarben mit
Hoechst 33258. a) Kontaktinhibierte Zellen zum Zeitpunkt der Bestrahlung, 82 % der Zellen
befinden sich in G1-Phase, 11 % in S-Phase und 6 % in G2-Phase. b) Zellen 32 h nach Losen
der Kontaktinhibition, nur noch 44 % der Zellen befinden sich in G1-Phase, 46 % in S-Phase
und 10 % in G2-Phase.

Fiir die zweidimensionale Messung wurden Plateauphasezellen wie in Abschnitt
3.4.2 beschrieben vorbereitet. Das Medium enthielt dabei 10 pmol/l BrdU.
In regelméRigen Abstinden wurden mindestens 10° Zellen im Dunkeln fiir die
Durchflufzytometer-Analyse aufgearbeitet (Abschnitt 3.4.4), wobei die Hoechst-
Farbelosung zusétzlich Ethidiumbromid enthielt. Die Unterscheidung der ein-
zelnen Replikationsrunden basiert darauf, daf mit jeder Zellteilung in BrdU-
haltigem Medium der Anteil an BrdU in der DNA der Zellen zunimmt, wihrend
die Anfarbbarkeit mit Hoechst-Farbstoff parallel dazu abnimmt. Diesen Effekt
bezeichnet man als BrdU-Hoechst-Quenching. Zellen, die sich im Zellzyklus nach
der 1. S-Phase befinden, erscheinen im durchflufzytometrischen Spektrum nach
links verschoben. Von dem Einbau von BrdU unbeeinfluit zeigt sich die Anfarb-
barkeit mit Ethidiumbromid, die es damit erlaubt, zwischen den Zyklusphasen
in den einzelnen Replikationsrunden zu unterscheiden. Die Fluoreszenssignale fiir
Hoechst 33258 und Ethidiumbromid wurden am Partec PAS II Durchfluzyto-
meter gemessen. Die Auswertung erfolgte mit dem mutiple document interface
(WinMDI, ein frei zugéngliches Auswertungsprogramm fiir durchfluizytometri-
sche Messungen), die Festlegung der zu integrierenden Fléchen erfolgte dabei von
Hand. Zwei typische Spektren zweidimensionaler Messungen einer Kontrollpopu-
lation 7 h und 42 h nach Lésen der Kontaktinhibition sind in Abbildung 3.3
gezeigt.
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Abbildung 3.3: Spektrum einer zweidimensionalen Messung des DNA-Gehaltes unbestrahlter
AG-Zellen im Durchflufzytometer nach Anfirben mit Hoechst 33258 und Ethidiumbromid. a)
Zellen 7 h nach Losen der Kontaktinhibition. Die Mefisignale liegen auf einer diagonalen Linie,
die Zellen der G1-Phase liegen tiefer, die Zellen der G2-Phase hoher, wenige Zellen haben bereits
BrdU eingebaut. b) Zellen 42 h nach Losen der Kontaktinhibition. Durch den BrdU-Einbau
finden sich die Zellen der G1- und G2-Phase des zweiten Zellzyklus nach links verschoben, die
Positionen in Y-Richtung werden dadurch nur wenig veréndert.

3.4.6 Laktat-Dehydrogenase-Messung (LDH)

Eine wichtige Frage in der biologischen Strahlenforschung ist, ob Zellen nach Be-
strahlung sterben. Eine Methode, tote Zellen nachzuweisen, ist der Nachweis von
Laktat-Dehydrogenase (LDH) im Zellkultur-Uberstand. Eine Zelle mit intakter
Zellmembran gibt kein LDH ab, wihrend bei Verlust der Membranintegritit grofe
Mengen davon frei werden. Aus den erhaltenen Mefswerten 1aft sich der relative
Anteil toter Zellen an der Gesamtpopulation bestimmen.

In der vorliegenden Arbeit wurde die LDH mit Hilfe des ,Cytotoxicity Detection
Kit (LDH)” (Boehringer, Mannheim) bestimmt. Fiir die Messung im ,enzyme-
linked-immuno-absorbance-assay” (ELISA) wurden die Zellen in einer Dichte von
2500 und 5000 Zellen/Vertiefung in die 96 Vertiefungen (,Wells”) von Mikro-
Titer-Platten ausgesit. Je nach Versuchsansatz wurden die Zellen 4 h vor der
Bestrahlung ausgesit, um den Zellen ausreichend Zeit zur Anheftung zu geben,
oder bestrahlt, und direkt oder nach 24 h Erholungszeit ausgesit (siehe Abschnitt
3.4.3), um eine Selektion der untersuchten Zellen durch die Aussaatbedingungen
auszuschliefen. Es wurde fiir die Aussaat und die Bestrahlung Medium mit 10 %
FCS verwendet. Die Zellen wurden anschliefend in dem gleichen Medium fiir
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3 Tage kultiviert und der LDH-Gehalt des Zellkulturiiberstandes alle 8 h unter-
sucht. Da FCS LDH enthilt und in héherer Konzentration den Test stort, wurde
in den entsprechenden Proben 8 h vor der Messung das Medium gegen Testme-
dium mit nur 1 % FCS ausgetauscht. Das entnommene Medium wurde in einer
zweiten Mikrotiterplatte mit der Reaktionslosung zur Reaktion gebracht. Ent-
haltenes LDH wurde dabei zu einem rot gefirbten Reaktionsprodukt (Formazan)
umgesetzt, das photometrisch bestimmt wurde. Die Messung erfolgte durch einen
ELISA-Reader (Bio Tek) bei der Wellenlinge 490 nm, wobei zusétzlich eine Refe-
renzmessung bei 630 nm durchgefiihrt wurde, um auftretende Verunreinigungen
aus der Messung zu eliminieren. Die Differenz der beiden Messungen stellte den
eigentlichen Messwert dar. Gleichzeitig mit den Proben wurden Positivkontrollen
(Zusatz von 1 % Triton-X zum Zellkulturmedium zur Zerstorung der Zellwénde),
Negativkontrollen (unbehandelte Zellen) und reines Testmedium gemessen. Alle
Proben wurden in drei parallelen Wells untersucht.

3.4.7 Bestimmung des Differenzierungsmusters

Menschliche Fibroblasten zeigen in vitro eine begrenzte Teilungsfihigkeit, wo-
bei teilungsfdhige Fibroblastenzellen spiter in nicht mehr teilungsfihige Stadien
iibergehen. In Anlehnung an die Verhiltnisse in vivo lassen sich Fibroblasten
nach morphologischen und biochemischen Merkmale unterteilen. In Abbildung
3.4 sind die verschiedenen morphologischen Stadien I-VI dargestellt. Teilungs-
fahige Fibroblasten werden als potentiell mitotisch aktive Fibroblasten MF der
Stadien I, II und III bezeichnet, nicht mehr teilungsfihige Fibroblasten, soge-
nannte Fibrozyten, dagegen als postmitotische Fibroblasten PMF der Stadien
IV, V und VI [Bayreuter et al., 1988a,b|.

Zur Untersuchung der Differenzierungsstadien wurden die Zellen bestrahlt und
wie in Abschnitt 3.4.3 beschrieben behandelt, wobei 300 - 500 Zellen in Kulturfla-
schen mit einer Wachstumsfliche von 25 cm? ausgesit wurden. Zusitzlich wurden
unbestrahlte Zellen in gleicher Dichte ausgesidt und 3 h spiter mit BrdU behan-
delt, um einen Einfluf auf die Anheftung der Zellen zu iiberpriifen. Nach 11 - 13
Tagen wurden die Zellen mit 3,7 % Paraformaldehyd in PBS fiir 45 min fixiert.
Die Firbung der Zellen erfolgte durch Uberschichten mit May-Griinwald-Ldsung
fiir 5 min und Zugabe des gleichen Volumens Wasser fiir weitere 5 min. Nach
Spiilen mit Wasser wurde 15 min mit 4 %iger Giemsa-Losung in Soérensenpuffer
gefirbt (32 ml K H,PO4 und 61 ml NayH PO,), mit Wasser gespiilt und an der
Luft getrocknet. Dann wurde mit Coomassie-Losung iiberschichtet, nach 40 sec
mit der gleichen Menge Wasser verdiinnt und im Anschluf vorsichtig gewaschen.
Die luftgetrockneten Flaschen wurden mit Hilfe eines Binokulars (Vergréferung
10 - 40x) ausgewertet. Die Auswertung erfolgte an Hand morphologischer Krite-
rien wie Grofe und Gestalt der Zellen in Anlehnung an Bayreuther et al. (1988a)
und Fournier (1999).
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Abbildung 3.4: Morphologische Verinderungen von menschlichen Hautfibroblasten im
Verlauf der Differenzierung. Dargestellt sind die verschiedenen Stadien mitotisch aktiver
(I-ITI) und postmitotischer (IV-VI) Fibroblasten. Die Farbung erfolgte wie unter 3.4.7
beschrieben (Vergroferung jeweils 100x, Balken = 0,1mm).
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3.4.8 Mikrokern-Nachweis

Die Entstehung von Mikrokernen geht auf genetisches Material zuriick, das bei
der Teilung eines Zellkerns in seine zwei Tochterkerne nicht in einen der Kerne
integriert und von der Zelle als Satellitenkern eingeschlossen wird. Um sicherzu-
stellen, daf ein beobachteter Mikrokern erst nach der Bestrahlung aufgetreten ist,
wird hiufig Cytochalasin B verwendet |Fenech, 1993, Guo et al., 1998|, das die
Teilung des Cytoplasmas unterbindet. Da jedoch bei Verwendung von G;-Zellen
eine Zelle die Mitose und damit auch die S-Phase durchlaufen muf, um einen Mi-
krokern ausbilden zu konnen, kann die S-Phasen-Markierung mit BrdU die Ver-
wendung des fiir menschliche Zellen toxischen Cytochalasin B [Abend et al., 1995|
ersetzen. Alle BrdU-markierten Mikrokerne miissen nach Zugabe des BrdU und
damit auch nach Bestrahlung entstanden sein (siehe 3.4.4). Da nicht alle mar-
kierten Zellen auch die Mitose erreichen, mufs die untersuchte Population mit
Hilfe des integrierten Mitoseindex (Abschnitt 4.17) daraufhin korrigiert werden
(Abschnitt 4.2.5).

Die Zellen wurden bestrahlt und wie in 3.4.4 beschrieben behandelt. Die Auswer-
tung erfolgte nach den von Fenech (1993) und Abend (1995) beschriebenen Kri-
terien zur Unterscheidung von Mikrokernen. Danach wurden nur Mikrokerne ge-
zahlt, die ihren Mutterkernen morphologisch gleich waren und einen Durchmesser
von 1/16 bis 1/3 des Mutterkerns aufwiesen. Die Mikrokerne durften nicht frag-
mentiert oder mit dem Mutterkern verbunden sein. Nur griin- (BrdU-markierte)
und gleichzeitig auch blau-gefiarbte (DAPI) Zell- und Mikrokerne wurden gezéhlt.
Je Mefpunkt wurden 2000 Zellen ausgewertet. In Abbildung 3.1 sind mit BrdU
markierte Zellen mit Mikrokernen im Fluoreszensbild dargestellt.

3.4.9 Chromosomenanalyse

Um das Ausmak strahlungsbedingter Chromosomenschiden trotz ausgepréigter
Zellzyklus-Verzogerungen erfassen zu konnen, wurden bis zu 100 h nach Bestrah-
lung Chromosomenpriparate angefertigt, wobei der gesamte Zeitverlauf liickenlos
abgedeckt wurde. Mefzeiten dieser Dauer machen es notwendig, zwischen 1., 2.
und spateren Mitosen zu unterscheiden, da in der 1. Mitose nach Bestrahlung
die Aberrationsrate maximal ist. Mit jeder weiteren Teilung nimmt die Anzahl
an Aberrationen ab, und immer weniger Zellen erreichen die folgenden Mitosen.
Zur Unterscheidung der Replikationsrunden wurde die differentielle Farbung nach
Perry und Wolff (1974) verwendet. Diese Methode basiert auf einem verénderten
Farbeverhalten von DNA, in die BrdU eingebaut wurde. Wird Zellen wiahrend der
S-Phase BrdU angeboten, so wird jeweils der neu synthetisierte DNA-Strang der
beiden Chromatiden mit BrdU substituiert. Findet in einem weiteren Zyklus ein
BrdU-Einbau statt, so ist eine der beiden Chromatiden wiederum zur Hélfte, die
andere vollstindig substituiert. Werden die mit BrdU behandelten Zellen nach
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der Fluoreszenz-plus-Giemsa-Methode (FpG) gefirbt [Perry und Wolff, 1974], so
erscheinen die vollstindig substituierten Chromatiden hierbei hell, wihrend die
zur Hilfte substituierten Chromatiden dunkel erscheinen. Dieser Unterschied er-
moglicht eine Zuordnung zum ersten, zweiten und dritten Zellzyklus nach Be-
strahlung (Abbildung 3.5). Da BrdU als mutagenes Agens unter Lichteinwirkung
zu Chromatinbriichen [Ikushima und Wolff, 1974| fiihrt, wurde unter Lichtaus-
schlufs gearbeitet. Die Wirkung von BrdU auf die verwendeteten Fibroblasten
wird in Abschnitt 5.3 ausfiihrlich diskutiert.

3.4.9.1 Chromosomen-Priparation

Unmittelbar nach Bestrahlung wurden die Zellen subkultiviert und in Medium
mit 10 % FCS und 10 pmol/1 BrdU in einer Dichte von 3 - 5x10° Zellen in Kul-
turflaschen mit einer Wachstumsfliche von 75 em? ausgesit. Um die Anzahl der
Metaphasen im Priaparat zu erhdhen, wurde dem Medium 4 h vor Aufarbeitung
0,2 pg/ml Colcemid zugesetzt. Zu verschiedenen Zeitpunkten (zwischen 28 h und
100 h) wurden in 4 h-Intervallen Chromosomenpriparate unter Lichtausschluf
angefertigt. Hierzu wurde das Kulturmedium und das zum Spiilen der Kulturfla-
schen verwendete Trypsin in Zentrifugenrohrchen gefiillt, die Zellen trypsiniert,
vereinzelt und zusammen mit dem Medium zentrifugiert (800 Upm, 10 min). Der
Uberstand wurde verworfen und das Pellet durch Klopfen gelost. Tropfenwei-
se wurden 10 ml warme KCl-Losung (0,075 M) zugegeben. Nach 10 min wurde
die Probe wiederum zentrifugiert (800 Upm, 10 min), der Uberstand verworfen,
das Pellet gelost und tropfenweise mit 10 ml Fixativ (1 Teil Eisessig + 3 Tei-
le Methanol abs.) versetzt. Nach 30 min Wartezeit wurde erneut zentrifugiert
(1000 Upm, 8 min) und nach Verwerfen des Uberstandes das Pellet erneut mit
Fixativ versetzt. Nach Abzentrifugieren des Fixativs wurden die Zellen auf nasse
Objekttrager getropft und getrocknet. Konnten die Zellen nicht gleich aufgetropft
werden, so wurden sie in Fixativ bei +4°C aufbewahrt, eine lingerfristige Lage-
rung erfolgte bei -20°C.

3.4.9.2 Farbung und Auswertung der Priparate

Die Féarbung der Zellen erfolgte innerhalb einer Woche nach Auftropfen auf Ob-
jekttrager. Zellen, die nicht mit BrdU behandelt worden waren, wurden etwa
8 min in einer 10 %igen Giemsa-Losung in Soérensenpuffer gefarbt, in entionisier-
tem Wasser gewaschen und die getrockneten Objekttréger am folgenden Tag mit
Eukitt eingedeckt. Die BrdU-behandelten Zellen wurden mit Hoechst Nr.33258
(2,5 pg/ml) 1 h gefiarbt, mit UV-Licht (360 nm) 1 h in Bestrahlungspuffer be-
handelt und in 2xSSC (60°C) 1 h gewaschen. Anschlieflend wurde wie oben mit
Giemsa gefiarbt und gewaschen. Die mit Eukitt eingedeckten Proben wurden



3.4. MESSMETHODEN

# - o
-ﬂ.\w ":3:: S‘\
O‘M‘ e g i
P H N\ -
(a)
- P
T E 4"
26 ?
{ .t e
\i—m oy _f‘;'
}l w | *"?‘,‘/ »
' ),,,f

(b)

37

Abbildung 3.5: Metaphasenpréparate von AG-Zellen: in der 1. Mitose (oben) und in
der 2. Mitose nach Zugabe von 10 ymol/l BrdU zum Kulturmedium (unten). Vollstén-
dig substituierten Chromatiden erscheinen hell, wihrend nur zur Halfte substituierte
Chromatiden dunkel erscheinen. Ein Austausch zwischen der hellen und der dunklen
Chromatide wird als SCE bezeichnet (sieche Abschnitt 3.4.10) VergroRerung 1000x,

Balken = 0,01mm.
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unter dem Durchlichtmikroskop (Leitz, Aristoplan) bei einer Vergréferung von
1000x ausgewertet. Je Zeitpunkt und Dosis wurden so weit moglich 100 Me-
taphasen im ersten Zellzyklus nach Bestrahlung untersucht, die mindestens 44
Chromosomen aufwiesen.

Die Aberrationen wurden in Anlehnung an Savage (1975) klassifiziert. Dabei
wurden diverse Schadensarten unterschieden, die in Abbildung 3.6 schematisch
dargestellt sind. In Zellen, die sich zum Zeitpunkt der Bestrahlung in der G-
Phase befinden, werden Schiden wihrend der S-Phase zu Chromosomen-Typ-
Aberrationen dupliziert. Zuséatzlich dazu entstehen in der S- und G,-Phase noch
Chromatidschidden, die eine Veréinderung in nur einer der beiden Chromatiden
beschreiben. Nach Bestrahlung in der G;-Phase treten Chromatidschiden selten
auf [Nagasawa et al., 1985, Bender et al., 1988, Wolff, 1991].

Grundsétzlich konnen bei den Chromosomen-Typ-Aberrationen zentrische und
azentrische Figuren unterschieden werden, wobei letztere kein Zentromer enthal-
ten. Dizentrische Chromosomen (dic), wie sie in Abbildung 3.6 und 3.7(a)
gezeigt sind, enthalten zwei Zentromere und entstehen durch die Verkniipfung
von zwei Chromosomen, wobei zusédtzlich ein azentrisches Fragment entsteht. In
der vorliegenden Arbeit wurden dizentrische Chromosomen mit einem begleiten-
den azentrischen Fragment als eine Aberration gewertet. Trizentrische Chromoso-
men mit zwei begleitenden azentrischen Fragmenten wurden wie zwei dizentrische
Chromosomen behandelt, polyzentrische Chromosomen entsprechend wie mehre-
re dizentrische Chromosomen.

Als zentrische Ringe (r) bezeichnet man Ringe, die ein Zentromer enthal-
ten. Sie entstehen durch die Verbindung von zwei ,,offenen” Enden in den beiden
Armen des gleichen Chromosoms und werden von einem azentrischen Fragment
begleitet (siehe Abbildung 3.6 und 3.7(b)). Ring und Fragment werden gemein-
sam als eine Aberration gewertet.

Die héufigste Form des azentrische Bruchstiickes ist das Chromosomenfrag-
ment (csb), das aus zwei paralellen Chromatiden ohne Zentromer besteht (Ab-
bildung 3.6).

Azentrische Ringe (ar) entstehen analog zu den zentrischen Ringen durch die
Verbindung von zwei ,offenen” Enden eines Bruchstiickes des gleichen Armes. Ei-
ne Untergruppe stellen die kleinen runden ,interstitial deletions” (idel) dar, die
ebenfalls ausgewertet, jedoch in den Tabellen des Anhang C mit den azentrischen
Ringen zusammengefait wurden.

Unter die Chromatidbriiche (ctb) fallen nach Savage (1975) nur solche Brii-
che, bei denen eine Chromatide gebrochen und die andere deutlich abgewinkelt
ist (Abbildung 3.6). In der vorliegenden Arbeit wurden auch solche Briiche erfafst,
bei denen kein Winkel vorlag. Bedingung war hierbei jedoch, daf die Breite der
Liicke grofer als die Breite einer Chromatide war. Schmalere Liicken kénnen auch
durch die wechselnde Anfarbbarkeit der DNA zustande kommen (achromatische
Lésion) und wurden daher nicht beriicksichtigt.
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In seltenen Féllen konnten weitere Aberrationen beobachtet werden. Beim
,schromatid type exchange” (cte) werden zwei Chromatidbriiche oder ein
Chromatid- und ein Chromosomenbruch miteinander verbunden (Abbildung
3.7(a)). Aukerdem kénnen im FpG-gefarbten Chromosomenpriparat perizentri-
sche Inversionen erkannt werden (Abbildung 3.6), da das resultierenden Chro-
mosom auf einer Seite iiberlange Arme besitzt, deutlich linger als die Arme der
Chromosomen 1 und 2. Perizentrische Inversionen sowie andere seltene Aberra-
tionstypen wurden in den Tabellen unter cte zusammengefafst.

Die Auswertung der einzelnen Aberrationsarten ist in den Tabellen des Anhang C
dargestellt.

Es wurde fiir jede Dosis und jeden Zeitpunkt die Aberrationsrate sowie der An-
teil aberranter Metaphasen ermittelt. Zusétzlich wurde der Mitoseindex (MI) be-
stimmt, worunter man den prozentualen Anteil an Zellen versteht, die sich zum
jeweiligen Zeitpunkt in Mitose befinden. Auch die Anteile der Metaphasen im 1.,
2. und 3. Zyklus nach Bestrahlung wurden erfaft.
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Abbildung 3.6: Schematische Darstellung der in Metaphase-Priparaten beobachteten
Aberrations-Typen und der verwendeten Kiirzel in Anlehnung an Evans et al. (1974).
Der reziproke Austausch ist nach Giemsafirbung nicht sichtbar und wurde nur der
Vollstdndigkeit halber dargestellt.
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3.4.9.3 Analyse der Daten

Um den Schaden in der Gesamtpopulation zu beurteilen und um Daten aus ver-
schiedenen Experimenten miteinander vergleichen zu konnen, wurde eine Ana-
lyse der Daten nach Scholz et al. (1998) durchgefiihrt. Ausgangspunkt die-
ser Analyse ist das Proliferationsverhalten der untersuchten Population. Hier-
fiir wurden der Mitoseindex und die Anteile der Zellen in der 1., 2. und
3. Mitose nach Bestrahlung benétigt. Der Mitoseindex wurde korrigiert, da
die Zellpopulation im Verlauf des Experimentes durch Proliferation ansteigt
[Scholz et al., 1998, Ritter et al., 1996]. Aus den Daten wurde die ,rekonstruierte
Wachstumskurve” berechnet und die Anteile aberranter Zellen und die Aberra-
tionsrate wurden mit dem korrigierten Mitoseindex gewichtet. Die Integration
der ,gewichteten Aberrationsrate” iiber die Zeit, ergibt den ,(Gesamtschaden” in
Abhéngigkeit von der Dosis. Das heift, die Chromosomendaten werden auf die
Ausgangspopulation zum Zeitpunkt 0 h bezogen.

Auferdem erlaubt es die Methode aus der rekonstruierten Wachstumskurve die
Anzahl an Zellen zu bestimmen, die die erste Mitose erreichen. Die Differenz
der Summe 1. Mitosen iiber die Mefidauer und der Zellzahl zum Zeitpunkt 0 h
gibt Auskunft dariiber, wieviele Zellen vor dem Erreichen der 1. Mitose arretiert
wurden.

3.4.10 Schwester-Chromatiden-Austausch (SCE)

Als Schwester-Chromatiden-Austausch (SCE) bezeichnet man den in FpG-
gefarbten Metaphasen des zweiten Zellzyklus nach BrdU-Zugabe sichtbaren Aus-
tausch zwischen der hellen und der dunklen Chromatide eines Chromosomes
[Perry und Wolff, 1974]. Die Anzahl dieser Austausche nimmt mit zunehmendem
Strel der Zelle, durch Bestrahlung oder die Einwirkung chemischer Substanzen,
zu. Solche SCEs sind in Abbildung 3.5(b) in der Metaphase des 2. Zellzyklus in
mehreren Chromosomen zu beobachten.

Zur Untersuchung der SCEs wurden Zellen nach dem unter 3.4.9 beschriebenen
Verfahren behandelt und aufgearbeitet. Zu jedem Zeit- und Dosispunkt wurden
1000 Chromosomen (etwa 25 Metaphasen) ausgewertet und die Anzahl der SCEs
pro Metaphase und pro Chromosom bestimmt. Ein Wechsel von hell nach dunkel
am Zentromer wurde nicht als SCE gewertet, da dieser durch die zuféllige Lage
des Chromosoms als SCE erscheinen kann.
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Abbildung 3.7: Aberrante Metaphasen im ersten Zellzyklus nach Bestrahlung: dizen-
trische Chromosomen (dic) mit begleitenden acentrischen Fragmenten und Chromatid
Typ Austausch (cte)(oben). Ein Ring-Chromosom (cr) mit begleitendem acentrischen
Fragment (unten). Vergroferung 1000x, Balken = 0,01mm.
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3.5 Einfluk von Bromdesoxyuridin (BrdU)

Um den Einfluf des fiir viele Zellinien toxischen BrdU auf menschliche Fibro-
blasten zu untersuchen, wurden einige der unter 3.4 beschriebenen Methoden im
Hinblick darauf durchgefiihrt. Sie werden im Folgenden kurz niher beschrieben.
Bei Verwendung von BrdU verschiedener Firmen (Boehringer, Mannheim; Serva,
Heidelberg) zeigte sich im Koloniebildungstest mit AG-Zellen kein Unterschied
zwischen den Herstellern.

Deoxycytidin (dC) wurde in einigen Experimenten mit BrdU in dquimolarer Men-
ge verwendet (je 10 pumol/1), um wie bei Moore und Hurlbert (1966) und Bjursell
und Reichard (1973) beschrieben, die negativen Einfliisse von BrdU auf Zellen zu
mindern. Die Verwendung von dC wurde nicht durch alle Experimente hindurch
fortgefiihrt, da ein positiver Einfluft von dC nicht bestétigt werden konnte.

Die Untersuchung der Wachstumskinetik (3.4.2) wurde mit 0 und 10 gmol/l1 BrdU
sowie mit BrdU und dC (jeweils 10 pmol/1) durchgefiihrt. Die Mefdauer wurde
dabei auf bis zu 160 h im Falle der AG- und NHLF-Zellen, im Falle der GMC-
Zellen auf bis zu 500 h ausgedehnt. Die AG-Zell-Proben wurden im Anschluf
an die Bestimmung der Zellzahl zentrifugiert und fiir die durchflufzytometrische
Analyse fixiert (3.4.5). Im Falle der GMC-Zellen sollte genauso verfahren werden,
die Qualitdt der erhaltenen Spektren war jedoch nicht ausreichend, weshalb auf
deren Auswertung verzichtet wurde.

Die Bestimmung des klonogenen Uberlebens (3.4.3) erfolgte nach Zugabe von 0,
5 und 10 gmol/l BrdU zum Kulturmedium. Hierbei wurde auch BrdU in Kombi-
nation mit dC (jeweils 10 umol /1) verwendet. Das Differenzierungsmuster (3.4.7)
wurde ohne und mit 10 pmol/1 BrdU, sowie mit BrdU und dC (jeweils 10 pmol/1)
an AG-Zellen auch im Hinblick auf die Einwirkdauer des BrdU und seines Ein-
flukes auf die Anheftung der Zellen untersucht.

Im Laktat-Dehydrogenase-Test (3.4.6) wurden iiber 96 h die Auswirkungen ver-
schiedener BrdU-Konzentrationen (0, 10, 20, 40, 80 pmol/1) auf AG-Zellen ermit-
telt. Die gleichen Konzentrationen wurden auch im Hinblick auf die Induktion von
SCEs in AG-Zellen untersucht (3.4.10). Auf einen Zusatz von dC wurde an dieser
Stelle ganz verzichtet.

Die Aberrationsrate (3.4.9) wurde zu verschiedenen Zeitpunkten nach Bestrah-
lung mit und ohne Zusatz von BrdU (10 pmol/1) in bestrahlten und unbestrahlten
AG-Zellen bestimmt. Es wurde kein dC verwendet.
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Ergebnisse

4.1 Charakterisierung von Zellparametern

4.1.1 Flache des Zellkerns

Bei der Bestrahlung mit niederenergetischen Ionen ist der Spurdurchmesser klei-
ner als der Durchmesser des Zellkernes. Dadurch wird bei niedrigen Fluenzen
die statistische Verteilung der Treffer wichtig fiir die Beurteilung der Ergebnis-
se. So ist fiir die Betrachtung von Chromosomendaten oder Zellzyklusmessungen
wichtig, wieviele Zellkerne getroffen wurden. Bei einer mittleren Trefferzahl von 1
Treffer je Zellkern bleiben z.B. 37 % der Zellkerne ungetroffen (z.B. Brandt, 1992).
Diese Zellen verhalten sich wie Kontrollzellen und beeinflufen so die erhaltenen
Ergebnisse, da sie z.B. keinen strahlungsbedingten Zellzyklusarrest erfahren. In
der vorliegenden Arbeit wurde die Kerngrofenverteilung nur fiir AG-Zellen be-
stimmt, da sie auch im iiberwiegenden Teil der Experimente verwendet wurden.

Zur Bestimmung der mittlere Trefferzahl werden die Fluenz der verwendeten
Strahlung und die Fliche des Zellkernes benétigt. Die Messung der Kernfliche
von 316 AG-Zellen zum Zeitpunkt der Bestrahlung, d.h. in Plateauphase, er-
gab eine mittlere Kernfliche von 251 + 133 pum?. Die Verteilung innerhalb der
Zellpopulation ist in Abbildung 4.1 gezeigt. Fiir Fluenzen von 0,5 und 2 x10°
Teilchen /cm? ergibt sich damit eine mittlere Anzahl von 1,25 und 5 Treffern je
Zellkern.

Die wirkliche Verteilung der Treffer je Zellkern ergibt sich aus der Summe
der Poisson-Verteilungen der Kerngrofen und der Trefferwahrscheinlichkeit (z.B.
Griffin et al., 1995) und ist in Abbildung 4.2 exemplarisch fiir Fluenzen von 0,5, 2
und 6 x10°® Teilchen/cm? dargestellt. Beim Vergleich von Strahlung unterschied-
lichen LETs mufs zusétzlich beriicksichtigt werden, daf bei hohem LET die gleiche
Dosis von einer kleinen Anzahl Teilchen auf die Zelle iibertragen wird. Eine Dosis
von 1 Gy wird bei einem LET von 16 keV /um, wie im Fall von 200 MeV /u Koh-

43



44 KAPITEL 4. ERGEBNISSE
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Abbildung 4.1: Zellkernflichen-Verteilung konfluenter Fibroblasten (AG-Zellen) zum

Zeitpunkt der Bestrahlung

lenstoffionen, von etwa 95 Teilchen je Zellkern iibertragen, bei einem LET von
153 keV/pum, wie im Fall von 11 MeV /u Kohlenstoffionen, von etwa 10 Teilchen
je Zellkern und bei einem LET von 2450 keV/um, wie im Fall von 9,9 MeV /u
Nickelionen, von etwa 0,6 Teilchen je Zellkern. Statt Energie-Dosen als Strahlpa-
rameter zu verwenden ist es daher auch iiblich Fluenzen zu vergleichen, denn fiir
hohe LET-Werte ist die Trefferwahrscheinlichkeit entscheidender als die Dosis.
Niedrige Dosen gibt es bei hoch-LET-Strahlung nicht, es gibt nur viele ungetrof-
fene Zellkerne und wenige Zellkerne, die mit einer hohen Dosis belegt werden
[Uberblick bei Kiefer, 1992].

4.1.2 Wachstumskinetik

Zur Vorbereitung der Experimente ist die Wachstumskinetik der verwende-
ten Zellinien ein wichtiger Faktor. Erst wenn Parameter wie die Populations-
Verdopplungszeit und die Zellzyklusdauer der Zellen bekannt sind, ist es mog-
lich, die Zelleinsaat und die idealen Mefzeiten fiir die jeweilige Untersuchung
zu bestimmen. Zur Ermittlung dieser Parameter fiir AG-, GMC-, AP34- und
NHLF-Zellen wurde in regelmifigen Zeitabstdnden die Zellzahl der Population
bestimmt. Die Ergebnisse sind exemplarisch in Abb. 4.3 dargestellt.

In vitro wachsen humane Hautfibroblasten in Form von Ein-Zell-Schicht-Kulturen
bis zum Erreichen der Kontaktinhibition. In der Wachstumskurve &uflert sich
diese Kontaktinhibition durch Ausbildung eines Plateaus (Abb. 4.3, links). Die
Verdopplungszeit der in den Experimenten am hiufigsten verwendeten AG-Zellen
betrigt in der anndhernd exponentiellen Wachstumsphase etwa 45 h, nach einem
induzierten G1-Arrest verldngert sich diese Zeit jedoch auf etwa 56 h, da die Zel-
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Abbildung 4.2: Wirkliche Verteilung der Teilchendurchgéinge je Zellkern am Beispiel
von AG-Zellen mit einer mittleren Kernfliche von 251 pm?, dargestellt fiir Fluenzen
von 0,5, 2 und 6 x10% Teilchen/cm?. Die Berechnung erfolgte unter Beriicksichtigung
der Verteilungen der Kerngrofen und der Trefferwahrscheinlichkeit.
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Abbildung 4.3: Wachstumskinetik von unbestrahlten Fibroblastenlinien. Links: AG-
Zellen nach Losen der Kontaktinhibition bis zum erneuten Eintritt der Kontaktinhibiti-
on. Mittelwerte aus drei Messungen in aufeinanderfogenden Monaten. Die Fehlerbalken
geben die Standardabweichung der Werte wieder. Rechts: GMC-, AP34- und NHLF-
Zellen ebenfalls nach Losen der Kontaktinhibition, es wurde nicht bis zum Erreichen
des Plateaus gemessen, die Experimente wurden nicht wiederholt.

len nach Lésen der Kontaktinhibition eine verldngerte Gi-Phase durchlaufen. Ein
Zellzyklus dauert in der exponentiellen Wachstumsphase 22 h, der 1. Zyklus nach
einem induzierten G1l-Arrest dauert fast 34 h, wie die Abbildungen 4.15 und
4.18 (links) zeigen. Im Verlauf der Experimente schwanken die Mekwerte, was
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durch geringe Schwankungen der Kultivierungsbedingungen verursacht wird. Die
Schwankungen sind jedoch nicht so gravierend, dafs sie Einflufl auf die Vorberei-
tung von Experimenten hétten.

Die verschiedenen Fibroblasten-Linien unterscheiden sich stark in ihrer Zell-
zyklusdauer und damit im Ansteigen der Wachstumskurven, wie in Abbildung
4.3 (rechts) am Beispiel von GMC-, AP34- und NHLF-Zellen gezeigt ist. Die Ver-
dopplungszeit von GMC- und AP34- Zellen ist mit etwa 102 und 160 h deutlich
linger als die der AG-Zellen, die der NHLF-Zellen mit etwa 33 h etwas kiirzer.
Da NHLF-Zellen jedoch kleiner sind als AG-Zellen, erreichen sie die Kontaktin-
hibition erst nach weiteren Verdopplungen.

4.1.3 Zellzyklus-Studien

Der Zellzyklusverlauf der AG-Zellen nach Losen der Kontaktinhibition wurde
mit Hilfe der Durchflufizytometrie, der Markierung der Zellen in S-Phase und der
Messung des Mitoseindex untersucht.

Da fiir simtliche Experimente synchrone Zellen verwendet werden sollten, wurde
mit Hilfe der eindimensionalen Durchflufzytometrie die Wirksamkeit der Kon-
taktinhibition bestimmt. In Abschnitt 3.4.5 ist in Abbildung 3.2(a) exemplarisch
ein solches eindimensionales Spektrum gezeigt. Die Maxima eines Zellzyklus-
Spektrums wurden durch Anpassen von Gaufkkurven beschrieben und die Anteile
der einzelnen Zyklusphasen durch Integration dieser Kurven bestimmt. Bei den
zur Bestrahlung verwendeten konfluenten AG-Zellen betrug der Anteil an G-
Phasezellen 86 + 3 %, der Anteil an S-Phasezellen betrug im Mittel 7 + 2 %,
der Anteil an Gy-Phasezellen 7 & 3 %. Nach dem Lésen der Kontaktinhibition
kommt es zur Redistribution der Zellzyklusphasen, wie Abbildung 3.2(b) zeigt.
Nach 32 h betragen die Anteile an der G-, S- und G,-Phase etwa 44 %, 46 %
und 10 %.

Der Anteil an Zellen, der die S-Phase erreicht oder durchlaufen hat, wurde durch
BrdU-Einbau und Nachweis desselben auf Einzelzellebene bestimmt. Bereits in
der ersten entnommenen Probe (20 h) waren 30 £10% der Zellen markiert. Nach
etwa 40 h hatten 90 +5% der ansonsten unbehandelten Zellpopulation BrdU
eingebaut und demnach die S-Phase erreicht.

Als weiterer Parameter zur Beschreibung der Zellzyklus-Verteilung der Zellpo-
pulation wurde der Mitoseindex zu verschiedenen Zeiten bestimmt, wobei durch
Zugabe von Colcemid die Mitosen iiber 4 h angereichert wurden. In Abb. 4.4
ist der Mitoseindex einer Kontrollpopulation nach Zugabe von 10 pmol/l1 BrdU
gezeigt. Erste Mitosen sind ab etwa 28 h nach Losen der Kontaktinhibition zu
beobachten, das Maximum erster Mitosen nach etwa 34 h. Daf der Mitoseindex
nur ein deutliches Maximum zeigt ist u.a. darauf zuriick zu fiihren, daf die Syn-
chronisation der Zellen mit dem Fortgang durch die Zellzyklen aufgehoben wird.
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Abbildung 4.4: Mitoseindex einer Kontrollpopulation von AG-Zellen {iber mehrere Zell-
zyklen nach Losen der Kontaktinhibition. Die Zellen wurden wie in den anschliefsenden
Experimenten in Medium mit 10 % FCS und 10 pmol/1 BrdU kultiviert. Durch Zugabe
von Colcemid wurden die Mitosen jeweils iiber 4 h angereichert. Die Mefipunkte ge-
ben das Ende des Sammelintervals an. Die Abbildung zeigt exemplarisch eine einzelne
Messung und enthalt daher keine Fehlerbalken.

Der Mitoseindex einer Zellpopulation ist von wechselnden duferen Faktoren ab-
hingig. Der maximale Mitoseindex der unbestrahlten Zellpopulation in Anwesen-
heit von BrdU in zwei unabhingigen Experimenten betrug in dieser Arbeit 2,5
und 5 %. Zum Vergleich von Daten aus verschiedenen Experimenten kann daher
eine Normierung notwendig sein (siehe auch Abschnitt 4.2.4).

4.1.4 Koloniebildungsfihigkeit (PE)

Die Koloniebildungsfihigkeit (PE) wurde an AG-Zellen iiber einen Zeitraum von
24 Populationsverdopplungen bestimmt, um Aussagen iiber den Einfluf des Al-
ters der Kultur auf die Mefergebnisse treffen zu konnen. Mit zunehmendem Alter
der Population sinkt die Féhigkeit der Zellen, Kolonien zu bilden. Wie in Abbil-
dung 4.5 dargestellt, fiel die Koloniebildungsfahigkeit der Zellen im Verlauf der
Untersuchung auf 10 % des Ausgangswertes ab. Wegen dieser drastischen Ver-
anderung wurden fiir alle folgenden Untersuchungen Zellen der gleichen CPD
verwendet (z.B. AG-Zellen: CPD 2241 mit einer PE von 0,33 +0,05, siehe auch
Tabelle 3.1).

4.1.5 Differenzierungsmuster

Da die Anteile proliferierender und ausdifferenzierter Zellen die Untersuchungs-
ergebnisse wie Koloniebildung und Mitoseindex beeinflufst, wurde das Differen-
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Abbildung 4.5: Koloniebildungsvermdgen von AG-Zellen in Abhéngigkeit vom Alter der

verwendeten Zellkultur. Die Mefkdaten stellen Mittelwerte aus drei parallelen Proben
dar, die Fehlerbalken entsprechen der Standardabweichung.

zierungsmuster der in den Experimenten am hiufigsten verwendeten AG-Zellen
untersucht. Die Anteile an den einzelnen Differenzierungsstadien, die in Abschnitt
3.4.7 beschrieben sind, wurden dabei bestimmt. Fiir die mitotische aktiven Sta-
dien MFII und MFIII ergaben sich 36 +4 % und 47 +3 %, sowie fiir die post-
mitotischen Fibroblasten PMF 17 +2 %. Es zeigt sich hieran ein alter werden der
Zellen seit den Untersuchungen von C. Fournier (1999), in deren Experimenten
die Anteile etwa 2 % MFI, 65 % MFII, 21 % MFIII und 13 % PMF betrugen.
Eine Verschiebung zu héheren Differenzierungsstadien, vor allem von MFII nach
MFIIT ist zu beobachten, Zellen des MFI-Stadiums konnten nicht mehr nachge-
wiesen werden.
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4.2 Einfluff von Strahlung

4.2.1 Wachstumskinetik

Wie schon in Abschnitt 4.1.2 beschrieben wurde, ist die Wachstumskinetik der
verwendeten Zellen fiir die Planung von Experimenten ausgesprochen wichtig.
Nach Bestrahlung wichst die Population langsamer, als die unbestrahlte
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Abbildung 4.6: Wachstumskinetik von bestrahlten und unbestrahlten AG-Zellen. Mit
unterschiedlichen Dosen 11 MeV /u Kohlenstoffionen bestrahlte Zellen (links). Mit un-
terschiedlichen Dosen 9,9 MeV /u Nickelionen bestrahlte Zellen (rechts). Das Absinken
der Teilungsfihigkeit der Zellen ist dosisabhingig.

Kontrollpopulation. Die Beispiele (Abb. 4.6) zeigen deutlich die dosisabhéngige
Verminderung des Zellwachstums. Dabei ergibt sich im Fall von 11 MeV/u
Kohlenstoffstrahlung mit der Zeit ein groferer Unterschied zwischen den ver-
schiedenen Dosen, zunehmend mehr Zellen erfahren einen Zellzyklusarrest. Dies
dufert sich in der Ausbildung eines Plateaus, ohne dak die Zelldichte bereits fiir
eine Kontaktinhibition ausreichend wire. Im Fall von Nickelionen zeigt sich der
Unterschied zwischen den einzelnen Dosen besonders in der Anfangsphase der
Proliferation, wiahrend spéter alle Kurven die gleiche Steigung aufweisen. Ein
Plateau wird innerhalb des untersuchten Zeitraums nicht erreicht.

Die Wachstumskinetik von AG-, NHLF- und NHDF-Zellen wurde nach Ront-
genbestrahlung untersucht und ist exemplarisch in Abschnitt 4.3.3 dargestellt.
Hierbei zeigte sich, dafs die Verminderung des Zellwachstums nach Bestrahlung
keine besondere FEigenschaft der hauptsichlich verwendeten AG-Zellen ist,
sondern in anderen humanen Zellinien in dhnlicher Weise zu beobachten ist. Fiir
nachfolgende Experimente wie z.B. die Untersuchung von Chromosomenschiden
hat diese Verlangerung des Zellzyklus die Notwendigkeit einer deutlichen
Verlangerung des Untersuchungszeitraumes zur Folge.
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4.2.2 Koloniebildung

4.2.2.1 Initialer Schaden
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Abbildung 4.7: Zelliiberleben von AG-Zellen nach Bestrahlung mit verschiedenen Strah-
lenarten: 250 kV Rontgenstrahlung (LET 2 KeV/um), 200 MeV/u Kohlenstoffionen
(LET 16 KeV/um), 11 MeV /u Kohlenstoffionen (LET 153 KeV/um) und 9,9 MeV /u
Nickelionen (LET 2450 KeV/um). Die gezeigten Datenpunkte sind Mittelwerte aus 3 - 5
unabhingigen Messungen, die Fehlerbalken entsprechen der Standardabweichung. Fiir
einzelne Datenpunkte konnten keine Mehrfachmessungen durchgefiihrt werden, die Feh-
ler fiir diese Werte wurden aus den Fehlern der Mehrfachmessungen abgeschétzt.

In Abbildung 4.7 ist das Zelliiberleben (S) von AG-Zellen dargestellt, die direkt
nach Bestrahlung trypsiniert und ausplatiert wurden. Mit Hilfe der Methode der
kleinsten Fehlerquadrate wurde an die Mefdaten eine Exponential-Funktion mit
einem Polynom 2. Grades angepaft und die Parameter « und 3 bestimmt (Formel
3.4). Aus den angepaften Kurven fiir Rontgen- und Schwerionenstrahlung wur-
den die RBW und die SF; bestimmt (siehe 2.3.3 und 3.4.3) und in Tabelle 4.1
zusammengefaft. Die erhaltenen Zahlenwerte zeigen eine Abhéngigkeit des Zell-
iberlebens vom Energieiibertrag der Strahlung (LET). Mit zunehmendem LET
nimmt die Ausprigung der Schulter der Kurve ab, wie sich in einem wachsen-
den «/(-Verhéltnis zeigt. Fiir niederenergetische Ionen verschwindet schlieflich
B und damit die Schulter der Kurve ganz. Der lineare Anteil der Kurven («)
nimmt mit dem LET zu, bis er bei einem LET von 153 KeV/um ein Maximum
erreicht und im Falle von Nickelbestrahlung die Kurve flacher verlauft, als nach
Rontgenbestrahlung.
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| Strahlung | oGyl | BIGy Y |a/8] SFE | RBWy|
Rontgen 0,425 £+0,041 | 0,050 +£0,011 | 8,5 | 0,35 £0,05 -
C 200 MeV/u || 0,391 0,142 | 0,100 £0,029 | 3,4 | 0,31 £0,15 | 1,2
C 11,0 MeV /u || 1,289 +0,069 0 - 0,08 +0,01 2,1
Ni 9,9 MeV/u | 0,230 £0,033 0 = 10631004 04

Tabelle 4.1: Aus den Dosis-Effektkurven erhaltene Parameter (siche Abschnitt 3.4.3),
sowie die RBW bei 10 % Zelliiberleben. Aus den erhaltenen Parametern geht deutlich
hervor, daf niederenergetische Kohlenstoffionen eine stark erhéhte biologische Wirk-
samkeit aufweisen. Fiir niederenergetische Nickelionen ist die RBW kleiner 1.

4.2.2.2 Zelliiberleben nach Reparatur

Der Einfluf der Erholungszeit auf die Reparaturfihigkeit von AG-Zellen ist in
Abbildung 4.8 exemplarisch fiir unterschiedliche Dosen 200 MeV /u Kohlenstoft-
strahlung dargestellt. Es zeigt sich, daf nach 6 h Erholungszeit die Reparaturpro-
zesse annihernd abgeschlossen sind. Die Steigerung der Uberlebensrate ist von
der Dosis abhéngig. Im oben gezeigten Beispiel ergibt sich ein Anstieg der Re-
paratur um den Faktor 2,5 zwischen Dosen von 1,5 und 4 Gy. Diese reparablen
Anteile entsprechen dem potentiell letalen Schaden PLD.

Uberleben

200 MeV/u C Loy
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Abbildung 4.8: Zelliiberleben von AG-Zellen in Abhéngigkeit von der Erholungszeit nach
Bestrahlung mit verschiedenen Dosen 200 MeV /u Kohlenstoffionen. Jeder Mefpunkt
stellt den Mittelwert aus drei parallelen Proben dar, die Fehlerbalken entsprechen der
Standardabweichung. Die zur Berechnung verwendete PE der Kontrolle wurde wie in
Abschnitt 4.1.4 beschrieben bestimmt.

Eine noch ausgeprigtere Abhingigkeit besteht zwischen der Reparaturfihigkeit
der Zellen und der Art der verwendeten Strahlung. In Abbildung 4.9 ist der Zeit-
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verlauf der Erholung von AG-Zellen fiir verschiedene Strahlenarten dargestellt.
Um die einzelnen Kurven vergleichen zu konnen, wurde mit unterschiedlichen
Dosen bestrahlt, so dak ein anfingliches Zelliiberleben von 10 % erreicht wurde.
Wiéhrend nach diinnionisierender Strahlung wie Roéntgen-Strahlung oder hoch-
energetischen Kohlenstoffionen eine deutliche Verbesserung des Zelliiberlebens
festzustellen ist (um 36 bzw. 25 % hoheres Uberleben), wird nach hoch-LET-
Strahlung nur eine geringe Verbesserung des Uberlebens durch Erholung be-
obachtet (16 % Verbesserung nach Kohlenstoffionen, keine Verbesserung nach
Nickelbestrahlung).

1 T T T T T T T T T T
I '\Jf ~O- Kontrolle ? ]
L —®-35 Gy Réntgen E
-3 Gy 200 MeV/u C 1
0.6} —A— 15 Gy 11 MeV/u C

9-10 Gy 9,9 MeV/u Ni

0.2}

Uberleben

10 15 20 25
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Abbildung 4.9: Vergleich der Wirkung verschiedener Strahlenarten im Bezug auf die
Reparaturkinetik von AG-Zellen. Die Bestrahlung erfolgte mit unterschiedlichen Do-
sen, um ein anféngliches Zelliiberleben von S = 10 % zu erreichen. Jeder Mefpunkt
stellt den Mittelwert aus drei parallelen Proben dar, die Fehlerbalken entsprechen der

Standardabweichung. Die zur Berechnung verwendete PE der Kontrolle wurde wie in
Abschnitt 4.1.4 beschrieben bestimmt.

Zur Untersuchung der Erholungsféhigkeit der Zellen {iber einen gréferen Dosisbe-
reich wurden Dosis-Effekt-Kurven nach 24 h Erholungszeit angefertigt, da nach
24 h die Reparaturprozesse vollstindig abgeschlossen sind (Abbildungen 4.8 und
4.9), und mit den nach 0 h erhaltenen Kurven (Abschnitt 4.2.2) verglichen. Ab-
bildung 4.10 zeigt, dafs wie schon zuvor beschrieben mit zunehmender Dosis der
prozentuale Anteil des PLD wichst.

Mit steigendem LET sinkt iiber den gesamten Dosisbereich die Erholungsfahig-
keit der Zellen. Dabei nimmt fiir diinnionisierende Strahlung die Schulter nach
Erholung ab, wie sich im steigenden a//3-Verhiltnis zeigt. Dieses steigt fiir Ront-
genbstrahlung von 8,5 auf 50,4 an, fiir 200 MeV /u Kohlenstoffstrahlung dagegen
nur von 3,4 auf 5,0. Hoch-LET-Strahlung bewirkt, dak die Kurven nach 0 h und
24 h Erholungszeit identisch sind.

In Tabelle 4.2 ist die RBW fiir das Uberleben nach 24 h Erholungszeit dargestellt.
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Fiir dichtionisierende Strahlung steigt diese nach Erholung an, da die Erholungs-
fahigkeit der Zellen stark eingeschrankt ist, wihrend nach Rontgenbestrahlung
Erholung stattfindet. Mit steigendem LET zeigt sich in Uberlebenskurven ein
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Abbildung 4.10: Zelliiberleben von AG-Zellen nach 0 h (geschlossene Symbole) und 24 h
(offene Symbole) Erholungszeit. Links: 250 kV Réntgenstrahlung (LET 2 KeV/um).
Rechts: 200 MeV /u Kohlenstoffionen (LET 16 KeV/um), 11 MeV /u Kohlenstoffionen
(LET 153 KeV/pm) und 9,9 MeV /u Nickelionen (LET 2450 KeV /um). Die gezeigten
Datenpunkte sind Mittelwerte aus 3 - 5 unabhingigen Messungen, die Fehlerbalken
entsprechen der Standardabweichung. Fiir einzelne Datenpunkte konnten keine Mehr-
fachmessungen durchgefithrt werden. Die Fehler fiir diese Werte wurden aus den Fehlern
der anderen Werte abgeschétzt.

wachsender linearer Anteil o und ein steigendes «/(3-Verhéltnis. Die Kurven wer-
den demnach steiler und zeigen eine abnehmende Schulter. Die Erholungsfihigkeit
der Zellen wird durch hoch-LET-Strahlung fast vollstindig unterdriickt.

4.2.3 Laktat-Dehydrogenase-Abgabe (LDH)

Einer Zelle stehen nach Bestrahlung drei mogliche Wege offen. Diese sind Pro-
liferation, Zellzyklusarrest bzw. Differenzierung und Zelltod, der nicht mit dem
mitotischen Tod gleichzusetzen ist. Der Anteil toter Zellen wurde anhand der im
Kulturmedium nachgewiesenen LDH-Mengen wie in Abschnitt 3.4.6 beschrieben
bestimmt.

Die im Laufe der Untersuchungen nach Bestrahlung nachgewiesenen LDH-
Mengen ergaben keinen Anstieg toter Zellen mit der Dosis. Untersucht wurden
AG-Zellen nach Bestrahlung mit 0 und 3 Gy 200 MeV /u Kohlenstoffstrahlung
iiber bis zu 90 h in Intervallen von 8 h, sowie nach 0,5, 1, 1,5, 2 und 6 Gy



54 KAPITEL 4. ERGEBNISSE
Strahlung Oé[Gy_ll ﬁ[Gy_2] Oé/ﬁ SF2 RBWlo RBWlo
(24h) | (Oh)
Rontgen 0,252 +0,065 | 0,005 £0,010 | 50,4 | 0,59 £0,11 - -
C 200 MeV /u || 0,217 40,145 | 0,043 £0,028 | 5,0 | 0,55 £0,27 1,5 1,2
C 11 MeV/u 1,157 £0,098 0 - 10,10 £0,02 3,9 2,1
Ni 9,9 MeV/u || 0,242 40,023 0 - 10,62 £0,03 0,8 0,4

Tabelle 4.2: Aus den Dosis-Effektkurven nach 24 h Erholungszeit erhaltene Parameter,
sowie die RBW bei 10 % Zelliiberleben. Zum Vergleich wurden auch die RBW7y-Werte
fiir den initialen Schaden (o h Erholung) angegeben.

11 MeV /u Kohlenstoffionen nach 40, 70, 96 und 144 h. Der beobachtete leich-
te Anstieg der LDH-Konzentration mit der Mefkdauer ist auf die ungiinstigen
Wachstumsbedingungen fiir die Zellen in Mikrotiterplatten und die geringe Se-
rumkonzentration von 1% FCS im Testmedium zuriickzufiihren, da der Anstieg
in unbestrahlten und bestrahlten Zellen parallel verlief. Durchschnittlich wurden
11 £6 % tote Zellen nachgewiesen. Fiir humane Fibroblasten spielt demnach der
Zelltod als Antwort auf Strahlung eine untergeordnete Rolle.

4.2.4 Zellzyklusverlauf

4.2.4.1 S-Phasen-Markierung

Der Anteil an Zellen einer Population, die die S-Phase des Zellzyklus erreichen,
gibt Aufschlufs iiber das Ausmaf eines Zellzyklusarrestes in G1-Phase, da die Zel-
len zum Zeitpunkt der Bestrahlung in G1 synchronisiert waren. In Abbildung 4.11
sind die Anteile markierter Zellen an der Gesamtpopulation nach Bestrahlung mit
unterschiedlichen Strahlenarten im Verlauf der Zeit nach Losen der Kontaktinhi-
bition dargestellt. Die vier Experimenten zeigen, daf unbestrahlte Kontrollzellen
nach etwa 40 h zu 80 - 95 % die S-Phase erreichen. Dagegen zeigt sich nach
Bestrahlung ein verlangsamter Kurvenanstieg. Mit Verzogerung wird ein Plateau
erreicht, wie es auch bei den Kontrollzellen zu beobachten ist. Die Hohe des
Plateaus weist eine deutliche Dosisabhiingigkeit auf. Ahnliche Dosen verschiede-
ner Strahlenarten sind hierbei unterschiedlich effektiv. So erreichen nach 2 Gy
Rontgenstrahlung noch etwa 75 % der Zellen die S-Phase, wihrend nach 2 Gy
hochenergetischer Kohlenstoffstrahlung ca. 60 % der Zellen markiert werden, nach
niederenergetischer Nickelbestrahlung ca. 70 % und bei niederenergetischer Koh-
lenstoffstrahlung 60 % nach einer Dosis von nur 1 Gy.

Der Anteil markierter Zellen nach 70 h (im Plateau) wurde iiber der Dosis
aufgetragen (siehe Abb. 4.12, links). Aus den Dosis-Effekt-Kurven wurden die
RBWs fiir die verschiedenen Strahlenarten bestimmt. Die RBW betrégt 1,9 fiir
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Abbildung 4.11: Anteil S-Phasen-markierter Zellen an der Gesamtpopulation nach Be-
strahlung konfluenter AG-Zellen mit Rontgen-Strahlung (links oben), 200 MeV /u Koh-
lenstoffionen (rechts oben), 9,9 MeV /u Nickelionen (links unten) und 11 MeV /u Kohlen-
stoffionen (rechts unten) in Abhéngigkeit von der Zeit nach Losen der Kontaktinhibition.
Mit steigender Dosis werden zunehmend mehr Zellen im Zellzyklus arretiert. Gleiche
Dosen unterschiedlicher Strahlenarten sind hierbei unterschiedlich effektiv.

200 MeV/u C und nimmt mit steigendem LET zu. Sie wird fiir 11 MeV /u Koh-
lenstoffionen mit 4,3 maximal und sinkt fiir Nickelionen auf 1.

Wird der Anteil markierter Zellen nach Ionenbestrahlung iiber der Fluenz aufge-
tragen (Abbildung 4.12, rechts), so zeigt sich hierbei deutlich, daf die biologische
Wirksamkeit von Nickelstrahlung unterschiatzt wird, wenn Dosen statt Fluenzen
verglichen werden. Gleiche Fluenzen unterschiedlicher Strahlung bedeuten glei-
che Anzahl von Teilchendurchgingen je Zellkern. Ein Treffer durch ein Nickelion
ist demnach effektiver als ein Treffer durch ein Kohlenstoffion.

4.2.4.2 Zellzyklusverlauf nach
durchflufizytometrischer Messung

Die Anteile an AG-Zellen in den Zellzyklusphasen der einzelnen Replikationsrun-
den wurden mit Hilfe der Durchfluffzytometrie in unbestrahlten und bestrahlten
Proben ermittelt. Bei den zur Bestrahlung verwendeten konfluenten Zellen be-
trug der Anteil an G;-Phasezellen zwischen 80 und 85 %, die restlichen 15 -20 %



o6 KAPITEL 4. ERGEBNISSE

T T T T T T T

— 100 |+ ® Rontgen 250KV
ﬁo —#-C 200MeV/u
—&— C 11MeV/u
c
L 80
o
N
Beof
@ ® 2keV/um
{ -B-200 MeV/u C 3
D 40} ® 16keV/um 1 i Mev/uC
S g
6 8 0 2 4 6
Dosis [Gy] Fluenz x10% [cm™]

Abbildung 4.12: Anteile S-Phasen-markierter AG-Zellen 70 h nach Bestrahlung mit ver-
schiedenen Strahlenarten in G1-Phase und Losen der Kontaktinhibition: in Abhéngig-
keit von der Dosis (links), in Abhéngigkeit von der Fluenz (rechts). Fiir die Bestrahlung
mit 200 MeV /u Kohlenstoffionen wurden Fluenzen von 72 x10% und mehr benétigt. Auf
die Darstellung dieser Mefpunkte wurde der Ubersichtlichkeit wegen verzichtet.

verteilten sich auf die S- und Gy/M-Phase. (siche Abschnitt 4.1.3). Die Kontak-
tinhibition vermindert die DNS-Syntheserate und bewirkt eine Anreicherung der
Zellen in der G;-Phase.

In den Abbildungen 4.13 und 4.14 sind die Rohdaten der Experimente dargestellt.
Um die Anteile an den einzelnen Phasen nicht auf die im Verlauf des Experimen-
tes durch Proliferation anwachsende Population, sondern die Ausgangspopulation
zum Zeitpunkt 0 h zu beziehen, wurden sie entsprechend korrigiert. Die Proli-
ferationsverzogerung nach Bestrahlung wird durch den Grad der Synchronisation
nicht beeinflut, wie der Vergleich mit Abbildung 4.31 zeigt. Auch bei den oben
gezeigten Daten zu Kontrollzellen (Abbildungen 4.13 und 4.14, jeweils rechts) zei-
gen sich Unterschiede von +8 %, die durch geringe Schwankungen in den duferen
Bedingungen zustande kommen.

Die Mehrheit der Zellen lduft in der Kontrolle von der urspriinglichen GG;-Phase in
eine G+ BrdU mit einem Maximum bei etwa 30 h nach Auflésung der Kontaktin-
hibition (Abbildung 4.13 und 4.14, jeweils links). In den néchsten 10 h erreichen
diese Zellen iiber die Mitose eine neue G;-Phase (G1+BrdU) und sammeln sich
dort an, wie das Plateau ab 50 h zeigt. Diese G1+BrdU-Fraktion erreichen 43 -
60 % der Kontrollzellen, 14 - 16% der Zellen bleiben in der G1-Phase arretiert.
Nur ein sehr kleiner Bruchteil der Zellen 1duft iiber eine 2. Synthesephase mit
neuerlichem BrdU Einbau in eine G5+2BrdU-Phase.

Nach Bestrahlung éndert sich dieses Bild drastisch (Abbildung 4.13, rechts). Nach
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Abbildung 4.13: Anteile der AG-Zellpopulation in den einzelnen Zellzyklusphasen im
Verlauf der Zeit in unbestrahlten Kontrollzellen (links) und nach 3 Gy Rontgenbestrah-
lung (rechts). In der bestrahlten Zellpopulation beginnt die Zellteilung etwa 10 h spater,
als in der Kontrollpopulation. Zellen, die kein BrdU eingebaut haben, sind blau gekenn-
zeichnet. Das Kiirzel +BrdU bezeichnet eine Zellzyklusphase, nach der 1. S-Phase, in
der 1x BrdU eingebaut wurde. Nach einer weiteren S-Phase lautet es dann +2BrdU.
Die Daten sind nicht auf die Ausgangspopulation korrigiert.
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Abbildung 4.14: Anteile der AG-Zellpopulation in den einzelnen Zellzyklusphasen im
Verlauf der Zeit in einer unbestrahlten Kontrollpopulation (links) und nach Bestrahlung
mit 1 Gy 11 MeV /u Kohlenstoffionen (rechts). In der bestrahlten Zellpopulation beginnt
die Zellteilung etwa 20 h spéter als in der Kontrollpopulation. Die Daten sind nicht auf
die Ausgangspopulation korrigiert. (Bezeichnungen wie in Abbildung 4.13)
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3 Gy Réntgen wird der Ubergang von G in die niichste G-Phase (G5+BrdU)
10 h verzdgert und nur von wenigen Zellen durchgefiihrt. Der weitere Ubergang
von G iiber M in die néchste GG1-Phase ist stark behindert und ebenfalls um
ca. 10 h verzogert. Nur 14 % erreichen die erste Mitose nach Bestrahlung, 46 %
verbleiben in der GGi-Phase.

Dieses Verhalten wird weiter deutlich gesteigert bei Ubergang zu hoch-LET-
Strahlung wie 11 MeV /u Kohlenstoffionen (Abbildung 4.14). Hier findet sich ein
starker Arrest bereits in der urspriinglichen G1-Phase (57 %) und alle nachfolgen-
den Ubergiinge finden auf wesentlich niedrigerem Niveau statt. Der Anstieg der
Zellfraktion in G2+BrdU-Phase ist erst 20 h nach dem der Kontrollpopulation
zu beobachten. Mit steigendem LET wichst die Anzahl verzogerter Zellen und
die Dauer der Zyklusverzégerung an.

4.2.4.3 Mitose-Index

Zur weiteren Beschreibung der Zellzyklus-Entwicklung der Population wurde in
den Chromosomenexperimenten (niederenergetischen Kohlenstoff- und Nickel-
ionen) der Mitose-Index iiber viele Zeitpunkte hinweg in Intervallen von 4 h und
unter Zugabe von 10 pmol/l BrdU zum Medium bestimmt. Dabei wurde durch
differentielle Férbung (FpG-Férbung, siehe auch Abschnitt 3.4.9) zwischen den
Mitosen des 1., 2. und 3. Zellzyklus nach Bestrahlung unterschieden. Mit Hilfe die-
ser Unterscheidung wurde der Index fiir 1. Mitosen bestimmt (Abbildung 4.15).
Mit steigender Dosis ist deutlich eine zunehmende Verzégerung der Zellteilung
zu erkennen. Aus den Zeitverlaufen des Anteils 1. Mitosen wurde die Zellzyklus-
Verzogerung durch Bestrahlung abgeschéitzt, indem die Zeiten bis zum Erreichen
des maximalen Mitoseindex verglichen wurden. In den Experimenten der vorlie-
genden Arbeit ist die Verzogerung bei 11 MeV /u Kohlenstoffionen mit 12 h bei
1,5 Gy maximal. Nach Bestrahlung mit 9,9 MeV /u Nickelionen ist sie weniger
deutlich ausgeprigt (4 h, 8 Gy). In Abbildung 4.16 sind die Anteile 1., 2. und
3. Mitosen an der Gesamtzahl von Mitosen nach FpG-Férbung exemplarisch fiir
11 MeV /u Kohlenstoffstrahlung dargestellt. Die durch Bestrahlung verursachte
Verzogerung des Zellzyklus zeigt sich auch hier deutlich. Wahrend in der Kon-
trollpopulation nach 78 h weniger als 10 % der Metaphasen 1. Mitosen sind,
betrigt deren Anteil nach Bestrahlung mit 1,5 Gy Kohlenstoffionen immer noch
fast 50 %. Die Mitose-Indices des Nickel-Experimentes sind in Abbildung 4.36
dargestellt. Die Daten beider Experimente wurden in den Tabellen des Anhang
C zusammengefaft.

Aus der Fliache unter den Mitoseindex-Kurven in Abbildung 4.15 wurde der An-
teil ,proliferierender” Zellen bestimmt. Um die Daten auf die Ausgangspopulation
zum Zeitpunkt 0 h zu beziehen, und nicht auf die im Verlauf des Experimentes
durch Proliferation anwachsende Population, wurde der Mitoseindex korrigiert
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Abbildung 4.15: Anteil von AG-Zellen in der 1. Mitose nach Bestrahlung an der Gesamt-
population in Abh#ngigkeit von der Zeit nach Bestrahlung und der Dosis: 11 MeV /u
Kohlenstoffionen (links); 9,9 MeV /u Nickelionen (rechts). Da die Maxima der Kon-
trollpopulationen theoretisch die gleiche Hohe erreichen sollten, wurden verschieden
y-Achseneinteilungen gewahlt.
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Abbildung 4.16: Anteile 1., 2. und 3. Mitosen an der Gesamtzahl Mitosen in einer
unbestrahlten Kontrollpopulation (links) und nach Bestrahlung mit 11 MeV /u Kohlen-

stoffstrahlung (rechts). Die ausgepriagte Verzogerung der 2. Mitosen nach Bestrahlung
von mehr als 20 h ist deutlich zu erkennen.

40 40

(siehe Abschnitt 3.4.9.3). Der zeitliche Verlauf des Anteils an Zellen, die die erste
Mitose erreichen, ist in Abbildung 4.17 gegen die Zeit aufgetragen. Zum Vergleich
wurden die Daten fiir Rontgenbestrahlung und 200 MeV /u Kohlenstoffionen von
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Abbildung 4.17: Zeitlicher Verlauf des Anteils an Zellen, die die erste Mitose vollendet
haben: 11 MeV /u Kohlenstoffionen (links); 9,9 MeV /u Nickelionen (rechts). Es wurden
zwei verschiedene Achsenenteilungen verwendet, da die Kontrollpopulation theoretisch
in beiden Experimenten vergleichbare Mitoseindizes erreichen sollte, dies jedoch auf
Grund von experimentellen Schwankungen nicht der Fall war.

E.Nasonova (personliche Komunikation) in die Abbildung aufgenommen. Mit stei-
gender Dosis erreichen immer weniger Zellen die erste Mitose und nach 1,5 Gy
Kohlenstoff- oder 8 Gy Nickelionen sind dies gerade noch 3 % der Zellen. Die Ab-
héngigkeit des Anteils proliferierender Zellen von der Strahlenart und der Dosis
ist in Abbildung 4.18 (links) dargestellt. Aus den Dosis-Effekt-Kurven konnen die
RBWs fiir die verschiedenen Strahlenarten bestimmt werden. Zur Berechnung der
RBW-Werte wurden die Daten fiir Rontgenstrahlung von E.Nasonova (personli-
che Komunikation) verwendet. Die RBW betrégt fiir 200 MeV /u Kohlenstoffionen
1,4 und nimmt mit steigendem LET zu. Fiir 11 MeV /u Kohlenstoffionen wird sie
mit 2 maximal und sinkt fiir Nickelionen unter 1. Werden die Ergebnisse iiber
der Fluenz anstelle der Dosis aufgetragen (Abbildung 4.18, rechts), so ist Nickel-
strahlung effektiver als niederenergetischer Kohlenstoff, da mit einer geringeren
Anzahl Nickelionen mehr Dosis iibertragen wird.

Zusammenfassend wurde festgestellt, daf humane Fibroblasten durch Bestrah-
lung zu grofen Teilen in der Gi-Phase des Zellzyklus arretiert werden. Dieser
Anteil steigt mit Dosis und LET, fillt fiir hohe LET-Werte jedoch wieder ab.
Grofe Teile der Zellpopulation erreichen auf Grund ausgepréigter Zyklusarreste
innerhalb der untersuchten Zeitdauer nicht die erste Mitose nach Bestrahlung
und entziehen sich somit Untersuchungsmethoden wie der Chromosomenanalyse
in Metaphasezellen.
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Abbildung 4.18: Anteil an Zellen, die die 1.Mitose nach Bestrahlung vollenden in Ab-
héngigkeit von der Dosis (links) und der Fluenz (rechts), dargestellt fiir verschiedene
Strahlenarten. Fiir die Bestrahlung mit 200 MeV /u Kohlenstoffionen wurden Fluenzen
von 72 x10% und mehr benstigt. Auf die Darstellung der MeRpunkte wurde der Uber-
sichtlichkeit wegen verzichtet. Daten fiir Rontgenbestrahlung und 200 MeV /u Kohlen-
stoffionen von E.Nasonova (personliche Komunikation).

4.2.5 Erzeugung von Mikrokernen

Die Auswertung der Mikrokerne in bestrahlten AG-Zellen nach den von Fenech
(1993) und Abend (1995) beschriebenen Kriterien zur Unterscheidung von Mi-
krokernen (siehe auch Abschnitt 3.4.8) zeigt mit zunehmender Dosis einen An-
stieg der Anzahl von Zellen mit einem oder mehreren Mikrokernen. In allen vier
Experimenten kommt es 70 h nach Bestrahlung zur Ausbildung eines Plateaus
und dies geschieht parallel zur Ausbildung des Plateaus der S-Phasenmarkierung
(Abschnitt 4.2.4.1). In Vorversuchen wurde festgestellt, das das hdufig verwendete
Cytochalasin B (1 pug/ml) fiir die untersuchten AG-Zellen toxisch war. Darauf-
hin wurde die Mikrokerninduktion in S-Phase-markierten Zellen untersucht. Die
Daten wurden daher mit Hilfe des integrierten Mitoseindex (Abbildung 4.18) so
korrigiert, dak sie mit Cytochalasin B gewonnene Daten zu vergleichen sind. In
Abbildung 4.19 werden zunéchst die Rohdaten gezeigt, die nach der Korrektur
erhaltenen Werte werden in Abschnitt 5.4.4 diskutiert.

Nach Bestrahlung mit Rontgen- und hochenergetischer Kohlenstoff-Strahlung zei-
gen sich vergleichbare Anteile mikrokernhaltiger Zellen. Nach einer Dosis von 3 -
4 Gy enthalten 15-25 % der markierten Zellen einen oder mehrere Mikrokerne
(Abbildung 4.19, oben). Auch die durch niederenergische Ionen verursachten Mi-
krokernanteile sind untereinander vergleichbar (Abbildung 4.19, unten), wobei die
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gleiche Anzahl von Treffern (gleiche Fluenzen) auch den gleichen Effekt bewirkt.
Nach einer Bestrahlung mit 0,5 Gy Kohlenstoff- oder 8 Gy Nickelionen (jeweils
2x10° Teilchen/cm?) weisen 10-15 % der markierten Zellen Mikrokerne auf.

In unbestrahlten Zellen bleibt der Anteil Mikrokerne iiber die gesamte Mefkdau-
er hinweg kleiner als 4 %. Die nach Bestrahlung beobachteten Mikrokerne sind
daher auf die Strahlenwirkung zuriickzufiihren. Beim Vergleich unterschiedlicher
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Abbildung 4.19: Anteil an Zellen mit einem oder mehreren Mikrokernen an den in
S-Phase markierten Zellen in Abhéngigkeit von der Dosis und der Zeit nach Rontgen-
Bestrahlung (links oben), 200 MeV /u Kohlenstoffionen (rechts oben), 9,9 MeV /u Nicke-
lionen (links unten) und 11 MeV /u Kohlenstoffionen (rechts unten).

Strahlenarten im Hinblick auf die Induktion von Mikrokernen mufl beriicksichtigt
werden, daf Mikrokerne nur in Zellen auftreten, die wenigstens die 1. Mitose nach
Bestrahlung vollendet haben. Wie jedoch bereits in Abschnitt 4.2.4 beschrieben
wurde, erreichen maximal 20 % der unbestrahlten Zellen die Mitose und die-
ser Anteil ist nach Bestrahlung noch einmal deutlich erniedrigt. Der ,sichtbare
Schaden” bei der Betrachtung von Mikrokernen ist daher niedriger, als der tat-
sdchliche.

4.2.6 Chromosomenschaden

Die Analyse von Chromosomenschiden ist zwar in Vergleich zum Mikrokerntest
sehr viel aufwendiger, liefert dagegen aber ein Vielfaches der dort zuginglichen
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Information. Zur Untersuchung von Chromosomenschiden wurden AG-Zellen in
Plateauphase bestrahlt und direkt im Anschluf daran aus der Kontaktinhibiti-
on gelost. Bei 28 h beginnend wurden iiber viele Stunden hinweg im Abstand
von 4 h Chromosomenpréiparate angefertigt. Zur Anreicherung von Metaphasen
wurde dem Medium 4 h vor der Aufarbeitung Colcemid zugegeben, so daf die
Mitosen nahezu des gesamten 1. Zyklus erfalt wurden. Je Zeitpunkt und Dosis
wurden 100 Metaphasen im 1. Zellzyklus nach Bestrahlung untersucht. An dieser
Stelle werden vorerst die Rohdaten prasentiert und im Anschlufs daran die daraus
ermittelten Ergebnisse fiir die Gesamtpopulation.

Alle Experimente iiber Chromosomenschiden wurden mit AG-Zellen durchge-
fiihrt. In den Abbildungen wurde jeweils die Summe der in Abschnitt 3.4.9 be-
schriebenen Aberrationen dargestellt. Tabellen mit den genauen Daten zur Ver-
teilung der einzelnen Arten von Aberrationen finden sich in Anhang C.

4.2.6.1 Darstellung der Rohdaten

Um sicherzustellen, dafs die gewonnenen Daten mit den Daten aus fritheren Ex-
perimenten (E.Nasonova, personliche Komunikation) vergleichbar sind, wurden
Chromosomenanalysen fiir Kontrollzellen und nach 3 Gy Roéntgenbestrahlung
durchgefiihrt. Wihrend in den Experimenten von E.Nasonova in den unbestrahl-
ten AG-Zellen durchschnittlich 5 % aberrante Metaphasen bzw. 0,05 Aberratio-
nen pro Metaphase zu beobachten waren, wurden in der vorliegenden Arbeit 19 %
aberrante Metaphasen bzw. 0,2 Aberrationen pro Metaphase ermittelt. Die Un-
terschiede zwischen den Werten beider Arbeiten sind zum einen in einer hoheren
CPD der in der vorliegenden Arbeit verwendeten Zellen begriindet und zum an-
deren in einem anderen fétalen Kélberserum, das, wie von Nagasawa und Little
(1988) beschrieben, Einfluf auf die Aberrationsrate haben kann. Nach Korrektur
der gemessenen Werte um diesen Anteil stimmten die Aberrationsraten in beiden
Experimenten iiberein. Im Folgenden werden zunéchst nicht korrigierte Daten
prasentiert.

Wie in Abbildung 4.20 dargestellt ist, kommt es nach Rontgenbestrahlung zu
einem leichten Anstieg der Aberrationsrate mit der Zeit, der jedoch geringer ist,
als die Schwankung der Mefwerte und daher vernachléssigt werden kann.

Im Vergleich dazu zeigt sich nach Schwerionenstrahlung ein stérkerer Anstieg der
Aberrationsrate mit der Zeit nach Bestrahlung, so daf die zeitliche Verdanderung
nicht mehr vernachlissigbar ist. Nach Bestrahlung mit 11 MeV /u Kohlenstoffio-
nen (Abbildung 4.21) steigen bei Dosen von 0,5 und 1 Gy der Anteil aberranter
Zellen und die Aberrationsrate allméhlich an, wihrend bei 1,5 Gy ein Zuwachs
um etwa 60 % innerhalb von 20 h zu beobachten ist. Danach bleibt die Aberra-
tionsrate konstant bei etwa 3,2 Aberrationen pro Metaphase.

Auch nach Bestrahlung mit 9,9 MeV /u Nickelionen (Abbildung 4.22) kann ein
entsprechneder Anstieg beobachtet werden. Nach 8 Gy Nickelionen versieben-
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Abbildung 4.20: Anteil aberranter Metaphasen (links) und Aberrationen pro Metaphase
(rechts) in Abhéngigkeit von der Dosis und der Zeit nach Bestrahlung von AG-Zellen mit
0 und 3 Gy Rontgenstrahlung. Verglichen werden die Daten von E.Nasonova (personli-
che Komunikation) mit denen der vorliegenden Arbeit (offene Symbole). Die Daten der
vorliegenden Arbeit wurden um 14 % aberrante Metaphasen bzw. um 0,15 Aberratio-
nen pro Metaphase korrigiert (Differenz der Aberrationsraten der Kontollpopulationen
der beiden verglichenen Experimente). Je Dosis- und Zeitpunkt wurden 100 Zellen in
der 1.Mitose nach Bestrahlung ausgewertet. Die Fehlerbalken sind kleiner als die Sym-
bolgrife.

facht sich die Aberrationsrate innerhalb von 20 h. Im Gegensatz zu Kohlenstoff-
ionen (Abbildung 4.21) zeigt sich fiir Nickelionen fiir alle Dosen ein deutlicher
Anstieg des Anteils aberranter Zellen und der Aberrationsrate. Die Ausbildung
eines Plateaus ist bei Bestrahlung mit Nickelionen auch nach spiten Zeiten nicht
zu beobachten. Im Gegensatz zu Kohlenstoffbestrahlung (Abbildung 4.21) steigt
die Anzahl aberranter Zellen nach einer Verdopplung der Dosis von 4 auf 8 Gy
nicht weiter an, sondern zeigt einen fast identischen Zeitverlauf.

Um die Effekte verschiedener Strahlenarten besser vergleichen zu kénnen, wurden
Dosen verglichen, die zu #hnlichem Uberleben (etwa 20 %) fiihrten (Abbildung
4.23). Wiahrend diinnionisierende Strahlung (geschlossene Symbole) einen nur
langsamen und geringen Anstieg mit der Zeit bewirkt (bis zu 25 %), zeigt sich
nach dichtionisierender Strahlung auch bei unterschiedlicher Aberrationsausbeute
ein schneller ausgepréigter Anstieg der Aberrationsrate bis auf ein 6,8 faches des
36 h-Wertes im Falle von Nickelionen.

Gleichzeitig mit dem Ansteigen der Aberrationsraten tritt eine Verdnderung der
Verteilung der Anzahl an Aberrationen pro Zelle auf (Abbildung 4.24). Wih-
rend zu frithen Sammelzeitpunkten vorwiegend ungeschidigte Zellen die Mitose
erreichen (links), nimmt die Anzahl von Zellen mit mehreren Aberrationen zu
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Abbildung 4.21: Anteil an aberranten Metaphasen (links) und Aberrationen pro Me-
taphase (rechts) in Abhéngigkeit von der Dosis und der Zeit nach Bestrahlung mit
11 Mev/u Kohlenstoff-Ionen (LET 153 KeV/um). Je Dosis- und Zeitpunkt wurden
100 Zellen in der 1.Mitose nach Bestrahlung ausgewertet. Die Aberrationsrate steigt

mit Dosis und Zeit deutlich an und erreicht fiir spéte Zeitpunkte ein Plateau bzw. fallt
wieder leicht ab. Die Fehlerbalken sind kleiner als die Symbolgrofe.
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Abbildung 4.22: Anteil an aberranten Metaphasen (links) und Aberrationen pro Me-
taphase (rechts) in Abhéngigkeit von der Dosis und der Zeit nach Bestrahlung mit
9,9 Mev/u Nickel-Ionen (LET 2450 KeV/um). Je Dosis- und Zeitpunkt wurden 100 Zel-
len in der 1.Mitose nach Bestrahlung ausgewertet. Die Aberrationsrate steigt mit Dosis
und Zeit deutlich an. Auch fiir spite Zeitpunkte wird kein Plateau erreicht. Die Fehler-
balken sind kleiner als die Symbolgrofe.
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Abbildung 4.23: Aberrationen pro Metaphase bei etwa 20 % Uberleben als Funktion
der Zeit nach Bestrahlung mit Rontgen-Strahlung (E.Nasonova, personliche Komunika-
tion), 200 MeV /u Kohlenstoffionen (E.Nasonova, personliche Komunikation), 11 MeV /u
Kohlenstoffionen und 9,9 MeV /u Nickelionen. Da hier Daten der vorliegenden Arbeit
(11 MeV/u C und 9,9 MeV/u Ni) sowie von E.Nasonova (personliche Komunikation)
dargestellt sind, wurden die Werte fiir 11 MeV /u C um 0,15, die Werte fiir 9,9 MeV /u
Ni um 0,10 Aberrationen pro Metaphase korrigiert. Die Korrekturwerte stellen die Dif-
ferenz der Aberrationsraten der jeweiligen Kontrollpopulationen dar.

spiteren Zeitpunkten hin zu und trégt damit zu ansteigenden Aberrationsraten
bei. Die vollstindigen Verteilungsdaten sind in Anhang C zusammengestellt.

Zeitlich verdnderliche Aberrationsraten bewirken, daf auch die daraus erhaltenen
Dosis-Effekt-Kurven zeitabhéngig sind. In Abbildung 4.25 sind die Aberrations-
raten fiir die verschiedenen Strahlenarten fiir 36 h und 65 h bzw. fiir Nickelionen
fiir 54 h iiber der Dosis dargestellt. Die Kurven fiir die spiteren Probenahmezeit-
punkte sind mit steigendem LET zu hoheren Aberrationsraten hin verschoben,
wie sich in den hierraus berechneten RBWs wiederspiegelt (Tabelle 4.3). Um Aus-
sagen iiber das Ausmaf des Gesamtschadens zu erhalten ist es daher notwendig,
die Daten, wie in Abschnitt 3.4.9.3 beschrieben, iiber viele Zeitpunkte zu messen
und die einzelnen Werte zu integrieren.

4.2.6.2 Analyse der Daten

Der Schaden in der Gesamtpopulation wurde wie in Abschnitt 3.4.9.3 beschrie-
ben bestimmt. Dieser Analyse liegen die Untersuchungen des Proliferationsver-
haltens zugrunde, deren Ergebnisse in Abschnitt 4.2.4 beschrieben sind. Die im
vorigen Abschnitt ermittelten Anteile aberranter Zellen und Aberrationsraten
wurden mit den korrigierten Mitoseindizes der 1. Mitosen gewichtet und damit
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Abbildung 4.24: Veréinderung der Verteilung der Anzahl Aberrationen pro Zelle nach
Bestrahlung mit 11 MeV/u Kohlenstoffionen (0,5 Gy links, 1,5 Gy mitte) und mit
9,9 MeV /u Nickelionen (rechts) in den Zellen, die die erste Mitose erreichen. Wéhrend
zu frithen Sammelzeitpunkten vorwiegend ungeschidigte Zellen die Mitose erreichen
(links), nimmt die Anzahl von Zellen mit mehreren Aberrationen zu spéteren Zeitpunk-
ten zu.

der ,,gewichtete Anteil aberranter Metaphasen” und die ,,gewichtete Aberrations-
rate” bestimmt. Diese ist in Abbildung 4.26 fiir AG-Zellen nach Bestrahlung mit
11 MeV/u Kohlenstoffionen und 9,9 MeV /u Nickelionen dargestellt. Durch ho-
he Mitoseindizes der Kontrollpopulationen und den Abfall der Mitoseindizes mit
zunehmender Dosis kommt es z.T. zu einer Umkehr der in den Rohdaten beob-
achteten Effekte (Abbildung 4.26). So ist die jeweils hochste verwendete Dosis
(1,5 Gy C und 8 Gy Ni) nach Wichtung weniger effektiv als die jeweils niedrigere
Dosis (1,0 Gy C und 4 Gy Ni). Die Anzahl aberranter Zellen in den unbestrahl-
ten Populationen erreicht dhnliche Werte, wie die am héchsten bestrahlten Zellen,
im Fall von Nickelionen sogar hohere. Auch in den integrierten Daten, die den
,Gesamtschaden” in Abhingigkeit von der Dosis wiedergeben, zeigt sich der star-
ke Einfluk von Zellzyklusarresten und vorzeitiger Zelldifferenzierung, die durch
Strahlung bewirkt werden. In Abbildung 4.27 ist dieser Einflul insbesondere fiir
Nickelionen (rechts) deutlich zu sehen.

Fiir Kohlenstoff gibt es zunéchst eine eindeutige Dosisabhéngigkeit von 0 {iber
0,5 auf 1 Gy steigt die Ausbeute aberranter Zellen an. Bei der héchsten Dosis
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Abbildung 4.25: Aberrationen pro Metaphase in Abhéngigkeit von der Dosis nach Be-
strahlung mit Rontgen-Strahlung, 200 MeV /u Kohlenstoffionen, 11 MeV /u Kohlenst-
offionen und 9,9 MeV /u Nickelionen. Die gezeigten Dosis-Effekt-Kurven sind fiir al-
le Strahlenarten aus den Aberrationsraten nach 36 h (geschlossene Symbole) und fiir
Rontgen- und Kohlenstoffbestrahlung nach 65 h, sowie fiir Nickelionen nach 54 h (of-
fene Symbole) bestimmt worden. Der enorme Einfluf der Probennahmezeit wird an
diesen Kurven deutlich. Da hier Daten aus der vorliegenden Arbeit (11 MeV /u C und
9,9 MeV /u Ni) von E.Nasonova (personliche Komunikation)(Roéntgen und 200 MeV /u
C) dargestellt sind, wurden die Werte fiir 11 MeV /u C um 0,15, die Werte fiir 9,9 MeV /u
Ni um 0,10 Aberrationen pro Metaphase korrigiert. Die Korrekturwerte stellen die Dif-
ferenz der Aberrationsraten der jeweiligen Kontrollpopulationen dar.

von 1,5 Gy iiberwiegt die Zellzyklusarrest bedingte Abnahme des Mitoseindex
den Dosis bedingten Zuwachs an Aberrationen, so daf das Plateau von 1,5 Gy
bestrahlten Zellen spéter erreicht wird. Fiir Nickelionen ist die Dosisabhéngigkeit
generell umgekehrt: 2 Gy liefert die hochste Ausbeute, mit steigender Dosis er-
reicht die 4 Gy Kurve erst mit Zeitverschiebung den 2 Gy-Wert wihrend die 8 Gy-
Kurve deutlich niedriger liegt. Allerdings wird bei Nickelionen schon nach einer
relativ kurzen Zeit von 50 h das Plateau bei kleinen Dosen erreicht. Abbildung
4.28 zeigt die Ergebnisse der Integration der in der vorliegenden Arbeit gewon-
nenen Daten und der von E.Nasonova (personliche Komunikation) bestimmten
Werte in Abhingigkeit von der Dosis. Die intergrierten Daten beziehen sich je-
weils auf die Population zum Zeitpunkt der Bestrahlung. Da in den verschiedenen
Experimenten das Proliferationsverhalten der Zellen unterschiedlich war, wurden
die Daten so korrigiert, daf in allen Experimenten die gleiche Anzahl Zellen der
Kontrollpopulation die erste Mitose nach Losen der Kontaktinhibition erreicht.
Nach Anwendung diinnionisierender Strahlung steigt der Anteil aberranter Zel-
len mit der Dosis zunéchst an, erreicht dann jedoch zwischen 2 und 3 Gy ein
Maximum von ca. 10 aberranten Zellen je 100 Zellen der Ausgangspopulation
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RBW aperrationen | 200 MeV/u C | 11 MeV/u C | 9,9 MeV /u Ni
36 h 1.43 2.81 <0.1
65 h 1.68 3.79 0.40

Tabelle 4.3: RBW berechnet aus den Aberrationsraten nach 36 h und 64 h (bzw. 54 h
fiir Ni). Mit steigender Probennahmezeit nach Bestrahlung steigt der RBW deutlich an.
Die Werte beziehen sich ausschliefslich auf Zellen in der 1. Mitose nach Bestrahlung.
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Abbildung 4.26: Gewichtete Anteile aberranter Zellen (links) und Aberrationen pro
Metaphase (rechts) in Abhéngigkeit von der Dosis und der Zeit nach Bestrahlung von
AG-Zellen mit 11 MeV /u Kohlenstoffionen (oben) und 9,9 MeV /u Nickelionen (unten).
Der Wichtung der aberranten Zellen bzw. der Aberrationen pro Metaphase in einem

Megintervall (hier 4 h) mit dem korrigierten Index 1. Mitosen folgte die Skalierung auf
1 h-Intervalle.

und féllt danach wieder leicht ab. Die Aberrationen je Metaphase nehmen nach
einem anfinglichen Anstieg bis 0,15 bei 2 Gy nicht weiter zu. Die Bestrahlung
mit 11 MeV /u Kohlenstoffionen mit einem LET von 150 keV /um bewirkt einen
sehr steilen Anstieg der Anzahl aberranter Zellen mit der Dosis auf bis zu 18 %
nach 1 Gy, der Wert fillt aber ebenso schnell wieder ab. Nach Bestrahlung mit
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Abbildung 4.27: Die Integration der Aberrationsrate iiber die Zeit fiihrt zum Gesamt-
schaden nach Bestrahlung mit 11 MeV /u Kohlenstoffionen (links) und mit 9,9 MeV /u
Nickelionen (rechts) in den Zellen, die die erste Mitose erreichen. Die Daten beziehen
sich auf eine Ausgangspopulation von jeweils 100 Zellen zum Zeitpunkt der Bestrahlung.

Nickelionen mit einem LET von 2450 keV /um bleibt die Anzahl aberranter Zel-
len konstant auf dem Kontrollniveau. Die Anzahl der Aberrationen je Metaphase
zeigt ein dhnliches Verhalten, mit der Dosis Nickelionen verdndert sie sich nicht,
nach Kohlenstoffbestrahlung (153 keV /um) folgt ein steiler Anstieg auf 0,3 Ab-
errationen je Metaphase bei 1 Gy.

Sowohl hohere Dosen als auch ein erhohter LET fithren zur Abnahme der
Aberrations-Ausbeute. Auferdem bewirkt die Abnahme der untersuchten
Mitosen ebenfalls eine Reduktion der absoluten Ausbeute. Die gewonnenen
Daten driicken demnach die Kombination von Zellzykluseffekten und Chromo-
somenschiden aus. Die hieraus bestimmten RBW-Werte sind zum Vergleich in
Abschnitt 5.5 aufgefiihrt.
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Abbildung 4.28: Anteile aberranter Metaphasen (links) und Aberrationen pro Metapha-
se (rechts) im Bezug auf die Ausgangspopulation zum Zeitpunkt 0 h nach Integration
der Daten in Abhéngigkeit von der Dosis nach Bestrahlung mit Rontgen-Strahlung,
200 MeV /u Kohlenstoffionen, 11 MeV /u Kohlenstoffionen und 9,9 MeV /u Nickelionen.
Da hier Daten der vorliegenden Arbeit (11 MeV/u C und 9,9 MeV /u Ni) sowie Daten
von E.Nasonova (persénlice Komunikation)(Réntgen und 200 MeV /u C) aus verschei-
denen Experimenten dargestellt sind, wurden die Werte auf einen gleichen Anteil von

Zellen, die die erste Mitose erreichen, in der jeweiligen Kontrollpopulation korrigiert.
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4.3 Einfluff von Bromdesoxyuridin

Wie in der Literatur beschrieben wird |Rutter et al., 1973,
Scott und Lyons, 1979, Morris, 1991], hat BrdU in niedrigen Konzentratio-
nen keinen storenden Einfluf auf Untersuchungen an humanen Fibroblasten. In
den in Teil IT dargestellten Experimenten traten jedoch unerwartete Ergebnisse
auf, wie z.B. das Ausbleiben eines stetigen Anstiegs von BrdU-markierten
Zellen mit der Zeit in der S-Phasen-Markierung (Abbildung 4.11) oder in
durchflufzytometrischen Untersuchungen (Abbildungen 4.13 und 4.14). Der
Einfluff des eingesetzten BrdU auf die verwendeten Zellen wurde an Hand der
unter 3.5 beschriebenen Messungen untersucht. Nachdem sich schon zu Beginn
der Experimente zeigte, daf Deoxycytidin (dC) auf AG-Zellen nicht, wie in der
Literatur beschrieben [Moore und Hurlbert, 1966, Bjursell und Reichard, 1973|,
die cytotoxischen Effekte von BrdU aufhebt, wurden nur vereinzelte Versuche
mit dC durchgefiihrt.

4.3.1 Koloniebildungstest

Als erster Parameter wurde der Einfluk von BrdU auf das klonogene Uberle-
ben untersucht. Es wurde BrdU in Konzentrationen von 0, 5 und 10 pmol/1 von
zwei verschiedenen Herstellern, sowie BrdU in Kombination mit dC verwendet.
In BrdU-freiem Medium betrug die PE der AG-Zellen 33 +5 %. Das Uberleben
von Zellen in Anwesenheit von BrdU war in drei vollstindig unabhéingigen Ex-
perimenten nicht bestimmbar, da auch bei sehr unterschiedlicher Einsaat (330 -
20.000 Zellen je Flasche) maximal drei Kolonien gebildet wurden, was fiir die
Berechnung des Uberlebens nicht ausreichend war. Nach dem Firben waren in
den Flaschen viele Zellen zu sehen, die sich nur wenige Male geteilt hatten. Die
Zugabe von BrdU verhindert demnach die vielfache Teilung der Zellen und damit
die Koloniebildung.

4.3.2 Laktat-Dehydrogenase-Messung

Im Laktat-Dehydrogenase-Test (3.4.6) wurden die Auswirkungen verschiedener
BrdU-Konzentrationen (0, 10, 20, 40 ,80 pmol/1) zu verschiedenen Zeitpunkten
(24, 48, 72, 96 h) untersucht. Im Verlauf des Experimentes kam es nicht zu einem
dsisabhéngigen Anstieg des Anteils toter Zellen. In mit BrdU behandelten Zellen
und Kontrollzellen betrug der Anteil toter Zellen 8,5 +3,3 %.
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4.3.3 Wachstumskinetik

Die Untersuchung der Wachstumskinetik unbestrahlter und bestrahlter Zellen
(siehe 3.4.2) wurde ohne und mit 10 pumol/l BrdU durchgefiihrt. Die Mefdauer
wurde dabei auf bis zu 160 h im Falle der AG- und NHLF-Zellen, im Falle der
GMC-Zellen auf bis zu 500 h ausgedehnt. Die Zugabe von BrdU zum Kultur-

[Te) T T T T T T T T [(e) T T T T T T T
%’ AG-Zellen -% L0 NHLF-Zellen I
BRDU + 11 MeV/u C BRDU + Réntgen
M 15
N | e | N o
2 - 16y ohne BrdU 205 36y ome B .
N N -B- 3Gy mit BrdU
2 L .
1 - i 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
0 50 100 150 0 50 100 150
Zeit [h] Zeit [h]

Abbildung 4.29: Wachstumskurven zweier verschiedener Fibroblastenlinien, jeweils ohne
BrdU (offene Symbole) und nach Zugabe von 10 pmol/l BrdU zum Kulturmedium (ge-
schlossene Symbole). Es wurden unbestrahlte und bestrahlte Zellen untersucht. Wachs-
tumskinetik von AG-Zellen: es wurden zur Bestrahlung 11 MeV/u Kohlenstoff-Ionen
verwendet (links). Wachstumskinetik von NHLF-Zellen: es wurde mit Réntgenstrah-
lung bestrahlt (rechts).

medium fithrte bei AG- und NHLF-Zellen nach etwa 50 h zum Abknicken der
Wachstumskurven, danach blieb die Zellzahl konstant (Abbildung 4.29). Auch
die dquimolare Zugabe von dC bewirkte keine Verbesserung (ohne Abbildung).
Im Fall von GMC-Zellen war das Abknicken der Kurve verspétet zu beobachten
(etwa 150 h, ohne Abbildung), was mit dem insgesamt langsameren Wachstum
der GMC-Zellen erklirt werden kann (Abbildung 4.3). Die Wachstumshemmung
durch BrdU im Vergleich zu unbehandelten Kontrollzellen betrug nach 150 h in
den unbestrahlten AG-Zellen 67 %, in NHLF-Zellen 73 % und in GMC-Zellen
40 %. Im Gegensatz dazu wird in bestrahlten AG-, NHLF- und GMC-Zellen
die durch BrdU bewirkte Hemmung vom Einfluff der Strahlung iiberwogen, wie
Abbildung 4.29 fiir AG- und NHLF-Zellen zeigt (GMC-Zellen ohne Abbildung).

Um festzustellen, ob die beobachtete Wachstumshemmung reversibel ist, wurden
unbestrahlte Zellen in BrdU-haltigem Medium kultiviert und nach unterschiedli-
chen Zeiten nach einen Mediumwechsel wieder in BrdU-freiem Medium kultiviert.
Abbildung 4.30 gibt die so ermittelten Wachstumskurven wieder. Es zeigt sich
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Abbildung 4.30: Wachstumskurven unbestrahlter AG-Zellen nach Zugabe von 10 pmol/1
BrdU zum Kulturmedium. Nach den angegebenen Einwirkzeiten wurde das Medium
gegen BrdU-freies Medium ausgetauscht. Die Zellen wurden insgesamt 8 Tage kultiviert.

deutlich, daf der Effekt von BrdU nicht umkehrbar ist, denn die Zellen wachsen
zwar nach Mediumwechsel wieder besser, erreichen aber den Kontrollevel weder
in der Zellzahl, noch in der Wachstumssteigerung. Auch sehr kurze Einwirkzeiten
bewirken diesen Effekt, der mit der Zeit jedoch zunimmt.

Die Experimente zeigen, dafs BrdU das Zellwachstum stark hemmt und dieser
Effekt mit steigender Einwirkzeit zunimmt.

4.3.4 Durchfluffizytrometrische Untersuchung
des Zellzyklus

Zur durchflulzytometrischen Analyse des Zellzyklus wurden die AG-Zell-Proben
im Anschluff an die oben beschriebene Bestimmung der Zellzahl (4.3.3) zentrifu-
giert und fiir die Analyse fixiert (3.4.5).

In Abbildung 4.31 ist der Verlauf der Zellzyklusphasen nach Bestrahlung in Ab-
héngigkeit von der Zeit in einer unbestrahlten (links) und einer mit 3 Gy Rontgen
bestrahlten Zellpopulation (rechts) gezeigt. Direkt nach der Bestrahlung erfolgte
die Zugabe von 10 pmol/l BrdU zum Zellkulturmedium. In beiden Populationen
kommt es etwa 50 h nach Zugabe von BrdU zum Stillstand der Zellprolifera-
tion und zur Arretierung der Zellen in derjenigen Zyklusphase, in der sie sich
gerade befinden, wie sich in ausgedehnten Plateaus der Kurven zeigt. Auch nach
144 h sind selbst die Zellen der unbestrahlten Population nicht in der Lage, den
durch BrdU vermittelten Zellzyklusarrest zu iiberwinden. Vergleichbare Ergeb-
nisse wurden nach Bestrahlung mit 1 Gy 11 MeV /u Kohlenstoffionen erhalten.



4.3. EINFLUSS VON BROMDESOXYURIDIN 75

Diese Ergebnisse zeigen, daf BrdU im Gegensatz zu den iiblichen Annahmen |[z.B.
Rutter et al., 1973] erheblichen Einfluf auf den Zellzyklus hat.
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Abbildung 4.31: Durchflufzytometrische Bestimmung der Zellzyklusphasen in Abhén-
gigkeit von der Zeit nach Bestrahlung in einer unbestrahlten (links) und einer mit 3 Gy
Rontgen bestrahlten Zellpopulation (rechts). In beiden Populationen kommt es etwa
50 h nach Zugabe von 10 pmol/l BrdU zur Ausbildung ausgedehnter Plateaus der Kur-
ven. Das Kiirzel ,+BrdU” kennzeichnet Zellen, die eine S-Phase durchlaufen haben.
Nach einer weiteren S-Phase lautet es ,+2BrdU” (siehe auch 4.2.4).

4.3.5 Differenzierungsmuster

Der Einflufs von BrdU auf das Differenzierungsmuster der AG-Zellen wurde nach
unterschiedlichen Einwirkzeiten untersucht (Abbildung 4.32). Mit steigender Ein-
wirkzeit verschob sich das Differenzierungsmuster der AG-Zellen zu héheren Dif-
ferenzierungsstadien. So sank der Anteil von Zellen im mitotisch aktiven Stadi-
um MFII von 59 +10 % auf Null, wihrend gleichzeitig der Anteil postmitoti-
scher Fibroblasten PMF von 13 £2 % auf 80 +5 % stieg. Da die morphologische
Auswertung der Daten keine absolute Messung ist, sondern von der Erfahrung
der auswertenden Person abhingt, schwanken die Werte besonders bei kleinen
Messwerten um bis zu £+ 30 %.

Die Zugabe des BrdU erfolgte in diesem Experiment erst nach Anheftung der
Zellen. Die Summe der ausgewerteten Zellen war zeitlich konstant.

Der Einflufs von BrdU wurde auch nach Bestrahlung mit 3 Gy Rontgenstrahlung
untersucht. In diesen Versuchen wurde zusétzlich dC in dquimolarer Menge ver-
wendet. In Abbildung 4.33 sind die Differenzierungsmuster von AG-Zellen ohne
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Abbildung 4.32: Differenzierungsmuster unbestrahlter AG-Zellen nach Zugabe von Br-
dU zum Kulturmedium. Die Zellen wurden in BrdU-freiem Medium ausgesét und nach
dem Anheften (ca. 3 h) mit 10 gmol/1 BrdU versetzt. Nach den angegebenen Einwirkzei-
ten wurde das Medium wieder gegen BrdU-freies Medium ausgetauscht und die Zellen
fiir insgesamt 13 Tage (312 h) kultiviert.

Bestrahlung (oben) und nach 3 Gy Rontgenstrahlung (unten) nach verschiedenen
Einwirkzeiten von BrdU dargestellt.

In Kontrollzellen ergaben die Anteile der einzelnen Differenzierungsstadien im
Mittel 36 +4 % MFII, 47 +£3 % MFIII und 17 £2 % PMF. Nach Bestrahlung
verschoben sich die Anteile an den einzelnen Stadien zu hoheren Differenzierungs-
stufen hin. Es ergaben sich im Mittel 17 +6 % MFII, 44 +3 % MFIII und 39 +5 %
PMF. Dabei verdndert BrdU die Wirkung der Strahlung auf die Differenzierung
der Zellen nicht.

Die Summe der ausgewerteten Zellen nahm mit steigender Einwirkzeit ab. Da die
Zellen im Gegensatz zu dem oben beschriebenen Versuch in BrdU-haltigem Me-
dium ausgesit wurden, iibt die Anwesenheit von BrdU Einfluf auf die Anheftung
der Zellen aus.

Die Ergebnisse zeigen, dal BrdU in der Lage ist, die Differenzierung humaner
Hautfibroblasten zu beschleunigen. Die Anheftung der Zellen wird ebenfalls ver-
andert, wodurch z.B. in Abbildung 4.33 der Anstieg postmitotischer Zellen voll-
stdndig unterdriickt wurde. Der erste Eingriff des BrdU in die Vorgénge der Zellen
kann damit nicht erst nach einem Einbau in die DNA erfolgen, sondern findet
bereits wihrend der Anheftung der Zellen statt.
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Abbildung 4.33: Differenzierungsmuster von AG-Zellen in Abh#ngigkeit von der Ein-
wirkzeit von 10 pmol/l BrdU bzw. je 10 pumol/l BrdU + dC nach Bestrahlung mit 3
Gy Rontgenstrahlung (Uberlebensniveau 10 %; unten) und in einer unbestrahlten Kon-
trollpopulation (oben). Die Zellen wurden direkt im Anschluf an die Bestrahlung in
BrdU-freiem, BrdU-haltigem bzw. BrdU + dC-haltigem Medium ausgesét.

4.3.6 Schwester-Chromatiden-Austausch (SCE)

In Untersuchungen im Hinblick auf die Induktion von SCEs in AG-Zellen wur-
den verschiedene Konzentrationen von BrdU (0, 10, 20, 40 ,80 umol/1) verwendet
(Abschnitt 3.4.10) und nach 48 h Chromosomenpriparate angefertigt. Nach der
differentiellen Féarbung der Chromosomen wurden die Proben auf SCEs hin unter-
sucht und die Anteile erster und zweiter Mitosen bestimmt (Abbildung 4.34). Die
Anzahl SCEs je Chromosom nimmt mit steigender BrdU-Konzentration zu und
geht fiir hohe Konzentrationen (>40 pmol/l BrdU) in Sattigung iiber. Gleichzei-
tig nimmt der Mitoseindex ab wie im néchsten Abschnitt gezeigt wird. Auch der
Anteil zweiter Mitosen an der Gesamtzahl Mitosen sinkt. Das Verhiltnis erste zu
zweite Mitosen steigt damit mit wachsender BrdU-Konzentration, was auf eine
zunehmende Zellzyklus-Verzogerung hinweist.

4.3.7 Mitose-Index

Der Mitose-Index (3.4.9) wurde zu verschiedenen Zeitpunkten nach Bestrahlung
mit und ohne Zusatz von BrdU in bestrahlten und unbestrahlten Zellen bestimmt.
Auf einen Zusatz von dC wurde verzichtet, da in den vorhergehenden Tests kei-
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Abbildung 4.34: SCEs pro Chromosom in Abh#ngigkeit von der Konzentration BrdU
im Zellkulturmedium 48 h nach Lésen der Kontaktinhibition. Mit zunehmender Kon-
zentration steigt die Anzahl SCEs je Chromosom (links). Verhéltnis 1. zu 2. Mitosen in
Abhéngigkeit von der Konzentration BrdU im Zellkulturmedium. Die Anzahl 2. Mitosen
geht mit steigender BrdU-Konzentration deutlich zurtick (rechts).

ne Verminderung der Toxizitdt von BrdU festgestellt werden konnte. In den in
Abbildungen 4.35 und 4.36 gezeigten Experimenten senkt die Zugabe von BrdU
deutlich den Mitoseindex. Der maximale Wert unbehandelter Zellen wird nach
Zugabe von 10 ymol/l BrdU nur noch zu 40 - 55 % erreicht. Aufierdem wird kein
zweites Maximum erreicht, wie es in den unbehandelten Zellen bzw. nur bestrahl-
ten Zellen nach 60 - 70 h auftritt (Abbildung 4.36). Die Intergration des Mito-
seindex iiber die Dauer der Messung zeigt, dak nach Zugabe von BrdU weniger
Zellen die Mitose erreichen. Nach Bestrahlung mit Réntgen- oder Nickelstrahlung
ergibt sich ein vergleichbares Bild.

4.3.8 Chromosomen-Analyse

Die Aberrationsrate (3.4.9) wurde zu verschiedenen Zeitpunkten nach Bestrah-
lung mit und ohne Zusatz von 10 pgmol/1 BrdU in bestrahlten und unbestrahlten
Zellen bestimmt. Auf einen Zusatz von dC wurde verzichtet, da in den vorherge-
henden Tests keine Minderung der Toxizitdt von BrdU festgestellt werden konnte.
Die Daten der Chromosomenanalysen mit und ohne BrdU sind in den Tabellen
des Anhang C zusammengefaft. Wie Abbildung 4.37 deutlich zeigt, beeintréch-
tigt die Zugabe von BrdU die Anzahl von Chromosomenschiden nach Rontgen-
bestrahlung nicht.

Nach Bestrahlung mit 4 Gy 9,9 MeV /u Nickelionen zeigt sich dagegen ein anderes
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Abbildung 4.35: Mitoseindex unbestrahlter (links) und mit 250 kV Roéntgen (rechts)
bestrahlter AG-Zellen, jeweils ohne BrdU (offene Symbole) und nach Zugabe von
10 pmol/1 BrdU zum Kulturmedium (geschlossene Symbole).
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Abbildung 4.36: Mitoseindex unbestrahlter (links) und mit 9,9 MeV/u Ni (rechts)
bestrahlter AG-Zellen, jeweils ohne BrdU (offene Symbole) und nach Zugabe von
10 pmol/1 BrdU zum Kulturmedium (geschlossene Symbole).

Bild. Fiir friihe Zeitpunkte bewirkt BrdU keine Anderung der Schadensausbeute.
Nach 45 h aber ergibt sich eine deutliche Differenz zwischen den Aberrationsraten
mit und ohn