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Strahleninduzierte Genominstabilitiit und ihre Konsequenzen fiir die

Zelltransformation.
Einleitung

Unter Genominstabilitit versteht man eine erhdhte Erwerbsrate an de novo
entstandenen Anderungen des Genoms. Diese Anderungen komnen sich als
chromesomale Destabilisierung, Genamplifikation und Mutationen manifestieren,
und sie sind charakteristisch fir Tumorzellen (z.B. Morgan et al. 1996, Ruiz and
Wahl 1990, Tlsty et al. 1989). Chromosomale Destabilisierung kann sich durch
numerische Aberrationen, also durch Verlust oder Zugewinn eines oder mehrerer
Chromosomen &uflern, oder durch strukturelle Aberrationen wie dizentrische
Chromosomen, Deletionen, Insertionen und Translokationen. Verlust der
Genomstabilitit wurde in vielen verschiedenen Tumorentititen, sowohl bel
Leukdmien und Lymphomen, als auch in den meisten soliden Tumoren
beobachtet (Heim and Mitelman 1987, Solomon et al. 1991, Mitelman 1991,
Rabbitts 1994).

Die inhédrente Genominstabilitit der Tumorzellen wird inzwischen als einer der
wichtigsten Aspekte der Krebsentstehung angesehen. Schon Nowell (1976) war
der Meinung, daf die Genominstabilitit fiir die notwendige genomische
Plastizitit sorgt, die dic schrittweise Progression der fiir den neoplastischen
Phianotyp erforderlichen genetischen Anderungen erméglicht. Fiinf humane
Erbkrankheiten sind mit Genominstabilitat und erhéhtem Krebsrisiko assozilert:
Fanconi's Andmie, Bloom's Syndrom, Ataxia telangiectasia, Werner Syndrom
und Li-Fraumeni Syndrom (z.B. Morgan and Murnane 1995, Taylor 1995), Die
Entstehungsmechanismen der Genominstabilitdt sind noch nicht bekannt, Zellen
verwenden viele Gene bzw, ihre Produkte um eine fehlerfreie Weitergabe der
genetischen Information an die Nachkommenschaft sicherzustellen. Zu den
bekanntesten dieser Gene gehort das p53 Gen (z.B. Almasan et al, 1995, Kastan
et al. 1995). Mutationen in einem fir die genomische Stabilitit sorgenden Gen
kénnten ein frithes Ereignis der Tumorigenese sein und zu weiteren multiplen

Mutationen wie sie in Tumoren beobachtet werden, fiithren.
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Strahleninduzierte Genominstabilitit: Experimentelle in vitro Evidenz

Die wichtigsten biologischen Strahlenwirkungen umfassen Genmutationen,
Chromosomenaberrationen, Zelltransformation und den reproduktiven sowie den
apoptotischen Zelltod. Alle diese Wirkungen werden als Konsequenzen einer
(fehlerhaften) Prozessierung strahleninduzierter DNS-Schiden angesehen.
Generell wurde angenommen, dab die entsprechenden Prozesse wihrend der

Zellzyklen stattfinden, die einer Bestrahlung unmittelbar folgen.

Indessen beschrieben bereits Puck und Markus 1956, Thomson und Suit 1969,
Trott und Hug 1970, daB die strahleninduzierte Zelltoxizitit bis zu sechs
Zellzyklen nach Bestrahlung, also verzégert beobachtet werden. Spéter wurde
gezeigt, daB eine erhohte Zelltod-Rate iiber viele Zellgenerationen hinweg
manifest werden kann (Seymour et al. 1986, Gorgojo and Little 1989). Uber de
novo entstandene Chromosomenaberrationen in  spéiteren Zellzyklen nach
Bestrahlung von Méuseembryonen wurde erstmalig von Weissenbom und
Streffer (Weissenborn und Streffer 1988, Weissenborn und Streffer 1989)
berichtet. In diesen Arbeiten wurden die Embryonen mit Réntgenstrahlung oder
mit Neutronen bestrahit. Pampfer und Streffer (1989) haben erstmalig eine
strahleninduzierte genomische Instabilitét in fotalen Fibroblasten aus bestrahlten
Miusezygoten beschrieben. Sie beobachteten im Vergleich mit unbestrahlten
Kontrollen eine erhéhte Rate an Chromatid- und Chromosomen-Fragmenten in
Fibroblastenkulturen, die aus fétaler Haut von im Zygotenstadium mit
Réntgenstrahlung bestrahlten Méiusen angeziichtet wurden. Es wurden mehr
aberrante Zellen in Féten mit der Gastroschisis-MiBbildung als in normalen (aber
vorbestrahlten) Foten beobachtet. Die Aberrationsrate war jedoch ziemlich
konstant. Die beobachteten, an die Zellen der nichsten Zellteilungen nicht
iibertragbaren Aberrationen sind also erst viele Zellzyklen nach der Bestrahtung
de novo entstanden. Die urspringlichen strahleninduzierten Zellinderungen
erlaubten in manchen Fillen eine normale Entwicklung der Féten, begiinstigten
aber eine Mifbildungsentstchung. Diese Ergebnisse, die auf eine verzogert
auftretende strahleninduzierte Genominstabilitit hindeuteten, kénnten spezifisch
mit der Embryogenese und mit der Zelldifferenzierung assoziiert sein. In
verschiedenen Untersuchungen der letzten Jahre wurden aber auch zytogenetische

Ergebnisse verdffentlicht, die eine strahleninduzierte Genominstabilitit in Form
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von de novo entstandenen chromosomalen Aberrationen in Nagetierzellen sowic
in menschlichen Zellen aufzeigen (z.B. Kadhim et al. 1995, Morgan et al. 1996,
Mothersill und Seymour 1997).

Zusammenfassend 148t sich festhalten, daB in Kolonien von {berlebenden
bestrahlten Zellen diese Genominstabilitit zu einem verzogerten reproduktiven
Zelltod (z.B. Seymour et al. 1986, Chang and Little 1992, Mothersill et al, 1996,
Mothersill und Seymour 1997), zu einem verzdgerten Aufireten von Mutationen
(Little et al. 1990, Little 1994, Selvanayagam et al. 1995, Harper et al. 1997)
und zu einer allgemeinen Chromosomeninstabilitit struktureller oder numerischer
Art (z.B. Kadhim et al. 1992, Marder and Morgan 1993, Kadhim et al. 1993,
Martins et al. 1993, Plumb et al. 1997) fithren kann. Da alle diese
Verinderungen de novo in spiteren Nachkommen bestrahiter und iiberlebender
Zellen aufireten, ist diese strahleninduzierte Genominstabilitit der inhdrenten
genomischen Instabilitdt wie sie in den meisten Tumorzellen beobachtet wird,
sehr dhnlich.

Die wichtigsten Arbeiten: ein Uberblick und Anmerkungen

Da Tumorzelien als transformierte iiberlebende Zellen in Folge einer Bestrahlung
aus normalen Zellen entstehen konnen, konnen zur ihrer Entstehung die nicht-
letalen Strahlenwirkungen beitragen, also die Genmutationen und die vererbbaren
("stabilen")  Chromosomenaberrationen  wie reziproke  Translokationen,
Insertionen und Deletionen. Alle diese Anderungen konnen generell entweder
direkt nach Bestrahlung, oder als Folge ciner Genominstabilitit in der
Nachkommenschaft jeder, durch Bestrahlung instabil gewordener Zelle entstehen.
Unter diesem Aspekt werden die folgenden Arbeiten zusammengefasst, und zwar
in bezug auf die chromosomale Destabilisierung (strukturelle sowie numerische
Aberrationen) und die Genmutationen, wie ste auch in Zellkulturen beobachtet

wurden.

1. Kadhim et al. (1992) untersuchten murine Knochenmarkzellen nach einer
Bestrahlung mit Pu-238 a-Teilchen (E = 3,3 MeV, LET = 121 keV um” ) und
zum Vergleich mit 250 kV Réntgenstrahlung. Aus Zellkolonien die eine o-
Teilchen-Bestrahlung mit Dosen von 0,25 Gy, 0,5 Gy oder 1 Gy bzw. eine
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Bestrahlung mit 3 Gy Rontgenstrahlung iiberlebt haben, wurden
Metaphasenzellen pripariert und in bezug auf Chromatid- und Chromosomen-
Aberrationen untersucht. Tabelle 1 zeigt die zytogenetischen Daten. In Zellen dic
mit o-Teilchen bestrahlt wurden, waren keine Aberrationen klonal, d.h. jede
einzelne Aberration entstand in der jeweiligen Zelle de novo nach 10 bis 11
Tagen. Unabhingig von der Dosis wurden in ca. 50% aller Kolonien aus
bestrahlten Zellen aberrante Metaphasen beobachtet. In diesen Metaphasen
wurden haufiger Chromatidaberrationen als  Chromosomenaberrationen
beobachtet. In Zellen die mit Réntgenstrahlung bestrahlt wurden, wurden keine
solchen Aberrationen beobachtet: in Zellen aus nur 2 von insgesamt 86 Kolonien
wurden Aberrationen beobachtet, aber in diesem Fall waren sie klonal, also

vorhanden in allen auswertbaren Metaphasenzellen aus diesen Kolonien.

In dieser Arbeit wurden also nur nach einer o -Teilchen - Bestrahiung de novo
entstandene  Aberrationen  als  Folge  einer  strahleninduzierten
Genominstabilitdt beobachtet. In den Zellen des Méuseknochenmarks wurde
dieser Effekt mit Rontgenstrahlung nicht beobachtet. Der Anteil an Kolonien
mit aberranten Zellen betrug ca. 50 %, und zwar unabhdngig von der o -
Teilchen - Dosis. Insgesamt zeigen die Ergebnisse einen deutlichen Unterschied
zwischen unbestrahlten bzw. mit Rontgenstrahlung bestrahiten Zellen
einerseits, und mit o -Teilchen bestrahlten Zellen andererseits. Die Statistik ist
nicht besonders gut, weil nicht sehr viele Kolonien bzw. Metaphasenzellen
ausgewertet wurden; dies war nicht moglich, da gebdnderte (G-Banden) Zelien

karyotypisch analysiert worden sind.

2. Martins et al. (1993) untersuchten humane Hautfibroblasten, die mit
schweren Ionen (Neon, E = 10,74 MeV/u, Argon, E = 10,52 MeV/u und Blei, E
= 9,5 MeV/u) bestrahlt worden sind. Die Dosen betrugen 0,62 Gy bis 2,48 Gy
fiir Neon-Ionen, 1,93 Gy bis 7,72 Gy fir Argon-Ionen und 43,4 Gy fiir Blei-
Ionen. Die Aberrationen wurden in Zellen der 1., 7., 15., 20. und 25. Passage
(der Erhaltungszyklus einer Zeilkultur; in Abhingigkeit von dem Jjeweiligen
Zelltyp, von den Anfangsbedingungen einer Zellkultur, von dem Kulturmedium
usw. kann er unterschiedlich viele Zellteilungen beinhalten) untersucht.
Verschiedene (“instabile") Aberrationstypen nahmen erst ab, waren selten in 5.
bis 7. Passage und nahmen wieder in der 20. bis 25. Passage zu. In diesen spiten

Passagen erschienen - offensichtlich de novo entstandene - dizentrische
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Chromosomen, Marker-Chromosomen, Derivat-Chromosomern (d.h. strukturell
verdnderte Chromosomen, die Abweichungen zeigen, an denen zwei oder mehrere
andere Chromosomen beteiligt sind) und Telomerassoziationen. Ein zeitlicher
Verlauf dieser Aberrationen ist in den Tabellen 2a, b, ¢ dokumentiert. In den
untersuchten Fibroblasten war das Chromosom 13 am haufigsten an
Rearrangements beteiligt. In dieser Linie wurden von der Genominstabilitit
bevorzugt die Chromosomen 13, Ip und 16 betroffen. Aneuploide Klone wurden

ebenfalls beobachtet, und zwar soiche mit einer Monosomie 13,

Chromosom 13, das am hdufigsten von strukturellen sowie numerischen
Aberrationen betroffen wurde, rréigt das RBI Gen, das als T UMOTSUDPressor-
Gen identifiziert ist. Es mifite allerdings gekldirt werden, ob in anderen
Fibroblasten-Linien nach lonen-Bestrahlung wiederum dieses Chromosom in

genomisch instabilen Zellen am héufigsten betroffen wird,

3. Holmberg et al. (1993) untersuchten menschliche T-Lymphozyten, die mit
250 kV Rontgenstrahlung (3 Gy) bestrahlt wurden. Metaphasenzellen aus
Langzeitkulturen (9, 13, 16 und 34 Tage) wurden in bezug auf strahleninduzierte
Chromosomenaberrationen analysiert. Dizentrische und Ringchromosomen waren
in Langzeitkultur-Zellen kaum vorhanden; Deletionen, reziproke Translokationen
und komplexe Aberrationen einschlieBlich Marker-Chromosomen wurden in allen
bestrahlten Langzeitkulturen beobachtet. Diese Aberrationen waren fast alle
nicht-klonal, also verschiedene Metaphasenzellen zeigten unterschiedliche
Aberrationen.. Im Vergleich zu den Zellen aus den 9 Tage - Kulturen, wurden in
Zellen aus den 13 Tage - Kulturen deutlich mehr Aberrationen beobachtet. In
allen bestrahtten Kulturen, aber in keiner unbestrahiten Kultur, wurden vereinzelt
Klone mit einfachen oder mehrfachen Deletionen und reziproken Translokationen
sowie (nicht ndher identifizierten) Marker-Chromosomen beobachtet: dabei stieg
die Anzahl der Klone von einem Klon in der 9 Tage-Kultur auf sechs in der 34
Tage - Kultur.

In den Langzeitkulturen wurden in bestrahlten Zellen im Vergleich zu
unbestrahiten Zellen Deletionen, reziproke Translokationen und auffaitend
viele Marker-Chromosomen becbachtet. Marker-Chromosomen wurden in
Jeweils einer einzigen Metaphase beobachtet und nicht naher analysiert. Solche
Chromosomen kdnnen (wie haufig bei Tumorzellen beschrieben) verschiedenen,

oft mehrfachen Translokationen entstammen. Alle diese (oben erwdhnten)
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Aberrationen sind "vererbbar”, also fiir die Zellteilung nicht hinderlich, da sie
das Vorhandensein von zwar anomalen Chromosomen bedeuten, diese
Chromosomen aber jeweils nur ein Zentromer besitzen. Die Prdsenz von
solchen "iberiragbaren” Aberrationen in Zellen aus spdten T eilungen nach
einer Bestrahlung ist generell zu erwarten. Unterhalb der Klone aus
bestrahlten Zellen wurden - erwartungsgemdf - viel mehr Klone mit aberranten
Karyotypen beobachtet. In bestrahlten sowie unbestrahiten aberranten Klonen
wurden in manchen Zellen zusdtzlich neue Marker-Chromosomen beobachtet ;
diese "Instabilitat” konnte aber als Folge eines anomalen Karyotyps in der
urspriinglichen Mutterzelle gedeutet werden, und nicht als eine per se
strahleninduzierte. Es ist also fraglich, ob konventionelle Rontgenstrahlung

eine Genominstabilitdit in menschlichen T-Lymphozyten zu induzieren vermag.

4. Marder und Morgan (1993} untersuchten eine hybride Mensch-Hamster
Zellinie; die Zellen des Chinesischen Hamsters (Ovarzellen, CHO) wurden mit
menschlichen Leukozyten fusioniert und die experimentell verwendete Linie
beinhaltete zusétziich zu den 20 bis 26 Hamsterchromosomen noch ein einziges
humanes Chromosom 4. Zellen dieser Linie wurden mit 10 Gy Rontgenstrahlung
(250 kV) vorbestrahlt. Zellen aus uberlebenden (aus bestrahlten oder
unbestrahlten Zellen) Kolonien (10 bis 15 Tage) wurden nochmals mit 5 oder 10
Gy Réntgenstrahlung bestrahlt bzw. unbestrahlt weiter geziichtet und dann
wurden Metaphasen aus iberlebenden Kolonien in bezug auf strukturelle
Aberrationen die das fluoreszent markierte Chromosom 4 betrafen, analysiert. In
unbestrahlten hybriden Zellen war das Chromosom 4 sehr stabil nur 2
Strukturveranderungen in mehr als 4.000 Zellen wurden gefunden. Es wurden
verschiedene Verdnderungen in Zellen aus den itberlebenden Kolonien (die aus
bestrahlten Zellen gebildet wurden sind), gefunden. Die Aberrationen sind nicht
einzeln aufgefiihrt, aber wie aus den beschriebenen Beispielen folgt, wurden
aufler den "stabilen" (vererbbaren) Insertionen und Translokationen auch
Triradiale und dizentrische Chromosomen beobachtet. Auch in der zweiten
Runde (nach erneutem Passagieren), und zwar in dem 22. Zellzyklus oder sogar
in spiteren Zelizyklen nach der Bestrahlung, wurden vor allem Kklonale

Aberrationen (Translokationen und Insertionen) beobachtet.

In einem speziellen (Mensch/Hamster) hybriden System wurden in spiten
Zellzyklen nach einer Ronigenbestrahlung vor allem klonale strukturelle

Aberrationen, und zwar Translokationen, Deletionen und Insertionen



8 Anhang/Appendix V

beobachtet. Dieses Ergebnis belegi die hohe Persistenz solcher Aberrationen.
In der Arbei sind sehr wenige quantifizierte Daten vorhanden. Es bleibt unklar,
wieviele de novo verzégert entstandene (instabile) Aberrationen beobachter
wurden. Es ist quch anzumerken, daf3 sogar ein signifikantes Vorhandensein
von solchen Aberrationen unter Beteiligung des menschlichen Chromosoms
und  der 20 bis 26  Hamster-chromosomen (die  variable
Hamsterchromosomenzahl bedeutet eine inhdirente numerische gernomische
Instabilitat) moglicherweise spezifisch filr diesen besonderen Zelloyp ist und
nicht die generelle Induzierbarkeit von genomischer Instabilitdt durch

Ronigenstrahlung belegt..

5. Kadhim et al. (1995) untersuchten in ihrer nichsten Arbeit die Induktion von
Genominstabilitit in primiren menschlichen Knochenmarkzellen, die mit
Plutonium - a- Teilchen (0,25 bis 1 Gy) oder mit 250 kV Rontgenstrahlung (1
Gy) bestrahlt worden sind. Metaphasenchromosomen wurden entweder in Zellen
aus uberlebenden Kolonien (18 bis 20 Tage nach Bestrahlung) oder in Zellen aus
Suspensionen, die 4, 16 und 20 Tage nach Bestrahlung kultiviert wurden, nach
emer G-Banderung (durch eine Trypsin-Behandlung von Metaphase-Praparaten
und eine anschlieBende Giemsa-Farbung werden die fir die einzelnen Chromo-
somen charakteristischen G-Banden-Muster sichtbar, und diese Bandenmuster
erlauben eine eindeutige Identifizierung einzelner Chromosomen) analysiert. Wie
in Knochenmarkszellen der Maus (Kadhim et al. 1992), wurden erneunt
Chromatidtyp-Aberrationen  haufiger  als Chromesomentyp-Aberrationen
beobachtet. Nicht-klonale Aberrationen, dic in den iiberlebenden Zellkolonien
beobachtet wurden, zeigten gleiche Hiaufigkeiten nach Bestrahlung mit 0,25 oder
mit 0,5 Gy. Die gepoolten Haufigkeiten sind in Tabelle 3 angegeben. In Zellen
die mit Rontgenstrahlung bestrahlt worden sind, wurden keine nicht-klonalen
Aberrationen beobachtet. In Zellen aus Suspensionen wurden - ahnlich wie in
Zellen aus den Kolonien - 16 bzw. 20 Tage nach Bestrahlung vor allem
Chromatidaberrationen beobachtet. Die genomische Instabilitit wurde nur in

Zellen mancher (gesunder) Knochenmarkspender beobachtet.

6. Watson et al. (1997) haben die, durch o-Teilchen induzierte genomische
Instabilitat, in Knochenmarkzellen aus drei verschiedenen Miusestimmen unter
dem Aspekt der genetischen Variabilitit untersucht. Sie gingen der Frage nach,

ob moglicherweise irgendwelche (noch unbekannte) genetische Faktoren die
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Induzierbarkeit der genomischen Instabilitét beeinflussen bzw. erst tiberhaupt
ermdglichen (Instabilitits-Phénotyp), da in einer vorherigen Arbeit dieser Gruppe
(Kadhim et al. 1995) eine diesbeziigliche interindividuelle Variabilitit beobachtet
worden ist. Die experimentellen Daten sind in Tabelle 4 zusammengefaht. Zwei
von den untersuchten drei Mausestimmen zeigten eine "Sensitivitit” fiir die
Induktion von genomischer Instabilitat durch eine a-Teilchen Bestrahlung, die
Zellen des dritten Stammes waren "resistent”, In einer zweiten Versuchsreihe
wurden deshalb die beiden sensitiven Stimme jeweils mit dem resistenten
Mausestamm gekreuzt und die F; Hybridzellen in bezug auf strahleninduzierte
genomische Instabilitit ermeut untersucht. Die Ergebnisse dieser Versuche sind
ebenfalls in Tabelle 4 zusammengefabt. Die "Resistenz" gegen strahleninduzierte
Genominstabilitit war dominant: in beiden hybriden Zellinien wurde keine
signifikante Instabilitit beobachtet. Diese ersten Befunde deuten auf die Existenz
eines genetisch bedingten Instabilititsphanotyps hin.

7. Plumb et al. (1997) haben den Zusammenhang zwischen der numerischen
Instabilitit (Verlust oder Zugewinn) des Y-Chromosoms und dem Aufireten von
strahleninduzierter AML (akute myeloische Leukimie} nach einer Ganzkérper-
bestrahlung mit 3 Gy Réntgenstrahlung in ménnlichem Miusen aus drei
verschiedenen Stimmen untersucht: zwei dieser Stimme erwiesen sich als
“sensitiv" gegeniiber strahleniduzierter Genominstabilitit (Watson et al. 1997). In
strahleninduzierten Leukdmien, sowohl bei Mausen wie bei Menschen, wurden
ndmlich im Unterschied zu "spontan” entstandenen Leukimien keine spezifischen
Chromosomentranslokationen beobachtet, sondern nur partielle oder vollstindige
Verluste einzelner Chromosomen bzw. terminale und interstitielle Deletionen. Es
wurden Milzzellen aus bestrahlten Mausen, die AML bekamen oder nicht
bekamen (Kontrollen) in bezug auf numerische und strukturelle Aberrationen des
Y Chromosoms untersucht, da dieses Chromosom in mehr als 50 % der nach
Bestrahlung an AML erkrankten Méuse numerische und strukturelle Anderungen
aufwies (Hayata et al. 1983, Fennelly et al. 1995). Die Ergebnisse dieser Arbeit
(Tabelle 5) dokumentieren cine hohe Polyploidie-Rate des Y Chromosoms (2 bis
5 Kopien) die nur in Zellen aus erkrankten, aber nicht in Zellen aus nicht
erkrankten bestrahlten Kontrollen beobachtet wurde. Die allgemeine Rate an
strahleninduzierter Polyploidie (alle Chromosomen zusammengefasst) war nicht

signifikant unterschiedlich in Zellen aus AML- und aus Kontroll-Ticren.
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Der lange Arm des Miuse-Y Chromosoms enthilt eine Anzahl repetitiver
Sequenzen, darunter 300-500 Kopien des IAPE-Y, eines Mitglieds der IAP-
Familie (IAP = intracisternal A particle) der endogenen Retroviren (Fenelly et al.
1996). In weiteren Untersuchungen haben Plumb et al. deshalb mit Hilfe der
Northern blot - Methode die zellulire RNA aus 14 strahleninduzierten AML
Fillen in bezug auf IAP analysiert. In allen AML Fillen waren die Niveaus der

IAP mRNA viel héher als in normalen Milzzellen oder Knochenmarkzellen.,

Retrotransposition der IAP ¢DNA und Insertionsaktivitar der Zellwachstum-
Regulationsgene wurde bei der Transformation von hdmaopoietischen Zellen
(Biatt et al. 1988, Blankenstein et al. 1990, Duhrsen et al. 1990, Algate and
McCubrey 1993, Tanaka and Ishihara 1995) impliziert. Auch das menschliche
Y Chromosom enthalt viele endogene retrovirale Genome (Kjellman er al.
1995) und Aberrationen dieses Chromosoms wurden in Leukdmien entdeckt
(Gallego et al. 1996, Michaux et al. 1996). Die (strahleninduzierte) Instabilitar
des Y Chromosoms und die dadurch entstandenen Aberrationen kénnten eine

Insertionsaktivitdt der zelluldren Gene - dhnlich einer Retrotransposition -

induzieren.

8. Harper et al. (1997) untersuchten ein verzégertes Auftreten von
strahleninduzierten HPRT - Mutationen in Knochenmarkzellen der Maus, Mit
Hilfe des hprt - Gens (Hypoxanthin-Guanin-Phosphoribosyl-Transferase) auf
dem X Chromosom, wurde diese eine strahleninduzierte spezifische
Mutationsfrequenz in Knochenmarkzellen, die in vitro mit a-Teilchen
(**Californium) oder mit 250 kV
Rontgenstrahlung bestrahlt worden sind, bestimmt. Zellen, die eine HPRT-

(mPlutonium), mit Neutronen

Mutation tragen sind resistent gegen 6-Thioguanin (TG®) und kénnen in einem
Kolonietest oder autoradiographisch sclektiert werden. ¥m Unterschied zu
genomischer Instabilitit, die auf der Ebene der Chromosomenaberrationen
manifest wurde (und vermutlich nur durch dicht ionisierende Strahlung
induzierbar ist), wurde das verzogerte Mutationsaufireten auch durch
Réntgenstrahlung induziert. Die in priméren bzw. sekundiren (dh. nach ciner
Vorlauf-Wachstumsphase in der Milz einer E.lmpf'anger-Maus gewachsenen und
dann erneut in vitro kultivierten) Knochenmarkzellkolonien beobachteten
Mutations-haufigkeiten sind in Tabelle 6 zusammengefalit. Mehr als 90% aller
nachgewicsener Mutationen sind erst nach mehr als 12 Zellteilungen nach einer

Bestrahlung entstanden. Diese Mutationen kénnen deshalb nicht den initialen
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komplexes System ist, konnen verschiedene Anderungen auf verschiedenen
Wegen zur Entstehung einer Tumorzelle fithren. Viele dieser Anderungen kénnen
durch ionisierende Strahlung induziert werden. Die Induktion genomischer
Instabilitat, die inharent fiir Tumorzellen ist, gehdrt zu den Wirkungsweisen, die
noch wenig untersucht sind. Die oben analysierten Arbeiten deuten darauf hin,
dal je nach der Auswirkung der Genominstabilitit (Mutationen oder
Chromosomenaberrationen) dicht-ionisierende Strahlung und sogar Réntgen-
strahlung wirksam sind. Die Mechanismen die zur Genominstabilitit fihren
miissen noch geklart werden. Verschiedene Stdrungen der intrazelluliren oder
interzelluliren (Zellkommunikation) Signaltransduktionsketten konnten zu einer,
erst spéter aufiretenden Genomdestabilisierung fithren, Eine strahleninduzierte
Schadigung eines einzelnen DNA-Reparaturgens oder eines
"Genomstabilititsgens” (z. B. P53) kénnte auch, als Folge einer Fehler-
akkumulation in der DNA, zu einem spéteren Zeitpunkt zu einer endgiiltigen
Genomdestabilisierung  fithren konnen. Ebenso kénnten Mutationen in
bestimmten Genen, z.B. in Protoonkogenen, zu einer Genominstabilitdt fithren.
Denko et al. (1994) haben z. B. gezeigt, daB in Nagetierzellen, die mutierte p53
Gene beinhalien, durch eine Zugabe (Transfektion) des aktivierten humanen Ha-
ras Onkogens, schon nach einer Zellteilung eine ausgeprigte Genominstabilitit,
(manifestiert als strukturelle Chromosomenaberrationen) induziert werden kann.
Mutationen, die erst nach mehreren Zellteilungen zu einer Genomdestabilisierung
fuhren kénnen, konnten - falls in Geschlechtszellen vorhanden - unter Umstinden
erst in der Nachkommenschaft manifestiert werden; dann z.B. auch in den
entsprechenden Knochenmarkszellen. Eine genetische Disposition, bedingt durch
Anwesenheit von genetischen Faktoren die den Instabilititsphinotyp bestimmen,
ist durch die Arbeiten von Kadhim et al. 1992 und 1995 indiziert. Dieser
Phénotyp ist dem der Fanconi Animie sehr #hnlich: bei dicser genetischen
Erkrankung ist die Instabilitit mit einem aberranten Superoxid-Stoffwechsel
assoziiert, mit progressivem Versagen der Knochenmarksfunktionen und mit
einer Pradisposition fir AML (Digweed und Sperling 1996). In den FA -
Patienten sind also die Genominstabilitit einerseits und die Entwicklung einer
AML andererseits korreliert. Dies konnte als ein Hinweis dafiir dienen, daB eine
Genominstabilitat - genetisch bedingt vorhanden oder z.B. strahleninduziert - eine
Rolle bei Entstehung mancher Leukﬁn‘tiefﬁlle spielen kann. Schitzungen des
strahlenbedingten Leukamierisikos basieren meist auf epidemiologischen Daten
far ionisierende Strahlung mit niedrigen LET-Werten und auf in vitro
Bestimmungen der RBW-Werte in bezug auf Strahlenwirkungen die kurz nach
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DNA-Schaden zugeordnet werden. Dic kleinste Wirkung zeigten o-Teilchen;

Neutronen und Réntgenstrahlung waren ungefiihr gleich wirksam.
Zusammenfassung

1. o-Teilchen kénnen verzégert auftretende Chromatidaberrationen sowohl in
Knochenmarkszellen der Maus als auch in den Knochenmarkszellen des
Menschen induzieren. Diese Aberrationen, die erst viele Zellzyklen nach einer
Bestrahlung de novo entstehen, kénnen als Folge einer strahleninduzierten
Genominstabilitit gedeutet werden. Sowoh! bei der Maus als auch bei dem
Menschen ist nicht jedes Individuum gegeniiber dieser Strahlenwirkung gleich
sensitiv. Somit deutet sich bei der Maus und bei dem Menschen - zumindest im
Fall der Knochenmarkszellen und des damit assoziierten Leukémie-Risiko - ein

genetisch bedingter Genominstabilitéts-Phénotyp an,

2. Schwere Ionen konnen ein ganzes Spektrum von verzogert auftretenden und de
nove ecntstandenen Chromosomenaberrationen in humanen Hautfibroblasten
induzieren. In der untersuchten Zellinie warde vor allem das Chromosom 13
betroffen, das das Tumorsuppressorgen RB1 enthilt. Dieses Chromosom war
nicht nur an de novo entstandenen strukturellen Aberrationen beteiligt, sondern es

wurden auch Monosomien 13 beobachtet.

3. Verzigert auftretende de novo entstandene strukturelle Chromosomen-
dnderungen wurden bisher nur durch dicht ionisierende Teilchen aber nicht durch
konventionelle Réntgenstrahlung induziert. Im Unterschied zu diesen "massiven"
Konsequenzen der strahleninduzierten Genominstabilitit, sind die verzigert
auftretenden HPRT-Mutationen auch durch konventionelle Rontgenstrahlung
induzierbar. Bei den HPRT-Mutationen sind o-Teilchen weniger wirksam als

Neutronen oder Réntgenstrahlung.

lonisierende Strahlung kann zu Krebsentstehung, also auch zur Entstechung von
Leukémien fithren. Unserer heutigen Vorstellung nach ist die Tumorgenese ein
Multistep-Prozess. Dabei kann z.B. eine nacheinander folgende Akkumulation
von spezifischen Mutationen eine ausschlaggebende Rolle spielen, cbenso wie
ein¢ Deletion von Tumorsuppressorgenen oder eine durch eine Chromosomen-

translokation erfolgte Aktivierung von Onkogenen. Da die Zelle ein sehr
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einer Bestrahlung manifest werden. Falls Strahlenarten mit hohen LET-Werten
wie o-Teilchen zusétzlich zu den iiblichen Mechanismen auch noch auf dem Weg
der induzierten Genominstabilitit einen weiteren Beitrag zur Entstehung von
Leukédmie (und Krebs allgemein) leisten, wire das entsprechende Risiko bisher
unterschétzt. Zukiinflige Untersuchungen werden aber bendtigt, um mehr
Klarheit und mehr quantitative Daten zu bringen, um die Frage beantworten zu
konnen, ob tatsichlich die strahleninduzierte Genominstabilitit zu Leukéimie-
entstehung beitragen kann, und wenn ja, eine neue Risikoschitzung vomehmen

zn kénnen.

An dieser Stelte mochte ich noch kurz die mogliche Rolle einer durch Bestrahlung
verstirkt auftretender Transposition bzw. Retrotransposition, die ihrerseits zu
Genmutationen fithren kann und somit einen Beitrag bei Leukimie bzw. Krebs -
Entstehung spielen kann, ansprechen. Unter Transposition versteht man die
Insertion von bestimmten beweglichen (meist repetitiven) Elementen im Genom
an einem neuen Ort: entweder im Strukturbereich oder im Promotorbereich eines
Gens (Insertionsmutation) oder im intergenischen, nicht-kodicrenden Bereich.
Eine Insertionsmutation kann zu einer Fehlregulation des entsprechenden Gens
fuhren, oder sogar zu seiner Zerstorung. Im Genom der Séugetiere befinden sich
verschiedene Gruppen von repetitiven DNA Elementen (4/u Elemente), wie die
LINE- oder SINE-Elemente ("long/short interspersed repetitive elements"). Bei
der Retrotransposition wird mittels der zu einem repetitiven Element zugehérigen
m-RNA mit Hilfe der reversen Transkriptase die entsprechende doppelstringige
cDNA synthetisiert, und diese DNA wird dann irgendwo im Genom insertiert.
Die Mobilitit von z.B. der LINE-Elementen ist zwar streng reguliert, durch eine
DNA-Schadigung oder ZellstreB kann allerdings die Transkriptionshiufigkeit der
Elemente erhoht werden und folglich die Transposition haufiger werden. Im
Zusammenhang mit der Genominstabilitit wurde eine erhéhte Transkriptionsrate
der JAP m-RNA in AML-Miusen (Plumb et al.) beobachtet. Erhohte
Transkription des L1 (LINE-1) Elements wurde in verschiedenen menschlichen
Tumoren beobachtet. Bei der Neurofibromatose Typ 1 wurde eine de novo Alu
Insertion beobachtet. Bei der Haemophilie A wurde ebenfalls eine de nove
Insertion von L1 Sequenzen nachgewiesen. Theoretisch ist es moglich, daB auch
ionisierende Strahlung eine erhohte Transpositionsaktivitit durch bestimmte
DNA- bzw. Chromosomen-Schadigungen induzieren kann; diese Frage mul
vorerst offen bleiben, da bisher fast keine relevanten Untersuchungen vorhanden

sind.
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Anwendungsmdglichkeiten und Grenzen des zytogenetischen Biomenitoring.

Zu den zytogenetischen Wirkungen ionisierender Strahlung gehort die Induktion
von strukturellen und numerischen (Aneuploidie) Chromosomenaberrationen und
dic Entstehung von Mikrokemen - als Folge von (durch Bestrahlung
entstandenen) azentrischen Chromosomenfragmenten oder als Folge von Verlust
ganzer Chromosomen. Die durch eine bestimmte Dosis induzierten strukturellen
oder numerischen Aberrationen kénnen vollstindig nur in den Zellen die sich in
ihrer ersten Metaphase nach einer Bestrahlung befinden, erfasst werden. Ein Teil
der strukturellen Aberrationen - dizentrische bzw. polyzentrische Chromosomen
und azentrische Fragmente nchmen in weiteren Zelizyklen rapide ab. Zellen die
dizentrische Chromosomen beinhalten, sind mur begrenzt zu einer weiteren
Teilung fihig, die Wahrscheinlichkeit der Weitergabe eines dizentrischen
Chromosoms betriigt ca. 50%; in spéteren Zellzyklen sind Zellen mit
dizentrischen Chromosomen die aus den initialen DNA Schéden entstanden sind,
nicht mehr vorhanden. Azentrische Fragmente, die entweder zu dizentrischen
Chromosomen oder zu terminalen bzw. interstitiellen Deletionen gehoren, kénnen
in Folge fehlender Zentromere ebenfalls nicht an die Tochterzellen weitergegeben
werden. Sie filhren zu Bildung von Mikrokernen und werden aus den Zellen
"ausgeschieden". Die Mikrokerne bendtigen fiir ihre Expression  einer
Zellkernteilung. Sie werden in Zellen ausgewertet, die durch Zugabe des
Cytochalasin-B in ihrer Zytokinese blockiert worden sind, d.h. die Zellen laufen
eme Zellkemteilung durch, die Teilung in zwei Tochterzellen wird aber blockiert:
Solche Zellen beinhalten dann zwei Zellkerne und - falls vorhanden - die durch

Fragmente oder manchmal ganze Chromosomen entstandenen Mikrokerne.

Strukturelle  Aberrationen wie reziproke Translokationen, Insertionen,
Inversionen und deletierte Chromosomen kénnen auch in spiteren Zellzyklen
nach Bestrahlung erfasst werden, da sie eine hohe Persistenz anfgrund normaler
Zentromerstrukturen besitzen, sozusagen von Zelle zu Zelle vererbbar sind. Da
die im Vergleich mit Insertionen oder Inversionen viel hiufiger vorkommende
reziproke Translokationen nur selten das klonale Zelliiberleben beeinflussen,
kénnen sie als Langzeit- bzw. als ein kumulatives biologisches Dosimeter
geeigneter als dizentrische Chromosomen sein. Im Unterschied zu den durch

mehrere oder keine Zentromere charakterisierten aberranten Chromosomen (also
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dizentrische /polyzentrische Chromosomen und azentrische Fragmente), die in
Giemsa-gefarbten  Metaphasenzellen  auswertbar  sind, komen  diese
Verdnderungen generell nur in gebinderten oder in fluoreszent markierten
Metaphase-Chromosomen (Fluoreszenz in sifu Hybridisierung, FISH) erkannt
werden. Die strahleninduzierten numerischen Aberrationen {Aneuploidie, also
Verlust oder Zugewinn ganzer Chromosomen) kénnen in Giemsa-gefirbten
Zellen zwar erkannt werden (Chromosomenzahl grofler oder kleiner als 46), aber
normalerweise nicht identifiziert werden; dies wird fir ausgewihlte
Chromosomen in der Interphase oder in der Metaphase durch fluoreszente
Markierung (FISH) der entsprechenden Zentromere ermoglicht, bzw. ganz
allgemein durch Chromosomenbénderung ermoglicht.  Verlust von ganzen
Chromosomen fiihrt dann zu Bildung von zentromerhaltigen Mikrokernen,
dhnlich wie die Entstehung von azentrischen Fragmenten zu Bildung von

Mikrokernen ohne Zentromere fithrt,

Zu den bisher verwendeten Methoden des klassischen zytogenetischen Monitoring
zum Nachweis von Strahlenexpositionen gehéren die Bestimmungen von
genomischen Hiufigkeiten von dizentrischen Chromosomen bzw. von
Mikrokemen. Als reprisentatives Zellsystem werden die Lymphozyten des
peripheren Bluts untersucht; diese Zellen sind leicht zu bekommen, miissen nicht
angeziichtet werden, befinden sich praktisch alle in der Gy-Phase des Zellzyklus,

sind also synchronisiert, und es ist méglich viele Metaphasen zu gewinnen,

Die spontane Rate an dizentrischen Chromosomen ist schr niedrig, bis maximal
0,003 dizentrische Chromosomen pro Zelle, also bis ca. 3 Dizentrische pro 1.000
Zellen {Bender et al. 1988, Jha and Sharma 1991, Braselmann et al. 1992, Lloyd
ctal. 1992). Es kénnen deshalb auch relativ niedrige Dosisexpositionen oberhalb
von ca. 0,5 Gy statistisch signifikant nachgewiesen werden. Falls fiir dic in
Frage kommende Strahlung eine in vitro bestimmte Dosis-Wirkungs-
Abhangigkeit fir Dizentrische vorhanden ist, kann eine individuelle unbekannte
Strahlendosis bestimmt werden (biologische Dosimetrie), allerdings nur im
Rahmen der zu beriicksichtigenden interindividuellen Schwankungen der
Aberrationshéufigkeiten. Diese Nachweisgrenze gilt streng genommen nur fiir
homogen verteilte, nicht chronische Ganzkérperexpositionen in situ. Allerdings
miissen die Lymphozyten ziemlich frith nach einer Strahlenexposition analysiert
werden, da diese Zellen (bis auf die langlebigen Gedichtniszellen) nur eine

begrenzie Lebensdauer von besitzen und laufend aus dem Knochenmarks-
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Stammzellenpool erneuert werden. Die Halbwertzeiten des Verschwindens von
Zellen mit dizentrischen Chromosomen mit der Zeit betragen ca. 0,3 bis 0,4
Jahre (Buckton et al. 1967, Bauchinger et al. 1989, Ramalho and Nascimento
1991) bis ca. 3 Jahre (Lloyd et al. 1980, Sasaki 1983, Bauchinger et al. 1989).

In der Praxis ist eine Strahlenexposition oft protrahiert (chronisch), die
Bestrahlung ist intem (erfolgt also nach einer Inkorporation von Radionukliden)
und folglich inhomogen und partiell (keine Ganzkorperbestrahlung). Damit ist die
Maglichkeit einer relativ genauen biologischen Dosimetrie sehr begrenzt, oder es
miissten umfangreiche und recht unsichere Korrekturen vorgenommen werden.
Fir chronische, inhomogene und partielle Expositionen kénnen nur grobere
Schéitzungen von nicht zu niedrigen Expositionen an Individuen oder Gruppen
vorgenommen werden. Eine retrospektive Bestimmung der Hiufigkeiten von
dizentrischen Chromosomen oder von Mikrokernen ist quantitativ wegen der
begrenzten Lebensdauer der Lymphozyten nur maximal einige Monate nach einer
Exposition méglich. In disser Zeit kann anhand der Lymphozytenuntersuchung
dic Dosis geschitzt werden (z.B. bei einer Ganzkérperbestrahlung), die diese
Zellen im peripheren Blut erhielten, oder falls eine signifikante Erhéhung der
Aberrations-haunfigkeit gegeniiber der Kontrollrate vorhanden ist, kann zumindest
eine - zwar unbekannte - Strahlenexposition vermutet werden. Fine zu spéteren
Zeitpunkten gefundene Erhohung der Haufigkeit an dizentrischen Chromosomen
reprasentiert die erhaltene Knochenmarksdosis.

Als erfolgreiches Beispiel fiir solches klassisches zytogenetisches Monitoring
sind die Arbeiten von Ramalho und Nascimento (1991} im Fall des Goiénia-
Unfalls und von Lindholm et al. (1996) im Fall des Unfalls in Kiisa (Estland)
aufzufiihren,

In bezug auf die, Gber viele Zellteilungen iibertragbaren (transmissible)
Aberrationen wie reziproke Transiokationen, haben Untersuchungen der letzten
Jahre gezeigt, daBb aufgrund ihrer hohen Persistenz, eine in Folge einer
Strahlenexposition erhdhte Translokationsrate auch nach vielen Jahren und auch
bet chronischen Expositionen, prinzipiell nachzuweisen ist (Straume et al. 1992,
Lucas et al. 1992, Tanaka et al. 1996, Tucker et al. 1997). Weil Translokationen
fast immer “stabil" sind, also bei Zellteilungen an die Tochterzellen
weitergegeben werden, kénnen diese Aberrationen auch viele Jahre nach einer
Strah!enexposition nachgewiesen werden. Mit zunehmenden Zeitintervall

zwischen einer akuten Exposition und der Translokationsbestimmung wird auch
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in diesem Fall immer weniger die Dosis reflektiert, dic die peripheren
Lymphozyten bekommen haben (begrenzte Lebensdauer), dafiir im zunehmenden
Male die Knochenmarksdosis, da die "neuen" Lymphozyten von den

Knochenmarkstammzellen gebildet werden.

Wenn chromosomale Translokationen mit Hilfe der Fluoreszenz in sifu
Hybndisierung (FISH) und nicht in gebinderten Karyogrammen bestimmt
werden, werden in der Praxis nicht die genomischen sondern nur die
entsprechenden  partiellen  (auf  wenige  Chromosomen bezogene)
Translokationshaufigkeiten in ausgewihlten Chromosomen bestimmt, die
natiirlich viel niedriger als die genomischen liegen. Aus diesem Grund miissen
sehr viele Metaphasenzellen ausgewertet werden, um eine zuverlédssige Schitzung
der partiellen Hiufigkeit zu erhalten. Unter der Voraussetzung, dab die strahlen-
induzierten Translokationshiufigkeiten der Chromosomenlénge proportional sind,
ist es dann méglich, die genomische Translokationshiufigkeit anhand der
experimentell bestimmten partiellen Haufigkeit zu berechnen (Lucas et al. 1989).
Die Proportionalititsvoraussetzung gilt streng genommen nur als Niherung
{Tanaka et al. 1996), die Abweichungen in den tber- oder unterproportional
beteiligten Chromosomen (Knehr et al. 1996, Boei et al. 1997) sind allerdings
nicht sehr groB. Die Berechnung der genomischen Haufigkeiten aus den partielien
Haufigkeiten wiirde einen kleineren Fehler bei der Dosisschatzimg bedeuten als
die interindividuelle Variabilitat. Die genomische Translokationshiufigkeit in
Lymphozyten aus "unbestrahlten” Kontrolipersonen ist - dhnlich wie im Fall der
dizentrischen Chromosomen - niedrig; 4 bis 7 Translokationen pro 1.000 Zellen
(z.B. Bender et al. 1988, Straume et al. 1992). Damit ist wiederum der Nachweis

relativ niedriger Dosen méglich.

In den letzten Jahren wurden mehrere Studien veroffentlicht, in denen mit Hilfe
der FISH-Methode Translokationshiufigkeiten (anhand 3 bis 5 fluoreszent
hybridisierter Chromosomen) viele Jahre nach einer akuten Exposition
(Hiroshima-Uberlebende) oder nach einer langjahrigen chronischen Exposition
(Thorotrast-Patienten, beruflich strahlenexponierte Personen, Unfille) untersucht
worden sind (z.B. Natarajan et al. 1991, Straume et al. 1992, Lindholm et al.
1996, Tanaka et al. 1996, Tucker et al. 1997). Diese Arbeiten haben gezeigt, dab
die Haufigkeit der stabilen, persistenten Translokationen als MaB fiir eine nicht

zu niedrige, akute oder chronische Strahlenexposition geeignet Ist,
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Straume et al. (1992) haben Lymphozyten einer beruflich strahlenexponierten
Person (36 Berufsjahre) untersucht. Bei dieser Person haben dic Dosisiiber-
wachungsunterlagen auf eine Gesamtdosis von 0,56 Sv hingedeutet. Die
betreffende Person glaubte aber, eine hohers Dosis, und zwar etwa 2,5 Sv
akkumuliert zu haben. Die genomische Translokationshiufigkeit war zwar
signifikant hoher als die entsprechende Kontrollrate, eine Dosis von 2,5 Sv
konnte nicht bestiitigt werden. Anhand der Translokationshiufigkeit wurde eine
Dosis von 0,7 Sv geschitzt. Die mit FISH bestimmten Translokations-
héufigkeiten unterschieden sich nicht von den Hiufigkeiten, die unter
Verwendung von gebinderten Chromosomen bestimmt worden sind. Die
Haufigkeit von dizentrischen Chromosomen unterschied sich nicht von der

entsprechenden Kontrollrate.

Die Eignung der Translokationen als DosismaB bei chronischen Expositionen ist
sehr schon in der Arbeit von Tucker et al. 1997 gezeigt. In dieser Arbeit wurden
Lymphozyten von 81 Arbeitern der britischen Sellafield-Anlage (Windscale) die
in finf verschiedene Dosisgruppen aufpeteilt waren, analysiert. Translokations-
haufigkeiten waren erst in den Gruppen mit gréBeren Dosen (ab 565 mSv)
signifikant hoher als die spontane Rate. Im Unterschied zu den Translokationen,
betrugen die Hiufigkeiten von dizentrischen Chromosomen einen konstanten
Wert von ca. 0,0013 pro Zelle fiir alle funf Dosisgruppen (1 bis 1108 mSv), und
unterschieden sich somit nicht signifikant von der spontanen Rate. Die
experimentellen Daten sind in Tabelle 7 zusammengefaBt. Die genomischen
Translokationshaufigkeiten wurden aus den partiellen Haufigkeiten (Chromo-
somen 1, 3 und 4) nach Lucas et al.(1989) berechnet. Tucker et al. haben
auBerdem in ihrer Arbeit die betrichtliche interindividuelle Variabilitat der
Translokationshiufigkeit demonstriert (Abb.1). Diese Arbeit zeigt, dald bei
langjéhrigen chronischen Expositionen mit kumulativen Dosen gréBer als 0,5 Sv
cine signifikante ErhShung der Translokationshiufigkeit nachweisbar ist. Ein
Nachweis per se ist moglich, eine Quantifizierung in Anbetracht der
betréchtlichen interindividuellen Variabilitit wire erst bei viel groBeren Dosen

moglich.

Bauchinger et al. (1996) haben versucht, mit Hilfe der Translokationshaufigkeit
(partielle Héufigkeit anhand von Chromosomen 1, 4 und 12 bestimmt) in
Lymphozyten von 25 Personen die 9 Hiuser mit erhhter Radonkonzentration
(210 bis 3,000 Bgm®) bewohnen, einen Unterschied zu der Kontrollrate in
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Personen die nur dem Durchschnittswert von 50 Bgm™ ausgesetzt sind, zu
zeigen. Die hochste Knochenmarksdosis, die in dieser Gruppe erreicht werden
kénnte (fur die héchste Radonkonzentration) ist kleiner als 100 mSy (Bauchinger
ct al. 1996). Die Translokationshaufigkeiten waren bei manchen Personen zwar
leicht erhoht, der Unterschied war aber insgesamt nicht signifikant (p < 0,10).
Die entsprechenden Daten sind in Tabelle 8 zusammengestellt. Im Rahmen der
normalen statistischen Moglichkeiten ist es nicht moglich, signifikanic
Erhdhungen in Translokationshéiufigkeiten bei  solchen niedrigen Dosen

nachzuweisen.
Zusammenfassung

1. Aufgrund ihrer hohen Persistenz ist die Hiufigkeit chromosomaler Transloka-
tionen auch bei langjdhrigen chronischen Expositionen als kumulatives
Biodosimeter gut geeignet. Die einfachen, also ans Jeweils unter Beteiligung von
zwei Chromosomen entstandenen Translokationen werden als vollstindige oder
unvollstindige (“terminale") reziproke Translokationen beobachtet. Bei Dosen >
3 Gy konnen unter Beteiligung mehrerer Chromosomen komplexe Austausch-
figuren entstehen, wie z. B. dizentrische Chromosomen dic auch eine
Translokation beinhalten. Diese komplexe Aberrationen haben eine niedrige
Persistenz, und bei kleinen Dosen spiclen sie keine wesentliche Rolle (z. B.
Smmpson und Savage 1994). Bei langjihrigen Expositionen spiegeln die
beobachteten Hiufigkeiten teilweise die Dosis der peripheren Lymphozyten,

teilweise die Knochenmarksdosis wider.

2. Aufgrund der statistischen Unsicherheiten, die bei kleinen Dosen eine grofe
Rolle spielen, aufgrund der interindividuellen Variabilitit der strahlenmduzierten
Aberrationshiufigkeiten und letzendlich auch aufgrund der praktikablen Anzahl
an ausgewerteten Lymphozyten, ist es sowohl fir akute (Dizentrische oder
Translokationen) als auch fiir chronische Strahlenexpositionen (Translokationen)
nicht moglich, eine signifikante Erhohung der entsprechenden Aberrationen pro
Zelle bei Dosen unterhalb von 0.5 Sv nachzuweisen. Eine Quantifizierung ist
aufgrund der interindividuellen Variabilitat in bezug auf eine vorhandene
Standard-Dosis-Effektkurve nur mit einer Unsicherheit von mindestens 20%
moglich. Bei internen, inhomogenen und partiellen Bestrahlungen wird die
Situation  durch die nétigen Korrekturen noch komplizierter und eine

Quantifizierung ist nur in speziellen Fallen moglich.
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Abb. 1 Translokationshaufigkeit in Lymphozyten von 81 verschiedenen Spendern als
Funktion der Dosis. Die Gerade ist durch lineare Regression angepalt.
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Tabelie 1 Nicht-kionate Aberrationen in Knochenmarkzeltkolonien (aus der CBA/H
Maus), die mit o-Teilchen oder Rontgenstrahlung bestrahlt worden sind und
erst in spiteren Zellzyklen nach Bestrahlung de novo aufpetreten sind *).

Kolonien mit | Metaphasen Anzahl der Aberrationen
Dosis [Gy] nicht-klonalen mit in diesen Kolonien
Aberrationen | Aberrationen | Chromosomen-Typ Chromatid-Typ
a-Teilchen
0,25 2 von 5 7 von 432 3 7
0,50 6 von 12 8 von 29 14
1,00 4 von 10 19 von 92 4 34
Réntgenstrahlung
3,00 0 von 86 26 von 107 0 0
Kontrollen 7 von 59 0 0 7

*) Ubernommen aus Kadhim et al. (1992).
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Tabelle 2 Nicht-klonale Aberrationen, die in Metaphase-Zellen der 1. bis 25. Subkuitur
nach Bestrahlung von menschlichen Ilautfibroblasten mit schweren lonen

beobachtet wurden.

a} Neon-lonen

Dosis [Gy] 0,62 1,24 2,48
Subkultur pI| p7} P1s]| P20 P1| P7| P20| P25| PI| P7| P20¢| P25
Zahl der ausgewcrteten

Mctaphasen 1si 200 20| 23| 33|20 19 19| 20] 21 221 12
Marker-Chromosomen 1 1 2 51 291 4 5 18| 46 O 17 7
Derivat-Chromosomen 8 0 1 9 23| 2 2 2127 0O 91 29
Dizentrische Chromosomen

oder Telomerassociationen 3 1 4| 23 9] 1 8 15 9] 1 6 7
b) Argon-lonen

Dosis [Gy] 1,93 3.86 7,72
Subkultur pst r1s| P20| P25| P3| Pe| Ple| P25 P3 P6| P20 P25
Zahl der ausgewerteten

Mctaphasen 221 201 21 127 21 21| 22| 220 1ej20f 24| 20
Marker-Chromosomen 0 6f 19 10 3l I 1t} 0] O 9 R
Derivat-Chromosomen 0 1 12 | 41 1 3 41 of 0| 20} 33
Dizentrische Chromosomen

oder Telomerassociationen 0 6 9 10 1] © 6j 10| 0] © 3 5
¢) Blei-Tonen

Dosis |Gy] 43 4

Subkultur P3 P10 P15 P20
Zahl der ausgewcerteten 20 20 24 24
Metaphasen

Marker-Chiromosomen 0 0 ( 0
Derivat-Chromosomen 0 0 0 5
Dizentrische Chromosomen 0 0 ] I
oder Telomerassaociationen

*¥) Kontrollen P1 bis P20: keine Aberrationen
Ubernonumen aus Martins ¢t al. (1993)
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Tabelle 3 Nicht-klonale Aberrationen in menschlichen Knochenmarkzellkolonien nach ¢~
Teilchen-Bestrahlung *)

Spenderzellen Kolonien mit Aberrationen Metaphasen mit Aberrationen
unbestrahlt bestrahlt unbestrahlt bestrahlt
HBM-1i 1/7 0/11 1/49 0/79
HBM-2 0/15 8/20 0/105 15/124
HBM-3 0/3 0/5 0/21 0/33
HBM-4 0/3 3/8 0/17 10/69

*} Dicsc Daten sind aus Versuchen mit 0.25 Gy und 0.5 Gy Bestrahlungsdosis gepoolt, da es keine
signifikanten Unterschicde gab,
Ubcrnommen aus Kadhim et al. (1993).

Tabelle 4 Nicht-klonale Aberrationen in bestrahlten Knochenmarkzelikolonien in drei
verschiedenen Miusestimmen sowie in zwei hybriden Maiusestimmen, die
durch Kreuzung entstanden sind *).

Mausstamm a-Teilchen Kolonien mit aberranten Zellen Aberrante Zellen
Dosis [Gy] [%o]

0 2 von 10 1,4
CBA/H

0.5 16 von 26 9.7

0 4 von 18 1.9
DBA/2 -

0.5 14 von 23 10,5

0 1 von 16 0,7
C57BL/6

0,5 5 von 26 3.5
(CSTBL/6x 0 8 von 32 2.8
CBA/H)

05 15 von 45 5.4
(C57BL/OX 0 6 von 31 2.3
DBA/2)

0.5 10 von 27 34

*) (Klonalc Abcrrationcn wurden nicht beobachtet.)
Ubemoemmen aus Watson ct al. (1997)
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Tabelle 5 Verlust oder Zugewinn des Y-Chromosoms in Milzzellen aus minnlichen Mau-
sen, die an strahieninduzierter Leukdmie (AML) nach einer Ganzkorperbe-
strahlung (D = 3 Gy, Rontgenstrahlung) erkrankt sind: 3 Beispiele *)

Miusestamm Zellen ohne Zellen an einem Zellen mit
Y -Chromosom Y-Chromosom 2 bis 5 Y-Chromosomen
[e] [> [Ye]
CBA/H 5 35 60
CBA/H 3 17 8O
B6D2F| 16 22 62

*)} Ubemommen aus Plumb et al.

(1997)

Tabelle 6 Hiufigkeit der TG"-Zellen in primaren und sekundiren Knochenmarkzellkolo-
nien der Maus, die verzogert nach Bestrahlung mit a-Teilchen, Rontgenstrah-
lung oder Neutronen aufgetreten sind *).

Mutationshiufigkeit x 10°

Primiire Kolonien

Sekundire Kolonien

Kontrollen

(unbestrahit) 2,6 0,7 45+1)]
a-Teilchen

D=0,5Gy 48+ 1,1 90+273
250 kV-Rontgenstrahlung

D=130Gy 13,9+£3,1 20638
Neutronen

D =04 Gy 128+24 15,8+4,0

(plus 0,2 Gy y-Strahlung

*) Ubernommen aus Harper ct al

{(1997)
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Tabelle 8 Aberrationshiufigkeiten in Lymphozyten von Personen, die in Hausern mit erhohter
Radonexposition wohnen bzw. von Kontiolipersonen *)

Abcrrationshiufigkeiten pro 1000 Zellen

Kumulative

Alter Radon- Konventioncil FISH
Nr. (Jahre)/ exposition
Geschlecht Dizentrische  Anzahl der  Translokationen  Dizentrische
P|Bg m-3 v] ausgewerteten Fg Fo
Zellen
1 Ny 5600 1 2470 50 1e3
2 62/m 5600 2 1487 106 Ged
3 57t 6900 1 2437 65 0
4 Hy/e $900 2 1367 406 2e3
5 6/m 4800 4 2727 4e6 0
6 23/m 1100 0 1017 Oe2 0
7 61/f 5900 4" 2302 150] 4ol
8 65/m 4000 7° 1002 53e7 Qa5
9 55/ 3R00 4° 1575 4e() da()
10 51/m 11300 0 967 19#6 0
11 221 1300 . 2 3386 4e7 ]
12 69/t 1900 0 1184 10e7 0
13 45/m 1200 3 2308 8e2 0
14 417 1700 0 2736 2e3 0
15 19/m 1600 0 2006 Je2 0
16 16/f 2800 1 2039 0 0
17 15/1 2800 | 3002 fel) 0
18 39/f 2100 0 2092 6e0) ¢
19 16/f 2000 0 2994 lel 0
20 50/m 1600 0 1146 53 0
21 70/m 110 1 1210 13e] 2e6
22 63/f 1300 2 1235 128 0
23 37/m 3900 0 1602 Ae{) 4}
24 45/m 1300 2 1554 82 0
25 7510 2300 1 1435 22 0
Kontrolle
32 Personen | 38/m + f - - 34340 45+ 0,6 -
Radongruppe -
25 Personent | 39/m +f - 47280 6816 -

*) Ubernommen aus M. Bauchinger et al. (1996)
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