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1. Einleitung

Die mutagene Wirkung von ionisierender Strahlung auf Korperzellen ist allgemein bekannt.

Das Ausmal’ der Zellschadigung ist dabel unter anderem abhangig von der Strahlendosis. Im

Rahmen des Strahlenschutzes gilt es, vor alem grenzwertlibersc hreitende Expositionen
festzustellen bzw. einzelne Personen oder Populationen vor eéinem erhohten Expositionsrisiko
zu schitzen. Die Bestimmung ener Dosis, die beispielsweise eine Person wahrend eines
Strahlenunfalls erhalten hat, ist schwierig.

1.1 Physikalische Dosimetrie

Bea  beruflich strahlenexponierten Personen wird mit Hilfe von Dosmetern die
Expositionsiiberwachung durchgeftihrt. Durch physikalische Dosimetrie lassen sich unter
bestimmten Umstanden gute Abschédtzungen tber die lokale Strahlenexposition der bestrahlten
Person machen. Dies setzt aber voraus, dald zur Zeit der Strahleneinwirkung ein geeigneter
Mef3sensor (Stabdosimeter, Filmplakette, TLD-Kristall) getragen wurde. Solche Mef3geréte
erlauben jedoch nur ene lokale Dosismessung. Eine Abschdtzung fur die erhatene
Ganzkorperdosis ist oftmals nicht moglich. Weiterhin kénnen die Folgen der Bestrahlung fur

unterschiedlich strahlensengitive Individuen mit physikalischer Dosimetrie nicht erfalét werden.

1.2 Biologische Dosimetrie

Die Aufgabe der ,,biologischen Dosimetrie® ist die Abschatzung des Ausmalies der Reaktion
auf die Strahlendosis, die auf einen Organismus eingewirkt hat. Bei einem , biologischen
Dosimeter” werden die durch Strahlung hervorgerufenen Schadigungen auf zelulérer Ebene
erfaldt. Neben der Dosisabschatzung kann die , biologische Dosimetrie® weitere Anwendung
finden im Hinblick auf die Riskoabschdtzung bel der Ermittlung strahlenempfindlicher
Personengruppen. Die ,biologische Dosimetrie’ bietet daher unter verschiedenen Aspekten
entscheidende Vorteile gegentiber der physikalischen Dosimetrie bzw. ergénzt diese. Gerade
die Strahlenunfélle der letzten Jahre (Tschernobyl, Goiania) haben deutlich gezeigt, dal3 die

physikalische Dosimetrie nur bedingt die notwendigen Daten liefert, wenn es um die



Feststellung der Dosen der Unfallopfer geht. Die fur den Mediziner wesentliche Information
stammte jeweils von der biologischen Dosimetrie (Guskova et al., 1988, Ramalho et al., 1988).
Die Bestimmung biologischer Indikatoren nach einer Strahlenexposition hat sich aus folgenden
Grinden al's bedeutsam erwiesen (Streffer und Miiller, 1994):

1 Es finden immer wieder Strahlenexpositionen dtatt, ohne dal3 eine physikaische
Dosiskontrolle durchgefhrt worden ist. Dieses gilt vor alem fir unvorhergesehene,

unfallartige Strahlenexpositionen (z.B. Tschernobyl, Goiania).

2. Untersuchungen in der letzten Jahren haben zunehmend gezeigt, dal3 die
Strahlenempfindlichkeit von Menschen sehr unterschiedlich sein kann. Dies ist sehr héufig
durch genetische Pradispositionen bedingt, d.h. durch Verénderungen im Genom, die das
Auftreten von Strahleneffekten (z.B. von Tumoren) wahrscheinlicher machen. Biologische
Indikatoren sollen in der Lage sein, den individudlen biologisch-medizinischen
Strahlenschaden zu erfassen und damit sind auch die genetischen Komponenten zu

berticksichtigen.

3. Es ehebt sich daher die Frage, ob durch Untersuchungen derartiger Indikatoren
prognostische Werte ermittelt werden konnen, um besonders geféhrdete exponierte
Personen, z.B. mit einem erhéhten Tumorrisko, zu efassen und damit bessere

arbeitsmedizinische Vorkehrungen treffen zu kénnen.

Die hiologischen Indikatoren missen folgende Bedingungen erfillen (fir eine ausfihrliche
Darstellung siehe Mller und Streffer, 1991):

a) Gute Dosisabhangigkeit Uber einen weiten Dosisbereich: von 20-30 mSv fir akute, 50 mSv
far chronische Expositionen (Grenzwerte fir berufliche Strahlenexpositionen) bis zu
mehreren Gray (Exposition durch einen Strahlenunfall)

b) Erfassung von Teilkorper-, fraktionierter oder chronischer Exposition, sowie der Exposition
durch inkorporierte Radionuklide

c) Zeitliche Stabilitét; ist diese nicht gegeben, so mul3 die zetliche Abhéngigkeit des
Abklingens des Strahleneffektes bekannt sein

d) Sengitivitét fur verschiedene Strahlenqualitéten



€) Hohe Spezifitét fir ionisierende Strahlung
f) Einfache Materialgewinnung

g) Einfache und rasche Auswertung

Zur Zet gibt es kein biologisches Dosimeter, das ale genannten Anforderungen erfillen
wirde. Je nach Expositionsbedingungen missen verschiedene, sich erganzende Indikatoren
verwendet werden. Die Verwendung mehrerer sich erganzender Techniken kann in bestimmten

Unfallsituationen von grof3er Bedeutung sein (M Uller und Streffer, 1993).

Die biologischen Indikatoren lassen sich in vier verschiedene Gruppen unterteilen (fir eine
Erlauterung der verschiedenen Systeme siehe Potten, 1986; Miuller und Streffer, 1991,
Straume et a., 1992) :

1. Indikatoren auf zelluldrer Ebene (Hamopoese, Spermatogenese, Haare)

2. Effekte auf cytogenetischer Ebene (Chromosomenaberrationen, Mikronuklei und FISH-
Technik, PCC)

3. Nachweismethoden auf molekularer Ebene (Elektronen-Spin Resonanz, biochemische
Agenzien)

4. Indikatoren auf molekular -genetischer Ebene (GPA Locus Mutation, TZR-Mutation).

Die wichtgsten Verfahren stellen dabei die Vertreter der cytogenetischen Nachwe smethoden

dar.

1.2.1 Radiogen induzierte cytogenetische Effektein Lymphocyten

1.2.1.1 Chromosomenaberrationen

Die Untersuchungen dizentrischer Chromosomen in Lymphocyten (Bild 1) gehdren zu den
bekanntesten und am weltesten entwickelten biologischen Indikatorsystemen (IEAA:
Biological Dosimetry, 1986; Bender et al., 1988). Diese Austauschaberration entsteht durch
Fusion von Bruchstiicken zweier Chromosomen, von denen jedes ein Centromer besitzt und

diese sollte von mindestens einem azentrischen Fragment begleitet sein. Durch eine sehr



geringe Spontanhdufigkeit (1-2 Dizentrische auf 2000 Metaphasen), eine relative
Empfindlichkeit (beginnend be etwa 0,05-0,1 Gy fur eine akute Strahlenexposition mit
niedriger LET -Strahlung), eine gute Dosisabhangigkeit bis in den Bereich eniger Gray und
eine relativ gute Strahlenspezifitét (einige Chemikalien, die ebenfalls Dizentrische induzieren

kénnen, sind bekannt), ergibt sich fir dieses Mef3system eine gewisse Spezifitét. In den letzten
Jahren haben dch vide Arbeten daher auf die Bestimmung dizentrischer
Chromosomenaberrationen konzentriert, allerdings ist dieser Test relativ arbeitsaufwendig und

die Auswertung von Prdparaten bei dieser Technik erfordert vid Erfahrung. Vor alem im

niedrigen Dosisbereich (50 bis 100 mSv) ist der Aufwand sehr hoch, um statistisch verwertbare
Ergebnisse zu erhalten. AuRerdem handelt es sich hier um instabile Chromosomenaberrationen.

Dies bedeutet, dal’ die Zdlen mit solchen Schaden (mit biologischen Halbwertzeiten von
wenigen Monaten) verschwinden. Die Persistenz dieses Effektes ist aso gering (Streffer und
Miiller, 1994).

Bild 1. Metaphaseplatte mit Chromosomenaberrationen (Dizentrisches Chromosom,
azentrisches Fragment, Ringchr omosom)

1.3.1.1 Mikronuklei



Wesentlich einfacher und schneller lassen sich cytogenetische Verdnderungen mit Hilfe des
Mikronukleustestes erfassen. Mikronuklei sind ehemalige Bestandteile des Zellkernes, die auf
unterschiedliche Weise (azentrische Chromosomenfragmente, multizentrische Chromosomen,

Schédigung des Kinetochors, Schadigung des Spindelapparates) bei einer Zdlteillung nicht in

die Tochterzellkerne aufgenommen werden und as Chromatinpartikel im Cytoplasma
erscheinen.

Voraussetzung fir die Mikronukleusexpresson ist im allgemeinen die Zdlteilung. Zur
Feststellung, ob eine Zelle die Mitose durchlaufen hat, setzten Fenech und Morley (1985 a, b)

Cytochalasin B ein. Diese Substanz hat in bestimmten Konzentrationsbereichen (1-5 pg/ml) die
Eigenschaft, die Zdlteilung zu unterbinden, eine Kernteil ung jedoch zuzulassen. Dadurch sind
die Zdlen, die ene Mitose durchlaufen haben, daran zu erkennen, dal3 sie zwel Zdlkerne
aufweisen (,binukleate Zelen®). Die Mikronuklei werden ausschliefdlich in solchen Zelen
gezéhlt (Bild 2, 3, 4).

Sait der Einfuhrung dieser Technik haben Mikronuklel as biologische Indikatoren weltwelt
Beachtung gefunden (Muller und Streffer, 1993). Dies liegt vor adlem daran, da3 die
Mikronukleusauswertung im Gegensatz zur Auswertung der dizentrischen Chromosomen
relativ einfach und schnell ist. Darlber hinaus ist die Automatiserung der Zahlung von
Mikronuklei leichter durchfihrbar, als dies bei Chromosomenaberrationen der Fall ist und in
einigen Laboratorien bereits weit fortgeschritten ist (Verhaegen et al., 1994; Bocker et a.,
1996).

Zdllen mit ener Mikronukleusexpression sind ebenso wie die Zdlen mit dizentrischen
Chromosomen instabile Zellen (Muller und Streffer 1993). Es kommt innerhalb weniger
Monate daher zu einem Verlust dieser Zellen und der direkte Strahleneffekt kann dann nicht
mehr festgestellt werden.

Zur quantitativen Dosisbestimmung mit Hilfe dieser cytogenetischen Indikatoren eignen sich
besonders die Lymphocyten des peripheren Blutes. lhre Entnahme und Kultivierung ist im
Vergleich zu anderen Zellsystemen (z.B. K nochenmarkzellen) einfach, sie sind Uber den
gesamten Korper verteilt und im Hinblick auf die Vertellung auf die Zdlzyklus-Phasen stellen
sie eine homogene Population dar (alle befinden sich in der G, - Phase). Allerdings existieren
langlebige Lymphocyten (Gedéchtniszellen), die den cytogenetischen Schaden akkumulieren

und far Jahrzehnte konservieren konnen. Dies haben die Untersuchungen an



strahlenbehandelten Patienten (Buckton et al., 1983) und Atombomben-Uberlebenden (Sasaki
und Miyata, 1968) gezeigt.

Im Hinblick auf den Einsatz der Lymphocyten als Mikronukleustest-System sollte man die
grofRe Schwankungsbreite des Stimulierungserfolges durch Mitogene nicht Gbersehen.

Bild 2: Binukledrer Lymphocyt ohne Mikronukleus (GiemsaFéarbung, 1000 fache
VergrofRerung)




Bild 3: Mikronukleusin einem binukledren Lymphocyten (Giemsa-Farbung, 1000 fache
Vergrolerung)

Bild 4: Zwel Mikronuklei in einem binuklearen Lymphocyten (GiemsaFarbung, 1000
fache Vergrof3erung)

Fenech und Morley (1985 b) haben nach PHA-Stimulation eine interindividuele Variabilitét
der Stimulierbarkeit mit Haufigkeiten zwischen 5-50% gefunden, auch intraindividudl



schwankt der Stimulierungserfolg. Lymphocyten stellen nicht nur funktionell, sondern ebenso
hingchtlich ihrer Strahlenempfindlichkeit und ihrer Proliferationskinetik eine aus mehreren
Subpopulationen zusammengesetzte Zellpopulation dar (Hogstedt et al., 1988a,b; Wuttke et
al., 1993).

Zahlreiche Messungen haben gezeigt, dal3 man sowohl fir die Bestimmung der di zentrischen
Chromosomenaberrationen als auch fir die der Mikronuklel gute Dosiswirkungsbeziehungen
fur die Abhéngigkeit von der Strahlenqualitét (Strahlenart und Strahlenenergie) von der
Dosideistung und anderen Faktoren erhdt (Prosser et al., 1988; Litt lefidd et a., 1989;
Thierens et al., 1991; Verhaegen und Vra 1994). Der Mikronukleustest ist jedoch weniger
spezifisch und auch weniger empfindlich as die Bestimmung dizentrischer Chromosomen. Die
Untersuchungen der Mikronukleusraten in menschlichen Ly mphocyten haben ergeben, dal3
nach in vitro und in vivo Bestrahlung keine unterschiedlichen Strahleneffekte beobachtet
wurden. Damit konnen gute Vergleichswerte und Dosiswirkungsbeziehungen nach ener
Bestrahlung der Lymphocyten in vitro ermittelt werden (G antenberg et al., 1991; Wuttke et al.,
1993). Es hat sich gezeigt, dal3 Strahlendosen im Bereich von etwa 0,5-5 Gy erfal3t werden
kénnen. Ein Nachtell des Mikronukleustestes liegt darin, dal3 man aufgrund der grofien
Variabilitét der spontanen Mikronukleushaufigkeit, die niedrigen Strahlendosen (unter 0,5 Gy)

schwer nachwei sen kann.

1.2.2 Steigerung der Empfindlichkeit des Mikronukleustestesim niedrigen Dosisbereich

Hinsichtlich der Steigerung der Strahlenempfindlichkeit des Mikronukleustestes gibt es einige

MOoglichkeiten, diein den letzten Jahren erprobt worden sind.

1.3.1.1 Die Bestimmung der Mikronuklei ausschlief3lich in B-Lymphocyten

Eine Verbesserung der biologischen Dosimetrie im niedrigen Dosisbereich stellt en
modifizierter Mikronukleustest dar, der die unterschiedlichen Strahlenempfindlichkeiten der
Lymphocyten-Subpopulationen nutzt (Wuttke et a., 1993). Im allgemeinen wurde beobachtet,
dal3 sich B-Lymphocyten radiosensitiver verhalten als T-Lymphocyten, wobei unter T-Zellen
eine hohe Strahlenempfindli chkeit fur die T-Suppressor-Population festgestellt wurde (Prosser



et a., 1976, Stewart et al., 1988). Wuttke et a. (1993) haben in B-Zedlen im Dosishereich von
0,5-1 Gy hohe Mikronukleusfrequenzen ermittelt. Allerdings ist dafir eine Isolierung bzw.

Identifizierung der Lymphocyten notwendig.

1.3.1.2 Unterscheidung zwischen Mikronuklei mit ganzen Chromosomen oder mit

azentrischen Fragmenten

Esist bekannt, dal? Mikronuklei sowohl azentrische Fragmente als auch ganze Chromosomen
enthalten konnen. Frihere Untersuchungen haben gezeigt, dald spontan entstehende
Mikronuklei hauptséchlich aus ganzen Chromosomen bestehen, strahleninduzierte Mikronuklel
dagegen vorwiegend auf azentrische Fragmente zurtckzufiihren sind (Weissenborn und
Streffer, 1991; Vral et a., 1997). Einige Autoren unterschieden zwischen Mikronuklei mit
ganzen Chromosomen und Mikronuklel mit azentrischen Fragmenten durch Messung der
GroRRe der Mikronuklei (Yamamoto und Kikuchi, 1980; Hogstedt und Karlsson, 1985), durch
Messung des DNA-Gehaltes (Pincu et al., 1985; Vanderkerken et al., 1989). Durch den
Einsatiz der CREST-Antikorper gegen Kinetochore (Degrass et a., 1988; Eastmond und
Tucker, 1989, Fenech und Morley, 1989; Weissenborn und Streffer, 1991; Norppa et al.,
1993) oder den Einsatz von DNA-Sonden gegen Centromere (Miller et al., 1992; Salassidis et
al., 1992; Norppa et a., 1993; Vral et a., 1997) konnen strahleninduzierte Mikronuklei von
den spontan entstandenen unterschieden werden. Die Empfindlichkeit des Mikronukleustestes
kann auf diessm Wege gesteigert werden, well der Nachweis der Mikronukle
strahlenspezifischer erfolgt und die Variabilitée der spontanen Mikronuklel weitgehend
eliminiert werden kann. Die letzten zwel Methoden haben grofRere Beachtung gefunden und

sollen im folgenden ndher beschrieben werden.

1.3.1.2.1 Kinetochore

Man hat schon frih erkannt, dal3 bel gewissen Autoimmunerkrankungen des Menschen mit
grofRer Wahrscheinlichkeit Antikorper gegen Kernkomponenten auftreten. Dies wurde auch fir
diagnostische Zwecke herangezogen (zur Ubersicht siehe Tan, 1989). Aus dem breiten
Spektrum der gegen den Kern gerichteten Antikorper haben die Seren von CREST -Patienten
fur die Erkennung von Kinetochor-Proteinen grof3e Bedeutung erlangt. Das CREST -Syndrom
(Calcinosis, Raynauds's-Phenomenon, Esophageal Dysmoatility, Sclerodactyly, Teangiectasia)
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ist eine Sklerodermavariante, die durch krankhafte Vermehrung des Bindegewebes der Haut
und anderer Organe gekennzeichnet ist. Ein hoher Prozentsatz von Seren aus CREST -
Patienten, kurz CREST -Seren genannt, erkennt die Kinetochore in Mitosechromosomen und
die Pr&kinetochore in Interphasechromosomen. Das Kinetochor bildet sich an dem als
Centromer bekannten Abschnitt jedes Chromosoms. Kinetochore sind komplexe Strukturen
aus Protein an eéinem mitotischen Chromosom, an w elche die Spindelmikrotobuli binden. In der
Literatur werden vorrangig drei Centromer -Proteine  (CENP= Centromere Protein)
beschrieben, die man als CENP-A, -B, -C bezeichnet (Earnshaw und Rothfield, 1985).

1.3.1.2.2 Fluoreszenzin-situ-Hybridisierung mit DNA-Sonden gegen Centromere

Fluoreszenz-in-situ-Hybridiserung (FISH) ist eine Methode, die die Moglichket bietet,
Nucle nsauresonden in Geweben, Zdlen, Zelkernen und Chromosomen sichtbar zu machen.
Als Centromer bezeichnet man ene zusammengezogene Region eines mitotischen
Chromosoms, das die Schwesterchromatiden zusammenhdlt. Es ist auch ein Ort an der DNA,
an dem sich das Kinetochor bildet (siehe 1.2.2.2.1)

Die Chromosomen des Menschen besitzen centromerstandiges Heterochromatin, Als
Heterochromatin  bezeichnet man repetitive, transkriptionsinaktive DNA. Nach der
Dichtegradientenzentrifugation von leicht gescherter DNA aus Saugerzellen erhdt man neben
einer Hauptbande eine oder mehrere Nebenbanden, die die hoch repetitiven Sequenzen
enthalten und als Satellitenbanden bezeichnet werden (Willard, 1990). Die DNA aus den
Centromeren menschlicher Chromosomen zeigt sich as Nebenbande, die a-Satdlit genannt
wird. Der a-Satdlit, der etwa 5% des Genoms ausmacht, besteht aus tandemartig
hintereinander angeordneten DNA -Sequenzen. In humanen Chromosomen sind in diesen
Strukturen keine codierenden Sequenzen gefunden worden. Die Menge an a-Satelliten-DNA
pro Chromosom eines Individuums st nicht konstant, sondern kann zwischen 300 und mehr als
5000 kb variieren. Auch sind Unterschiede zwischen gleichen Chromosomen in verschiedenen
Individuen einer Population beobachtet worden. Die Konsensus-Sequenz der Monomere in den
a-Sateliten des Menschen ist 171 bp lang. Die Monomere in verschiedenen nicht homologen
Chromosomen konnen sich in ihrer Sequenz um 15-30% unterscheiden. Mitchell et al. (1985)
zeigten as Erste, dal3 die a-Satdliten be alen menschlichen Chromosomen in der

Centromerregion vorkommen.
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Um Centromere nachzuweisen, verwendet man Sonden, die aus a-Sequenzen bestehen und die
an die Centromerregion aller menschlichen Chromosomen binden (Bild 5).

Mikronuklei, die aus ganzen Chromosomen entstanden sind, weisen Centromer -FHuoreszenz-
Signale auf (Bild 6) und Mikronukle, die azentrische Fragmente enthaten, zeigen kein e

Fluoreszenz-Signale (Bild 7).

Bild 5: Centromersignale in Chromosomen (FISH, 1000 fache Ver gr 6f3er ung)
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Bild 6: Binukledrer Lymphocyt mit 2 Mikronuklei mit jeweils 2 Centromersignalen
(FISH, 1000 fache Ver gr6i3erung)

Bild 7: Binuklearer Lymphocyt mit Mikronukleus ohne Centromersignal (FISH, 1000
fache Vergroferung)

1.3 Der Hintergrund der Untersuchungen am Blut von ehemaligen Wismut Arbeitern
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Verschiedene epidemiologische Untersuchungen an Bergarbeitern, vor alem an
Uranbergarbeitern, haben ergeben, dald durch ionisierende Strahlung, die beim Zerfall von
Radon und seinen radioaktiven Folgeprodukten entstanden ist, vermehrt Bronchialkarzinome
auftreten. Es sind relativ gut Ubereinstimmende Risikofaktoren ermittelt worden (Lubin et al.,
1995). Bel den Uranbergarbeitern der Wismut AG hat, vor allem in den Jahren 1946 bis 1955,
aber auch in spdteren Jahren eine sehr hohe Strahlenexpositionen stattgefunden. Diese
Expositionen sind durch die Inhalation von Radon und seinen radioaktiven Folgeprodukten, die
sich in erheblichem Ausmal? auf dem inhalierten Staub niederschlagen, entstanden. Bel diesen

Arbeitern sind vermehrt Bronchiakarzinome aufgetreten.

Es it sait langerem bekannt, dald Tumorzellen oft erhohte Mikronukleus -Frequenzen
aufweisen (Streffer et al., 1986). Es wird vermutet, dal3 genomische Instabilitét in
Tumorpatienten haufiger as bel gesunden Personen auftritt. Mit genomischer Instabilitét wird
die Beobachtung beschrieben, dal3 die Wahrscheinlichkeit fur das Auftreten von DNA-Schéaden
deutlich ansteigt (fir eine Ubersicht s. Morgan et al., 1996). Von diesem Phanomen sind dann
auch die Tumorzellen der Patienten betroffen, so dal3 Uber diesen Mechanismus die erhGhten

Mikronukleus-Frequenzen in Tumorzellen versténdlich werden.

1.3.1 Geschichteder Wismut AG

Nach dem zweiten Weltkrieg im Jahre 1946 dtartete in der ehemaligen sowjetischen
Besatzungszone in Ost-Deutschland die Uranproduktion. Es wurde eine sowjetisch-deutsche
AktiengesdIschaft ,, Wismut* gegrindet. In den Jahren 1946 -1955 wurden bei der Wismut AG
ca. 200 000 Arbeiter beschéftigt: 156 000 in Sachsen und 44 000 in Thiringen (Briiske-
Hohlfeldt et al., 1997).

Bis 1956 waren Strahlenschutz und Arbeitsbedingungen mangelhaft. Trockenbohrungen
fuhrten zu sehr hohen Staubkonzentrationen und damit auch zu hohen eingeatmeten
Radionuklid-Konzentrationen wahrend der schweren korperlichen Arbeit. Erschwerend kam
hinzu, dal? eine kinstliche Bdiftung der Stollen fehlte. Nach 1956 haben sich die
Arbeitsbedingungen etwas verbessert. Es wurden Nal3bohrungen eingefuhrt, und die Radon-
Konzentrationen wurden systematisch an ausgewahlten Stellen gemessen. Erst ab 1971 wurden
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die internationalen Normen fir Uranbergwerke eingefiihrt, ein individueler Strahlenschutz
wurde festgelegt, und es wurden jahrliche Gesundheitskontrollen durchgefiihrt.

Die wichtigste Gesundheitsgefahrdung bestand in der a-Strahlung, die groftenteils von den
Radon-Toéchtern stammt. Das Element Radon 222 zerfdllt mit einer Halbwertzeit von knapp
vier Tagen in kurzlebige Tochterprodukte, wobei a-Strahlen entstehen. Kurz nach ihrer
Erzeugung reichern sie sich in der Luft an und werden beim Einatmen in den Atemwegen
abgeschieden. Nach der Inhalation werden sie durch die Schleimhaut der Luftwege
aufgenommen und zerfallen hier in mehreren Schritten weiter zum relativ stabilen Blei -210.
Durch diesen Vorgang finden weitere Strahlenexpositionen statt: a-, b- und g Strahlung.
Gerade in dem besonders empfindlichen Bereich der Lunge, dem Bronchiaepithe, kam es zu
sehr hohen Strahlendosen.

Radioaktive Kettenreaktion beim Zerfall des Uran-I1sotops (U-238) nach Enderle und Friedrich

(1995):
Isotop Halbwertzeit des Isotops Aggregatzustand
U-238 45" 10° Jahre
R
R
R
Ra-226 1600 Jahre
3 a- Strahlung
Rn-222 3,82 Tage Edelgas
3 a- Strahlung
Po-218 3,05min Fest
3 a- Strahlung
Pb-214 26,8 min Fest
3 b, gStrahlung
Bi-214 19,7 min Fest
3 b, g-Strahlung
Po-214 164 s Fest
3 a- Strahlung
Pb-210 2la Fest

R
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Zur Beschreibung der Strahlenexpositionen in Uranbergwerken der Wismut AG wurde die
historische Einheit WLM (Working level month) benutzt. Zugrunde liegt der Definition das
» Working level (WL)“ und bedeutet dieses die potentielle a-Energie Konzentration der Radon -
Tochter im Gleichgewicht mit 100 pCi/l oder 3700 Bg/m® Radon. 1 WL entspricht einer
potentidlen  a-Energie Konzentration von 1,3 ~ 10° MeV/l =2, 08 ~10° Jm’. Diese
Expositionen wurden fr einen Monat berechnet (170 Arbeitsstunden) und as WLM definiert.
In Ost-Deutschland wurden 40 MeV/cm?® potentielle a-Energie Konzentration fiir Radon 222
Folgeprodukte fir exponierte Personen in spateren Jahren (nach 1976) zugelassen. Dies
entsprach einer Exposition von 4 WLM im Jahr (40 mSv/Jahr). Die Strahlenexpositionen
betrugen in friheren Jahren (zitiet in  Strahlenexpositionen und strahleninduzierte

Berufskrankheiten im Uranbergbau am Beispid Wismut, 1993):

bis 1955 30 - 300 WLM/Jahr
1956-1960 10 - 100 WLM/Jahr
1961-1965 5- 50 WLM/Jahr
1966-1970 3- 25WLM/Jahr
1971-1975 2- 10 WLM/Jahr
von 1976 1- 4 WLW/Jahr

Die Angaben der ersten 10 bis 15 Jahre sind nicht sehr genau, da noch keine Messungen der

Strahlenexpositionen durchgefihrt wurden, diese Werte sind nachtréglich berechnet worden.

Im Jahre 1990 sind die Uranbergwerke der Wismut AG geschlossen worden. Man spricht von
ungefdhr 9000 Lungenkarzinom-Félen, davon wurden 5276 Féle als Berufskrankheit
anerkannt (Bruske-Hohlfeldt et al., 1997).

Dabe den Arbeitern der Wismut AG weitere gesund heitliche Schaden zu erwarten sind, ist es
von Interesse zu Uberprifen, ob die hohen Strahlenexpositionen zu Schadigungen gefihrt
haben. Diese Schaden sollen durch experimentelle Untersuchungen frihzeitig erfald und die

Ergebnisse moglicherweise al's prognostische M al3stabe verwendet werden.
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1.4 Aufgabe der vorliegenden Arbeit

Gegenstand dieser Arbeit war die Uberprifung und Verbesserung der Einsetzbarkeit des
Mikronukleustestes in der biologischen Dosimetrie. Als Schwerpunkt wurde die Moglichkeit
der Verwendung des Testes im niedrigen Dosisbereich (unterhalb 0,5 Gy) festgelegt. Es sollte
der Frage nachgegangen werden, ob man die Empfindlichkeit des Mikronukleustestes steigern
kann, indem man die strahleninduzierten von den "spontan" entstandenen Mikronu klei mit
Hilfe von DNA-Sonden gegen Centromere unterscheidet.

Es sollte ferner Uberprift werden, ob man frihere berufliche Strahlenexpositionen der Wismut -
Arbeiter mit dem Mikronukleustest unter Verwendung der Cyt.B-Technik erfassen kann. Da
lediglich mit geringen Veranderungen der Mikronukleus -Haufigkeiten zu rechnen war, sollte
aulRerdem die oben erwdhnte Centromer-Methode eingesetzt werden. Hierzu sollten
Kalibrierkurven nach Bestrahlung von Lymphocyten gesunder Spender erstellt werden, damit
eine Dosis-Abschatzung fur die Wismut-Arbeiter durchgefiihrt werden konnte.

Eine ergdnzende Analyse von Chromosomenaberrationen sollte angewendet werden, um eine
bessere Charakterisierung der Aberrationen zu erhalten, die zu Mikronuklel flhren. Von der
Etablierung des Mikronukleustestes erhofft man sich eine Alternative bzw. Erganzung zu den

traditionellen Metaphase-Chromosomen-Untersuchungen.
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2. Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Probanden

Es wurde Blut von 9 gesunden Spendern untersucht:
Spender 1(G1): weiblich, 30 Jahre alt (Nichtraucher)
Spender 2 (G2): weiblich, 31 Jahre alt (Raucher)
Spender 3 (G3): mannlich, 48 Jahre alt (Nichraucher)
Spender 4 (G4): mannlich, 63 Jahre alt (Nichtraucher)
Spender 5 (G5): mannlich, 50 Jahre alt (Nichtraucher)
Spender 6 (G6): mannlich, 57 Jahre alt (Nichtraucher)
Spender 7 (G7): mannlich, 73 Jahre alt (Nichtraucher)
Spender 8 (G8): mannlich, 60 Jahre alt (Nichtraucher)
Spender 9 (G9): mannlich, 57 Jahre alt (Raucher)

Insgesamt wurden Tests mit Blut von 40 Wismut-Arbeitern durchgefihrt:
14 Wismut-Arbeiter ohne Tumor (W):
Alle Probanden waren ménnlich, zwischen 59 und 71 Jahre alt
und 55 Wismut-Arbeiter mit Bronchialkarzinom (WT+WTYS):

Alle Probanden waren ménnlich, zwischen 61 und 76 Jahre alt

Folgende Spender erhielten eine Strahlentherapie (WTS); die Angaben zu den Strahlendosen
und Bestrahlungsorten sind aus den Informationsbl&tern entnommen worden:

WTS 2: 14.11-19.12.1995- Radiatio der Schadel 40 Gy, der Lunge 50 Gy

WTS 5: bis 06.1996-Radiatio des Mediastinums56 Gy, Supraclavikulargrube 46 Gy

WTS 8: Erste Strahlentherapie im September 1994, wegen Rezidivs nochmalige in

1996

WTS 14: 02.1995- Radiatio mit einer Gesamtdosis von 40 Gy

WTS 15: Mai bis November 1992 Schadelbestrahlung 30 Gy

WTS 17: 06.02-17.02.1985-Gesamtherddosis- 50 Gy
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WTS 28: Mai-Juni.1995-Herddosis von 33 Gy

WTS 31: Frithjahr 1997, 66 Gy

WTS 35:Telekobalthestrahlung 1996 (bei Skelettmetastasierung); Chemotherapie 1995

WTS 37: 1994, 23 Bestrahlungseinheiten

WTS 52: bis 02.1997 Radiatio des Mediastinums45 Gy, Kopfes-30 Gy und
Chemotherapie 5 Zyklen

WTS 56: 12.97 bis 02.98- Radiatio der Tumorregion von mit 56 Gy

WTS 64: 1990 Bestrahlung der linken Lunge

WTS 65: 07.1997-09.1997, Herddosis 48 Gy.

2.1.2 Puffer, L6sungen und Reagenzien

2.1.2.1 Reagenzien und L ésungen zur Lymphocyten Kultur

RPMI 1640 Medium
Gibco, Kat. Nr.-52400-025

Dieses Grundmedium wurde al's Fllissigmedium bezogen. Vor Gebrauch wurden jeweils zu

400 ml Medium folgende Substanzen bzw. Ldsungen hinzugefugt:

100 ml Fotales Kéalberserum (FKS)
Gibco, Kat. Nr.-011-06290 M

6 ml_AntibioticAntimycotic Losung
Gibco, Kat. Nr.-15240-039

4 ml L-Glutamin-L6sung
Merck, Kat. Nr.-1.00289.0025
0,3 g L-Glutamin in 10 ml Agua dest. [6sen und sterilfiltrieren

10 mlI PHA-L6sung (siehe 2.1.2.2.)
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Um die Stabilitét der zugesetzten Substanzen zu gewahrleisten, wurde das Medium a 10 ml
portioniert und bei -20°C eingefroren.

2.1.2.2 Reagenzien zur Lympocyten-Stimulation

Phytohamagglutinin (PHA)
Gibco, Kat. Nr.-10576-015
gelost in 10 ml Aqua bidest., sterilfiltriert

2.1.2.3. Reagenzien fur den Mikronukleustest

Cytochalasin B aus Helminthosporium damatioideum, krstallin;
Sigma, Kat.Nr.-C-6762
10 mg Cytochalasin B ad 10ml DM SO; 50m-Aliquot portionieren und lagern (-20°C)

Dimethylsulfoxid (DM SO)
Serva, Kat.Nr.-20385

KCI-Ldsung- 0,125 M oder 0,14 M in Aqua bidest.
Riedel-de Haen, Best.Nr.-12636

NaCl-L6sung -0.9 % in Aqua bidest.
Sigma, Best.Nr.-S-3014

Essigsiure 96 % z. A.
Baker, Best.Nr.-605

Ethanol 99,9 % z.A
Baker, Best.Nr.-8006

Phosphat-Pufferldsung pH 6,88
0,075 M Kalium Phosphat
Merck, Kat.Nr.-7294
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2.1.2.4 Reagenzien fur den Mikronukleustest mit FI SH-Technik

DNA-Centromer Sonden gegen alle menschlichen Chromosomen:

* All Human Centromers Probe (mit Biotin markiert)
Oncor, Best.Nr.-P5095-B.5

* All Human Centromers Probe (mit Digoxigenin markiert)
Oncor, Best.Nr.-P5059-DG.5

Antikorper fir Biotin markierte DNA-Centromer Sonden

* Avidin, FITC markiert
Vector, Best.Nr. A-2001
* Goat-Anti-Avidin
Vector, Best.Nr. BA-0300

Antikorper fur Digoxigenin markierte DNA-Centromer Sonde:

* Mouse-anti-digoxigenin
Sigma, Best.Nr. D-8156

* Sheep-anti-mouse, Digoxigenin markiert
Boehringer, Best.Nr. 1214624

* Sheep-anti-digoxigenin, FITC markiert
Boehringer, Best.Nr. 1207741

20" SSC-, Saline Natrium-Zitrat” -Puffer Konzentrat

20" konzentrierte Lésung (0,3 M Na-Zitrat, pH 7; 3 M NaCl):
in 800 ml Aqua bidest:
175,3 g NaCl, Sigma, Best.Nr.-S-3014
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88,24 g Na-Zitrat, Sigma, Best.Nr.-C-8532, mit HCI oder NaOH pH auf 7 einstellen, dann mit
Aqua bidest. auf 1L auffiillen, autoklavieren.

2 SSC

100 ml 20" SSC mit 850 ml Aqua bidest. gut durchmischen. Den pHWert mit HCl oder NaOH

auf 7 einstellen, dann Mit Aquabidest auf 1 L auffillen, autoklavieren.

RNaseA
Boehringer, Best.Nr.-109 142
100 pgin 1 ml 2 SCC l6sen; in 150 pl Aliquot portionieren und bei-20°C lagern

Pepsin
Sigma, Best.Nr.-P 6878
1gin 10ml Aqua bidest., in 50 pl Aliquot portionieren und be-20°C lagern

Formaldehyd-L6sung 37 %
Merck, Best.Nr.-4000

Phosphat-gepufferte Salzlésung (PBS)
12 mM Natriumchlorid

2,7 mM Kaliumchlorid

10 mM Phosphat Puffer Salzen, pH 7,4
Seromed,Best.Nr.-L-182-10

PBS+50 mM MgCl,
1,0166 g MgCl, pro 100 ml PBS

Magnesiumchlorid (MgC}h)
Merck,Best.Nr.-5833

Formamid
Merck, Best.Nr.- 12027
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Formamid-Denaturierungsl 6sung (90% Formamid):

45 ml Formamid

5ml 20" SSC, mit HCI pH 7 einstellen, immer unmittelbar vom Gebrauch ansetzen.

Formamid-Waschl6sung (50% Formamid in 2 SSC):

100 ml Formamid

20ml 2 SSC

80 ml Aquabidest., mit HCI pH7 einstellen, immer unmittelbar vom Gebrauch ansetzen.

Ampuwa fir Spiulzwecke

Fresenius, Best.Nr.-8010

Mastermix:

10 ml Formamid

29 Dextran sulfat, Pharmecia, Best.Nr.-17-0340-01

2 ml 20° SSC, einige Stunden in einem Glas bei 70 °C im Wasserbad vorwédrmen, dann mit
Aqua bidest. auf 14 ml auffillen, pH 7 mit HCI einstellen, steril filtrieren durch einen Filter mit
0,22 um Porengrofi3e, lagern bei -20 °C

AT-Puffer (4~ SSC/ 0,05% Tween 20, 100ml)
20 ml 20" SSC

50 pl Tween 20, Sigma, Best.Nr.-P-1379
80 ml Aqua bidest., steril filtrieren

4AM-Puffer (4" SSC/ 5% Magermilchpulver, 100ml)

20g 20" SSC

5g Magermilchpulver (Nonfatty milk, Sigma, Best.Nr-M 7409)

auf 100 g auffillen mit Aqua bidest., durch einen Filter mit 0,22 pum Porengrof3e steril

filtrieren.
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DABCO (1, 4-Diazabicyclo[2,2,2] octan)
Sigma,Best.Nr.-D 2522

Gebrauchsl 6sung:

0,233 g DABCO

800ul Aqua bidest.(Ampuwa)

200 pl 1 M TrisHCI, Sigma, Best.Nr.-T 3253, pH 8
9 ml Glycerol, Sigma, Best.Nr.-6279

gut zusammenmischen, lagern im Dunkeln bei 4°C .

2.1.2.5 Reagenzien fur die Unter suchung von Chromosomenaberrationen

BrdU (5-Bromo-2-deoxy-Uridin)

Serva, Best.Nr. 15240

Gebrauchsl 6sung:

0,0031g BrdU in 10 ml PBSIl6sen, steril filtrieren.

Behalter mit Alufolie umwickeln (Lichtschutz), bei 4°C aufbewahren

Colcemid (10ng /1ml)

10 ng Colcemid in 1 ml PBS gepufferter Salzldsung
Gibco, Best.Nr. 15210-040

lagern bei 4°C.

BisbenzimidL 6sung,

Sigma, Best.Nr. B 2883

Bisbenzimid Stockldsung: 0,5 g/ 100 ml Aqua bidest., im Dunkeln lagern
Bisbenzimid Gebrauchsldsung: 1ml Stock / 100 ml Aqua bidest.

PBS (siehe 2.1.2.4)
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2.2.6.5 Reagenzien fur DNA-Farbung

GiemsaL 6sung
Best.Nr.-9204
10% GiemsaLdsung in Phosphatpuffer pH 6,88

5% Giemsa-Ldsung in Phosphatpuffer pH 6,88

Propidiumiodid (Pl),
Serva, Best.Nr.-33671

Stammldsung: 1mg Pl in 10 ml PBS
Stocklosung: 1 pl der Stammldsung in 100 ul DABCO
Gebrauchsl6sung: 40 pl der Stocklésung in 1000 pl DABCO

2.1.3 Geréate

Brutschrank

Begasungsbrutschrank, Heraeus, Hanau

pH /°C- Mef3gerét
Hanna instruments, Mikroprozessor, pH/°C Mef3gerdt, HI 9024

Zentrifugen
Labofuge® GL, Heraeus Christ; Sigma, 4-10 Nr. 10852

Mikrozentrifuge, Carl ROTH* GmbH, Best.Nr.-9013.1

Heizplatte
Gerét Typ 12801, MEDAX Nagel GmbH, Kiel

Bestrahlungseinheit
Bestrahlungskontrolleinheit, Stabilipan, Siemens, 15 mA, 240 kV, 0,5 mm Cu

Rontgenrohre, Siemens, Typ TR 300f; Eigenfilterung 0,5 mm Cu
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Rohrengehduse, Siemens, Typ: 250
Dosimeter, Physikalischtechnische Werkstétten (PTW), Freiburg, Typ: PTW- SN4

Mikroskope
Lichtmikroskop, Ernst Leitz GmbH, Typ: SM-LUX

Fluoreszenzmikroskop, Ernst Leitz GmbH, Typ Diaplan 020-437.035, mit Kamerasystem fur
die automatische Mikrophotographie, Leitz Vario Orthomat 2

Alle hier nicht aufgefuhrten Gerate entsprechen den tblichen Laborstandards.

2.1.4 Glaswaren

Objekttrager
76 X 26 mm, Artike-Nr. 021102, Menzd-Gl&ser

Deckglaser
24 x 48 mm, Engelbrecht Medizirr und Labortechnik GmbH, Erdmiinde

24 x 60 mm, Engelbrecht Medizirr und Labortechnik GmbH, Erdmiinde

Zentrifugengl 8ser

mit konischem Spitzboden, ungraduiert, ca. 98 x 17 mm, Nr. 946/1, Assistent

Farbeklvetten: Coplin Jar mit Deckel
Assistent, Best.Nr.-2470

Gewindeflaschen
100 ml, Duran, Best. Nr.-2180124
500 ml, Duran, Best.Nr.- 2180124

2.1.5 Plastikwar en

Eppendorf Reaktionsgefalle Sarstedt, Best.Nr.-72.690,
1,5ml, 39 x 10mm A
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Eppendorf ReaktiongefalRe, Sarstedt, Best. Nr.-72.699
0,5ml, 30x 7,8 mm A

Monovette zur Blutgewinnung
Sarstedt, Best.Nr.-02.1064
9 ml SMonovette* AH, versetzt mit 15 I.E. Ammoni um-Heparin / ml Blut, 92 x 16,5 mm

Plastikwaren der Firma Falcon:

* Serologische Pipetten: 5 ml-Best.Nr.-7543
10 ml-Best.Nr.-7551
25 ml-Best.Nr.-7525

* Zentrifugenrohrchen 15 ml, Best.Nr.-2099

* Gewebekulturflaschen 25 ¢, Best.Nr.-3013E

2.2 Methoden

2.2.1 Bestrahlung

Die Bestrahlung der Blutzellen erfolgte in 25 cnf Kulturflaschen (siehe 2.1.5 Plastikwaren) mit
Hilfe enes StabilipanRontgen-Gerdtes der Firma Siemens (siehe 2.1.3 Gerdte,
Bestrahlungseinheit) mit einer Dosisleistung von 1 Gy/min.

Die Dosis wurde mit einem Dosimeter der Firma PTW gemessen (siehe 2.1.3 Geréte)

Das Blut von gesunden Spendern wurde mit folgenden Dosen bestrahlt:

0,10; 0,30; 0,50; 1,00; 1,25; 2,00 und 2,50 Gy.

2.2.2 Vollblut-Kulturen fir den Mikronukleustest und die Chromosomenaberr ationen-

bestimmung
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0,5 ml von dem heparinisierten Venenblut (siehe 2.1.5 Plastikwaren, Monovette zur
Blutgewinnung) wurde zu 4,5 ml Medium (siehe 2.1.2.1 Reagenzien und Lo&sungen fur
Lymphocyten Kultur) in kleinen Kulturflaschen suspendiert und mit PHA (siehe 2.1.2.2)
stimuliert.

Die Kulturen wurden sowohl fur den Mikronukleustest as auch fur die
Chromosomenaberrationenauswertung  bet 37°C / 5% CO [/ 95 %  Luft
(Begasungsbrutschrank, siehe 2.1.3 Geréte) inkubiert.

2.2.3 Nachweisvon Mikronuklei in binukledren Lymphocyten

2.2.3.1 Cytochalasin B-Zugabe

44 h nach Bestrahlung und Kulturbeginn erfolgte die Zugabe von Cytochalasin B (nach dem
Standardprotokoll von Fenech und Morley, 1985 a, b).

2.2.3.2 KCI- Behandlung

24-26h nach der Cytochalasin BZugabe wurden die Lymphocytenkulturen in
Glaszentrifugenréhrchen (siehe 2.1.4 Glaswaren) in der Zentrifuge (Labofugé GL, siehe 2.1.3

Gerdte) bei 1000 U/min 10 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde bis auf etva 0,5 ml

abgesaugt. Dem Pellet wurde unter langsamem, sténdigem, sanftem Mischen mit ener
Pasteurpipette 10 ml KCl Lésung zugefligt. Der optimale Grad der Hypotonie der KCI-

Losung, der eine ausreichende Schwellung der Zellen bewirkte, das Cytoplasma aber erhidlt,
anderte sich zeitweise und lag im Bereich zwischen 0,125 M bis 0,14 M. Dies mufe
gegebenenfalls neu ausgetestet werden.

Die Zellen wurden 6 min in KCIL6sung bei Zimmertemperatur inkubiert und dann wieder

abzentrifugiert.
2.2.3.3 Fixierung der Lymphocyten
Nach der KCI-Behandlung wurden die Zellen vorsichtig in frisch hergestelltem Fixativ | (nach

Wuttke et al., 1993, Methanol: NaCl: Essigsdure = 4,8. 5,2: 1; erst kurz vor Gebrauch

mischen) aufgenommen und sofort zentrifugiert.
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Dann folgte der nachste Waschvorgang mit einem frisch angesetzten Fixativ 11 ( Methanol:
Essigsiure= 4,8: 1). Dieser wurde so oft wiederholt, bis der Uberstand klar erschien. Der

Uberstand wurde dann vorsichtig bis auf 0,5 ml abdekantiert und die Lymphocyten in dem
verbleibenden Fixativ resuspendiert. Die Zellen wurden auf in Ethanol entfettete Objekttrager
(sehe 2.1.4 Glaswaren) mit der Pasteurpipette aufgetropft. Das auf dem Objekttrager

Uberstehende Fixativ wurde, um das Cytoplasma der Zellen zu erhalten, schnell abgekippt.

2.2.4 Farbung und Auswertung der Mikronuklei beim Mikronukleustest

Die trockenen Préparate (mindestens 24 h an der Luft getrocknet) wurden mit GiemsaL 6sung
(siehe 2.1.2.6 Reagenzien fur DNA-Farbung) geférbt. In den gefarbten Préparaten wurden die
Mikronuklei unter 500 facher Vergrof3erung mit einem Lichtmikroskop (siehe 2.1.3 Geréte)
ausgewertet.

Es wurde angestrebt, 1000 binukledre Lymphocyten pro Probe auszuzéhlen.

2.25Farbung und Auswertung von Mikronuklel beim Mikronukleustest mit FISH-
Technik

Nach der Fixierung der Lymphocyten (siehe 2.2.3.3) wurden die getrockneten Préparate bei

-20 °C in trockenen Behéltnissen (schwarze Praparateaufbewahrungskasten) gelagert, bis die
Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung durchgefihrt wurde. In Abhangigkeit von den vervendeten
DNA-Sonden darf man die Préparate von 4 Wochen bis zu einem halben Jahr lagern, ohne dal3
die Qualitét der hybridisierten Préparate beeintrachtigt wird.

2.2.5.1 Vorbehandlungen der Objekttréager fur FISH-Technik

Vor der in-situ-Hybridisierung wurden die Proben folgenden Vorbehandlungen (2.2.5.1.1
2.2.5.1.3) unterzogen, um die Signalspezifitat zu erhGhen.

2.2.5.1.1 RNaseA-Behandlung
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Beim Nachweis von DNA-Sequenzen entfernt man gewohnlich die RNA im Cytoplasma und
Kern durch die Inkubation der Prapaate mit RNaseA. Bel diesem Vorgang wird die
einzelstrangige RNA abgebaut, damit die Sonde nicht mit RNA hybridisiert.

Auf jeden Objekttrager wurden 125 pl RNaseA aufgetropft und die Objekttrager wurden mit
einem Deckglas abgedeckt. Dann folgte eine einstiindige Inkubation in einer feuchten Kammer
bei 37°C.

Nach diesem Schritt wurden die Préparate in einer ,Coplin Jar* Kuvette (sehe 2.1.4

Glaswaren) 3" 5 min, bei Raumtemperatur mit 2 SSC gewaschen.

2.2.5.1.2 Permeabilisierung mit Pepsin/HCI

Um die Zellen fur die Sonde und Nachwei sreagenzien zuganglicher zu machen, behandelt man
die Préparate mit proteinabbauenden Enzymen z.B.. Pronase E, Proteinase K oder

Pepsin/HCI. Die Wirkung dieser Enzyme besteht darin, dal3 sie Nucleinsuren von assoziierten
Proteinen befreien.

Fur 10 min (die Zeit kann sich bei neuer PepsirCharge andern und muf3 daher immer neu
getestet werden) wurden die Praparate in einer Farbekivette mit der auf 37°C vorgewarmten

L6sung (M HCI, Aqua bidest. und PepsinStockldsung , siehe 2.1.2.4 Reagenzien fir den

Mikronukleustest mit FISH-Technik) inkubiert. Dann wurden die Objekttréger 2 je 5 minin
PBSund 1 5 minin PBS+MgCh bei Raumtemperatur gewaschen.

2.2.5.1.3 Postfixierung in 1% Formaldehyd

Die Fixierung der Praparate konserviert die Gewebestruktur und begrenzt den weiteren Verlust

von Nukleinsduren. Die Behandlung der Objekttrager mit 1% Formaldehyd fihrt zu einer
Quervernetzung der Préparate. Dies dient zu Erhaltung der Struktur des Gewebes und der

darin enthaltenen Nukleinsgduren.

In einer Farbeklvette wurden die Objekttrager 10 min in 1% FormaldehydLosung (siehe
2.1.2.4 Reagenzien fur den Mikronukleustest mit FISH Technik) inkubiert. Dann wurden die
Praparate 1° 5 min in PBS bel Raumtemperatur gewaschen, dehydriert in 70%, 90% und
2" 100% Ethanol (jeweils 3 min) und an der Luft getrocknet.
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2.2.5.2 Denaturierung

Bel der in-situ-Hybridisierung miissen sowohl die Zielsequenzen als auch die Sonde zunachst
denaturiert werden, damit beide als Einzelstrénge vorliegen und miteinander hylidisieren

konnen.

2.2.5.2.1 Denaturierung der Zielsequenz

Die Denaturierungsldsung (siehe 2.1.2.4) wurde in einer Farbekuvette in einem Wasserbad auf
75°C vorgeheizt (Temperatur darf nicht unter 73°C sinken).

Um den Temperaturabfall der Denaturierungslésung zu verhindern, wurden die Objekttrager
auf die Warmeplatte (50°C-60°C) gelegt.

Die vorgewadrmten Praparate wurden 30 min in der Denaturierungslésung inkubiert.

Danach erfolgte eine rasche Entwasserung in -20°C kaltem 70%, 90%, 100%, 100% Ethanol,
jeweils 2 min.

Dann werden die Objekttrager an der Luft getrocknet und wieder mittels Heizplatte auf 42°C

vorgewarmt.

2.2.5.2.2 Denaturierung der Sonde

Die Sonde wurde 5 min bei 37°C erwérmt, dann kurz zentrifugiert.

Es wurden jewells 5ul Sonde pro Objekttrager (Deckglas 24 48 mm) in den Eppendorfcup
gegeben.

Die Sonde wurde 10 min bei 75 °C denaturiert, dann 20s im Eisbad abgekihlt und
abzentrifugiert. Zu der Sonde wurden pro Objekttrager 10ul Mastermix (siehe 2.1.2.4)

zugegeben und gut vermischt.

2.2.5.3 Hybridisierung
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Als die nachzuweisende Nukleinsdure und die Sonde einzelstrangig vorlagen, erfolgte die
Hybridisierung.

Auf die vorgewarmten Objekttréager (42 °C, siehe 2.2.5.2.1 Denaturierung der Zielsequenz)
wurden 15ul Hybridisierungsgemisch (5ul Sonde + 10ul Mastermix) aufgetragen, mit einem
Deckglas (24" 48 mm) bedeckt und mit dem Fotokleber , rubber cement* abgedichtet.

Danach erfolgte Uber Nacht eine Inkubation bei 37 °C (Brutschrank) in einer feuchten, dunklen

Kammer .

2.2.5.4 Waschen nach der Hybridisierung

Die Waschschritte nach der Hybrydisierung erfolgten unter stringenten Bedingungen, damit

locker gebundene Sonden entfernt werden und korrekt gepaarte Hybridmolekdile tbrig bleiben.

Das Deckglas wurde vorsichtig von den Praparaten entfernt und die Objekttrager zuerst 3 5
min in einer warmen (37°C) FormamidWaschldsung (siehe 2.1.2.4) und danach ebenfalls bei

37 °Cfur 3 5minin 2 SSC gewaschen.

2.2.5.5 Nachweisder Hybridisierungsstellen

Im Anschlul® an die Hybridisierung der Sonde und an die stingenten Waschschritte wurden die
Positionen im Pr8parat nachgewiesen, mit denen die Sonde hybridisiert hat (DNA
Centromerseguenzen von allen menschlichen Chromosomen). Die Methoden zum Nachweis

und zur Visualisierung der Signale richtete sich nach der Art der Markierung der Sonde.

2.2.5.5.1 Nachweis von biotin-und digoxigeninmarkierten Centromer-Sonden

* Waschen der Praparate 5 min mit jeweils 1000ul 4FPuffer (siehe 2.1.2.4)
Der restliche Puffer wird von Objekttragern abgekippt.

1. Inkubation

* Vorinkubation 5 min mit 100ul 4M-Puffer (siehe 2.1.2.4) pro Objekttréger. Die Objekttrager
wurden wahrend der Inkubation mit Parafilm abgedeckt.

* Waschen mit 4T- Puffer (kurz)
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* 30 min Inkubation mit 100ul  Avidif™® bzw. Mouse-anti-dig (siehe 2.1.2.4) pro
Objekttrager im Dunkeln in  ener feuchten Kammer im Brutschrank bei 37°C. Die
Objekttrager wurden wahrend der Inkubation mit Parafilm abgedeckt.

* Nach der Entfernung vom Parafilm wurden die Objekttrager 3 5 min mit jeweils 500ul
AT-Puffer gewaschen.

2. Inkubation

* Vorinkubation 5 min mit 100ul 4MPuffer pro Objekttréger. Die Objekttrager wurden
wahrend der Inkubation mit Parafilm abgedeckt.

* Waschen mit 4T-Puffer (kurz)

*30 min Inkubation mit 100ul Goatanti-Avidin bzw. Sheep-anti-mouse™ (siehe 2.1.2.4) pro
Objekttrager im Dunkeln in einer feuchten Kammer bel 37°C (Brutschrank). Die Objekttréger
wurden wahrend der Inkubation mit Parafilm abgedeckt.

* Nach der Entfernung des Parafilms wurden die Objekttrager 3 5 min mit jeweils 500l
4T-Puffer gewaschen.

3. Inkubation

* Vorinkubation 5 min mit 100ul 4MPuffer pro Objekttréger. Die Objekttrager wurden
wahrend der Inkubation mit Parafilm abgedeckt.

* Waschen mit 4T-Puffer (kurz)

* 30 min Inkubation mit 100ul Avidin™™® bzw. Sheep-anti-mouse™ ' pro Objekttrager im
Dunkeln in einer feuchten Kammer im Brutschrank bei 37°C. Die Objekttréger wurden
wahrend der Inkubation mit Parafilm abgedeckt.

* Nach der Entfernung vom Parafilm wurden die Objekttrager 3 5 min mit jeweils 500ul

4T-Puffer gewaschen.

2.2.5.6 Gegenféarbung

Es wurden 40ul Pl mit DABCO (siehe 2.1.2.4) pro Objekttrager aufgetragen und mit einem
Deckglas (24" 48 mm) zugedeckt. Falls die Auswertung der Préparate unter dem
Fluoreszenzmikroskop (siehe 2.1.3 Geréte) nicht sofort erfolgt, wurden sieim Dunkeln,

bei 4°C (Kihlschrank) bis zur Auswertung gelagert.
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2.2.5.7 Auswertung von hybridisierten Praparaten

Es wurde angestrebt, bei niedrigen Dosen (bis 0,5 Gy) 100 Mikronuklel und bei den hoheren
Dosen bis zu 1000 Mikronuklei pro Probe auf den Centromergehalt zu untersuchen. Es wurde
auch die Anzahl von Fluoreszenzsignalen pro Mikronukleus bestimmit.

Die Auswertung erfolgte mit einem DiaplarFluoreszenzmikroskop (siehe 2.1.3 Geréte) unter

1000 facher Vergréf3erung.

2.2.6 Nachweis von Chromosomenaberrationen

2.2.6.1 Colcemid-Zugabe

3-4 Stunden vor der Zellernte erfolgte die Zugabe von Colcemid in einer Konzentration von
0,4g/5ml PHA-stimulierter Kultur.

2.2.6.5 KCI-Behandlung

52 h bzw. 72 h nach Kulturbeginn wurde die Zellsuspension in Zentrifugenrohrcherumgefllt.
Dann wurden die Zdlen fir 10 min bei 1000 U/min zentrifugiert und der Uberstand bis auf
etwa 0,5 ml abgesaugt. Die Zellen wurden langsam unter standigem, sanftem Mischen mit einer
Pasteurpipette in 10 ml warmer (37°C) 0,075 M KCI resuspendiert. Die Zellen wurden

10 min bel 37°C im Wasserbad inkubiert, dann 10 min bei 1000 U/min abzentrifugiert.

2.2.6.3 Fixierung der Zellen auf den Objekttragern

Nach der KCl-Behandlung wurde der Uberstand abgesaugt und jedem Rohrchen unter

standigem, sanftemMischen 8 ml Fixativ (Methanol:Essigsaure, 3:1) zugeflgt.

Die Zdlen wurden 10 min bei 1000 U/min abzentrifugiert. Die Behandlung mit dem Fixativ
wurde so oft wiederholt, bis der Uberstand klar erschien. Der Uberstand wurde dann bis auf

etwa 0,5 ml dekantiert und die Zellen aus méglichst hohem Abstand auf vorbereitete
Objekttrager getropft: Diese waren in Ethanol entfettet und in destilliertem Wasser ca. 8

Stunden bei 4°C aufbewahrt worden.

2.2.6.4 FPG-Féarbung (Fluorescence plus Giemsa)



Die FPG-Farbung wird angewendet, um die Zellen in der 1. Mitose von denen in spéteren
Mitosen zu unterscheiden.

20 Stunden nach Kulturbeginn wurde den Zellen die BrdULdsung (siehe 2.1.2.5 Reagenzien
fur die Untersuchung von Chromosomenaberrationen) hinzugefigt.

Die hergestellten Préparate (siehe 2.2.6.3) wurden mindestens 3 Tage bei Zimmertemperatur
getrocknet. Dann erfolgte die FPG-Farbung:

Die UV Lampe (360 nm Licht) wurde eingeschaltet und Uber die Heizplatte gehangt (Abstand
zur Heizplatte etwa 20 cm), Heizplatte wurde auf 50-60°C vorgewarmt.

Die Praparate wurden fur 20-30 min in Bisbenzimidldsung (siehe 2.1.2.5) ins Dunkle gestellt,
dann kurz mit Aqua dest. gewaschen. Danach wurde jeder Objekttrager in PBS (siehe 2.1.2.5)
eingetaucht und mit einem sauberen Deckglas (24x60 mm) zugedeckt, dann auf die Heizplatte
gelegt und 15-20 min mit UV Licht bestrahlt. Die Préparate wurden mit Aqua dest. kurz
gewaschen und mit 5% Giemsa geférbt (siehe 2.1.2.6 Reagenzien fir DNAFarbung).

2.2.6.5 Auswertung von Chromosomenaberrationen

100 Zéellen in der 1. Mitose wurden auf das Vorkommen von Chromosomenaberrationen
(Dizentrische Chromosomen, Chromosomen Briiche, Chromatid-Briiche, Ring-Chromosomen)
untersucht. Es wurde auch der Mitose-Index (Verhdltnis der Zellen in der Mitose zu anderen,
sich nicht teilenden Zellen) und der Anteil der Zellen in der 1. Mitose zu den Zellen in der

2. Mitose bestimmt.
2.2.7 Statistik
Fur die dtatistischen Berechnungen wurde die PoissorVerteilung fur Mikronuklel

vorausgesetzt.
Die Statistik wurde mit Hilfe des Students t-Tests und Fishers Exact Test durchgefiihrt.



35

3. Ergebnisse

3.1 Proliferation der Lymphocyten nach in vitro Bestrahlung mit Rontgenstrahlen

Eine Vorbedingung fur die MikronukleusExpression ist die Zellkernteilung. Die Zugabe von
Cytochalasin B ist nur sinnvoll, wenn sich die Zellen in einer aktive Wachstumsphase
befinden. Nach dem Standardprotokoll fir den MikronukleusAssay (Fenech und Morley, 1985
ab) wird Cytochalasin B 44 Stunden nach Beginn der Kultur hinzugegeben. Die
Proliferationsrate der Lymphocyten wurde Uberpriift, um das Ausmal? der Zellproliferation zu
bestimmen und zu beurteilen, ob ein wesentliches Abweichen der Mikronukleusfrequenz

eventuell auf eine Veranderung der Binukleationsrate zurtickzufihren ist.
3.1.1 Proliferationsrate in unbestrahlten Lymphocyten

Die Proliferationsrate in unbestrahlten Lymphocyten der gesunden Spender betrug im
Mittelwert 28,3%. Die individuellen Werte wurden in der Abbildung 1 zusammengestellt. Der

niedrigste Wert wurde beim Spender G8 (22,1%) und der héchste beim Spender G2 (36,9%)
beobachtet.
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Abbildung 1. Die Proliferationsrate in unbestrahlten Lymphocyten der gesunden
Spender. Angegeben sind die 95% Konfidenzgrenzen unter der
Annahme einer Binominalverteilung der Daten.
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Bel den 14 Wismut Spendern ohne Tumor wurde im Vergleich zu den gesunden Spendern kein
signifikanter Unterschied in der Proliferationsrate beobachtet. Der Mittelwert betrug 23,8%.
Die Differenzen bei der Binuklearisierung zwischen den einzelnen Spendern sind in dieser
Gruppe ausgepragter as in der Kontrollgruppe. Die kleinste Proliferationsrate wurde beim
Spender W91 (10,3%) beobachtet und die grofite beim W100 mit 38,7%. In dieser Gruppe
findet man 5 Spender mit einer Proliferationsrate unter 20% (W88,90,91,94 und 97), was bel
den gesunden Spendern nicht beobachtet wurde.

In der Abbildung 2 sind die einzelnen Werte der Binuklearisierung der unbestrahlten
Lymphocyten von WismutArbeitern ohne Tumor abgebildet.

Die niedrigste Proliferationsrate wurde beim Spender W91 (10,3%) und die hochste beim
Spender W100 (38,7%) beobachtet.
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Abbildung 2: Die Proliferationsrate in unbestrahlten Lymphocyten bei 14 Wismut-
Arbeitern ohne Tumor. Angegeben sind die 95% Konfidenzgrenzen
unter der Annahme einer Binominalverteilung der Daten.

In der Gruppe von 55 Wismut-Arbeitern mit Tumor (WT+WTS) lag der mittlere

Proliferationsgrad nur bei 11,7%. Dieser Wert ist signifikant niedriger als der entsprechende

Wert der gesunden Spender (p<0,0001) und der Wismut-Arbeiter ohne Tumor (p<0,0001).

Im weiteren Verlauf der Arbeit konnten aufgrund der schlechteren Proliferation der Zellen
bzw. mangelnder Qualitdt der Praparate, nicht immer ale 55 Wismut Spender mit Tumor

berticksichtig werden. Die Anzahl der einbengenen Praparate wird jewells genannt.
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Abbildung 3: Die Proliferationsrate in unbestrahlten Lymphocyten der gesunden
Spender, Wismut-Arbeiter ohne Tumor und Wismut-Arbeiter mit
Tumor. Angegeben ist der Standardfehler vom Mittelwert (G: n=9; W:
n=14; WT: n=41; WTS:. n=14).

Aufgrund der Krankheitsgeschichte wurden Probanden unterschiedlich behandelt. Vierzehn
Spender erhielten eine Strahlentherapie.

Betrachtet man den Proliferationsgrad bei den Wismut Pobanden, die nicht strahlentherapiert
wurden (WT), so lag er bel 12,8%. Dieser Wert ist signifikant niedriger als die Werte der
gesunden Spender (p<0,0001) und WismutArbeiter ohne Tumor (p<0,0001).

In einer Gruppe von vierzenn WismutSpendern mit Tumor, die eine Strahlentherapie erhielten
(WTS), betrug die Proliferationsrate der Lymphocyten im Mittel nur 8,3%. Diesist signifikant
niedriger nicht nur gegenuber den gesunden Probanden (p<0,0001) und Wismut Arbeitern

ohne Tumor (p<0,0001), sondern auch gegeniber den Wismut-Arbeitern mit Tumor ohne
Strahlentherapie (p<0,05).
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3.1.2 Proliferationsrate in bestrahlten Lymphocyten

Um die DosisEffekt Beziehung zu analysieren, wurden die Lymphoycten der gesunden

Spender und Wismut-Arbeiter in vitro mit verschiedenen Dosen Rontgenstrahlen bestrahit.

3.1.2.1 Proliferation in bestrahlten Lymphocyten der gesunden Spender

Tabelle 1 bietet eine Ubersicht der einzelnen Proliferationsraten der Lymphocyten von

gesunden Spendern.

Tabelle 1: Die Proliferationsrate der Lymphocyten von gesunden Spendern nach in vitro
Bestrahlung mit Rontgenstrahlen

Dosis 0 0,1 0,3 0,5 1 1,25 2 2,5

(Gy)
G1 344 | 337 | 331 | 300 | 242 | 225 | 17,7 | 193

G2 36,9 34,6 26,5 30,3 25,6 33,1 27,3 23,0
G3 31,0 31,3 28,6 26,7 27,5 30,1 24,2 20,0
G4 25,9 25,9 22,7 23,6 21,8 22,7 15,2 8,2
G5 24,2 25,4 24,8 22,5 20,0 20,3 18,4 19,6
G6 29,0 23,3 21,2 23,0 20,0 17,0 14,5 13,4
G7 24,8 22,7 21,8 30,0 15,6 20,0 10,7 13,0
G8 22,1 26,4 22,1 21,8 16,3 12,6 22,1 13,4
G9 25,9 22,7 23,3 25,9 23,9 27,0 19,3 17,6

Bel einer Dosisvon 0,1 Gy lag die Proliferationsrate zwischen 22,7% (Spender G7 und G9) bis
34,6% (Spender G2). Nicht bel allen Spendern wurde nach einer Bestrahlung mit 0,1 Gy eine
Abnahme der proliferierenden Zellen beobachtet. Bei den Probanden G3 und G5 wurde eine
leichte Erhdhung an binukledren Lymphocyten festgestellt. Diese Werte sind aber nicht
signifikant hoher als die Kontrollwerte (p=0,98). Bei dem Spender G4 blieb die
Proliferationsrate nach der Bestrahlung mit 0,1 Gy konstant.

Nach 0,3 Gy Rontgenstrahlen wurde in allen Féllen eine Abnahme der proliferierenden Zellen
beobachtet. Dieser Wert ist nicht signifikant verschieden gegenliber der Proliferation nach
Bestrahlung mit 0,1 Gy.
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In 4 Falen wurde nach der Bestrahlung mit 0,5 Gy eine Senkung der Binuklearisierung
festgestelt (G1, G3, G5 und G8) gegentiber 0,3 Gy. Bei den anderen Spendern wurde eine
leichte Zunahme der binukleren Lymphocyten im Vergleich zu 0,3 Gy beobachtet.

Nach 1 Gy Rontgenstrahlen wurde bei den meisten Probanden (n=8) eine deutliche Abnahme
der proliferierenden Zellen beobachtet. Nur beim Spender G 3 wurde eine leichte Erhéhung der
Binuklearisierung im Verhdtnis zu den Ergebnissen nach 0,5 Gy festgestellt.

Die Bestrahlung mit 1,25 Gy bewirkte in 4 Féllen eine Senkung der Proliferation im Vergleich
zu dem letzten Mef3punkt (1 Gy). Die Lymphocyten aller anderen Spender zeigten eine erhdhte
Proliferationsrate und beim Spender G9 war dieser Wert hoher als in unbestrahlten Zellen.
Nach 2 Gy Rontgenstrahlen wurde nur beim Spender G8 eine Zunahme der proliferierenden
Lymphocyten festgestellt. Dieser Wert entsprach der Proliferation in unbestrahlten Zellen.

Fast in allen Fallen war die Binuklearisierung nach 2,5 Gy niedriger als nach 2 Gy Bestrahlung
(G2, G3, G4, G6, G8, G9).

In der Abbildung 4 wurden die gemittelten Werte aller Spender zusammengestel|t.
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Abbildung 4: Die Proliferationsrate der Lymphocyten von gesunden Spendern in
Abhangigkeit von der Strahlendosis. Angegeben ist der Standardfehler

vom Mittelwert (G: n=9).
Trotz der grof3en Schwankungen auf der individuellen Ebene wurde auf dem
Populationsniveau ein Abfall der Proliferationsrate mit steigender Dosis beobachtet.

Die Bestrahlung der Lymphocyten von gesunden Spendern wirkte hemmend auf die
Binuklearisierung.

3.1.2.2 Proliferation der bestrahlten Lymphocyten der Wismut-Arbeiter ohne Tumor
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Die Lymphocyten der WismutArbeiter ohne Tumor wurden in vitro mit 2,5 Gy und 5 Gy
Rontgenstrahlen bestrahit.

Nach einer Dosis von 2,5 Gy wurde beim Spender W88 (6,5%) die niedrigste und beim
Spender W95 mit 21,5% die htchste Proliferationsrate ermittelt (Abbildung 5). Der Mittelwert
betrug 14,7%(+£1,73). Alle Werte wiesen einen signifikanten Unterschied gegeniiber der
Binuklearisierung der unbestrahlten Lymphocyten (p<0,001) auf.
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Abbildung 5: Die Proliferationsrate der bestrahlten Lymphocyten (2,5 Gy) der Wismut-
Arbeiter ohne Tumor. Angegeben sind die 95% Konfidenzgrenzen unter
der Annahme einer Binominalverteilung der Daten.

Nach ener Bestrahlung der Lymphocyten mit 5 Gy Rontgenstrahlen wurde die

Zdlproliferation so sehr beeintrachtigt, dald eine Ermittlung der Binuklearisierung nicht

maoglich war.

3.1.2.3 Proliferation in bestrahlten Lymphocyten der Wismut-Arbeiter mit Tumor

Die Zdlen wurden in vitro mit 2,5 Gy und 5 Gy Roéntgenstrahlen bestrahlt. Auch in dieser

Gruppe war es aufgrund der grof3en Beeintréchtigung der Zelproliferation nicht immer
maoglich, dieProliferationsrate zu ermitteln.

Die einzelnen Werte sind in Tabelle 2 dargestdlit.
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Tabelle 2: Die Proliferation der bestrahlten Lymphocyten (2,5 Gy) der Wismut-Arbeiter

mit Tumor

Spender Proliferation (%) Spender Proliferation (%)

WT 3 3,3 WTS2 29

WT 6 6,1 WTS5 0,9

WT 7 1,9 WTS8 3,3

WT 9 7,4 WTS 14 3,8
WT 10 1,0 WTS 28 6,5
WTI11 9,5 WTS 37 19
WT 12 8,6 WTS52 3,0
WT 13 8,2 WTS 56 2,0
WT 18 3,3 WTS 64 0,5
WT 19 3,8 WTS 65 2,4
WT 23 29

WT 24 10,0

WT 25 5,6

WT 26 2,4

WT 27 0,5

WT 29 1,9

WT 30 23,0

WT 33 3,8

WT 34 3,8

WT 44 24

WT 46 7,4

WT 51 24

WT 53 12,0

WT 54 34

WT 55 6,0

WT 57 11,0

WT 58 7,8

WT 59 12,6

WT 60 9,0

WT 61 7,4

WT 62 2,0

WT 63 2,4

WT 66 4,3

WT 67 7,8

Der Proliferationsgrad der Lymphocyten aller WismutArbeiter mit Tumor (WT+WTS) nach
2,5 Gy Bestrahlung lag bel 5,3% (+0,99). Dieser Wert ist signifikant niedriger im Vergleich zu
der Binukleariserung der Zellen in unbestrahlten Lyrphocyten (p<0,0001) in der ganzen
Gruppe.
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Im Falle der sieben Spender, die strahlentherapiert wurden, war die Binuklearisierung der
Lymphocyten nach 2,5 Gy in vitro Rontgenstrahlen deutlich niedriger (2,7%) as bei den
Wismut-Spendern ohne Strahlentherapie (6,0%).
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Abbildung 6: Die Proliferation der bestrahlten Lymphocyten (2,5 Gy) der Wismut-
Arbeiter mit Tumor. Die Fehlerbalken zeigen den Standardfehler vom

Mittelwert (WT: n=34; WTS: n=10).
Nach ener in vitro Bestrahlung mit 5 Gy Rontgenstrahlen betrug der Mittelwert der
Proliferation bel den Spendern ohne Strahlentherapie 3,0% 0,44) und bei den Probanden, die
einer Strahlentherapie unterzogen worden sind, lag er bei 1,5% (* 0,36); ( Abbildung 7).
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Abbildung 7: Die Proliferation der bestrahlten Lymphocyten (5,00 Gy) der Wismut-

Arbeiter mit Tumor. Angegeben ist der Standardfehler vom Mittelwert
(WT: n=26; WTS: n=8)
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Alle diese Werte sind signifikat niedriger als die Proliferation nach 2,5 Gy in vitro Bestrahlung

(p<0,001) und als die Proliferationswerte in unbestrahlten Lymphocyten der WismutSpender
mit Tumor (p<0,0001).

3.1.2.4 Vergleich der Proliferationsraten der Lymphocyten von gesunden Spendern und

Wismut-Arbeitern nach 2,5 Gy in vitro Bestrahlung mit Réntgenstrahlen

In der Abbildung 8 wurde die Binuklearisierung der Lymphocyten aller untersuchten Gruppen
nach einer Bestrahlung in vitro mit 2,5 Gy zusammengefaldt. Es wurden keine signifikaren

Unterschiede (p=0,46) bei der Binuklearisierung der Lymphocyten von WismutSpendern ohne

Tumor gegenliber den gesunden Probanden ermittelt.

In der Gruppe von Wismut-Arbeitern mit Tumor wurde nach einer Bestrahlung in vitro mit 2,5
Gy eine hoch signifikant gesenkte Proliferationsrate festgestellt, nicht nur im Vergleich zu den

gesunden Spendern (p<0,0001), sondern auch gegentiber dem WismutKollektiv ohne Tumor
(p<0,0001).
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Abbildung 8: Die Proliferationsraten der bestrahlten Lymphocyten (2,5 Gy) von
gesunden Spendern und Wismut-Arbeitern. Die Fehlerbalken zeigen
den Standardfehler vom Mittelwert (G: n=9; W: n=14, WT: n=34;
WTS: n=10).
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3.2 Analyse von Mikronuklei in binukledren Lymphocyten

Im Rahmen dieser Untersuchungen wurde die Abhangigkeit der MikronukleusExpression von
der Strahlendosis analysiert. Das Blut mit den Lymphocyten von gesunden Spendern (G, n=9),
von Wismut-Arbeitern ohne Tumor (W, n=14) und WismutArbeitern mit Tumor (WT+WTS,
n=55) wurde mit verschiedenen Dosen Rontgenstrahlen in vitro bestrahlt Die letzte Gruppe,
die Wismut-Arbeiter mit Tumoren reprasentiert, wurde ferner auf zwel Gruppen unterteilt:

1. Wismut-Arbeiter mit Tumor ohne Strahlentherapie (WT, n=41)

2. Wismut-Arbeiter mit Tumor, die eine Strahlentherapie erhielten (WTS, n=14).

3.2.1 Mikronuklei in unbestrahlten Lymphocyten

Zunéchst wurden die Haufigkeiten der spontanen Mikronuklei in Lymphocyten der gesunden
Spender und der Wismut-Arbeiter bestimmt. Tabelle 3 gibt eéinenUberblick iiber die spontanen
MikronukleusFreguenzen und die Verteilung der Mikronukle in den binuklegren Zellen.

In jeder Gruppe enthidlten die mesten Mikronukleuspositiven Zweikerner nur einen
Mikronukleus. Maximal wurden finf Mikronuklei pro binukledrer Zelle beobachtet (Mn/Bn).
Bel den gesunden Spendern wurde die niedrigste Mikronukleusrate bei den Spendern G6 und
G9 (0,009 Mikronuklei/Bn) und die hdchste (0,023 Mikronuklei/Bn) bel Probanden G3 und
G5 ermittelt.

In der Gruppe der Wismut-Arbeiter ohne Tumor betrug die niedrigste spontane
Mikronukleusfrequenz 0,009 Mikronuklei/BrZelle (W97) und die hochste 0,040
Mikronuklei/BnZele (W98).

Bel den Wismut-Arbeitern mit Tumor ohne Strahlentherapie wurden minimal 0,004 (WT25)
und maximal 0,129 Mikronuklel (WT32) pro binuklegrer Zelle gefunden.

Wismut-Arbeiter mit Tumor, die wahrend einer Tumorbehandlung einer Strahlentherapie
unterzogen wurden, wiesen deutlich mehr spontane Mikronukle (niedrigster Wert

0,022 Mn/Bn und hochster Wert 0,145 Mn/Bn) auf.

Tabelle 3: Mikronuklei in unbestrahlten Lymphocyten

Tabdlenkirzel: Mn/Bn = Mikronukleuszahl pro Zweikerner, Bn = Gesamtzahl Zweikerner,
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Di = DispersionsIndex [Di =SD*/ (Mn/Bn), siehe Edawards et al., 1979], U = Uberverteilung.

a) gesunde Spender

Spender Bn  Bn-Zelen mit n (0,1,2,3,4,5) Mikronukle Di Mn/Bn
0 1 2 3 4 5
G1 1000 983 17 0,98 0,017
G2 1000 985 15 0,98 0,015
G3 1000 979 20 1 1,24 U 0,023
G4 1000 987 11 1 1 1,48 U 0,016
G5 1000 984 12 3 1 210 U 0,023
G6 1000 993 5 2 1,43 U 0,009
G7 1000 988 12 0,99 0,012
G8 1000 989 11 0,99 0,011
G9 1000 992 7 1 U 0,009

\‘
N
o

S 9000 8880 110 1 Mw. 1,33 U 0,015

b) Wismut-Spender ohne Tumor

Spender Bn  Bn-Zelen mit n (0,1,2,3,4,5) Mikronukle Di Mn/Bn
0 1 2 3 4 5

w88 1000 989 11 0,99 0,011
w89 1000 987 12 1 1,13 U 0,014
W90 1000 981 18 1 126 U 0021
W91l 1000 969 26 4 1 1,34 U 0,037
W92 1000 986 12 2 1,23 U 0,016
w94 1000 978 21 1 1,06 0,025
W95 1000 988 10 1 1 228 U 0,019
W96 1000 970 24 4 2 1,499 U 0,038
W97 1000 992 7 1 1,21 U 0,009
W98 1000 970 22 6 2 156 U 0,040
W99 1000 989 9 2 1,79 U 0,015
W 100 1000 987 12 1 1,13 U 0,014
W 102 1000 985 14 1 1,34 U 0,017
W 103 1000 980 17 3 1,24 U 0,023
U 0,022

S 14000 13751 215 24 9 0 1 Mw. 1,41

¢) Wismut-Spender mit Tumor ohne Strahlentherapie
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Spender Bn  Bn-Zelen mit n (0,1,2,3,4,5) Mikronukle Di Mn/Bn
0 1 2 3 4 5
WT3 1000 990 9 1 1,18 U 0,011
WT6 1000 991 8 1 154 U 0,011
WT7 1000 985 13 2 1,22 U 0,017
WT9 1000 986 14 0,98 0,014
WT 10 1002 984 11 4 3 1,90 U 0,028
WT 11 1000 982 18 0,98 0,018
WT12 985 984 1 1,00 0,017
WT 13 1000 987 11 2 1,25 U 0,015
WT16 1000 986 13 1 1,36 U 0,016
WT 18 1000 977 18 3 2 1,60 U 0,030
WT 19 1000 952 41 6 1 1,26 U 0,056
WT23 1000 980 19 1 1,07 0,021
WT 24 1000 987 12 1 1,29 U 0,014
WT 25 1000 997 2 1 1,49 U 0,004
WT26 1000 988 9 2 1 161 U 0,016
WT 27 1000 984 11 5 146 U 0,021
WT 28 1000 973 22 5 1,28 U 0,032
WT29 1000 988 8 4 148 U 0,016
WT32 1000 912 57 22 8 1 1,68 U 0,129
WT 33 1000 992 7 1 208 U 0,011
WT34 1000 994 3 3 1,66 U 0,009
WT43 1000 994 6 0,99 0,006
WT 44 1000 985 13 2 1,22 U 0,017
WT45 1000 992 8 0,99 0,008
WT46 1000 991 9 0,99 0,009
WT 47 1000 986 11 2 1 154 U 0,018
WT 48 1000 988 10 1 1 152 U 0,015
WT 49 1000 988 11 1 1,14 U 0,013
WT50 1000 956 37 7 1,22 U 0051
WT51 1000 988 12 0,99 0,012
WT53 1000 993 6 1 1,70 U 0,009
WT54 1000 992 7 1 1,60 U 0,010
WT55 1000 995 5 0,99 0,005
WT57 1000 986 12 2 1,23 U 0,016
WT58 1000 976 21 3 1,97 U 0,027

WT59 1000 991 9 0,99 0,009

WT60 1000 987 12 1 1,13 U 0,014
WT 61 1000 983 16 1 1,09 U 0,018
WT 62 1000 983 16 1 1,09 U 0,018
WT 63 1000 975 20 4 1 1,42 U 0,031
WT66 1000 988 11 1 1,14 U 0,013

WT 67 1000 989 11 0,99 0,011

cC:

S 41987 41305 570 88 22 2 0 Mw. 1,39 0,020

d) Wismut-Spender mit Tumor nach Strahlentherapie
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Spender Bn  Bn-Zelen mit n (0,1,2,3,4,5) Mikronukle Di Mn/Bn
0 1 2 3 4 5
WTS2 1000 961 30 8 1 151 U 0,050
WTS5 1000 922 55 21 2 1,42 U 0,103
WTS8 504 466 32 6 1,19 U 0,087
WTS14 1000 896 69 29 6 150 U 0,145
WTS15 1000 980 18 2 1,16 U 0,022
WTS17 1000 937 47 15 1 1,37 U 0,080
WTS28 1000 933 45 14 7 1 1,74 U 0,098
WTS31 706 645 42 16 3 1,48 U 0117
WTS35 O
WTS37 1000 979 14 7 1,47 U 0,028
WTS52 1000 981 13 4 2 1,72 U 0,027
WTS56 1007 915 65 20 5 2 161 U 0127
WTS64 1000 979 17 3 1 1,44 U 0,026
WTS65 1000 968 29 3 1,14 U 0,035
U 0071

S 12217 11562 476 148 27 4 0 Mw. 1,51

Aus Tabelle 3 wird ersichtlich, dal3 sich die MikronukleusSpontanraten in Lymphocyten von
gesunden Probanden (Mittelwert 0,015 Mn/Bn), WismutArbeitern ohne Tumor (Mittelwert
0,021 Mn/Bn) und WismutArbeitern mit Tumor ohne Strahlentherapie (Mittelwert 0,020 Mn
pro Bn-Zéelle) nicht signifikant unterscheiden. In allen Falen wurden allerdings interindividuelle
Variabilitéten festgestellt. Es ergab sich ein Variabilitdtsfaktor (Quotient aus hdéchster und
niedrigster Mikronukleusrate) von 2,6 fur Normalspender, 4,5 fur WismutSpender ohne
Tumor und 32,3 fir Wismut-Spender mit Tumor ohne Strahlentherapie.

Die spontane Mikronukleushaufigkeit in jeder der oben erwédhnten Gruppen unterscheidet sich
hoch signifikant (p<0,0001) von der Mikronukleusrate der WismutSpender mit Tumor, die
sich einer Strahlentherapie unterziehen mufdten ( Mittelwert 0,071 Mn/Bn). (Abbildung 9)
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Abbildung 9: Mikronukleushéufigkeit in unbestrahlten Lymphocyten von gesunden
Spendern und Wismut-Arbeitern. Angegeben ist der Standardfehler vom
Mittelwert (G: n=9; W: n=14; WT: n=41; WTS:. n=14).

3.2.2 Dosiswir kungsbeziehung nach in vitro Bestrahlung

In jeder untersuchten Gruppe wurde ein Anstieg der Mikronukleusfrequenz nach in vitro
Bestrahlung beobachtet. Dosisabhangig stieg auch die Zahl der binukledren Zellen, die mehr als
einen Mikronukleus enthielten. Es wurden Zweikerner mit bis zu 9 Mn/Bn beobachtet.
Tabellen 4 , 5, 6 und 7 geben einen Uberblick der Haufigkeiten und Verteilungen der
induzierten Mikronuklei von gesunden Personen, WismutArbeitern ohne Tumor und Wismut

Arbeitern mit Tumor.

3.2.2.1 Strahleninduzierte Mikronuklei in Lymphocyten gesunder Spender

In dieser Gruppe wurden die Mikronukleushaufigkeiten nach 0,10; 0,30; 0,50; 1,00 1,25, 2,00
und 250 Gy bestimmt. Unser Interesse galt insbesondere der Ermittlung der

Mikronukleushaufigkeiten im niedrigen Dosisbereich, also bis zu 0,50 Gy. Die Untersuchungen
haben ergeben, dal3 sich die Mikronukleushaufigkeit nach jeder dieser Dosen vom Kontrollwert
signifikant unterscheidet. Bereits nach 0,10 Gy Roéntgenstrahlen wurden auf dem
Populationsniveau signifikant mehr Mikronukle in binukledren Zellen (n=9, Mittelwert: 0,026
Mn/Bn) gefunden als in unbestrahlten Lymphocyten (p<0,001). Es wurde dagegen kein
Unterschied zwischen 0,10 und 0,30 Gy (Mittelwert: 0,033 Mn/Bn, p=0,287) festgestellt.
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Nach 0,50 Gy Rontgenstrahlen wurde ein signifikanter Anstieg (p<0,0001) der
Mikronukleushéufigkeit (Mittelwert: 0,059 Mn/Bn) gegenuber 0,30 Gy beobachtet. Die
Untersuchungen der Mikronukleushaufigkeiten nach Dosen tber 0,50 Gy ergaben, dal3 sich
diese zwischen den einzelnen Behandlungen hoch signifikant unterscheiden. Nach der hdchsten

in diesen Experimenten eingesetzten Dosis (2,50 Gy) wurden 0,620 Mn/Bn ermittelt.

Hinsichtlich der Anwendbarkeit des Mikronukleustestes als biologischer Indikator wurden die
spontanen und strahleninduzierten  Mikronukleushaufigkeiten der einzelnen Spender
miteinander verglichen.

Die Untersuchungen auf dem individuellen Niveau ergaben, daf nur bei zwei Spendern (G7,
G9) ein signifikanter Unterschied zwischen den Mikronukleusaten der unbestrahlten und der

mit 0,10 Gy bestrahlten Lymphocyten beobachtet wurde. Nach 0,30 Gy wurden in 7 von 9
Féalen signifikante Unterschiede gegenliber der spontanen Mikronukleushaufigkeit ermittelt.
Erst ab 0,50 Gy Bestrahlung wurden bei allen Spendern signifikante Unterschiede der
Mikronukleushéufigkeiten gegeniiber den spontanen Mikronukleusraten ermittelt.

Die Dosiswirkungsbeziehung der gesunden Spender zeigte einen nichtlinearen Anstieg der

Mikronukleushaufigkeit mit der Dosis. Bildet man fir de Mikronukleusraten der Lymphocyten

der gesunden Spender fir jede Dosis aus den individuellen Daten das gewichtete Mittel, so
ergibt sich eine Dosiswirkungsbeziehung, die statistisch mit dem lineaguadratischen Modell

kompatibel ist (y = ¢ +aD + bD?; y = Frequenz der Mikronuklel (Mn/Bn), D= Dosis (Gy),

¢ = spontane Mikronukleushaufigkeit,a und b sind Koeffizienten):

y =0,017 + 0,049 D + 0,075 D*
(Die Abweichung in der MikronukleusSpontanhaufigkeit, die in der Gleichung angegeben ist
(0,017Mn/Bn), und der gezahlten Spontanhdufigkeit (0,015 Mn/Bn), resultiert aus der

Kurvenanpassung).

In der Abbildung 10 wurden die Mikronukleushéufigkeiten in zweikernigen Lymphocyten von

gesunden Spendern dargestellt.
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Abbildung 10: Mikronukleusfrequenzen in bestrahlten Lymphocyten von gesunden
Spendern. Angegeben ist der Standardfehler vom Mittelwert (G: n=9).

Tabelle 4: Mikronukle in bestrahlten Lymphocyten der gesunden Spender

a) 0,10 Gray

Spender Bn  Bn-Zelen mit n (0,1,2,3,4,5) Mikronukle Di Mn/Bn
0 1 2 3 4 5

G1 1000 979 19 2 1,15 U 0,023
G2 1000 976 19 5 1,32 U 0,029
G3 1000 967 29 3 1 1,28 U 0,038
G4 1000 975 21 4 1,25 U 0,029
G5 1000 973 20 7 1,38 U 0,034
G6 1000 989 10 1 1,15 U 0,012
G7 1000 977 17 5 1 1,50 U 0,030
G8 1000 982 18 0,98 0,018
G9 1000 979 18 2 1 1,38 U 0,025
U 0,026

S 9000 8797 171 29 3 0 0 Mw. 1,29
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b) 0,30 Gray
Spender Bn  Bn-Zelen mit n (0,1,2,3,4,5) Mikronuklei Di Mn/Bn
0 1 2 3 4 5
G1 1000 980 16 4 1,31 U 0,024
G2 1000 968 30 2 1,08 U 0,034
G3 1000 956 40 3 1 1,19 U 0,049
G4 1000 968 30 2 1,08 U 0,034
G5 1000 965 28 7 1,29 U 0,042
G6 1000 982 16 2 1,18 U 0,020
G7 1000 968 30 2 1,08 U 0,034
G8 1000 966 30 3 1 1,27 U 0,039
G9 1000 976 24 0,98 0,024
S 9000 8729 244 25 2 0 0 Mw. 1,17 U 0,033
c¢) 0,50 Gray
Spender Bn  Bn-Zelen mit n (0,1,2,3,4,5) M ikronuklei Di Mn/Bn
0 1 2 3 4 5
G1 1000 947 50 3 1,056 U 0,056
G2 1000 929 68 3 1,00 0,074
G3 1000 941 53 3 2 1 1,37 U 0,069
G4 1000 945 46 8 1 1,27 U 0,065
G5 1000 939 50 8 2 1 1,45 U 0,076
G6 1000 966 32 2 1,07 0,036
G7 1000 958 39 3 1,09 U 0,045
G8 1000 944 48 8 1,19 U 0,064
G9 1000 957 38 3 2 1,31 U 0,050
S 9000 8526 424 41 7 2 0 Mw. 1,22 U 0,059
d) 1,00 Gray
Spender Bn  Bn-Zelen mit n (0,1,2,3,4,5) Mikronukle Di Mn/Bn
0 1 2 3 4 5
G1 1000 859 116 22 3 1,19 U 0,169
G2 1000 887 101 10 1 1 123 U 0129
G3 1000 877 108 11 3 1 1,22 U 0143
G4 1000 911 75 8 6 1,37 U 0,109
G5 1000 881 105 14 1,08 0,133
G6 1000 831 157 9 3 1,01 0,184
G7 1000 878 100 20 1 1 1,25 U 0,147
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G8 1000 866 102 27 3 2 1,38 U 0173
G9 1000 893 92 13 1 1 1,23 U 0125
S 9000 7883 956 134 21 5 1 Mw. 1,22 U 0,146
e) 1,25 Gray
Spender Bn  Bn-Zelen mit n(0,1,2,3,4,5) Mikronuklei Di Mn/Bn
0 1 2 3 4 >=5
G1 1000 830 139 30 1 1,19 U 0,205
G2 1000 854 124 18 4 1,18 U 0172
G3 1000 861 110 21 7 1 1,37 U 0177
G4 1000 872 116 12 1,03 0,140
G5 1000 832 145 19 2 2 1,18 U 0,197
G6 1000 764 181 53 2 1,11 U 0,293
G7 1000 771 196 30 3 1,03 0,265
G8 1000 817 154 24 3 2 1,19 U 0219
G9 1000 820 160 18 1 1 1,06 U 0,203
S 9000 7421 1325 225 22 6 1 Mw. 152 U 0,219
f) 2,00 Gray
Spender Bn  Bn-Zelen mit n (0,1,2,3,4,5) Mikronuklei Di Mn/Bn
0 1 2 3 4 >=5
G1 1000 643 292 57 7 1 0,98 0,432
G2 1000 696 256 36 12 1,03 0,364
G3 1000 759 186 44 7 4 1,26 U 0311
G4 1000 803 170 22 3 1 1 1,17 U 0232
G5 1000 599 369 29 2 1 0,75 0,437
G6 1000 627 297 63 9 3 1 1,04 0,467
G7 1000 590 308 80 18 4 1,05 0,538
G8 1000 641 278 67 13 1 1,05 0,458
G9 1000 665 261 61 11 1 1 1,09 U 0425
S 9000 6023 2417 459 82 14 5 Mw. 1,05 0,407
g) 2,50 Gray
Spender Bn  Bn-Zelen mit n (0,1,2,3,4, 5) Mikronuklei Di Mn/Bn
0 1 2 3 4 >=5
G1 1000 632 287 61 14 4 2 1,14 U 0479
G2 1000 590 339 57 11 2 1 0,95 0,499
G3 1000 667 235 84 10 3 1 1,18 U 0450
G4 1000 579 311 80 24 5 1 1,11 U 0572
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G5 1000 451 359 137 41 10 2 1,04 0,807
G6 1000 502 337 132 26 2 1 0,98 0,666
G7 1000 449 404 111 28 8 0,91 0,742
G8 1000 506 318 142 30 3 1 1,02 0,709
G9 1000 528 322 118 28 3 1 1,04 0,659

S 9000 4904 2912 922 212 40 10 Mw. 1,05 0,623

3.2.2.2 Strahleninduzierte Mikronuklei in Lymphocyten der WismutArbeiter ohne

Tumor

Die Mikronukleushaufigkeiten wurden nach 2,50 Gy und 5,00 Gy Rontgenstrahlen analysiert.
Die Bestimmung der Mikronukleusraten nach 2,50 Gy RoOntgenstrahlen ergab einen hoch
signifikanten Anstieg (Mittelwert: 0,578 Mn/Bn) gegeniiber den Kontrollwerten (p<0,0001).
Dieser Wert unterscheidet sich jedoch nicht signifikant von den Mikronukleushaufigkeiten nach
2,50 Gy Bestrahlung in Lymphocyten der Kontrollpersonen (Abbildung 11).

Die einzelnen Werte der Wismut Spender ohne Tumor sind in der Tabelle 5 dargestellt.

Wegen einer nahezu kompletten Hemmung der Zellproliferation war es nicht méglich, die

Mikronukleushdufigkeiten nach einer Dosis von 5 Gy zu ermitteln.

Tabelle 5: Mikronuklel in bestrahlten Lymphocyten (2,50 Gy) der Wismut-Arbeiter

ohne Tumor
Spender Bn  Bn-Zelen mit n (0,1,2,3,4,5) Mikronuklei Di Mn/Bn
0 1 2 3 4 >=5
wgd 400 139 139 86 27 8 1 0,98 1,702
w89 1000 398 366 169 57 8 2 0,97 0,917
W90 1000 543 308 120 23 5 1 1,07 U 0,642

W9l 1000 478 305 153 54 10 1,11 U 0813

W92 1000 479 338 146 32 5 0,98 0,746
W94 1000 510 326 126 31 3 4 1,08 U 0,705
W95 1000 790 187 22 1 0,98 0,234
W9 1000 598 290 93 14 4 1 1,09 U 0539
W97 1000 652 257 74 17 1,09 U 0456
W98 1000 620 279 82 17 2 1,07 U 0502
W99 1000 712 242 34 12 1,06 U 0,346
W 100 1000 443 371 146 33 7 0,94 0,790
W 102 1000 458 372 136 31 3 0,91 0,749
W 103 1000 574 308 83 23 5 2 1,13 U 0583

S 13400 7394 4088 1475 372 60 11 Mw. 1,09 U 0,630



3.2.2.3 Strahleninduzierte Mikronuklei in Lymphocyten der WismutArbeiter mit

Tumor

Tabellen 6 und 7 geben einen Uberblick iiber die Frequenzen und die Verteilungen der
Mikronuklei nach einer in vitro Bestrahlung der Lymphocyten von WismutSpendern mit
Tumor mit 2,5 und 5 Gy Rontgenstrahlen.

Nach einer Dosis von 2,5 Gy betrug die Mikronukleushéufigkeit in Lymphocyten der Wismut
Arbeiter ohne Strahlentherapie 0,727 MnBn. Be den WismutArbeitern, die ene
Strahlentherapie erhielten, betrug die Mikronukleushaufigkeit 0,821 Mn/ Bn. Beide Werte
unterscheiden sich satistisch nicht voneinander, sind aber signifikant hoher als die
Mikronukleusraten in unbestrahlten Lymhocyten beider Gruppen (p<0,0001).

Die Mikronukleusraten nach 2,5 Gy Rontgenstrahlen von WismutArbeitern mit Tumor sind
signifikant hoher im Vergleich zu den Mikronukleushéufigkeiten bel den gesunden Spendern
und den Wismut-Arbeitern ohne Tumor (Abbildung 17).
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Abbildung 11: Mikronukleusfrequenzen in bestrahlten Lymphocyten (2,50 Gy) von
gesunden Spendern und Wismut-Arbeitern. Die Fehlerbalken zeigen
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den Standardfehler vom Mittelwert (G: n=9; W: n=14, WT: n=33,
WTS: n=10) an.
Die Ermittlungen der Mikronukleushaufigkeiten nach einer Dosis von 5 Gy ergaben
1,75 Mn/Bn bei den Spendern ohne Strahlentherapie und 1,69 Mn/Bn bei strahlentherapierten
Probanden (siehe Tabelle 6 a) und b)). Diese Werte unterscheicen sich nicht signifikant
voneinander (p=0,83).

Tabelle 6: Mikronuklei in bestrahlten Lymphocyten der WismutArbeiter mit Tumor
ohne Strahlenther apie

a) 2,50 Gray
Spender Bn  Bn-Zdlen mit n (0,1,2,3,4,5) Mikronukle Di Mn/Bn
0 1 2 3 4  >=5
WT3 612 272 215 95 25 4 1 0,99 0,818
WT6 1000 479 379 114 26 2 0,89 0,693
WT7 1000 549 312 107 28 4 0,626
WT9 1000 421 373 161 40 4 1 0,92 0,836
WT10 905 419 348 107 26 3 2 0,94 0,731
WT11 1000 449 355 153 34 6 3 0,99 0,804
WT12 1000 419 381 149 40 11 0,95 0,843
WT 13 1004 366 372 197 57 10 2 0,93 0,984
WT 18 1000 485 344 131 31 8 1 1,03 0,736
WT19 1000 461 378 130 25 6 0,92 0,737
WT23 994 577 306 90 17 4 1,04 0,556
WT24 1000 473 355 139 29 3 1 0,95 0,739
WT25 1000 536 339 103 19 3 0,97 0,614
WT26 891 482 289 100 18 2 0,98 0,618
WT27 900 542 249 93 12 3 1 1,10 U 0544
WT29 1010 542 335 108 18 5 2 1,04 0,629
WT30 1000 449 35 146 39 10 0,99 0,505
WT 33 1000 488 359 125 23 4 1 0,95 0,699
WT44 1005 538 303 121 36 6 1 1,13 U 0,678
WT46 400 194 156 35 11 4 0,68 0,687
WT51 1000 567 306 99 24 4 1,07 0,592
WT53 1000 451 375 137 28 9 0,95 0,769
WT54 1000 456 349 155 36 4 0,95 0,780
WT55 1000 473 329 155 33 6 4 1,06 0,782
WT57 1000 325 410 201 52 11 1 0,84 0,967
WT58 1000 253 450 229 53 13 2 0,73 1,129
WT59 1000 507 337 122 25 6 3 1,06 0,697
WT60 1000 497 359 123 17 4 0,92 0,672
WT61 1000 484 361 126 26 3 0,92 0,703
WT 62 1000 456 376 128 34 6 0,95 0,758
WT63 1000 513 355 109 17 6 0,96 0,648
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WT66 1000 531 337 104 23 5 1,00 0,534
WT 67 1000 435 397 127 36 5 0,91 0,779
S 31721 15089 11245 4219 958 184 26 Mw. 0,98 0,724
b) 5,00 Gray
Spender Bn  Bn-Zelen mit n (0,1,2,3,4,5) Mikronukle Di Mn/Bn
0 1 2 3 4  >=5

WT3 296 41 92 85 52 20 6 0,81 1,783
WT6 500 69 172 152 68 30 9 0,79 1,692
WT9 501 49 123 148 102 55 24 0,79 2,150
WT10 500 37 170 190 79 18 6 0,56 1,772
WT11 500 35 141 160 107 33 24 0,72 2,076
WT12 500 43 116 142 113 63 23 0,74 1,994
WT 13 191 9 46 60 40 24 12 0,70 2,324
WT18 500 63 177 147 66 34 13 0,82 1,752
WT23 323 69 107 96 36 12 3 0,85 1,455
WT24 500 52 171 173 70 21 13 0,71 1,758
WT25 630 81 241 198 68 31 11 0,75 1,022
WT26 529 48 173 156 111 28 13 0,70 1,914
WT27 500 102 194 123 60 15 6 0,86 1,426
WT29 500 76 171 155 74 19 5 0,74 1,608
WT30 500 52 181 131 86 42 8 0,77 1,818
WT33 500 67 164 138 90 28 13 0,82 1,776
WT44 500 86 241 109 41 17 6 0,80 1,364
WT51 300 92 106 69 23 6 4 1,01 1,193
WT52 500 71 197 165 50 15 2 0,65 1,494
WT53 500 49 178 158 81 25 9 0,69 1,768
WT55 500 43 141 180 80 45 11 0,69 1,952
WT57 500 28 123 158 111 60 20 0,67 2,236
WT58 500 18 125 140 94 72 51 0,76 2,498
WT59 500 99 194 139 48 15 5 0,80 1,404
WT60 500 86 170 152 70 14 8 0,79 1,568
WT61 542 66 165 155 105 33 18 0,81 2,030
WT62 500 54 163 157 91 23 12 0,72 1,808
WT63 500 129 193 116 48 11 3 0,88 1,256
WT66 500 77 180 135 77 22 9 0,81 1,632
WT67 500 45 153 154 96 36 16 0,74 1,952
S 14312 1836 4768 4241 2237 867 363 1,749

Mw. 0,84
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Tabelle 7: Mikronuklei in bestrahlten Lymphocyten der WismutArbeiter mit Tumor
nach Strahlentherapie

a) 2,50 Gray
Spender Bn  Bn-Zdlen mit n (0,1,2,3,4,5) Mikronukle Di Mn/Bn
0 1 2 3 4  >=5
WTS2 1000 346 382 196 59 11 6 0,95 1,017
WTS5 89% 450 308 107 25 5 1 1,02 0,694
WTS8 284 125 109 39 11 0,88 0,774
WTS14 678 225 257 135 43 15 3 0,97 1,078
WTS28 1007 443 370 137 38 13 6 1,09 U 0835

WTS37 722 309 305 94 11 3 0,79 0,745

WTS52 1000 479 347 139 26 6 3 1,03 0,742
WTS56 947 301 402 178 48 14 4 0,88 1,033
WTS64 574 285 203 70 14 2 0,95 0,684
WTS65 1000 548 331 94 21 6 1,03 0,606
S 8108 3511 3014 1189 296 75 23 Mw. 0,99 0,821
b) 5,00 Gray
Spender Bn  Bn-Zdlen mit n (0,1,2,3,4,5) Mikronukle Di Mn/Bn
0 1 2 3 4 5
WTS2 336 41 86 99 53 36 21 0,92 2,089
WTS5 374 69 131 100 48 20 6 0,89 1,569
WTS14 214 13 50 65 53 24 9 0,67 2,242
WTS28 436 61 179 116 59 15 6 0,75 1,557
WTS52 500 71 197 165 50 15 2 0,65 1,494
WTS56 227 30 89 58 30 12 8 0,88 1,690
WTS64 250 71 90 56 22 10 1 0,98 1,268
WTS65 500 83 154 168 66 17 12 0,81 1,636

S 2837 439 976 827 381 149 65 Mw. 0,84 1,693

3.2.3 Statistische Verteilung der Mikronuklei in binukleden Lymphocyten
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Die Verteillung der Mikronuklei wurde auf eine Abweichung von der Poissonverteilung
untersucht (U-Test nach Edwards et al., 1979). Dazu wurden Mittelwert und Varianz der
Daten miteinander verglichen. Ein Quotient von 1 wird flr eine Poissonverteilung erwartet
(Tabellen 3, 4, 5). Ist die Varianz dagegen grof3er als der Mittelwert, so liegt eine

Uberverteilung (U) vor. Bei einigen untersuchten Gruppen lag eine Uberverteilung vor.

3.3 Analyse von Centromersignalen in Mikronuklei

Es wurden die Centromere in Lymphocyten mittels DNA-Sonde und Fluoreszenzmarkierung
nachgewiesen und der Antell der Mikronukle mit Centromeren (MnC+) bzw. ohne
Centromere (MnC-) bestimmt. Es wurde angestrebt, mindestens 100 Mikronuklei pro Spender

und Dosis auszuwerten.

3.3.1 Centromer-positive Mikronuklei in unbestrahlten Lymphocyten

In jeder Spendergruppe wurden zuerst die Mikronuklei in unbestrahlten Lymphocyten auf das
Vorliegen von Centromeren untersucht. Die Analysen ergaben, dal3 spontan entstehende
Mikronuklei vorwiegend auf ganze Chromosomen zurtickzufihren waren, da in jeder Gruppe
in den meisten spontanen Mikronuklei CentromerSignale beobachtet wurden.

Tabellen 8, 9 und 10 geben einen Uberblick Uber die Zahlen der ausgewerteten spontanen
Mikronuklei sowie tber die Centromersignalverteilungen.

In unbestrahlten Lymphocyten von 9 gesunden Spendern enthielten 70% bis 79% der
Mikronuklei Centromersignale (Tabelle 8). Die meisten Centromerpositiven Mikronuklei
(MnC+) enthielten ein CentromerSignal (57,3%). Maxima wurden 5 Signale pro
Mikronukleus (G4) beobachtet. Es wurden geringe individuelle Abweichungen ermittelt.

Tabelle 8: Centromer-positive Mikronuklei in unbestrahlten Lymphocyten der gesunden
Spender

Spender Mn  Mikronuklei mitn (0, 1, 2, 3,4, 5) Signalen MnC+ % MnC+
0 1 2 3 4 5
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G1 100 21 77 2 79 79,00
G2 200 47 116 30 1 6 153 76,50
G3 115 24 61 26 4 91 79,13
G4 123 34 52 24 9 3 1 89 72,36
G5 105 27 46 24 6 2 78 74,29
G6 110 383 64 10 2 1 77 70,00
G7 103 24 69 10 79 76,70
G8 108 31 62 11 1 3 77 71,30
G9 102 26 64 11 0 1 76 74,51

S 1066 267 611 148 23 16 1 799 Mw.: 74,86

62,1% der Mikronuklel in Lymphocyten von WismutArbeitern ohne Tumor enthielten
Centromere (Tabelle 9). Dieser Wert ist signifikant niedriger (p<0,0001) als der entsprechende
Wert bei gesunden Spendern (Abbildung 12). Ahnlich wie bei den gesunden Spendern

beinhalteten die meisten Centromerpositiven Mikronuklei nur ein Signal.

Tabelle 9: Centromer-positive Mikronukle in unbestrahlten Lymphocyten der Wismut-
Arbeiter ohne Tumor

Spender Mn  Mikronuklei mitn (0, 1, 2, 3,4, 5) Signalen MnC+ %MnC+
0 1 2 3 4 5

wsg8 104 35 47 19 3 69 66,35
w89 123 42 50 23 5 3 81 65,85
W90 100 36 38 23 2 1 64 64,00
wol 102 39 43 13 6 1 63 61,76
w92 110 40 51 12 5 2 70 63,64
wo4 103 41 39 18 5 62 60,19
Wos 116 51 46 15 3 1 65 56,03
W96 100 45 38 14 3 55 55,00
w97 104 40 45 16 3 64 61,54
wog 102 39 52 9 2 63 61,76
W99 104 40 40 16 4 4 64 61,54
w100 76 30 26 11 7 1 1 46 60,53
w102 101 34 42 17 6 1 1 67 66,34
W103 102 36 37 21 6 1 1 66 64,71

S 1447 548 594 227 60 15 3 899 Mw.: 62,09

Die Centromer-Analysen der Mikronuklei von WismutArbeitern mit Tumor haben gezeigt,
dal? 55,6% der Mikronuklel bei den Spendern ohne Strahlentherapie (WT) und 52,9% bei den

Probanden nach der Strahlentherapie (WTS) Centromer-positiv waren.
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Diese Werte sind signifikant niedriger nicht nur im Vergleich zu den Ergebnissen aus der
Gruppe der gesunden Probanden (G) (p<0,0001), sondern auch gegentiber den Centromer-
Auswertungen bei den WismutArbeitern ohne Tumor (W) (p<0,0001) (Abbildung 12).
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Abbildung 12: Centromer-positive Mikronuklel in unbestrahlten Lymphocyten der
gesunden Spender und Wismut-Arbeiter. Angegeben ist der
Standardfehler vom Mittelwert (G: n=9; W: n=14; WT: n=23; WTS:
n==8).

In der Gesamtgruppe der Wismut-Arbeiter mit Tumor (WT und WTS) wiesen die meisten

Centromer-positiven Mikronuklel nur ein Fluoreszenzsignal auf.

Die hochste Anzahl von Centromer-Signalen (5) wurde bei den WismutArbeitern mit Tumor

ohne Strahlentherapie beobachtet.

In der Tabelle 10 sind die individuellen Werte der CentromerAuswertung bei Wismut-

Arbeitern mit Tumor zusammengestellt.



61

Tabelle 10: Centromer-positive Mikronuklei in unbestrahlten Lymphocyten der
Wismut-Arbeiter mit Tumor

a) ohne Strahlentherapie

Spender Mn  Mikronuklei mitn (0, 1, 2, 3,4, 5) Signalen MnC+ %MnC+
0 1 2 3 4 5

WT3 133 59 39 19 12 4 74 55,64
WT6 123 49 42 25 5 1 1 74 60,16
WT7 110 49 41 15 5 61 55,45
WT9 102 44 39 18 1 58 56,86
WT10 103 45 41 16 1 58 56,31
WT11 106 55 38 12 1 51 48,11
WT 12 101 46 31 22 2 55 54,46
WT13 105 47 39 18 1 58 55,24
WT16 102 43 43 15 1 59 57,84
WT24 109 45 46 16 2 64 58,72
WT30 115 56 43 15 1 59 51,30
WT33 110 54 38 15 2 1 56 50,91
WT48 101 43 36 21 1 58 57,43
WT55 114 48 51 14 1 66 57,89
WT57 104 44 39 18 3 60 57,69
WT58 105 45 42 14 4 60 57,14
WT59 104 45 34 24 1 59 56,73
WwT60 110 50 43 15 2 60 54,55
WT61 107 42 42 19 2 2 65 60,75
WT62 103 44 36 19 4 59 57,28
WT63 103 48 46 7 1 1 55 53,40
WT66 103 53 33 15 1 1 50 48,54
WT 67 105 45 42 15 2 1 60 57,14

S 2478 1099 924 387 52 15 1 1379  Mw.: 55,63

b) nach Strahlentherapie
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Spender Mn Mikronuklei mitn (0, 1, 2, 3, 4, 5) Signalen MnC+ %MnC+
0 1 2 3 4 5

WTS2 123 61 42 16 4 62 50,41
WTS5 115 50 37 26 1 1 65 56,52
WTS8 107 48 39 15 5 59 55,14
WTS14 103 50 27 25 1 53 51,46
WTS15 102 46 41 14 1 56 54,90
WTS56 106 56 29 20 1 50 47,17
WTS64 102 44 33 21 3 1 58 56,86
WTS65 109 54 41 13 1 55 50,46
S 867 409 289 150 16 3 0 458 Mw.: 52,86
3.3.2 Centromer-positive Mikronuklei in bestrahlten Lymphocyten der gesunden

Spender

Im Hinblick auf die Ermittlung der Dosiswirkungsbeziehung von Centromepositiven

Mikronuklei wurde das Blut von gesunden Spendern mit verschiedenen Dosen

Rontgenstrahlen bestrahit.

Tabelle 11 stellt die Vertellung der Centromer-Signale in Mikronuklei der gesunden Probanden
dar. Ahnlich wie bei unbestrahlten Lymphocyten wurden bis zu 5 Signale in einem
Mikronukleus beobachtet.

Tabelle 11: Centromer-positive Mikronukle in bestrahlten Lymphocyten der gesunden
Spender
a) 0,10 Gray

Spender Mn  Mikronuklei mitn (0, 1, 2, 3,4, 5) Signalen MnC+ %MnC+
0 1 2 3 4 5

G1 131 45 63 17 4 2 86 65,65
G2 116 38 63 10 5 78 67,24
G3 132 36 62 31 3 96 72,73
G4 102 33 37 15 16 1 69 67,65
G5 110 34 48 18 6 4 76 69,09
G6 103 34 49 19 1 69 66,99
G7 109 32 56 19 1 1 77 70,64
G8 105 34 57 13 1 71 67,62
G9 109 36 53 15 3 2 73 66,97

S 1017 322 488 157 39 11 0 695 Mw.: 68,29

b) 0,30 Gray
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Spender Mn  Mikronuklei mitn (0, 1, 2, 3,4, 5) Signalen MnC+ %MnC+
0 1 2 3 4 5

G1 100 46 53 1 54 54,00
G2 121 44 50 19 3 3 2 77 63,64
G3 106 39 35 23 5 4 67 63,21
G4 107 40 37 23 5 1 1 67 62,62
G5 124 49 47 23 4 1 75 60,48
G6 113 47 47 17 2 66 58,41
G7 108 37 49 20 2 71 65,74
G8 109 41 49 15 2 2 68 62,39
G9 109 42 47 17 2 1 67 61,47
S 997 385 414 158 25 12 3 612 Mw.: 61,33
c¢) 0,50 Gray
Spender Mn  Mikronuklei mitn (0, 1, 2, 3,4, 5) Signalen MnC+ %MnC+

0 1 2 3 4 5

G1 133 77 36 13 4 3 56 42,11
G2 175 97 65 10 2 1 78 44,57
G3 162 73 65 20 4 89 54,94
G4 170 81 49 31 4 5 89 52,35
G5 133 66 27 26 12 2 67 50,38
G6 113 54 46 11 2 59 52,21
G7 106 42 42 20 1 1 64 60,38
G8 113 49 44 16 2 2 64 56,64
G9 114 51 47 12 2 2 63 55,26

S 1219 590 421 159 33 16 0 629 Mw.: 52,09

d) 1,00 Gray
Spender Mn  Mikronuklei mitn (0, 1, 2, 3,4, 5) Signalen MnC+ %MnC+
0 1 2 3 4 5

G1 100 69 31 31 31,00
G2 195 138 44 13 57 29,23
G3 161 97 41 17 6 64 39,75
G4 185 115 37 28 4 1 70 37,84
G5 153 92 32 18 9 1 1 61 39,87
G6 131 84 36 9 2 47 35,88
G7 142 89 39 13 1 53 37,32
G8 133 89 30 13 1 44 33,08
G9 134 90 38 5 1 44 32,84

S 1334 863 328 116 21 5 1 471 Mw.: 35,20
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Dosisabhéngig nahm die relative Anzahl der Centromerpositiven Mikronuklei ab. Nach einer
Dosis von 0,1 Gy enthielten 68,3% der Mikronuklei Centromere. Es wurde maximal en
Fluoreszenzsignal beobachtet. Die hoheren Bestrahlungsdosen bewirkten eine relative
Abnahme der Centromer-positiven Mikronuklel. Nach 0,3 Gy Rontgenstrahlen wurden 61,3%
der Mikronuklel mit Centromer-Signalen beobachtet. Eine weitere Abnahme Centromer

haltiger Mikronuklel wurde nach 0,5 Gy und 1 Gy ermittelt. Nach 0,5 Gy waren 52,1% der
Mikrokerne Centromer-positiv und nach 1 Gy fid die Haufigkeit der Centromerpositiven

Mikronuklei auf weniger als 50% (Tabelle 11, Abbildung 13).
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Abbildung 13: Centromer-positive Mikronukle in Lymphocyten der gesunden Spender
nach in vitro Bestrahlung mit RoOntgenstrahlen. Angegeben ist der
Standardfehler vom Mittelwert (G: n=9).

3.3.3 Statistische Kombination der Ergebnisse des Mikronukleustestes und der

Centromer-Analyse bei gesunden Spendern

Um die Empfindlichkeit des biologischen Dosimeters im Bereich niedriger Strahlendosen
weiter zu erh6hen, wurde der Versuch unternommen, die aus dem Mikronukleustest und aus
dem MikronukleusCentromertest ermittelten p-Werte miteinander zu kombinieren. Diese
Analyse wurde auf die Daten nach 0,10 Gy konzentriert. Die Ergebnisse wurden in der Tabelle
12 zusammengestellt. Im Mikronukleustest oder MikronukleusCentromertest allein wurde bel

keinem der Spender ein signifikanter Unterschied zwischen 0 und 0,1 Gy beobachtet. Eine

Kombination beider Tests ergab einen signifikanten Unterschied bel 6 aus 9 Spendern.
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Tabelle 12: Statistische Zusammenfassung der Ergebnisse des Mikronukleustestes und
der Centromer-Analysen bei gesunden Spendern (* = Unterschied
signifikant zur Kontrolle)

Signifikanz
Spender Dosis Mn Mn C+ Mn~ MnC+ p
(Gy)
Gl 0,1 0,427 0,0282 0,0120  |p<0,05*
0,3 0,3492 0,0003 0,0001  |p<0,001*
G2 0,1 0,0501 0,0871 0,0044  |p<0,01*
0,3 0,0096 0,0153 0,0001  |p<0,001*
G3 0,1 0,0735 0,2979 0,0219  |p<0,05*
0,3 0,0029 0,0111 0,0000 |p<0,0001*
G4 0,1 0,0742 0,4667 0,0346  |p<0,05*
0,3 0,0157 0,122 0,0019 |p<0,01*
G5 0,1 0,1868 0,4504 0,0841 |p>0,05
0,3 0,0253 0,0345 0,0009 |p<0,001*
G6 0,1 0,6355 0,6601 0,4195 |p>0,05
0,3 0,0639 0,0935 0,0060 |p<0,01*
G7 0,1 0,0081 0,3519 0,0029  |p<0,01*
0,3 0,0016 0,0951 0,0002  |p<0,001*
G8 0,1 0,2676 0,6555 0,1754  |p>0,05
0,3 0,0001 0,1948 0,0000 |p<0,0001*
G9 0,1 0,0093 0,2898 0,0027  |p<0,01*
0,3 0,016 0,0551 0,0009  |p<0,001*

3.4 Analyse von Chromosomenaberrationen

Die Anayse von Chromosomenaberrationen in unbestrahlten Lymphocyten wurde als eine

erweiterte Untersuchung chromosomaler Schaden angewendet.Fir diesen Nachweis wurden
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aus kultivierten Lymphocyten der gesunden Spender und WismutArbeiter mit Tumor

M etaphaseplatten hergestellt und die Aberrationstypen und deren Haufigkeiten bestimn

3.4.1 Proliferationsratein Lymphocyten

Eswurden zwel Parameter, die die Proliferation charakterisieren, bestimmit:

a./ Mitose-Index (Prozent der Zellen die sich in der Metaphase befinden)

b./ Prozentualer Antell der Zellen in der zweiten Mitose (M 1)

In den Abbildungen 14, 15 und 16 wurden die Ergebnisse zusammengestellt. Der Mitoselndex
der gesunden Spender lag im Durschnitt bei 10%. In Lymphocyten der WismutArbeiter mit
Tumor ohne Strahlentherapie wurden im Mittelwert 8,6% der Zellen in der Mitose emittelt.
Bel den 3 strahlentherapierten WismutArbeitern betrug dieser Wert nur 5,3%.

Die Proliferationswerte der Lymphocyten gesunder Spender, der Wismut-Arbeiter mit Tumor
ohne Strahlentherapie und der WismutArbeiter mit Tumor nach Strahlentherapie

unterschieden sich statistisch voneinander.
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Abbildung 14: Proliferation der unbestrahlten Lymphocyten der gesunden Spender
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Abbildung 15: Proliferation der unbestrahlten Lymphocyten der WismutArbeiter mit

Tumor ohne Strahlentherapie
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Abbildung 16: Proliferation der unbestrahlten Lymphocyten der WismutArbeiter mit
Tumor nach Strahlentherapie (WTS: n=3)

Eine zusétzliche Information Uber die Proliferation der Lymphocyten ergab die Bestimmung
der Zellen in der zweiten Mitose. Durch die Zugabe von BrdU zu den Zelkulturen und der

FPG- Farbung konnte mikroskopisch zwischen Zellen, die sich in der 1. Mitose bzw. 2. Mitose

nach Stimulierung befanden, unterschieden werden.
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Bild 8: Metaphase-Chromosomen nach einer FPGFéarbung. Die Zelle befindet sich in
der 2. Mitose (unter schiedlich gefar bte Schwester chromatiden)

In der Gruppe der gesunden Spender wurde im Mittel 15,1% aller sich tellenden Zellen in der
zweiten Mitose gefunden (Abbildung 14). Ahnlich wie bei der Bestimmung der Mitosdndices
wiesen die Lymphocyten der WismutArbeiter mit Tumor eine geringere Proliferation auf als

die Lymphocyten der gesunden Spender.

3.4.2 Chromosomenaberrationen in unbestrahlten Lymphocyen der gesunden Spender
(G) und Wismut-Arbeiter mit Tumor (WT, WTYS)

Wie man der Tabelle 13 entnimmt, wurden in insgesamt 700 Metaphasezellen von gesunden
Spendern 7 Chromosomen-Briiche (1%), 8 Chromatid-Briiche (1,1%) und 1 dizentrisches

Chromosom (0,14%) beobachtet. Insgesamt wiesen 2,3% der Zellen Aberrationen auf.

Tabelle 13: Chromosomenaberrationen in unbestrahlten Lymphocyten der gesunden
Spender

Spender n-Zellen AberrationsTyp Summe der
Aberrationen
Chromosomen Chromatiden  Dizentrisches
Bruch Bruch Chromosom
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G3 100 2 2
G4 100 2 2
G5 100 2 1 3
G6 100 1 1
G7 100 1 2 3
G8 100 1 1 2
G9 100 3 3

S 700 7 8 1 16

Mw. auf 100 Zellen: 1,00 1,14 0,14 2,28

In Lymphocyten der Wismut-Arbeiter mit Tumor (WT, n=14 und WTS, n=3) traten signifikant
mehr Aberrationen auf als bei den gesunden Spendern. In den Tabellen 14 und 15 sind die
Ergebnisse der Analysen zusammengestellt. Bei den WismutSpendern mit Tumor ohne

Strahlentherapie  wurden 11,2% und be den WismutSpendern mit Tumor nach

Strahlentherapie 17,3% der Zellen mit Aberrationen beobachtet. In der Gruppe der Wismut

Arbeiter mit Tumor ohne Strahlentherapie wurden in 6,9% ChromosomenBriiche, in 2,6%

Chromatid-Bruiche und in 1,6% dizentrische Chromosomen ermittelt.

Die entsprechenden Werte bel den WismutArbeitern mit Tumor nach Strahlentherapie
betrugen 9,3%, 2% und 6%.

Tabelle 14: Chromosomenaberrationen in unbestrahlten Lymphocyten der Wismut
Arbeiter mit Tumor ohne Strahlentherapie

Spender n-Zellen Aberrations-Typ Summe der
Aberrationen

Chromosomen Chromatiden  Dizentrisches

Bruch Bruch Chromosom
WT 24 100 4 2 2 8
WT 30 100 11 3 3 17
WT 33 100 14 4 1 19
WT 48 100 7 4 2 13
WT 55 100 6 3 1 10
WT 57 100 4 1 1 6
WT 58 100 7 2 1 10
WT 59 100 8 4 1 13
WT 60 100 7 3 10
WT 61 100 6 1 2 9
WT 62 100 3 3 3 9
WT 63 100 5 3 3 11
WT 66 100 7 5 12
WT 67 100 8 2 10
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S 1400 97 37 23 157
Mw. auf 100 Zellen: 6,93 2,64 1,64 11,21

Tabelle 15: Chromosomenaberrationen in unbestrahlten Lymphocyen der Wismut-
Arbeiter mit Tumor nach Strahlentherapie

Spender n-Zelen AberrationsTyp Summe der
Aberrationen
Chromosomen Chromatiden  Dizentrisches
Bruch Bruch Chromosom
WTS 56 100 14 3 12 29
WTS 64 100 9 1 10
WTS 65 100 5 2 6 13
S 300 28 6 18 52
Mw. auf 100 Z€llen: 9,33 2,00 6,00 17,33

Die Aberrationshaufigkeit in Lymphocyten der WismutArbeiter mit Tumor war signifikant
hoher alsin den Lymphocyten gesunder Spender (G und WT-p<0;05 G und WTS-p<0,01).

3.4.3 Korrelation zwischen Mikronukleushaufigkeit und Chromosomenaberrationen

Es wurden keine Korrelationen zwischen den Mikronukleushaufigkeiten und den

Chromosomenaberrationen bei gesunden Spendern und WismutArbeitern mit Tumor ermittelt.

3.4.4 Korrelation zwischen Centromerpositiven Mikronuklei und

Chromosomenaber rationen

Die Anzahl Centromer-positiver Mikronuklei und der Chromosomenaberrationen bei 17
Wismut-Arbeitern mit Tumor korrelierten dagegen gut miteinander (Abbildung 17). Mit
steigender Haufigkeit von Chromosomenalerrationen nahm der prozentuale Antell der

Mikronuklel mit Centromeren ab.
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4. Diskussion

Ein Zie dieser Arbeit war es, die Moglichkeiten des Mikronukleustestes fur die , biologische
Dosimetrie® (biologischer Indikator) zu testen und zu erweitern. Es ging insbesondere um die
Moglichkeit der Verwendung des Testes als quantitativer Indikator nach Strahlenschéaden im
niedrigen Dosisbereich bis zu 05 Gy. Die Steigerung der Empfindlichkeit des
Mikronukleustestes im niedrigen Dosisbereich wurde durch den Einsatz von Centromer

spezifischen Sonden erzielt, wobel der Inhalt der Mikronuklei (ob azentrische Fragmente oder
ganze Chromosomen) bestimmt wurde. Da man sich von der Etablierung des
Mikronukleustestes eine Alternative bzw. Ergénzung zur traditionellen Untersuchung der
Metaphasechromosomen  erhofft, sollten die durchgefiihrten  Untersuctungen der

Chromosomenaberrationen dazu dienen, eine bessere Charakterisierung der Aberrationen, die

zur Mikronukle fuihren, zu erhalten.

4.1 Randbedingungen des Mikronukleustestes

Die Untersuchungen zu den Randbedingungen des MikronukleusAssays sind von Wuttke
(1993, Dissertation) durchgeftihrt worden. Es wurden unter anderem der Einflul? der Zelldichte
auf die MikronukleusExpression und Proliferation von Lymphocyten, sowie die Veranderung

der Zdlproliferation nach Zugabe von PHA vor und nach der Bestranlung analysiert.

Diese Untersuchungen haben gezeigt, dald eine reproduzierbare Proliferation und
MikronukleusExpression dann erzielt wurde, wenn die Zeldichte 22 x 10°ml Medium
betrug. Daher wurde im Rahmen unserer Analysen darauf geachtet, dal3 die
Lymphocytendichte bei allen angesetzten Kulturen innerhalb dieses Bereiches lag.

Die von Schrek und Stefani (1964) und Stewart et al. (1988) beschriebene strahlenbedingte
BeeinfluBung der ZdIproliferation durch PHA wurde ebenfalls durch Wuttke (1993) UberpUft.
Es zeigte sich, dai3 die Mikronukleusfrequenzen hoher waren, wenn die Lymphocyten vor der

Stimulierung bestrahlt wurden als dann, wenn die Bestrahlung nach der Stimulierung stattfand.
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Um diesen Effekt zu verhindern, wurden in unseren Untersuchungen die Lymphocyten zuerst

in vitro mit Rontgenstrahlen bestrahlt und dann PHA stimuliert.

4.2 Proliferation der Lymphocyten

Eine Voraussetzung fur die Mikronukleusexpression ist die Zellkernteilung (MUller et a 1991).
Da sich die Lymphocyten in der G -Phase befinden, missen sie mit eéinem Mitogen, PHA,
stimuliert werden. Nach dem Standardprotokoll fir den MikronukleusAssay (Fenech und
Morley, 1985a,b) wird Cytochalasin B 44 Stunden nach Beginn der Kultur hinzugegeben. In
unseren Untersuchungen erwies sich dieser Zeitpunkt als optimal sowohl fir die Lymphocyten
der gesunden Spender as auch der WismutArbeiter. Es ist bekannt, dald die
Lymphocytenproliferationsraten nach der Stimulierung mit PHA starke interindividuelle
Schwankungen aufweisen (Fenech und Morky, 1985b). Die Ergebnisse der vorliegenden
Arbeit bestétigen dies: in den unbestrahlten Lymphocyten der gesunden Spender schwankte die
Proliferationsrate zwischen 22,1 und 36,2%, bei WismutArbeitern ohne Tumor zwischen 12,7
und 33,8% und in der Gruppe der WismutArbeiter mit Tumor zwischen 3,8 und 30,5%.
Lymphocyten stellen eine aus mehreren Subpopulationen bestehende Zellpopulation dar
(Hogstedt et al., 1988a, b; Wuttke et.al., 1993). Der Anteil der einzelnen Subpopulationen am
gesamten Lymphocytenpool ist wiederum von vielen Faktoren abhéngig, wie z.B. Alter,
Qualitat des Immunsystems und Medikation. Die von uns untersuchten Spender waren
zwischen 30 und 76 Jahre alt. Bei den jungsten Spendern aus der Kontrollgruppe (G1, 30 J-
34,4%; G2, 31 J.-36,9%) wurde die hochste Proliferationsrate ermittelt, mit hoherem Alter
nahm sie ab (G4, 63J-25,9%; G7, 73 J.-24,8%; G8, 60 J.-22,1%).

Die Altersabhangigkeit der Proliferation wurde am deutlichsten in den beiden Gruppen der
Wismut-Spender beobachtet (die Altersbandbreite beider Spendergruppen war gleich: W lag

zwischen 59 und 71 J.,, WT+WTS lag zwischen 61 und 76 J.). Hier wurden die niedrigsten
Proliferationsraten ermittelt. Die meisten von den ehemaligen WismutArbeitern (insbesondere
Tumorpatienten) erhielten nicht nur im Rahmen der Tumortherapie verschiedene Arzneimittel.
Wie erwartet steigt mit dem Alter die Wahrscheinlichkeit einer altersbedingten Erkrankung
(z.B. Diabetes mdllitus, Herzrhythmusstérungen) und damit die dauerhafte Einnahme von

M edikamenten.
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Einige der Wismut-Spender mit Tumor erhielten eine Strahlentherapie oder auch ene
Chemotherapie. Die Patienten bekamen zusétzliche Medikamente, hauptsichlich Antibiotika
und Antimykotika zur Infektionsprophylaxe. Bei einigen Antiemetika (z.B. Dexamethason sehr
oft wahrend der Strahlentherapie verabreicht) wurde eine antiproliferative Wirkung auf
Lymphocyten sowie eine Induktion von Apoptose nachgewiesen (Bansal et.al., 1989). Die
niedrigsten Proliferationsraten in unseren Untersuchungen wurden bei Spendern ach einer
Strahlentherapie ermittelt. Eine héufig sehr geringe Rate an Binuklearisierung in den
Lymphocyten infolge der Therapie von Leuk&miePatienten wurde von Migliore et.al., (1991)
und Wuttke (1993) beobachtet. Eine zusétzliche Belastung fir die proliferierenden Zellen stellt
die in vitro Bestrahlung dar. Wie erwartet, nimmt der Anteil an binuklegren Lymphocyten mit
der steigenden Bestrahlungsdosis in jeder untersuchten Gruppe ab. Nach 2,5 Gy (enige
Wismut-Spender mit Tumor) und 5 Gy Rontgenstrahlen (die ganze Gruppe von Wismut-
Arbeitern ohne Tumor und die meisten WismutSpender mit Tumor) wurden die Zellen sehr
beeintrachtigt, so dal eine Ermittlung der Binuklearisierung in einer Reithe von Fallen nicht
mehr mdglich war. Erhoht sich die antiproliferative Wirkung der Bestrahlung durch zusétzliche
Faktoren, so erscheint es nicht zuléssig, nach dem von Fenech und Morley beschriebenen
Standardprotokoll zu verfahren. Nach der Verlangerung der Zellkulturdauer bis zu 90 Stunden
bei Brustkrebs-Patientinnen, wurde eine Erhéhung der Anzahl von binuklegren Lymphocyten
bis zu 63% beobachtet (Scott et. al., 1998). Um die Cytokinese durch Cytochalasin B zu einem
dem Verlauf des Zelzyklus entsprechend geeigneten Zeitpunkt zu inhibieren, ist die
Beobachtung der LymphocytenProliferation wéhrend der Kulturdauer erforderlich
(Gantenberg et.al., 1991; Wuttke et al., 1993).

4.3 Dosiswirkungbeziehung der Mikronukleusfrequenz nach in vitro Bestrahlung der

Lymphocyten

Die Einfuhrung der Cytochalasin BMethode (Fenech und Morley, 1985a, b) 10ste zahlreiche
Studien aus mit dem Zid, ene in vitro Dosiswirkungsbezienung zu erstellen, die die
Abhangigkeit der Mikronukleusexpression von der Strahlendosis am besten beschreibt (Prosser
et.al. 1988, Littlefield et. al.1989, Gantenberg et.al. 1991, Wuttke et.al. 1991, Thierens et. al.
1991, Vral et.al. 1992, 19944, Verhaegen und Vral 1994). Die meisten Autoren wahlten fur die

Anpassung der Dosiswirkungsbeziehung en linearquadratisches Modell. Bereits im Jahre
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1942 postulierten Lea und Catcheside, daf3 die durch mit niedrigem LEFStrahlen induzierten
Chromosomenaberrationen durch folgende linearquadratische Dosiswirkungsbeziehung

beschrieben werden konnen:

y=c+aD+bD?

mit y-Gesamtzahl von Aberrationen, D-Dosis, c-Spontanrate von Aberrationen, a und

b-K oeffizienten.

Begriindet wurde die linear-quadratische Beziehung durch die Annahme, dal3 ein Teil der
Aberrationen (azentrische Fragmente) durch ein Trefferereignis (eine ionisierende Spurbahn),
und ein anderer Teil (dizentrishe Chromosomen) durch zwei Trefferereignisse (zwel
voneinander unabhéngige Spuren) induziert wird. Diesem Modell entsprechend zeigen
azentrische Fragmente eine lineare und dizentrische Chromosomen eine linearquadratische
Dosiswirkungsbeziehung. Da strahleninduzierte Mikronuklel vorwiegend auf azentrische
Fragmente zurtickzufiihren sind (Evans 1988; Weil3enborn and Streffer 1991; Vral et al. 1997),
konnte erwartet werden, dal3 ihre Dosiswirkungsbeziehung ebenfalls linear sei. Dies ist aber
nicht so offensichtich. Der Grund dafir kénnte sein, da? andere Mechanismen fur die
Entstehung von Mikronuklei verantwortlich sein koénnten, wie z.B. Schadigung des
Kinetochors (Brenner et al. 1980), Schadigung des Spindelapparates (Maier und Schmidt
1976; Chai et a. 1985) oder multizentrische Chromosomen, an deren Centromeren die
mitotischen Spindelfasern der gegentiberliegenden Pole so ansetzen, dal eine Bewegung der
Chromatiden nicht moglich ist (Russall 1962). Aus diesem Grund scheint die Annahme einer
quadratischen Komporente fur die Strahlendosis erforderlich. Die meisten Autoren fligen
deshalb im hoheren Dosisbereich (>1 Gy) der linearen eine quadratische Komponente hinzu
(Kormos and Koteles 1988; Prosser et al. 1988; Littlefield et al. 1989; Thierens et al. 1991 fur
eine Ubersicht Miiller und Streffer 1993, Tab.2). Fenech and Morley (1985b) stellten dagegen
eine lineare Dosi swirkungsgleichung vor.

Die Anpassung der hier erhobenen Daten deutet auch auf ein linearquadrati sches Modell:

Mn/Bn = 0,017+ 0,049 D+ 0,075 D?
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Die von verschiedenen Autoren prasentierten Dosiswirkungskurven zeigen deutliche
Unterschiede. Fur die grofe Variabilitdt waren die Laborunterschiede verantwortlich z.B.
Verwendung von unterschiedlichen Medien, PHAQualitét fur die Zdlkultivierung,
unterschiedliche Cytochalasin BKonzentrationen, aber auch die Anzahl der untersuchten
Probanden und Zellen war unterschiedlich. Andererseits fuhrten zusétzliche Faktoren wie z.B.
interindividuelle Unterschiede in der Strahlenempfindlichkeit, aber auch intraindichielle
Schwankungen der Mikronukleusraten (Huber et.al.1992, Wuttke, 1993 Dissertation), bel der

Dosiswirkungsbeziehung zu solchen Diskrepanzen.

Da es in unseren Untersuchungen grundsétzlich um die Steigerung der Empfindlichkeit des
Mikronukleustestes im niedrigenDosisbereich (bis 0,50 Gy) ging, wurde nur bei den gesunden
Spendern eine Dosiseffektkurve (bis 2,50 Gy) hergestellt. Baei WismutSpendern wurden nur
nach zwel Strahlendosen (2,50 und 5,00 Gy) die Mikronukleushaufigkeiten bestimmt

Die Dosiswirkungsbeziehung fur die Mikronukleusexpression der in vitro exponierten
Lymphocyten von 9 gesunden Spendern zeigte eine gute Ubereinstimmung mit den Daten aus
der Literatur (Wuttke et. al. 1991). Be Vra e a. (1997) wurden vergleichbare
Mikronukleushéaufigkeiten im niedrigen Dosisbereich (0,10 Gy28,4; hier 26 Mn/1000Bn,

0,30 Gy-34,6; 33 Mn/1000Bn, 0,50 Gy 48,6; 59 Mn/1000Bn) beobachtet. Bel den hoheren
Dosen (1,00 und 2,00 Gy) weisen unsere Spender mehr Mikronuklel auf. In drel von uns
untersuchten Gruppen (gesunde Spender-G, Wismut-Arbeiter ohne Tumor-W und Wismut
Arbeiter mit Tumor-WT) findet man keine signifikanten Unterschiede bei den spontanen
Mikronukleushdufigkeiten. Allerdings tritt eine grof3e, unterschiedliche Variabilitdt in den
Mikronukleushaufigkeiten (gesunde Spender Faktor2,5; Wismut-Spender ohne Tumor-Faktor
4,4, Wismut Probanden mit Tumor Faktor 25,8) auf. Der Vergleich unserer Daten mit
denjenigen anderer Autoren zeigt, dal3 dhnliche interindividuelle Variabilitdten in den
Mikronukleusfrequenzen auch von den anderen Arbeitsgruppen gefunden werden; so
ermittelten Huber et al. (1989) einen Variabilitétsfaktor (Spannbreite niedrigster/hochster
Wert) von 6. Diein der Literatur beschriebenen Spontan-Mikronukleusfrequenzen zeigten eine
Spannweite zwischen 4 Mikronuklei/1000 Binukleaten (Au et a. 1991) und 62
Mikronuklei/1000 Binukleaten (Huber et al. 1992); (fur eine Ubersicht siehe Miiller und
Streffer, 1993, Tabellel).

In der vierten von uns untersuchten Gruppe WismutArbeiter mit Tumor nach
StrahlentherapieWTS (siehe Material und Methoden) wurden erhthte spontane



76

Mikronukleusraten ermittelt. Diesen Effekt mufd man wohl als Wirkung der Strahlentherapie
sehen. Mehrere Studien haben sich mit der Kinetik der Entstehung und des Verlustes der
Mikronuklei beschéftigt. In allen diesen Studien wurde betont, daf3 direkt nach Einwirkung
eines Mittels die Mikronukleusraten steigen und spéter die Zahl an mikronukleushaltigen Zellen
gleichmé&fdig abnimmt (Obe und Beek 1975; Obe et al. 1975a; Roberts et al. 1986 Rithidech et
al. 1988; Ono et al. 1990; Jagetia et a.1990; Fenech et al. 1990). Einige Jahre nach Exposition
mit verschiedenen Wirkstoffen wurden erhdhte Mikronukleusfrequenzen in Erythroblasten
(Fliedner et al. 1964; Tanaka et al. 1984) und in Lymphocyten (Reddy et a. 1980; Fenech et
al, 1990, Osanto et a. 1991) beobachtet, die dann aber auch reduziert wurden. Der Verlust der
infolge einer Strahlentherapie entstandenen Mikronuklei kann bei Erwachsenen nach einem
Jahr bis zu 41% (Reddy et al. 1980), bav. 50% Mikronuklei (Fenech et al. 1990) bedeuten.
Die Autoren beschreiben aber eine grof3e Variabilitét hinsichtlich des Verlustes der
Mikronuklei nach einer Therapie. Be den Kindern mit Schilddrisentumoren nach -10.31
Therapie bilden sich solche Mikronuklei in 46 Monaten zurtick (Streffer et.al. 1998).

Grofl3e interindividuelle Schwankungen fir die strahleninduzierten Mikronuklei wurden in
verschiedenen Labors beobachtet, z.B. Huber et al. (1989) fanden nach Bestrahlung mit 3 Gy
Unterschiede um einen Faktor 25. Auch unsere Untersuchungen bestétigen diese Variabilitét:
Nach der in vitro Bestrahlung der Lymphocyten mit 2,50 Gy Roéntgenstrahlen, wurden bel
gesunden Spendern Unterschiede vom Faktor 1,8, bel WismutSpender ohne Tumor (W)-4,8,
bei WismutSpender mit Tumor (WT)-2,2 und bei WTS-1,6 ermittelt. Nach 5 Gy in der WT-
Gruppe unterscheiden sich die Mikronukleushaufigkeiten um den Faktor 2,2 und in der WTS
Gruppeum 1,7.

Eine interindividuelle Schwankungsbreite wurde ebenfalls von Bender et al. (1988) fir die
Spontanfrequenzen von dizentrischen Chromosomen (6G2,8/1000 Zellen) und von Kakati et al.
(1986) fur die strahleninduzierten dizentrischen Chromosomen (Faktor 4 nach Exposition mit
3,00 Gy Gamma:Strahlung) beschrieben.

Das Auftreten der Variabilitdt vor allem in den spontanen Mikronukleusfrequenzen derselben
Personen zu verschiedenen Zeitpunkten (Wuttke, 1993, Dissertation) stellt ein wichtiges
Problem fUir die biologische Dosimetrie im niedrigen Dosisbereich dar.

Zusétzlich zu der individuellen kommt einemterindividuelle Schwankung, die nicht unbedingt
auf eine heterogene Strahlenempfindlichkeit der untersuchten Personen zurtckzufihren ist.

Viele Autoren versuchten die breite Variabilitdt innerhalb der  spontanen
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Mikronukleusfrequenzen mit verschiedenen Faktoren, die durch den individuellen Lebensstil
bzw. Lebensumstande auftreten, zu korrelieren. Am haufigsten wird die Altersabhangigkeit der
spontanen Mikronukleusexpressionen beschrieben. Fenech und Morley berichteten enen
altersbedingten Anstieg der spontanen Mikronukleushaufigkeiten sowohl beim konventionellen
Mikronukleustest (1985c) als auch unter Verwendung der Cytochalasin B Methode (1986). In
der letzteren Arbeit wurde ein Anstieg von 4,3% pro Jahr beschrieben. Ahnliche Effekte
beobachteten Hall und Wells (1988) 2% pro Jahr, Scarfi et al. (1990), Yager (1990), Au et .
(1991) und Thierens et a. (1991). Huber et a. (1989) fanden enen signifikanten,
atersabhéngigen Anstieg an spontanen Mikronukleusfrequenzen beim konventionellen
Mikronukleustest (3,4% pro Jahr), aber einen nicht signifikanten beim Mikronukleustest mit
Cytochalasin B-Technik (2,2% pro Jahr). Fir akoholische Getranke, sowie Koffein innerhalb
der untersuchten Konzentrationsbereiche wurden keine signifikanten Effekte hinsichtlich der
spontanen Mikronukleusfrequenz festgestellt (Yager et al. 1990). Allerdings fanden Pylkkanen
und Salonen (1987) einen EinfluR einer 5wochigen ,Ethanol-Diat* auf erhdhte
Mikronukleusraten nach 0,5 Gy Bestrahlung méannlicher Keimzellen bei der Maus. Ein
signifikanter Anstieg der spontanen Mikronukleusfrequenzen (Larramendy und Knuutila, 1991)
bzw. kein Unterschied (Huber et al. 1989, Nordic Study Group 1990, Yager et al. 1990, Au et
al. 1991) wurde beim Rauchen von Zigaretten berichtet. Fir diagnostische Rontgenstrahlen
(Yager 1990), sowie Kontrastmittel (Norman et al. 1984) wurde ein signifikanter Effekt
hinsichtlich der Mikronukleusfrequenzen festgestellt.

4.4 Empfindlichkeit des Mikronukleustestesim niedrigen Dosisbereich

Die oben beschriebene Variabiltét, hauptsachlich der Spontanhaufigkeit von Mikronukle in
binukledren Lymphocyten, stellt ein grof3es Problem im niedrigen Dosisbereich dar. Die von
Fenech und Morley (1986) sehr optimistisch dargestellte Dosisabschédtzung mit dem
CytochalasinB Mikronukleustest, dal3 sogar eine Exposition von 0,05 Gy detektierbar sai,
kann nach Prosser et al. (1988) nur dann erzielt werden, wenn der individuelle Kontrollwert
(Mikronukleusrate vor Exposition) bekannt ist. Unsere Daten bestdtigen die Beobachtungen
von Prosser et al. (1988). Die kleinste in unseren Untersuchungen eingesetzte Dosis (0,1 Gy)
kann man mit dem Mikronukleustest nur auf dem Populationsniveau ermitteln. Ohne Kenntnis

der Mikronukleusraten der einzelnen Spender vor der in vitro Exposition, ist es nicht moglich,
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die Bestrahlungsdosis im niedrigen Dosisbereich (bis 0,5 Gy) zu erfassen. Einigen Autoren
(Evans et a. 1979; Llyod et a. 1980) gelang die Detektion sehr niedriger Dosen unter
vertretbaren Zeitaufwand nur in exponierten Populationen, nicht jedo® in exponierten
Individuen.

Als untere Nachweisgrenze einer individuellen Strahlenexposition mit dem CytochalasiiB
Mikronukleustest wurde in der Literatur 0,1 Gy (Prosser et al. 1988), 0,3 Gy (Thierens et al.
1991) bzw. 0,2 Gy (Huber et a. 1992) angegeben. Aufgrund der niedrigen Spontanrate an
dizentrischen Chromosomen wird ein Nachweis mit Hilfe dieses Indikators bis zu 0,05 Gy von
einigen Autoren angenommen (Lloyd et al. 1986), andere Autoren (Kormos und Kételes 1990)

fanden eine vergleichbare Nachwei grenze fir beide Systeme.

4.4.1 Lymphocyten Subpopulationen

Ein weitere Ursache fir die grol3e Variabilitét besteht darin, dal3 bei der Auswertung nicht
zwischen Lymphocytensubpopulationen, die unterschiedlich strahlenempfindlich sein kénnen,
differenziert wurde (Hogstedt et al., 1988a; Wuttke et a., 1993). Im allgemeinem wurde
beobachtet, dal3 sich B-Lymphoycten radiosensitiver verhalten als T-Lymphocyten. Es wurde
auch eine hohe Strahlenempfindlichkeit fur die TSuppressor-Population (T-Zellen) festgestdlt
(Prosser et al., 1976; Schwartz et al., 1980, 1983; Wassermann et al., 1981; van Rensburg et
al., 1985; Sieber et al., 1985; Stewart et al., 1988).

Die Strahlenempfindlichkeit einer Person wird durch die zum Zeitpunkt der Untersuchung
bestehende Zusammensetzung der GesamtLymphocyten wesentlich mitbestimmt. Die
zahlreichen Einflumdglichkeiten auf die Zusammensetzung des Lymphocytenpools scheinen
auch durch standardisierte Untersuchungsbedingungen nicht ausgleichbar zu sein. Vide
Autoren beschreiben, dal3 sich die Subpopulationenzusammensetzung der Lymphocyten in
Abhangigkeit vom Alter und vom Geschlecht (Ohta et al., 1986), durch Vorerkrankungen (Kus
et a., 1985) der untersuchten Person, sowie durch die Tageszeit (Signore et a., 1985)
verandert.

Die ersten Hinweise auf eine hohere Mikronukleusexpression in BZellen nach Bestrahlung
kam von Hogstedt et a. (1988b), wo eine hohere strahleninduzierte Mikronukleusfrequenz
nach PWM (Pokeweed Mitogen)-Stimulation (stimuliert bevorzugt B-Zellen) als nach PHA-
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Stimulation (stimuliert bevorzugt T-Zellen), gefunden wurde. Larramendy und Knuutila (1991)
beschreiben eine erhthte Mikronukleusrate in BZellen von Rauchern und fir Peplomycin
wurde ein starkerer Effekt auf die Mikronukleusinduktion in B-Zellen als in T-Zellen gezeigt
(Slavutsky und Knuutila, 1989). Wuttke et a., (1993) sehen eine Notwendigkeit, induzierte
Mikronukleusfrequenzen unter Beachtung des mit dem Verhalten der Proliferation der zu
untersuchenden Zellpopulation nach Bestrahlung zu bewerten. Aufgrund der hohen Sensitivitét
der B-Zellen gegeniiber der Bestrahlung mit hohen Dosen (>1 Gy) fihrt die Dosisabschéatzung
mit Hilfe der Mikronukleusbestimmung in dieser Subpopulation zu ener enormen
Unterschdtzung der absorbierten Dosis (Wuttke et al., 1993). Nach einer Strahlenexposition
zwischen 0,5 und 1 Gy (in der Studie von Wulttke et al., 1993) blieb die Proliferation der B
Zellen und T-Zellen unbeinflufd, so dal sich die induzierte Mikronukleusfrequenz fur beide
Subpopulationen als ein geeignetes Mal3fir die Bestimmung ihrer Strahlenempfindlichkeit in
diesem Bereich darstellte. Dabel zeigte sich, dal3 die BZelen in diesem Dosisbereich
empfindlicher waren (nach einer Exposition mit 0,5 Gy betrug die Mikronukleusrate das
2,5fache der in den T-Zellen detektierten Dosis).

442 Steigerung der Empfindlichkeit des Mikronukleustestes durch den

Centromer nachweis mit FI SH-Sonden

Ein Zid unserer Untersuchungen war die Uberprifung, ob die Sensitivitdt des
Mikronukleustestes gegeniiber Strahlung durch den Einstz von centromerspezifischen FISH-
Sonden gesteigert werden kann.

Der Mikronukleustest gehért zu den am haufigsten angewendeten Tests in der biologischen
Dosimetrie (MUller und Streffer, 1991; 1994). Im Vergleich zu den Chromosomenaberrationen
ist die Auswertung von Mikronuklel relativ schnell und einfach. Lange Zeit war es allerdings
nicht moéglich, zwischen Mikronuklel zu unterscheiden, die aufgrund von clastogener oder
aneuploider Wirkung von Agenzien induziert werden. Es wurde zunéchst versucht, durch de
Einsatz der CREST Antikorper, dieses Problem zu lésen (Degrass und Tanzarella, 1988;
Fenech und Morley, 1989; Weissenborn und Streffer, 1991). Eine weitere Entwicklung stellte
die EinfUhrung der in situ- Hybridisierungs Technik mit DNA-Sonden gegen Centromere dar
(Becker et a., 1990). Beide Techniken ermdglichen eine Unterscheidung zwischen

Mikronuklei, die ganze Chromosomen oder azentrische Fragmente enthalten. In zahlreichen
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Studien wurde gezeigt, dal3 Aneuploidieinduzierende Agenzien Mikronuklel hexorrufen, die
Centromer- bzw. CREST positiv sind, also ganze Chromosomen enthalten. Im Gegensatz dazu
induzieren clastogene Agenzien Uberwiegend Mikronuklei mit azentrischen Fragmenten
(Eastmond und Tucker, 1989; Salassidis et al., 1992, Weissenborn und Streffer, 1991; Mller
und Nusse, 1993; Darroudi et al., 1996; Huber et a., 1996; Schuler et al., 1997).

Ein Nachteil des Mikronukleustestes ist, wie bereits erwdhnt, eine hohe inter und
intraindividuelle Variabilitdt der spontanen Mikronukleusfrequenzer{Gantenberg et al., 1991).
Diese Tatsache ist fir die geringe Sensitivitdt des Tests im Bereich niedriger Dosen von
clastogenen Agenzien verantwortlich (Norppa et al., 1993; Vral et al., 1997). Norppa €t al.
(1993) beobachtete,dal? das CytochalasinB in Konzentrationen zwischen 1 und 5 pg/ml
Mikronuklei mit ganzen Chromosomen induziert. Sie schlugen vor, die Empfindlichkeit des
Mikronukleustestes durch eine selektive Auswertung von Mikronuklei mit azentrischen
Fragmenten zu steigern. Dementsprechend analysieten Vral et al. (1997) die Frequenzen von
Centromer- negativen Mikronuklei (GMn) in peripheren Lymphocyten nach in vitro
Bestrahlung mit Gamma Strahlen und fanden tatséchlich, dal3 diese Methode die Sensitivitét

des Mikronukleustestes im Bereich niedriger Strahlendosen steigert.

Im Rahmen der vorliegenden Studie haben wir ebenfalls die Sensitivitét des Centromer

Mikronukleustestes nach Strahlenexposition mit der des konventionellen CytochalasirB

Mikronukleustestes verglichen. Die Ergebnisse zeigen, dal3im niedrigen Dosisbereich (bis 0,5
Gy), der Centromer- Mikronukleustest sensitiver ist als die herkémmliche Auswertung von
Mikronuklei in binukledren Zellen. Unsere Ergebnisse bestédtigen daher digenigen von Vral et
al. (1997).

Diese Autoren haben die Frequenz der Centromer-negativen Mikronuklei in einer bestimmten
Anzahl von zweikernigen Lymphocyten bestimmt. Diese Methode setzt voraus, dal3 die
zweikernigen Lymphocyten in den hybridisierten Praparaten identifiziert werden konnen. Wir
fanden dies schwierig, denn die Zellen missen vor der Hybridisierung mit Pepsin verdaut
werden, was zum Verlust des Cytoplasmas fihrt. Aus diesem Grund analysierten wir eine
bestimmte Anzahl an Mikronuklei und bestimten den Prozentsatz der Centromerpositiven

Mikronuklei (MnC+). Dabel wurden nur die Mikronuklei ausgewertet, die in der Néhe von
zwei nebeneinanderliegenden Kernen vorkommen. Bel dieser Vorgehensweise war die
Identifizierung eines Zweikerners nicht so entscheidend wie bel der Methode von Vral et al.
(1997).
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Ein weteres Problem im niedrigen Dosisbereich sind die geringen Mikronukleusfrequenzen.
Dementsprechend bendtigt man mehr binukleate Zellen, um eine représentative Zahl von
Mikronuklei auszuwerten. Als Beispid: in unseren Untersuchungen betrug der Mittelwert der
Mikronukleusfrequenzen in unbestrahlten Lymphocyten der gesunden Spender 18,8
Mikronuklei pro 1000 BrrZellen, man wirde also ungefahr 5300 BrrZellen bendtigen, um 100
Mikronuklei zu finden. Abhangig von der Dichte der Zellen auf dem Objekttréager wirde ran
2-3 Pr8parate brauchen, um die oben genannte Auswertung durchzufiihren. Dennoch fanden
wir eine derartige Analyse von Mikronukle Uberzeugender als die Auswertung der Centromer
negativen Mikronukle in BrZellen (Vral et a., 1997).

Ein offensichtlicher Nachteil dieser Methode ist, dal} die erhaltene Dosiseffektkurve mit
steigender Dosis abflachen wird, weil die relative Frequenz von Centromerpositiven
Mikronuklei niedriger wird. Fir die Uberpriifung der Kinetik der Dosiseffektkurve nach
hoheren Dosen wurden die Lymphocyten von zwei gesunden Spendern (G1 und G2) bis 2,5
Gy in vitro bestrahlt. Wie man in der Abbildung 18 sieht, ist die relative Senkung des
Verhdtnissess MnC+/MnG nach 1 Gy kleiner als im Bereich zwischen 01 Gy. Im
Zusammenhang mit der Tatsache, dal3 die Frequenz der Mikronuklel mit der Dosis nach dem
linear-quadratischen Modell steigt (Wuttke et a., 1993), ist der konventionelle
Mikronukleustest bei den Dosen tiber 1 Gy sensitiver.

Centromer-positive Mn (%)

0 0,1 0,3 0,5 1 1,25 2 25
Dosis (Gy)

Abbildung 18: Centromer-positive Mikronukle in bestrahlten Lymphocyten von
2 gesunden Spendern (G1 und G2 bis 2,50 Gy)
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Obwohl die Empfindlichkeit des Centromer Mikronukleustestes im Bereich niedriger Dosen
hoher ist as die des konventionellen Mikronukleustestes, so reichte sie in den meisten Féllen
nicht aus, um auf dem Niveau enes Individuums bel der kleinsten angewendeten
Bestrahlungsdosis von 0,1 Gy eine signifikante Senkung der relativen MnC+ Haufigkeit zu
erzielen.

Eine Losung des Problems die Messung niedriger Dosen durch die biologischen Dosimetié zu
erfassen, wére vorteilhaft im Falle eines Strahlenunfalls, wenn eine Ermittlung der absorbierten
Strahlendosis der einzelnen Personen notwendig ist und geeignete physikalische Verfahren
fehlen. Um dies zu erzielen, haben wir die Ergebnisse von beiden Tests namlich von dem
konventionellenr und dem Centromer-Mikronukleustest kombiniert. Bel zwei voneinander
unabhangigen Tests kann man die erhatenen pWerte multiplizieren. In unseren
Untersuchungen war diese Prozedur berechtigt, weil kein Grund zur Annalme besteht, dal3 die
Frequenz der Mikronuklei die relative Frequenz der Centromer-positiven Mikronuklei
beeinflu®t und umgekehrt: es gibt keine Hinweise dafir, dal3 die relative Haufigkeit von
Centromer-positiven Mikronuklel einen Einflufd auf die Anzahl der Mikronukle hat. Es ergibt
sich ein statistischer Sinn: beide Ergebnisse sind voneinander unabhangig, ein Mikronukleus
existiert entweder als Centromer-positive oder Centromer-negative Einheit.

Die Kombination beider Tests ergab signifikante Unterschiede wischen den Kontrollwerten
und den Werten von 0,10 Gy bei 7 von 9 gesunden Spendern (siehe Ergebnisse, Tabelle 12).
Deshalb ist dieses Verfahren vielversprechend zur weiteren Erhdhung der Sensitivitédt dieses
biologischen Dosimeters.

Centromer-positive Mikronuklei konnen bei der Schadigung des Spindelapparates oder als
Konsequenz sog. Anaphase-Bricken (Cornforth und Goodwin, 1991) auftreten. Obwohl
ionisierende Strahlung vor allem Mikronuklei mit azentrischen Fragmenten hervorruft (Heddle
und Carrano, 1977; Weissenborn und Streffer, 1991; Miller et al., 1991), hat sie auch
Aneuploidie induzierende Effekte allerdings in geringem Ausmal’ (Uchide et al., 1975). Unser
Verfahren, in dem die Frequenz von Centromer-positiven Mikronuklel pro 100 Mikronuklei
ausgewertet wurde, erlaubt keine direkte Analyse der dosisabhangigen Veranderungen in der
absoluten Frequenz von Centromer-positiven Mikronuklei. Diese Werte konnen aber
ausgerechnet werden auf der Basis der Mikronukleushéufigkeiten beim konventionellen
Mikronukleudest. Solche rekonstruierten Ergebnisse zeigen eine dosisabhangige Steigerung

von Centromer-positiven Mikronuklei (Abbildung 19). Ahnliche Ergebnisse wurden von
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Daurrodi et al. (1996), Cornforth und Goodwin (1991), Miller et a. (1992), Vral et al. (1997)
beobachtet.

Mn mit Centromeren/1000 Bn

0 0,1 0,3 05 1
Dosis (Gy)

Abbildung 19: Die absoluten Haufigkeiten von Mikronuklei mit Centromeren per 1000
binukledren Lymphocyten von gesunden Spendern

Theoretisch konnte man erwarten, dal3 die Mikronuklel mit steigender Dosis mehr dizentrische
Chromosomen beinhalen. Unsere Anayse der Vertellung der Centromer-Signale in
Mikronuklei zeigte keine dosisabhéngige Zunahme der Mikronuklei mit 2 Signalen (Abbildung
20). Ahnliche Effekte wurden bei Weissenborn und Streffer (1991) beobachet, die Mikronuklei
mit Kinetochoren in Tumor-Zellen analysierten. Dies deutet daraufhin, dal3 die steigende
Frequenz von Centromer-positiven Mikronuklei hauptsachlich auf einzelne komplette
Chromosomen zurtickzuftihren ist und die dizentrischen Chromosomen sehr selten von dem
Hauptkern in Form von Mikronuklel ausgeschlossen sind. Derartige Schluf3folgerungen
wurden von Miller et al. (1991) prasentiert.

Die Tatsache, dal3 eine deutliche Dosisabhéngigkeit fur die Anzahl von CentromerSignalen
pro Mikronukleus nicht beobachtet wurde, 18/3% den Verdacht aufkommen, dal3 eine genaue
Quantifizierung von Centromer-Signalen in Mikrokernen mit der FISHTechnik nicht einfach
ist. Bessere Ergebnisse konnte man vielleicht erreichen bei der Durchfihrung der irsitu-
Hybridiserung mit Centromer Sonden an Zellen n Suspension mit anschlief3ender Laser

Scanning-Mikroskop-Analyse.
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4.4.2.1 Nachweisder Strahlenexpositionen mit dem Centromer-Mikronukleustest

Die Untersuchungen am Blut von ehemaligen Uranbergarbeitern zeigten, dafi3 es offensichtlich
moglich ist, mit dem CentromerMikronukleustest Strahlenexpositionen, die einige Jahre
zurtickliegen, nachzuweien. Die Auswertung von Mikronuklei mit und ohne Centromere in
Lymphocyten von friiheren WismutArbeitern, die wahrend ihrer Tatigkeit bel der Wismut AG
sehr hohen Strahlendosen ausgesetzt waren, ergab, dal’ der prozentuale Anteil von Centromer-
positiven Mikronuklei bei Uranbergarbeitern signifikant niedriger ist als bel gesunden
Spendern. AulRerdem wurden signifikant weniger Mikronuklei mit Centromeren bei Wismut
Spendern mit Tumor as bel WismutSpendern ohne Tumor ermittelt. Da diese
Strahlenexpositionen vor vielen Jahren stattgefunden haben, ist es nicht mehr méglich, die
einzelnen absorbierten Dosen aus der Kalibrationskurve des CentromerMikronukleustestes zu

rekonstruieren.
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4.5 Chromosomenaber rationen und Genomische | nstabilitat

Die Analyse von Chromosomenaberrationen diente dazu, eine bessere Charakterisierung der
Aberrationen zu erhaten, die zu Mikronuklei fihren. Die Auswertung von
Chromosomenaberrationen von 7 gesunden Spendern und 12 WismutArbeitern mit Tumor
zeigte, dal3 die Wismut-Beschéftigten signifikant mehr Aberrationen aufweisen as die
normalen Spender. Die Ergebnisse konnen so interpretiert werden, dal3 durch die
Strahlenexpositionen eine genomische Instabilitdt eingetreten ist, so da neue
Chromosomenbriiche auftreten, die dann zu der Expression von Mikronukle fuhren. Derartige
chromosomale Instabilitéten konnten zu schwerwiegenden gesundheitlichen Schaden fuhren

und bei der Karzinogenese von erheblicher Bedeutung sein.

Der DNA- Doppelstrangbruch stellt eine Lasion dar, die letzendlich fii die Entstehung einer
Aberration verantwortlich gemacht wird. Ein Doppelstrangbruch muf3 aber nicht unbedingt die
Primérldsion sein, die zu einer Aberration fuhrt. Entsteht ein Doppelstrangbruch in der G -
Phase und fuhrt zu einer Aberration, dann ist diesein der Mitose als Aberration mit der L&sion
beider Chromatiden (ChromosomenTyp Aberration) sichtbar. Die Ursache liegt darin, dal3 der
Doppelstrangbruch wahrend der S-Phase verdoppelt wird und somit beide Chromatiden betrifft
(Savage, 1975). Nur sehr wenige Agenzien sind imstande, ChromosomenTyp-Aberrationen
auszulésen. Zu ihnen gehdren ionisierende Strahlung, Restriktionsenzyme und Bleomycin, die
direkt Doppelstrangbriiche induzieren konnen. Die Spontanrate der ChromosomenrTyp-
Aberrationen ist generell sehr niedrig (spontane Frequenz an dizentrischen Chromosomen 0
2,8/1000 Zellen, Bender et a., 1988). Die in unseren Untersuchungen sehr hohe Anzahl an
dizentrischen Chromosomen bel WismutSpendern mit Tumor (WT) ist meistens auf die
Strahlentherapie zurtdkzufiihren. Die am h&ufigsten von uns beobachteten Aberrationen
gehoren zu den Chromatid-Typ-Aberrationen, bei denen nur eine Chromatide gebrochen ist.
Alle Agenzien, die EinzelstrangDNA-Lasionen ausldsen (Einzelstrangbriiche, Alkylierung,
DNA-Addukte, DNA-Vernetzung, Basenveranderung) induzieren in der G -Phase keine
Chromosomen-Typ, sondern Chromatid-Typ Aberrationen. Der Grund dafir liegt darin, dal3
die EinzelstrangDNA-Lasion erst wéhrend der S-Phase in DNA-Doppelstrangbriiche

umgewandelt werden und zur Entstehung von Aberrationen fihren kénnen.
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Fur die Entwicklung eines Tumors nach Bestrahlung, ist die Abfolge mehrerer Schritte
notwendig. Es kommt chromosomalen Veranderungen und der DNA-Reparatur bel diesen
Prozessen eine besondere Bedeutung zu. Ferner kann sich im Laufe dieser Prozesse eine
genomische Instabilitét entwickeln (Streffer et al., 1997). Als unbestritten gilt, daf3 jede
Strahlenexposition das Krebsrisko erhdht. Aus den  Untersuchungen an den
Atombombeniberlebenden in Hiroshima und Nagasaki wd8 man, dal3 strahleninduzierte
Tumoren mit einer zeitlichen Verzogerung, der sog. Latenzzeit auftreten. Die minimale
Latenzzeit betragt fir die meisten Tumoren bei den Erwachsenen ca. 10 Jahre, fur Leukamie
etwa 2 Jahre. Die spontane Rate der Tumorerkrankungen nimmt mit dem Alter zu. Die
spontane Haufigkeit der Mutationen in den Zellen eines Organismus wurde von vielen Autoren
untersucht. Sie scheint zu niedrig zu sein, um fir die zahlreichen genetischen Verdnderungen,
die in Tumorzellen beobachtet wurden, verantwortlich zu sein (Loeb, 1991). Eine mogliche
Erklarung dafir wére, dal? die Mutationen in einem bestimmten Stadium der Tumorgenese mit
erhohter Rate auftreten. Dieser Effekt wurde mit der genomischen Instabilitét in Verbindung
gebracht (Morgan et a., 1996).

Der Verlust der genomischen Stabilitét in Tumorzellen ist weithin akzeptiert als einer der
wichtigsten Aspekte der Karzinogenese (Cheng und Loeb, 1993; Tisty et a., 1993). Die
genomische Instabilitdt von Tumorzellen betrifft molekulare, morphologsche und
biochemische Charakteristika, aber am haufigsten wurden zytogenetische Verdnderungen
beschrieben (Solomon et al., 1991; Rabbitts 1994).

Seit vielen Jahren verbindet man ionisierende Strahlung mit dem erhdhten Auftreten von
Tumoren (Morgan et al., 1996; Sabatier et al., 1995; Sankaranarayanan und Chakraborty,
1995) und potentielle Mechanismen wurden von Cox (1994) beschrieben. Im wesentlichen
konzentriert sich die Rolle der genomischen Instabilitét auf die Entwicklung strahleninduzierter
Karzinogenese (Kronenberg, 1994).

Die molekularen, genetischen und zellularen Ereignisse, die zu der genomischen
Destabilisierung fulhren sind unklar. Fir die genaue Ubertragung der genetischen Information
von einer Zelle auf die Nachkommen sind viele Gene notwendig. Eine Mutation in eénem von
diesen Genen konnte ein erster Schritt in der Tumorgenese sein und anschlief3end viele

M utationen ausldsen, die in den Tumorzellen beobachtet werden (Morgan et al., 1996).

Der von Puck und Marcus im Jahre 1956 eingefihrte Kolonidildungstest zeigte, daf3 die

Zdlen nach in vitro Bestrahlung einem mitotischen Tod unterliegen. Es treten in den ersten



88

Mitosen nach der Bestrahlung Chromosomenaberrationen auf, die teilweise zum Verlust des
genetischen Materials fuhren. Zwar konnen solche Zellen, die ein Teil des genetischen
Materials verloren haben, proliferieren, sie sterben aber nach einigen Zellteilungen ab. Bald
wurde beobachtet, dal3 nicht alle Zellen, die eine Bestrahlung tberlebt haben (die also ,, gesund*
sein sollten), gleich grof3e Kolonien bilden , wie unbestrahlte Zellen. Fir diesen Effekt, sog.
»Small colony formation”, fand man sehr lange keine Erklarung. Beer et al., (1979) beschrieben
diesen Effekt als vererbbare Schadigung des genetischen Materials und damit verbunden ist die
dauerhafte Verminderung der Fahigkeit zur Proliferation.

Schon im Jahre 1989 beschrieben Pampfer und Streffer einen signifikanten Anstieg der
Chromatid- und Chromosomenaberrationen in Fibroblasten von MausFéten vom Tag 19 der
Schwangerschaft, die im Zygten-Stadium mit Rontgenstrahlen bestrahlt worden waren.
Ubertragbare chromosomale Instabilitat wurde durch Weissenborn und Streffer (1989) gezeigt,
die 1-zellige Mausembryonen mit Rontgenstrahlen und Neutronen bestrahlten. Diese Studie
wies nach, dald nicht nur in der 1. Mitose nach der Bestrahlung Chromosomenaberrationen
auftreten, sondern auch wéahrend der 2. und 3. Mitose.

Kadhim et al. (1992) beobachteten, dal? a-Teilchen wirksame AuslGser von Chromatid und
Chromosomenaberrationen in klonogenen und nichtklonogenen Zellkulturen bei Maus und
humanen Stammzellen sind. Martins et a. (1993) demonstrierten chromosomale Instabilitét in
humanen Fibroblasten nach Expositionen mit schweren lonen (Argon, Neon, Blei). Die
Autoren beobachteten die Zellen mehrere Passagen nach der Exposition, wobei mit

zunehmender Anzahl der Zellteilungen die Haufigkeit von Chromosomenaberrationen anstieg.

Die von uns beobachteten Chromosomenaberrationen bel WismutSpendern mit Tumor kénnen
Folge einer friheren Strahlenexposition sen. Die Ergebnisse kdnnen so interpretiert werden,
da? durch Jahrzehnte zurlckliegende Strahlenexpositionen eine genomische Instabilitét
eingetreten ist, wodurch spédter neue Chromosomenbriiche entstanden, die zu Mikronuklel
fuhrten. Die im Rahmen dieser Arbeit durchgefihrten Untersuchungen zur Bestimmung der
Mikronuklei und die zusédtzlichen Centromer Anaysen in Mikronuklei zeigen, dal3

cytogenetische Schaden als Folge einer Strahlenexposition noch heute erfal3bar sind.

Im Bezug auf den Nachweis von friheren Srahlenexpositionen hat sich der Centromer
Mikronukleustest als gutes cytogenetisches Verfahren bewdhrt. Die Anzahl von Centromer

positiven Mikronuklel bel den WismutArbeitern war signifikant niedriger als bei gesunden
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Spendern. Dazu wurden auch signifikante Unterschiede bei der Anzahl von Centromerhaltigen

Mikronuklei zwischen beiden WismutArbeiter Gruppen beobachtet: Wismut-Spender mit

Tumor (WT) wiesen deutlich weniger Mikronuklei mit Centromeren als WismutSpender ohne

Tumor (W) auf.

Sehr beeindruckend ist, dald3 die Veranderungen des genetisches Materials, die auf eine
genomische Instabilitét zurickgefuhrt werden konnen, nicht in Tumorzellen sondern in
Blutzellen (Lymphocyten) gefunden wurden. Damit hat sich die Eignung der Lymphocyten des
peripheren Blutes fur die biologische Dosimetrie bestdtigt. Stammzellen und langlebige
peripheren Lymphocyten (Gedéchtniszellen) haben den cytogenetischen Schaden fur
Jahrzehnte konserviert. Solche Beobachtungen wurden auch bei strahlenbehandelten Patienten
(Buckton et al., 1983) und den Uberlebenden nach den Atombombenabwiirfen (Sasaki und
Miyata, 1968) gemacht.
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5. Zusammenfassung

Ein Zid dieser Arbeit war die Uberprifung der Einsetzbarkeit des Mikronukleustestes in der
biologischen Dosimetrie. Als Schwerpunkt wurde die Mdglichkeit der Verwendung des Testes
im niedrigen Dosisbereich (unter 0,5 Gy) festgelegt. Es wurde versucht, die Empfindlichkeit
des Mikronukleustestes zu steigern, indem die strahleninduzierten von den ,spontan”
enstandenen Mikronuklei unterschieden wurden. Zu diesem Zweck wurden DNA -Sonden
gegen Centromere eingesetzt. Es wurde auch der Frage nachgegangen, ob man frihere
Strahlenexpositionen mit dem Mikronukleustest erfassen kann. Dazu wurden Vergleiche
zwischen den in vitro induzierten Mikronukleushaufigkeiten in Lymphocyten der gesunden
Spender mit den unbestrahlten Lymphocyten der enemaligen Uranbergarbeiter der Wismut AG
erstellt. In alen untersuchten Gruppen wurde auch zwischen strahleninduzierten und
»Spontanen” Mikronuklei mit Hilfe von DNA-Centromer Sonden differenziert.

Auswertungen der Chromosomenaberrationen sollten einer besseren Charakteriserung der
Aberrationen dienen, die zu Mikronukle fiihren kénnen. Von der Etablierung des ,, Centromer -
Mikronukleustestes® erhofft man sich eine Alternative bzw. Ergénzung zu der traditionellen

M etaphase-Chromosomen-Untersuchung.

5.1 Randbedingung des Mikronukleustestes

Untersuchungen zu den Randbedingungen des Mikronukleustestes mit menschlichen
Blutlymphocyten sind von Wouttke (1993, Dissertation) durchgefuhrt worden. Diese
Untersuchungen haben gezeigt, dal’3 eine reproduzierbare Proliferation und Mikronukleus -
Expression erzielt wurde, wenn die Zelldichte 1-2 x 10°/ml Medium betrug. Daher wurde im
Rahmen unseren Untersuchungen darauf geachtet, dal3 die Lymphocytendichte be allen

angesetzten Kulturen innerhalb dieses Bereiches lag.

Um die von Schrek und Stefani (1964), Stewart et al. (1988) beschriebene und von Wuttke
(1993, Dissertation) Uberprifte Veranderung der Zdlproliferation nach Zugabe von PHA vor
und nach der Bestrahlung zu verhindern, wurden in unseren Untersuchungen die Lymphocyten

zuerst in vitro mit Rontgenstrahlen bestrahlt und dann mit PHA stimuliert.
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Die Cytochaasin B Zugabe 44 h nach Kulturbeginn (Fenech und Morley, 1985 a, b) stellte sich

als optimaler Zeitpunkt fur alle gesunden und die meisten Wismut -Spender dar.

5.2 Dosiswirkungsbeziehung der Mikronukleusfrequenz in binukléaren Lymphocyten

Es wurde e ne linear -quadrati sche Dosi swirkungbeziehung fir in vitro bestrahlte Lymphocyten

der gesunden Spender ermittelt (Mn/Bn = Mikronukleusfrequenz; D = Dosis [Gy]).

Mn/Bn = 0,017 + 0,049D + 0,075D?

Die Vertelung der Mikronuklei in Lymphocyten wurde auf eine Abweichung von der
Poissonverteilung untersucht (U-Test nach Edwards et a. 1979). In den meisten Féllen lag eine

Uberverteilung vor.

In alen untersuchten Gruppen wurden intraindi viduelle Variabilitdten in den spontanen sowie
induzierten Mikronukleusfrequenzen beobachtet.

Be den Mikronukleus-Spontanraten in Lymphocyten der gesunden Probanden (Mittelwert
0,015 Mn/Bn), Wismut-Arbeiter ohne Tumor (Mittelwert 0,021 Mn/Bn) und Wismut -Spender
mit Tumor ohne Strahlentherapie (Mittdwert 0,20 Mn/Bn) wurden keine signifikanten
Unterschiede festgestellt. Dagegen waren die spontanen Mikronukleushaufigkeiten der
Wismut-Spender mit Tumor, die einer Strahlentherapie erhalten hatten (Mittelwert 0 ,073
Mn/Bn) signifikant hoher als die Mikronukleusraten in jeder oben erwadhnten Gruppe.

Die Mikronukleusfrequenzen der Lymphocyten von gesunden Spendern nach in vitro
Bestrahlung mit niedrigen Dosen (bis 0,50 Gy) zeigten signifikante Unterschiede gegeniiber
den unbestrahlten Lymphocyten nur auf dem Populationsniveau. Erst ab 0,50 Gy
Rontgenstrahlen  wurden  bel  alen  Spendern  signifikante  Unterschiede  der

Mikronukleushaufigkeiten gegenuiber den spontanen Mikronukleusraten beobachtet.

5.3 Analyse von Centromersignalen in Mikronuklei
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Die Untersuchungen von Centromer-positiven Mikronuklei in unbestrahlten Lymphocyten
haben ergeben, dal3 spontan entstehende Mikronuklel vorwiegend auf ganze Chromosomen
zurtickzuftihren sind, da in jeder Gruppe in den meisten spontanen Mikronuklei Centromer -
Signale beobachtet wurden. Allerdings wurden bel den Centromer-Anaysen sgnifikante
Unterschiede zwischen den einzelnen o.g. Gruppen (G,W,WT) ermittelt. Die Untersuchung des
Anteils an Mikronuklel mit Centromeren ergab, dal3 in Ly mphocyten von nicht-exponierten
Personen (gesunde Spender) in 74,5% (Mittelwert) der Mikronuklel Centromere auftraten. Bei

den Wismut-Arbeitern, die Expositionen untertage erhielten, wurden dagegen nur 62,1%

(Wismut-Arbeiter ohne Tumor) und 55,6% (Wismut-Arbeiter mit Tumor) Centromer -positive
Mikronuklei beobachtet.

Dies bedeutet, dal3 offensichtlich der Anteil an Mikronuklei, die aus azentrischen Fragmenten

(Centromer-negativ) gebildet worden sind, bei den exponierten Personen signifikant erhoht
gegenuiber nicht exponierten Personen ist. Wismut-Arbeiter mit Tumor wiesen signifikant
weniger Centromer-haltige Mikronuklei, nicht nur gegentiber den gesunden Spendern, sondern

auch gegeniber den Wismut-Arbeitern ohne Tumor auf, was durch eine zunehmende
genomische Instabilitét bedingt sein konnte.

Die Im Rahmen dieser Arbeit durchgefihrten Untersuchungen zur Bestimmung der

Mikronuklei und die zusdtzlichen Centromer-Anaysen in Mikronukle zeigen, dai3

cytogenetische Schaden als Folge einer Strahlenexposition noch heut e erfal3bar sind.

5.3.1 Centromer-positive Mikronuklel in bestrahlten Lmyphocyten der gesunden
Spender

Nach Bestrahlung nahm die Anzahl der Centromer -positiven Mikronuklei dosisabhangig ab.
Schon nach 0,10 Gy wurden signifikante Unterschiede an Centromer -haltigen Mikronukle im
Vergleich zu den Kontrollwerten festgestellt (Mittelwert 68,3%). Die hoheren
Bestrahlungsdosen bewirkten eine relative Abnahme der Centromer -positiven Mikronuklei.

Mit Hilfe des Centromer-Mikronukleustest konnen friihere Strahlenexp ositionen nachgewiesen
werden. Allerdings ist die Ermittlung der Strahlendosen bel den Wismut -Arbeitern nicht mehr

maoglich, da die Strahlenexpositionen einige Jahre zuriick liegen.
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54 Statistische Kombination der Ergebnisse des Mikronukleustestes und der

Centromer-Analyse bei gesunden Spendern

Hinsichtlich der Steigerung der Empfindlichkeit des biologischen Dosimeters im Bereich
niedriger Strahlendosen, wurde der Versuch unternommen, die aus dem Mikronukleustest und
aus dem Mikronukleus-Centromertest ermittelten p-Werte miteinander zu kombinieren. Im
Mikronukleustest oder Mikronukleus-Centromertest alein wurde bel keinem Spender ein
signifikanter Unterschied zwischen 0 und 0,1 Gy beobachtet. Eine Kombination beider Tests
ergab einen gignifikanten Unterschied bei 6 aus 9 gesunden Spendern, wodurch die
Empfindlichkeit des Mikronukleustestes auf dem individuellen Niveau gesteigert wurde. Es

wird bereits moglich, 0,1 Gy bel einzelnen Personen nachzuweisen.

5.5 Analyse von Chromosomenaberrationen

Die Analyse von Chromosomenaberrationen in unbestrahlten Lymphocyten der gesunden
Spender und Wismut-Arbeiter mit Tumor wurde as eine erweiterte Untersuchung
cytogenetischer Schaden angewendet.

Die Aberrationshaufigkeit in Lymphocyten der Wismut-Arbeiter mit Tumor war signifikant
hoher asin den Lymphocyten gesunder Spender.

Es wurden keine  Korrdationen  zwischen  Mikronukleushéaufigkeiten  und
Chromosomenaberrationen bei gesunden Spendern und Wismut-Arbeitern mit Tumor ermittelt.
Es wurde dagegen eine gute negative Korreation zwischen Centromer -positiven Mikronukle

und Chromosomenaberrationen bei Wismut-Arbeitern mit Tumor (r=-0,7497) beobachtet.
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